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Astrazonlar, diger tekstil boyalan arasinda, tekstil endiistrisinde yaygin olarak
kullamlan boyar maddelerinden biridir. Birgok tekstil boyasi ve bu boyalari igeren atik
sular ¢esitli test organizmalar i¢in toksik, genotoksik ve mutajenik &zelliklere sahiptir.
Bununla birlikte, astrazon boyalarimin sucul test organizmalarina toksik etkileri iizerine
yapilmis olan ¢aligmalar oldukga kisithidir.

Bu aragtirma, dort farkli astrazon boyasmmn Bufo viridis (kara kurbagasi)
iribaglarina toksik etkilerini saptamak amaciyla planlandi. Toksik etki, iribaglarm iki
farkli gelisim evresinde, duragan test sistemi kullanilarak aragtirildi. Astrazon mavi,
siyah, sar1 ve kirmizi boyalar i¢in iribas geligiminin 20. evresinde LC50 degerleri 72
saatlik test periyodu sonunda sirasi ile 2.89 ppm, 4.00 ppm, 39,35 ppm ve 66.03 ppm
diizeyinde bulundu. Gelisimin 24. evresinde, ayni kosullar altinda 72 saatlik test
periyodu sonrasinda LC50 diizeyi bu boyalar i¢in 0.919 ppm, 2.66 ppm, 20.37 ppm ve
13.69 ppm olarak saptandi.

~ Aragtirmada, iki farkli gelisim evresindeki kurbaga iribaglarinda bu tekstil
boyalarinin olusturdugu etkisiz en yliksek konsantrasyon (NOEC) ve etkili en diisiik
konsantrasyon (LOEC) degerleri, varyans analizi (ANOVA) testi ile saptandi. NOEC-
LOEC degerleri 72 saat sonunda 20. gelisim basamagindaki iribaglarda, sirasiyla,
astrazon mavi, siyah, sar1 ve kirmizi boyalarinda, 2.57-2.82 ppm, 3.38-3.68 ppm, 39.52-
41.92 ppm ve 65.42-69.40 ppm, 24. gelisim evresinde 1.36-1.63 ppm, 2.35-2.58 ppm,
13.15-18.92 ppm ve 9.46-13.23 ppm degerleri saptandi.

Calismada kullanilan bu dort farkli boyaya 12 ve 24. saatlerde maruz birakilan
iribaglarda Glutatyon S-transferaz (GST) ve karboksil esteraz (CaE) enzim aktivitesi
aragtirildi. Enzim aktiviteleri baz1 uygulama guruplarinda 24. gelisim evresinde
iribaglarin boyar maddeye maruz birakilmalarim takiben 6nemli diizeyde artig gosterdi.

Elde edilen sonuglara gore astrazon mavisinin kurbaga iribaglarinin gelisiminin
20. ve 24. evrelerinde en yiiksek toksik etkiye sahip boya oldugu bulundu. Ayrica,
bulgular, kurbaga iribaslarmin gelisimin 24. evresinde uygulanan boya maddelerine
karsi, 20. evredeki iribaglardan daha fazla duyarli olduklarini da gésterdi.

ANAHTAR KELIMELER: Astrazon, tekstil boyasi, toksisite, iribas, Bufo viridis,
letal konsantrasyon, LC50, NOEC, LOEC, GST, CaE
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Astrazone dyes, among many others, are one of the commonly used group of
synthetic substances in the textile industry. Several textile dyes and their effluents were
found to be toxic, genotoxic and mutagenic in various test organisms. However, to our
knowledge, the information related to the toxicity of astrazone dyes on aquatic
organizms is limited.

This study presents the toxicity of four different astrazon dyes on Bufo viridis
(frog of land) tadpoles. The toxic effect was investigated in two different developmental
stages of the tadpoles in static, renewal test conditions. LC50s were determined as 2.89
ppm, 4.00 ppm, 39.35 ppm and 66.03 ppm for astazon blue, black, yellow and red dyes,
respectively, in the 20" stages of development in 72 h of exposure period. The LC50
values were also found as 0.919 ppm, 2.66 ppm, 20.37 ppm and 13.69 ppm in 24™ stage
of the developmental period in 72 h of exposure under the same conditions for the same
dyes.

Non Observed Effective Concentration (NOEC) and Lowest Observed Effective
Concentration (LOEC) values were also determined in two different developmental
stages of tadpoles using analysis of variance (ANOVA) test. The NOEC-LOEC values
were found to be as 2.57-2.82 ppm, 3.38-3.68 ppm, 39.52-41.92 ppm and 65.42-69.40
ppm for astrazon blue, black, yellow and red dyes, respectively, on 20™ developmental
stages of tadpoles after 72 h treatment period. Also, these values were found to be as
1.36-1.63 ppm, 2.35-2.58 ppm, 13.15-18.92 ppm and 9.46-13.23 ppm for same dyes at
the 24™ developmental stages after same treatment period.

Glutathion S-transferase (GST) and carboxylesterase (CaE) activities were also
determined B.viridis tadpoles after 12 and 24 h treatment period. Enzymatical activities
were increased, significantly, after some exposure concentrations of dye substances in
24™ stages of tadpoles.

These results show that, astrazon blue is the most toxic textile dye to tadpoles in
20" and 24™ stages of the development. Finally, the 24" stage of tadpoles were
determined to be more sensitive than 20th stage ones for all dyes tested in various
concentrations. '

KEY WORDS: Astrazon, textile dye, toxicity, tadpole, Bufo viridis, lethal
concentration, NOEC, LOEC, GST, CaE
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1. GIRIiS

1.1. Cevre ve Cevre Kirliligi

Dogada biiyiikk ya da kiigiik higbir canli tek bagina bulunmaz. Canlinin
bulundugu yerdeki fiziksel-kimyasal kosullar ve diger canlilar, o canlinin g¢evresini
olusturur. Ekolojik anlamda ¢evre sozciigii, bireyle iligkili canli cansiz her seyi kapsar
[1]. Canlilar ekosistem igerisinde gevreleri ile {ireme, beslenme, barinma, taginma gibi
birgok amagla etkilesim igerisinde bulunurlar.

Tim diinyada 1970°’li wyillarda baglayan blylik sanayi devrimi ve bu
sanayilesmenin sonucu olarak ortaya ¢ikan bir¢ok sorun gevre iizerinde biiyilk baski
unsurlar olarak karsimiza ¢ikmustir. 1970°1i, 1980°li ve 1990’11 yillar, biitiin insanlifin
gelismis, az gelismis iilke ayrim1 olmaksizin ekolojik bunalim sorunuyla kargilagtigi ve
bu sorunun bilincine vardigi yillar oldu. Niikleer reakttrlerden dogan radyoaktif
kirlenmeler, sanayi dumanlarn ve temiz olmayan enerji kaynaklarindan kaynaklanan
siilfiir oksitlerinin olusturdugu asit yagmurlan, orman alanlarimin daraltilmasi ve
giderek yok edilmesi, karbon oksitleri ve nitrojen oksitleri gibi gazlarin global olarak
diinya {izerinde yarattif1 sera etkisi, petrol tankerlerinin kazalar, niikleer denizaltilar ve
kimyasal atiklarla denizlerin kontrolsiiz kirlenmeleri, giibrelerin ve tanm ilaglarimin
yarattif1 sorunlar, asinn niifus artigi, ozon tabakasinin incelmesi ve sanayilesme gevre
sorunlarinin  baglica nedenlerindendir [2]. Cevrenin canli ve cansiz 6geleri bu
sorunlardan biiyiik boyutlarda etkilenmektedir. Bunlarin bir sonucu olarak diinyamiz
hér gecen giin daha ¢ok kirlenmekte, her biri onbinlerce yillik bir zaman siirecinde
ortaya ¢ikan tiirler hizla ortadan kalkmaktadir. Giiniimiizden 3.5 milyon yil 6nce bir
tiirin yok olus hizinin onbin yilda bir oldugu hesaplanirken, giintimiiz gevresel
sorunlarinin etkisi nedeniyle en iyimser tahminlerimizle her yiizyilda bir 150 tiiriin yok
oldugu tahmin edilmektedir [3].

Onceleri bolgesel olarak algilanabilen ve ¢6ziimlenmeye calisilan gevre
yikimlannin bugiin hi¢ de 6yle olmadif ortaya ¢ikmistir. Buna en iyi &rneklerden
birisini Rusya’daki Cernobil kazasi tegkil etmektedir.

Ekolojik sistemler ¢ok hassas dengeler t(izerine kuruludur. Ekosistemi
halkalardan olusmus bir kolyeye benzetirsek, kolyenin her bir halkasi bir populasyonu

temsil edebilir. Halkalarin ug uca eklenmesi ile komuniteler olusur. Boylece halkalarin



her biri kolyemizi biitiinleyen unsurlardir. Ekosistemi tahrip eden ¢evresel unsurlar
kolyemizin zincirlerinin bozulmasina yol agar. Bu siirecin hizlanmasi ise kolyenin
yeniden onarilmasinin ¢ok gii¢ hale gelmesine neden olmaktadir [3].

Cevresel kirliligin dolayisiyla ekosistemlerin tahrip edilmesinin tek sorumlusu
insandir. Insanlar, endiistriyel tesislerden dogaya atilan gesitli kimyasal maddeler ve
fiziksel ajanlar ile ¢evreyi kirletmekte, artan niifusun besin gereksinimlerini kargilamak
icin her gecen yil daha fazla kimyasal maddeyi tanm alanlarinda kullanmakta, yesil
alanlan ve ormanlan tarimsal ve kentsel amaglarla kullanima agarak dogay: tahrip
etmektedir. Hem ¢evreyi kirleten ve bozanin, hem de bunlardan zarar gérenin, eko-
sistemin yam sira, esas olarak insan olmasi, sorumluluk kavraminin gevre agisindan
Onemini artiran 6nemli bir etmendir. 1970’lerden bu yana, diinya kamuoyu, “her ne
pahasina olsun gelisme” anlayisindan, siirekli ve dengeli gelisme anlayisina dogru bir
ilerleme gostermistir [4].

Modern yasamimizin ve endiistrilesmenin bir sonucu olarak ¢ok yogun sekilde
kullanilan gesitli agir metaller ve birgogu gesitli agir metaller yada zehirli bilesikler
iceren tekstil boyar maddeleri su ve topraklarda yasayan organizmalarin dolayisi ile
ekosistemin olumsuz yonde etkilenmesine yol agmaktadir.

Toksisite (zehirlilik), biyolojik bir sistem {izerine zararli bir etki meydana getiren
bir maddeye bagl olarak ortaya gikar. Bu biyolojik etkiyi meydana getiren maddeye
toksikant (zehirleyici) denir. Toksikantlar dogal ve dogal olmayan maddeler olmak
fizere iki farkli gruba aynlir. Biyolojik sistemler tarafindan iiretilen dogal toksikantlar
oldugu gibi dogal olmayan kimyasal k&kenli toksikantlar da olabilir. Giliniimiizde
kullanilan maddelerin ¢ogunlugu insan yapimi kimyasal maddelerdir ve bunlar
ksenobiyotik olarak adlandinlmaktadir. Insanlar tarafindan iiretilen ve kullamlan
bilesiklerin sayisi yiizbinlerle ifade edilebilir ve bu maddelerin milyonlarca ton
diizeyinde kontrolsiiz olarak kullanilmasi sonucunda da ekolojik denge bozulmaktadir.

Bu toksik maddeler gevreye farkli yollarla girmektedir. Evsel atiklar, endiistriyel
kaynaklara baglt akintilar, tehlikeli atik depolama tanklari ve bunlardan kaza sonucu
olusan sizintilar gibi kaynaklardan dogaya verilirler. Ayrica kontrolsiiz bosaltmalar,
tarnmsal  kacaklar, kontamine olmus topraklar ve sucul sedimentler, atmosferik
depolanma gibi yollarla da dogaya gesitli kimyasal maddeler girebilir.

Ekosistem ile bir ksenobiyotigin iliskisi agisindan yapilan degerlendirmelerde
cesitli parametreler kullamlabilir. Sekil.l tiir tizerinde toksik etkiye bagh olarak

kullanilabilecek ¢esitli parametrelerden bazilarini géstermektedir, Bir ekosistem {izerine



bir ksenobiyotigin etkilerinin tamimlanmasi agisindan bu ¢aligmalarin yiiriitiilmesi Snem

tagimaktadir ve bizim igin aydinlatic1 sonuglar verebilir [5].

Davranig Degigimi
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Sekil 1.1. Bir ksenobiyotik maddenin canlilar tizerindeki olasi etkilerini gstermektedir.
Buna gore maddeler biyolojik sistemlerde ¢esitli enzimatik degisimlere ugratilabilir,
cesitli hasarlara yol agabilir. Buna bagl olarak sonugta populasyon ya da kommunite
diizeyinde ekosistem {izerine olumsuz etkilere neden olabilir

Tekstil boyalari ve bunlarin atik sulari sanayilesmis ve gelismekte olan tilkelerde
cevre ve insan saghg agisindan bilyiik sorunlara yol agmaktadir. Tiirkiye ve yoremizde
6zellikle tekstil sanayiinde son yillarda hizli ilerlemeler kaydetmektedir. Bunun sonucu
olarak her giin milyonlarca metrekiip boya ve gesitli kimyasallar igeren atik sular
herhangi bir aritima tabi tutulmadan en yakin su kaynaklarina desarj edilmektedir [6].

Boyar maddelerin kullamldigi endiistriler su kirlenmesinin ana kaynaklarindan
biridir. Boyali atik sular igerdigi renk ve toksik maddelerden dolayr su kaynaklarmi
kirletmektedir. Renk atik sularda tespit edilen ilk kirleticidir [7]. Boyar maddeler sucul
yasamdaki fotosentetik dengeyi bozarak canhillarin yasamsal faaliyetlerinde geri
doniigiimsiiz bozulmalara neden olmaktadir. Glover [9] ve Tratnyek [10]’in bildirdigine
gore boyali atik sularindaki renkler yalnizca estetik problemlere yol agmaz, gevreye
salinmasiyla biyolojik sistemlerde ¢nemli hasarlara yol agabilir. BSylece, boyal atik
sular toksik etki gdstermelerinden dolayr sucul canlilarin ve toprak ekosisteminin

tahribatina neden olmaktadir [6].



Ancak, tekstil boya maddelerinin ekosistemde canlilar {izerine olusturdugu
toksik etkiler hakkinda bugiline kadar yapilan ayrintili ¢alismalar olduk¢a sinirhidir.
Genel olarak boyar madde igeren atik sularinin toksik ve genotoksik etkisine yonelik

calismalar; mikroorganizmalar {izerine yapumistir [11-22].
1.2, Cevre Toksikolojisi Caliymalarinin Amaclar

Cevre toksikolojisine yoOnelik caligmalar ¢esitli amaglara yo6nelik olarak
yiiriitiilmektedir. Bunlardan;

Birincisi, kimyasal maddelerin (ksenobiyotiklerin) g¢evreyle etkilesimini
saptamaktir. Bu iligkiyi saptamak amaciyla gesitli toksik madde miktarlari yada
dozunun biyolojik sistem iizerine etkilerinin aragtirilmas: gerekir.

Ikincisi, ksenobiyotigin biyolojik sistem lizerine etkisini saptamaya yneliktir.
Ornegin protein yada diger molekiiller fizerine toksik maddelerin etkilerini incelemeyi
amaglar.

Ugiinciisii, ksenobiyotigin molekiiler diizeyde biyolojik organizasyon iizerine
etkilerini saptamayi amaglar.

Bir ekosistem yada dogal kosullarda bir organizma iizerinde bu etkilesimin
saptanabilmesi igin toksik maddenin laboratuvar kosullarinda gesitli tiirlerden
organizmalarla etkilegiminin aragtirilmasi gerekmektedir [5]. Bu organizmanmn
segiminde toksik ajamin verildigi alici ortamda etkilenebilecek olasi organizmalarin
dogru olarak segilmesi de dnemlidir. Buna bagli olarak, sucul ortamlarda madde
etkisine maruz kalan organizmalar baliklar ve amfibiler olacaktir. Boylece uygun test
0%ganizmasm1n secilmesi ile kirletici maddenin ekosistem tizerindeki olasi etkilerinin

saptanmast miimkiin olabilir.
1.3.Boyar Maddelerin Tanimu ve Siniflandirilmasi

Boyar Madde Uretim Endiistrisi Ekoloji ve Toksikoloji Birlizi (ETAD),
boyalari, “yogun bir sekilde renkli ve 15181 segici absorbe ederek bir substrata renk veren
floresan organik maddeler” olarak tammlamaktadir [23]. Uygulandiginda boyalar
substrat i¢ine isleyerek ¢6ziinebilir veya ¢6ziinmeyebilir.

Boyalar dokuma, deri, kagit, miirekkep, vernikler, plastikler, kozmetikler ve bazi
gida maddelerin renklendirmesinde kullanilir. Zollinger [24] tarafindan bildirildigine

gore, diinyadaki toplam renklendirici tiretimi y1llik 800 000 ton kadardir.



Ticari boyalar birgok fiziksel graniiller, tozlar, akiskanlar ve macunlar
icermektedir. Boyalarin renklendirici konsantrasyonlar1 yaklagik olarak %5-100
arasindadir [25].

Birgok bigim igeren kimyasal yapi ve cesitteki organik boyalar, genel boya
kimyasi ve uygulama yontemlerine gére simflandinlmaktadir. Omegin, kimyasal
yapisinda azo igeren siniflar, triarilmetan’lar, difenilmetan’lar, antrakion’lar, stilberi’ler,
metin’ler, ksantan’lar gibi farkli guruplara ayrilmaktadir. Boya kimyasinda genelde
kullanilan tekstil boyar maddeleri 14 kategori ve simf iginde guruplandiriimaktadir.
Bunlar, asit boyalari, direkt boyalar, azo boyalar, disperse boyalar, siilfiir boyalar,
reaktif lif boyalan, bazik boyalar, oksidasyon boyalari, keskin (krom) boyalar,
gelistirme boyalan, vat boyalarn, pigmentler, optik/floresan parlaticilar, ve solvent

boyalardir [23].
1.3.1. Bazik Boyalar

Bazik boyar maddeler ¢Gziiniirlestirici grubu bulunmayan organik bazlardir.
Ancak tuz seklinde iken suda ¢6ziinebilir. Gida maddelerinde, mumlarin ve ayakkabi

cilalannin ve tekstil sanayiinde kullanilan ipliklerin renklendirilmesinde kullanilir

(Sekil2).
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Sekil-1.2. Bazik boyalara bir 6rnek olarak astrazon sarisinin kimyasal yapisi

1.4. Geleneksel Aritim Sistemlerinden Cikan Atik Sularin Karakteri ve Toksisite

Acisindan Degerlendirilmesi

Giiniimiizde kullamilan boyalarin hepsinin parcalanamadigy veya fiziksel ve
kimyasal iglemlerle ortamdan uzaklagtirilamadig1 ayrica bazi pargalanabilen {iriinlerin
de daha toksik oldugu bilinmektedir [26]. Zollinger, H. [27] tarafindan bildirildigine

gore, tekstil boyama islemleri sirasindaki bazi igslemlerde olusan aksakliklar nedeniyle



boya maddesinin %10-15’i direkt olarak atik suya karigabilmekte ve bunun sonucunda
da boya direkt olarak ¢evreye ulagabilmektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda boya ve
yan {iriinleri reakt6r performansini olumsuz y&nde etkileyen toksik bir etki géstermistir
[28]. Cesitli calismalarda elde edilen bulgular, ¢Skeltme ve filtrasyon igeren geleneksel
atik su ariim metotlarimin boya bilesiklerinin uzaklagtinimasinda etkisizligini
gostermistir [29,30]. Ornegin reaktif boyalar yiiksek ¢oziiniirliikleri nedeniyle islemden
gecirilmesi zor oldugundan geleneksel biyolojik yontemlerle ortadan kaldirilamazlar.
Bunun yaninda Pierce [31] bildirdigine gére, aktif ¢amur kanalizasyon iyilestirme
fabrikalarina giren reaktif tekstil boyalarinin %90’mimin hi¢ degismeden reaktdrden
nehirlere dokiildiigii de bilinmektedir. Boyar maddelerinin biiyiik bir ¢ogunlugu
mikrobiyal saldinya yiiksek direnglidir ve bu ylizden bunlar geleneksel biyolojik aritim
sistemleriyle ¢ok zor antilmaktadir [32, 33]. Bu nedenle geleneksel aritim sistemlerine
ek olarak fiziksel, kimyasal, fizikokimyasal ve biyolojik aritim igeren entegre aritim
sistemleri  gelistirilmektedir. Fakat bu aritim sistemlerinin bir kismu baz
dezavantajlarindan dolay: (yiiksek maliyet, diisiik verim, antim sonrasi istenmeyen yan
tirtinler) endiistriyel boyutta kullanilamamaktadir [28]. Laboratuvar lgeginde veya pilot
fabrika oOlgeginde kullanim alani bulabilmektedir. Uygulamalar sonucunda boyar
maddelerin renginin tamamina yakini giderilebilmesine ragmen, ortaya ¢ikan atik suyun
oncekinden daha toksik olabildigi durumlar da gézlenmistir. Omegin Robinson ve
arkadaslani [34] yaptiklan ¢alismaya gére boyar maddelerin ozon tarafindan
parcalanmasi sonucu olusan {irlinlerin Ozellikle omurgasiz sucul canlilar iizerinde
olumsuz etkileri oldugunu rapor etmislerdir.

Sonugta klorlama nedeniyle meydana gelen toksisite organik maddelerde daha
dnce bulunmayan uygun olmayan olusumlara neden olabilir, toksik olmayan maddeler

toksik 6zellik kazanirken, toksik dzellikteki maddeler daha toksik hale gelebilir[37].
1.5. Tekstil Sanayi Atik Sularmin Toksik icerikleri

Laing [40] tarafindan belirtildigi gibi, endiistriyel kaynakli atik sulardaki boya
kirliliginin biiylik kismi tekstil boyalarinin kullanimindan kaynaklanmaktadir. Banat ve
arkadaslan [41] tekstil boyalarmin Ozellikle ayrisima dayamikli olarak tasarlanan
sentetik orjinli ve kompleks aromatik molekiillerden olustugu bildirmektedir. Tekstil
endiistrisi atik sular1 kompleks bir karigim icermekte ve bu kompleks yapidaki boya ve
boya diirtinlerinde organik bilesikler, organoklorin iceren temel pestisitler ve agr
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metaller gibi inorganik bilesikler bulunmaktadir [42]. Omegin tekstil sanayi iiretim
islemlerine gore farklilik igeren yiin, pamuk ve sentetik elyaf vb. liretim siireclerinde
tekstil atiksularinda parlaticilar, yaglar, boyalar, deterjanlar, kelatlayici (tutunucu)
ajanlari, inorganik tuzlar, siiriiniicli boyalar, yumusaticilar, formaldehit igerikli
regineler, lateks firiinleri, renklendiriciler, nemlendirme alanlari vs. igeren degisik
yapilardaki bu boyalarin kullammu ile oldukga farkli kirli su bilegimleri elde edilmistir
[37, 43]. Tekstil endiistrisindeki islatma islemlerinde boyalar deterjanlar ve siispansiye
edilmis yag icerikleri yiiksek kalitede suya ihtiyag duymaktadir [44]. Ornegin,
geleneksel tekstil parlatma endistrisi yaklagik olarak 1 kg tekstil maddesi i¢in 100 litre
su kullanmaktadir [45]. Dolayisiyla tekstil endiistrisi igerdigi sentetik boyalardan dolay1
gliniimiizde en ¢ok su kullanan ve bunun sonucunda biiyiik miktarda renklendirilmis
atik su lireten endiistrilerden birisidir [46]. Genelde kangimdaki bu igeriklerin ¢evre
tizerine etkisi dikkate alinmamakta ve bu nedenle hig¢bir aritim islemine tabi tutulmadan
yerel lagim sistemlerinden cevreye bosaltilmaktadir [43]. Bu atik sularin gevreye
salinmasiyla estetik, ¢evresel ve saglik problemlerine maruz kalabilmektedir [9, 10,
40]. Omnegin, Malatya’da bulunan tekstil endiistrisi birgok farkh ozellikte boyar
maddeler kullanmakta ve bunlar1 biiyiik oranda dogrudan su kaynaklarina vermektedir.
Bunun sonucu olarak yapilan gézlemlerde, bu atik sularin Karakaya Baraj géliine
Yesilyurt ¢ay1 ve Tohma ¢ay1 aracilhigi ile ulagtigi gézlenmektedir. Buna bagh olarak,
baraj goliinde yapilan ¢aligmalar sirasinda, goliiniin Tohma ¢aymna yakin béliimlerinde
ekosistemin bliyiik Olglide tahrip oldugu ve biyolojik yasamuin sona erdigi
gozlenmektedir (Ozmen, kisisel bilgi).

Boyama islemi sonrasinda agifa ¢ikan atik suyun renkli, yiiksek kimyasal oksijen
ihtiyac1 (KOI) olan ve biyolojik olarak pargalanamayan organik maddeleri igermesinden

dolayr ¢evreciler tarafindan ilgi odag1 olmaktadir.
1.6. Toksik Boyalara Maruz Kalma Yollan

Atik boyalar, eger aritiliyorsa, cogu zaman atik su aritim tesislerinden siradan bir
islemden gegirildikten sonra yerel kanalizasyonlara birakilir [43]. Cogunlukla bu atik
boyalar biitlin canli formlar1 i¢in potansiyel bir tehlikeye neden olmaktadir [47, 48].
Atik su antim fabrikalarinda kullamlan biyolojik yontemlerle aritilan sularda yeterli
renk giderimi saglanamadigt ve artilmig sularda kabul edilebilir estetiksel degerlere

ulasamama sonucu sucul biotaya zararli etkiler yapabilecegi rapor edilmektedir [49].



Ayrica boyalarin endistriyel iinitelerden atik madde igeren kirli sularin insanlarin
yasadig1 ¢evreye sizinti yaparak, yikama, ytkanma ve igme sularinda kullanilmasinmin
zararl etkiler yapabilecegi 6ne siirtilmiistiir [35].

Gelismis lilkeler de sucul organizmalarnn bosaltilan endiistriyel atiklardan olumsuz
yonde etkilenmemesi igin toksisite testleri yapilmasi zorunludur [37]. Cevresel
bakimdan boyar maddeler ile organizmalar en ¢ok sucul ortamlarda maruz kalmaktadir.
Buna bagli olarak sucul, yar1 sucul omurgali ve omurgasiz hayvanlar ile sucul kuslar
boya maddelerinin toksik etkilerine en fazla maruz kalan canlhlar olarak kabul
edilmektedir. Yurdumuzda da gesitli kanun ve ydnetmeliklere bagh olarak endiistriyel
kirleticilerin aritilmaksizin alici ortamlara desarji yasaklanmis olmasina karsin, gesitli

endiistriyel kaynakh kirleticiler dogrudan dogruya dogaya saliverilmektedir.
1.7. Endiistriyel Atik Sularinin Canhilar Uzerinde Toksik Etkileri

Endiistriyel atik kirliligi, fabrikalarinin atik su borularindan ¢evreye ya dogrudan
ya da yetersiz bir aritim isleminden gegmis atik sulardan kaynaklanmaktadir. Bu atiklar
istenmeyen renk, yiiksek konsantrasyonda organik ve inorganik bilesikler, yiiksek pH
ve oldukga zengin seviyede agir metaller dahil olmak {izere birgok toksik madde
icerdikleri bilinmektedir [7, 38]. Ayrica Fishbein [39] yaptig1 ¢alismayla endiistriyel
atiklarin bitkiler ve hayvanlar iizerinde genetik hasarlardan sorumlu oldugunu da 6ne
siirmiigtiir. Endiistriyel kaynakli tekstil atik sular1 dogrudan veya yeterli antim
yapilmadan yiizey sularina kangabilir bu da sucul hayatin kalitesini ve gesitliligini
etkileyebilir. Bu nedenle sucul ekosistemler igin tehlikeli olabilecek tekstil atik sulan

ortamdan uzaklagtinlmalidir.
1.8. Endiistriyel Boyalarin Insanlar ve Hayvanlar Uzerine Etkileri

Tekstil sanayiinde kullanilan boyalar hem deney hayvanlarinda hem de
insanlarda alerjik reaksiyonlara, deri tahribatina, egzemaya sebep olabilir [50, 51].
Ayrica, karaciger, akciger, dolagim sistemi, bagisiklik sistemi ve iireme sisteminde
zararlara sebep olabilecegini kanitlayan galismalar yapilmistir [52, 56].

Boyalarin azo baglan ve nitro veya amino-gruplan deney hayvanlarinda
karacigerde ve mesanede kanser olusumunu da uyarmaktadir [57, 58].

Toksik ozellikteki boyalarin insanlar ve hayvanlarda olusturdugu patalojik

etkileri hakkinda yapilan ¢aligmalara 6rmek verecek olursak; Gosselin ve arkadaglan



[59] yaptiklart ¢alismada, bazik yesil boyasinin agizdan alinmasinin ishale ve karin
agnisina sebebiyet verdigini rapor etmislerdir. Insansiz yapilan toksisite ¢alismalarindan
deneysel olarak elde edilen sonuglarda tavsan gozlerinde bazik yesil boyasinin siddetli
bir sekilde hasara yol agtigini ggstermektedir [60].

Zimina ve Pavlenko [61] yaptlklarl baska bir c¢alismada Saccharomyces
cerevisiae kullanarak brillant yesili iceren 3-arilmetan boyalarinin akut, toksik ve
mutajenik etkilerini aragtirmistir. Deney sonucu bu boyanin yiiksek biyolojik aktivitede
hiicre 6liimii ve bilylime bozukluguna yol agtifimi géstermektedir. Ayrica boyalarin
nokta mutasyonlan arttirdigt ve solunum sisteminde hasara sebebiyet verdigi
saptanmustir.

Hayvan caligmalarinda bazi benzidin ile ilgili boyalarin tiimérlere sebebiyet
verdigi gosterilmistir [62, 63].

Bazik yesil boyasinin gentian(centiyan) mor ve malasit ile gapraz reaksiyon
gostererek egzemaya neden oldugu rapor edilmigtir [64].

Sax [65] yaptig1 g¢alismada bazik yesil boyasinin deride, gézde ve solunum

sisteminde irritasyona yol a¢tig1 bildirmektedir.
1.9. Kurbaga Iribaslarinda Toksisite Gostergesi Olarak Kullanilan Enzimler

Kimyasal kirlenmeye bagli olarak ortaya ¢ikan biyolojik degisimlerin en
Onemlilerinden birisi de enzim aktivitelerinde gbzlenen farkliliklardir. Bdylece gesitli
ozgiil biyokimyasal belirtegler kullanilarak organizmalarin maruz kaldiklan
kontaminasyon kaynaklan hakkinda bir fikir yiiriitiilebilmekte ve organizmanin
kimyasal toksik ajanlara maruz kalmasi sonucu olusan degisiklikler, biyolojik izleme

yontemleri olarak kullanilabilmektedir [92].
1.9.1. Karboksil Esteraz Enzimi

Karboksil esterazlar (CaE), ester substratlarindan alkol baginin hidrolizini
katalizleyen, serin hidrolazlar sinifi enzimlerdir. Karboksil esterazlar, birgok omurgal
ve omurgasiz canlilarin dokularinda aktivite gsterir ve genis substrat 6zgiilliigline
sahiptir [93].

Karboksil esterazlarin islevleri tam olarak Dbilinmemesine ragmen
ksenobiyotiklerin ve biyolojik esterlerin asimilasyonunda, 6zgiil lipitlerin taginmasinda
ve depolanmasinda, 6zgiil hormonlarin biyolojik inaktivasyonunda diizenleyici olarak

islev g6rduigii 6ne siirlilmektedir [94].



Sucul ¢evrede biiyiik oranlarda esterlerin varligi bilinmesine ragmen, CaE
aktivitesinin ¢evresel kirlenme belirteci olarak kullanilmasi ancak son yillarda énem
kazanmigtir. Esterli bilesiklerle ilgili yapilan sinirl aragtirmalarda, baliklarin yiiksek
esteraz aktivitesine sahip olduklarini ve ester hidrolizinin, hidrofobik kirleticilerin
biyolojik birikimini 6nemli oranda indirgedigihi gostermektedir [95-96]. Son yillarda
yapilan arastirmalarda CaE’in memeli ve baliklarda organofosfat ve organofosforotiot
insektisitlerinin toksik etkilerine karsi koruyucu etkilere sahip olduklan gésterilmistir

[97-98].
1.9.2. Glutatyon S-Transferaz Enzimi

Glutatyon transferazlar genel olarak glutatyonu bir kofaktdr olarak gereksinen
enzimlerdir. Enzimin substrat 6zgiilliigii olduk¢a genistir. Balik karaciger- dokusunda
glutatyon-S transferaz (GST) (E.C.2.5.1.18) enzimi i¢in 1-kloro-2,4 dinitrobenzen
(CDNB) iy1 bilinen referans bir substrattir [99-100]. Baliklarda GST aktivitesi
poliklorlu bifenilleri de igeren ¢ok ¢esitli eleftrofilik kirletici tarafindan
indiiklenebilmektedir [100-101]. Bu enzim ashinda sitozolik bir enzim olmasina ragmen,
membran bagh formlarinin da bulundugu bilinmektedir. Glutatyon-S transferaz’in
reaktif ara Urlinleri, polisiklik aromatik hidrokarbonlarni detoksifiye etmekle gérevlidir
[102]. Enzimin genis bir substrat 6zgiilliigii bulunmakla beraber, izozim diizeyinde

substrat 6zglillligii daha belirgindir [99].
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2. KAYNAK OZETLERI

Wells ve arkadaglan [79] tekstil kirlisu ve atiklarint Daphnia pulex’de 48 saatlik
akut, statik testlerde diisiik derecede bir toksisiteye neden oldugunu gostermis ve
Cu’nun(Bakir) toksisitede etken faktdr oldugunu belirtmislerdir.

Dinnel ve Stober [80] kirli sularda birgok klorlanmig ve organik igerikli okside
olusumlarin, atik su toksisitesinde degisimlere yol agtiini rapor etmiglerdir.

Chen ve arkadaslan [37], yaptiklan bir ¢alismada daphnia (Daphnia similis)’de
48 saatlik hayatta kalma testi, medaka emriyosunda 14 giinliik ve genglerde 96 saatlik
hayatta kalma testi ve tilapia (Oreochromis mossambicus)’da genglerde 96 saatlik
hayatta kalma testi gibi farkli sucul organizmalarda toksisite testleri yapilmiglardir. Her
iic Omekte de medaka embriyosunda yumurta agilim inhibisyonu, daphnia da
immobilizasyon gozlenmigtirr LC50 ve ECS0 42.3% ve 48.5% de medaka
embriyolarinin bayatta kalma ve yumurta agcilim sonuglan basarilidir. Inhibe edilmis
Photobacterium luminance Microtox ® analizinde 15min-EC50 de 33.6% de bagari
saglanmigtir. Ayni Srnekler tizerinde tekrarlanan testlerde geng tilapia, LC50 de 90.5%,
akut toksiklige cevap verdigi goriilmiistiir [37].

Chung ve arkadaslari [89] ve Grefory [90] yaptiklar ¢alismada pek ¢ok boyanin
hem hiicre igi hem de hiicre dig1 mutasyona neden oldugunu gostermiglerdir.

Moller vd. [81] ve Hayakawa vd. [82] tarafindan yapilan aragtirmaya gére, boya
ve tekstil endiistrisinde kullanilan boyalarin, baz1 katki maddelerinin toksik, genotoksik,
mutajenik ve karsinojenik etkileri bulunmaktadir.

Hayakawa vd. [82] ve Cameron vd. [83] mono azo boyalar ve diazo boyalarda,
Morgan vd. [84], benzidin kongenerlerde, Palagina vd. [85] ve Palus [86] mono-nitro
boyalar, Simi vd. [87] ve Brown vd. [88] xantdene ve tripentil metan boyalarinda ve
Mori vd. [89] amino-azobenzen boyalarda genotoksik ve mutajenik aktiviteleri rapor
etmislerdir.

Orange II, Metanil san boyalari ve bunlarin kangiminin siganlara etkisini
incelemek i¢in yapilan bir galigmada, Orange II ve Metanil sars1 siganlarin viicut
agirligy basina 80 mg/kg doz da 3 giin boyalara maruz birakilmasi sonucunda
ethoxresorufin-O-dietilaz (% 40-190), anilin hidroksilaz (% 27-92), aril hidrokarbon
hidroksilaz (% 50-62) ve aminopirin N-dimetilaz (% 42-49) aktivitelerinde artigsa neden
oldugu bulunmustur. Ayrica Orange II ve Metanil sarisinin birebir kanigiminda hepatik

parametreler iizerine sinerjistik etki gosterdigi saptanmistir [103].
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Azo grubu bir boya olan Orange II ile yapilan bir ¢alismada siganlar farkh boya
konsantrasyonlarda igeren besinlerle 90 giin beslenmisler ve Orange II’'nin LD50 degeri
ile toksisitesi saptanmasi amaglanmistir. Bu ¢aligmada siganlarda dalak diginda hicbir
organ iizerinde belirgin bir olumsuz etki gézlenmemistir. Aymi zamanda kullanilan
biitiin dozlarda &liim gézlenemedigi igin Orange II igin bir letal doz saptanamamustir.
Calismada sigan dalaginda Snemli derecede bilyiime g6zlenmistir. Bununla beraber
sicanlarin kirmizi kan hiicrelerinin sayist ve hemoglobinlerinde azalma gézlenmistir
[104].

Walthall ve Stark [105] farkli iki ksantan boyasinin Daphnia pulex iizerine toksik
etkisini arastirmuslar ve bu boyalarin teker teker veya birlikte uygulandiginda toksik
etkilerinin oldugunu gostermistir. Ustelik bu iki boyamn birlikte kullanildigan da bir
sinerjizim gostermis ve bunun sonucu Daphnia’da 6liim artmigtir.

Murugesan vd. [106] tekstil atik sularin baliklar tizerine yaptigi histokimyasal ve
histopatalojik degisiklikleri test etmisler ve testin sonucunda, bu atik suyun 6nemli
degisimlere yol agtifim gostermislerdir. Ovaryum iizerine yapilan bu g¢alismada
oogenezin erken sathalarinda oogoniyum niikleuslarinin tam bir karyolizise ugradigim
ve ¢ekirdekgiklerin kayboldugunu gézlemislerdir. Histokimyasal ¢alismalar oositlerde
RNA miktarinda azalis1 gostermistir. Atik su igerisindeki agir metallerin bu etkide
6nemli rol oynayacag diigtiniilmektedir.

Smuthi vd. [107] tekstil boyama atik sularimin balik karaciger hiicreleri
ve eritrositlerinde DNA hasariu  indiikledigini rapor etmistir. %1 gibi diisiik
konsantrasyonda bile DNA hasar1 g6zlenmistir.

Bu ¢aliymada Malatya’da tekstil sanayiinde yaygin olarak kullanilan dért farkli
astrazon boyasinin (bazik boya) kurbaga iribaglar iizerinde toksik etkisinin ve Sldiiriicii
dozlarinin saptanmasi amaglanmustir. Literatlire gére, omurgalilar iizerinde toksisite ile
ilgili ¢ok az ¢aligma yapilmis olan bir boyar madde gurubu kullanilmigtir. Boyalarin
yurdumuzda ve Malatya ¢evresinde yaygin olarak bulunan bir amfibi tiiriiniin iribaglari
{izerine toksik etkilerinin saptanmasi amaglanmigtir. Buna bagli olarak, kullanilan
boyalarin iribaglarin iki farkli gelisim doneminde ve farkli zaman periyotlarinda
uygulanmasina bagli olarak ortalama &ldiiriicti konsantrasyonun (LC50), etkili olmayan
en yiiksek konsantrasyonun (NOEC) ve etkili en diisiik konsantrasyonun (LOEC)
saptanmas! amaglanmugtir. Ayrica, boyar madde konsantrasyonuna maruz birakilmig
iribaglarda, baz1 enzim aktivitesi degisiklikleri de aragtirilmigtir. Bdylece bu boyar

maddelerin ¢evresel agidan risk degerlendirmesinin yapilmast da amaglanmaktadir.
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P

kullanilan ydntemlerin bazilarinin yurdumuzdaki bilimsel arastirmalarda ilk kez

kullanilmig olmasi da 6nem tagimaktadir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Caliymada Kullanilan Boyar Madde

Aragtirmalarda Malatya Ipas Tekstil ve Iplik Boyama Tesislerinden saglanan ve
bu tesiste yaygin olarak kullamildig bilinen dort farkli astrazon boyasinin kurbaga
iribaglanimin  farkli gelisgim dénemleri lizerine olan toksik etkilerinin saptanmasi
amaglanmustir.

Caligmalarda kullanilan boyar maddelerin kimyasal 6zellikleri ve yapilan tam
olarak bilinmemekle birlikte, astrazon kirmizis1 ve mavisi azo grubu igeren boyalardir.
Boyanin kimyasal yapisina 6mek teskil edebilecek olan Bazik kirmizi(Basic Red 24)

Sekil 3.1°de gosterilmektedir.

c
c C C**N++0
o+
. 5 3 .+
o C C**N++N**** O cC O
*
ik - - - .
C**N**C**C**N*****C C C
- * R W
* * ¥*
c c c c
* #
* #
C N
**  tek bag ## Uclii bag
++ ¢ift bag . . rezonans bag

Sekil 3.1. Astrazon kirmizis1 grubundan Bazik Kirmizi 24 boyasinin kimyasal
dallanma sekli

Calismalarimizda test materyali olarak Bazik kirmizi 46 boyast kullaniidi.
Bu boya ticari olarak Astrazon Red FBL olarak adlandirilmaktadir.

Astrazon mavisi olarak arastirmalarda, astrazon mavi FGRL olarak adlandinlmis
boya kullanildi. Bu boyar maddeye 6rnek teskil edebilecek kimyasal yap1 Sekil 3.2°de

verilmistir.
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Sekil 3.2. Astrazon mavisi grubundan Basik Mavi 41 boyasimn kimyasal
dallanma gekli

Astrazon sarisi ve siyahi igin 6rnek bir yap1 bulunamamusgtir. Ayrica bu boyalarin
bir azo grubu igerip igermedigi hakkinda bir bilgiye ulagilamamustir. Astrazon sarisinin
ticari G GELB GLB kodlu boyasi ve astrazon siyahimn ticari FDL kodlu boyalar:
toksisite testleri igin kullanildi.

Tiim boyalar suda iyi ¢6ziinebilme yetenegi gosterdiklerinden, ¢alisma siiresince
taze olarak hazirlanmis boya ¢ozeltileri kullamidi. Stok boya ¢ézeltileri kaynak suyu
kullanilarak hazirlandiktan sonra bir haftalik uygulama siiresinde ve +4° C’de muhafaza
edildi.

Kurbaga iribaglarina uygulanacak doz araliklarini saptamak amaciyla yapilan n
cailsmalara baglh olarak, astrazon mavisi i¢in 90.60 ppm, astrazon kirmizisi i¢in 88.58
ppm, astrazon siyahi i¢in 90.60 ppm ve astrazon sanst i¢in 22.40 ppm’lik stok boya
¢ozeltileri kullanildi. Stok boya ¢ozeltileri distile su i¢inde ¢6ziindiiriildii. Bu stok boya
¢ozeltisinden 6n doz tarama sonuglarina gore, astrazon mavisi igin 1.09-18.34 ppm,
kirmizi igin 3.37-88.58 ppm, siyah i¢in 1.59-35.42 ppm ve san igin 3.42-66.79 ppm

arasinda uygulama dozlar kullamldi.
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3.2. Caliymada Kullanilan Deney Hayvam

Calismada deney hayvami olarak kara kurbagasi (Bufo viridis) iribaslan
kullanildi.

Bu amagla, kurbagalarin eslesme dénemindeki yumurtlama izlenmek suretiyle,
kampus alaninda bulunan su birikintilerine birakilan yumurtalar takibe alindi. 12 saat
icerisinde izlenen birikintilere birakilan yumurtalar toplandi. Tiir teshisi yumurta
yiginlarina gore yapildi.

Laboratuvar ortamina taginan yumurtalar 22-24 °C oda sicakliinda akvaryum
icinde bir hava pompas: ile havalandirilarak embriyolarin geligimi saglandi.
Yumurtadan ¢ikan iribaglar 48. saatten itibaren haglanmig ispanak ile beslenerek
20. geligim evresine kadar izlendi. Willis W. Mathews [35] tarafindan hazirlanan amfibi
gelisim atlasindaki evreler ile kargilagtirmak suretiyle test uygulama dénemleri saptandi.
Astrazon boya uygulamasi iribag metamorfozunun 20. ve 24. evrelerinde ayr1 ayr
yapild1 (Sekil 3.3). Uygulanacak boya dozlarinin saptanmasi amaciyla her boya igin ve
her bir gelisim evresinde ayr1 ayn doz tarama ¢aligmalart yapildi [77].

20. ya da 24. gelisim evresine ulagan iribaglar 250 ml’lik plastik kaplar i¢inde 6n
calismalardan elde dilen sonuglara gore saptanmis olan dozlarda boya etkisine maruz
birakildi. Iribaglarin bulunduklart boya konsantrasyonu Amerikan Cevre Koruma
Kurumu (U.S. EPA) tarafindan Onerilen yonteme gore aritmetik doz artisina bagl
olarak uygulandi [78]. Caligmada 24 saatlik statik yenilemeli test diizenegi kullanilarak,
organizmalar boya etkisine maruz birakildi. Boya etkisine 20. ya da 24. evrelerde 168
saat slireyle maruz birakilan iribaglar her 24 saatte bir kontrol edildi. Hareketsiz kalan
iribaslar 6lii olarak kabul edildi. Olen iribas sayis1 kaydedilerek, ortamdan uzaklastirildi.
Yasayan iribaglar aym1 konsantrasyonda yeni boya ¢ozeltisi i¢ine aktarildi. Iribaglarin
gelisimi {izerine boya etkisinin saptanmasi amaciyla, diisiik orta ve yiiksek
konsantrasyona sahip ortamlardan alnan iribas 6mekleri %30’luk alkol iginde
fotograflan alinana degin muhafaza edildi. Arastirmada 20. ve 24. evrelerde her boya
konsantrasyonu igin her kapta 20 iribas olacak sekilde dort tekrarli olarak deney
diizenegi olusturuldu. Bu kaplardan birisi 6meklerin kapta morfolojik gézlemi igin
saklanmasi amaciyla, diger 3 kap ise letal doz diizeyinin saptanmasina yonelik olarak
kullanildi. Arastirmada ayrica 20. ve 24. gelisim evrelerinde kontrol grubu olarak
kullanilan iribaglar kaynak suyu ig¢inde muhafaza edildiler. Boya etkisinin gézlendigi

siire igerisinde kontrol ve uygulama grubu iribaglar beslenmediler.
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Sekil 3.3. Kurbaga iribaslarinin metamorfoz agamalar
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3.3. Analizler

3.3.1. Kurbaga iribaslarinin Enzimatik Analiz i¢in Hazirlanmas:

Oldiiriici konsantrasyon diizeyinin saptanmasina y&nelik sonuglardan elde
edilen veriler 15181nda, 24. gelisim evresinde astrazon kirmuzi igin 39.96-69.40 ppm,
mavi igin 1.45-3.75 ppm, siyah igin 1.32-5.40 ppm, san i¢in 8.06-48.60 ppm dozlar
arasinda deney diizenegi kuruldu. Her kaba 20 iribas konulmak suretiyle 3 tekrarli
bir diizeﬁek hazirlandi. Bu iribaslarin 4-5 tanesi 12. saat sonunda, geri kalanlan
24. saat sonunda toplanarak, eppendorf tiiplerine alindi. iribaslar —~70 °C’de enzimatik
analiz ¢aligmalarina kadar saklandi.

Bu iribaglar tartildiktan sonra agirliklarinin 7 kat1 hacimde (w/v), 7.4 pH’daki
0.1 M potasyum fosfat tamponu (KH,POj4, 0.1 M; KCI, 0.15 M; EDTA, 1 Mm; DTT,
0.05 Mm) eklenerek cam-teflon homojenizatérde (Ika Instruments, Germany) 7-8 vurus
ile pargalandi. Calismanin tiim asamasinda 6rnekler buz i¢inde korundu. Homojenat
temiz eppendorf tiiplerine alinarak +4 °C’de 16.000 xg’de 20 dk santrifiij (Ole Dich
Instrumentmarkers, Microcentrifuge 157. mp, Denmark) edildikten sonra 6rnekler yeni
eppendorf tiiplerine alindiktan sonra supernatantlar —70 °C’de derin dondurucuda
Glutatyon S-transferaz (GST) ve karboksilesteraz (CaE) enzim aktivitelerinin

saptanmasi i¢in kullanilana kadar saklandi.
3.3.2. Kurbaga iribaslarinda GST ve CaE Aktivitesi

Kurbaga iribaslarindan elde edilen supernatant kullanilarak GST ve CaE
aktivitesi spektrofotometrik yontemle 6lgiildii. Bu amagla bir mikroplaka okuyucu
sistemi (Molecular Devices, USA, Versa max) kullanildi.

Glutatyon S-transferaz’in enzimatik reaksiyonuna bagli olarak enzim
aktivitesinin Slglilmesi amaciyla CDNB (150 mM, %96 EtOH’da) (Sigma Corp., USA)
kullanilarak test edilmistir [109].

0.1 M pH 6.5 fosfat tamponu igeren reaksiyon kansimi toplam 210 pl olacak
sekilde hazirlandi. Enzim aktivitesinin l¢iilmesi amaciyla 10 pl (0.1 M pH 7.4 fosfat
tamponu ile) supernatant kullamldi. Reaksiyon bagladiktan itibaren mikroplaka
okuyucu sisteminde calkalanarak karistirildi ve 25 °C’de 344 nm dalga boyunda 1 dk.
siire ile okuma yapildi. Her 6mek i¢in {i¢ tekrar yapildi, aym1 Ornekte elde edilen

bulgularda %10 ‘dan az korelasyon farki elde edildiginde bulgular kaydedildi.
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Karboksilesteraz aktivitesi 6lgiilirken, Inénii Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Organik Kimya Laboratuvarinda Dog¢. Dr. Ahmet Mete tarafindan hazirlanan
BUTAT olarak adlandirilan bir madde substrat olarak kullanildi.

10p supernatant 6mekleri mikroplakaya pipetlendi ve 100 ml, 0.05 M fosfat
tamponu (%0.015 DTNB, %0.01 BSA) ve 1 ml 0.02 M BUTAT (44 pl BUTAT / 10 ml
%96 EtOH) 200p1 eklenerek reaksiyon baslatildi. Enzim aktivitesi 25 °C’de 405 nm
dalga boyunda 1 dk. siire ile okuma yapildi. Okuma iglemi esnasinda karigimin her 10
sn’de bir ¢alkalanarak okunmasi saglandi. Her &rnek igin ii¢ tekrarli okuma yapild: ve

veriler arasinda %10’luk bir korelasyon farki gézlendiginde 6lglim tekrar edildi.
3.3.3. pH dl¢iimii

Her boyar madde g¢ozeltisinin en diisiik, en yiilksek ve orta diizeydeki
konsantrasyonlarimin pH’lant giinliik olarak 6lgtildii. Bu &lglimler iribaglar test
¢ozeltilerine konulmadan 6nce ve 24 saat sonunda kaplar degistirilmeden énce iginde

canli denek olan kaplarda yapildi.
3.3.4. LD50, NOEC ve LOEC Degerlendirilmesinin Istatistiksel Analizi

Iki farkli gelisim evresindeki kurbaga iribaslarindan elde edilen bulgularin
istatiksel olarak degerlendirilmesi amaciyla istatiksel paket program ( SPSS® Inc. USA)
kullanild.

Calisma bulgulan regresyon probit analizi kullamlarak degerlendirildi. Ortalama
6ldiiriicti konsantrasyon (LC50) diizeyi iki farkli gelisim evresi igin 24. saat, 72. saat ve
168. saatler de ayn ayn1 saptandi. Ayrica elde edilen verilerle ayn paket program
kullanlarak, kontrol grubu ile karsilastinldiginda uygulama grubunda istatistiksel
olarak g6zlenemeyen en yiiksek konsantrasyon diizeyi (NOEC) ve en diisiik etkili
konsantrasyon diizeyi (LOEC) Dunnett’s T-testi metodu ile iki farkli gelisim evresi igin
ayr1 ayri saptandi.

Enzimatik analiz sonucunda elde edilen bulgularin varyans analizi (ANOVA) ile
24, gelisim evresindeki kurbaga iribaslar igin 12. ve 24. saatlere bagli olarak Kruskal
Wallis yontemi ile test edildi. Gruplar aras1 farkliligin 6nemli olup olmadigi P<0.05
diizeyinde 6nemlilik derecesine gore saptandi. Gruplar arasi farkliliin 6nemli oldugu
saptandiginda, Srnekler ikili karsilagtirma ile Mann Whitney-U y6ntemine gore

kargilagtirildi. Buna bagli olarak enzim aktivitesi bakimindan grup igi farkhligin
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P<0.05 diizeyinde énemli bulundugu gruplar saptandi. Ayrica enzim aktivitesi ayni

dozlar i¢in 12. ve 24. saatlerde Student T-testi yéntemi ile karstlastirild.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Astrazon Boyalan icin Belirlenen LC50 doz konsantrasyonlari

Yapilan biitiin testlerde Astrazon boyalarin Bufo viridis iribaslarinin 20. ve 24.
evredeki geligim basamaklarinda toksik etki gdsterdigi bulunmustur. Cizelge 4.1°de
iribaslarin 20 ve 24. gelisim evresinde, 24, 72 ve 168 saat sonrasi ¢alisilan dort tekstil
boyas1mnv LC50 diizeyleri gosterilmistir. Test sonuglarinda astrazon mavisi ve kirmizisi

i¢in 168 saatte 24. gelisim evresinde tiim iribaglar 6ldiigii i¢in LC50 saptanamada.

Cizelge 4.1. Astrazon boyalarinin iribag gelisim evresinin 20 ve 24. evrelerinde

farkli zamanlara bagli olarak LC50 diizeyleri

Boya Gelisim evresi 24 saat (ppm) 72 saat (ppm) 168 saat (ppm)
Mavi 20 5,835 2,890 1,664

24 2,919 0,919 nd
Kirmz 20 71,285 66,031 63,429

24 24,513 13,693 nd
San 20 47,545 39,357 14,441

24 23,289 20,370 17,857
Siyah 20 23,477 4,004 2,463

24 2,847 2,658 1,877

nd: konsantrayon diizeyi saptanamadi.

4.2, Astrazon Boyar Maddelerinde Yapilan Letalite Testleri

Calismamizda kurbaga iribaglar1 20. gelisim basamaginda, astrazon mavisinin
1.09-18.34 ppm dozlart arasinda boyar maddeye maruz birakildi. 24 saatlik testin
sonunda 2.33 ppm’de hi¢ 6liim gézlenmezken 18.34 ppm’de %100 6lim gozlenmistir
(Sekil 4.1a). 72 saatlik testin sonunda 1.75 ppm’de 6liim gozlenmezken 9.12 ppm’de
%100 6liim gozlenmigtir (Sekil 4.1b). 96 saatlik deney siirecinde ise 1.09 ppm’de
%1.67°1ik bir 6liim gozlenirken 2.57 ppm’de iribaslarin tiimii 6lmiistiir. (Sekil 4.1c¢).

Iribaglarin 24. gelisim basamaginda yapilan testlerde ise astrazon mavisinin

0.44-4.06 ppm dozlar arasinda boyar maddeye maruz birakildi. 24 saatlik test sonunda
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1.38 ppm’de hi¢ &liim gézlenmezken 4.06 ppm’de %100 &liim saptand: (Sekil 4.1a). 72
saatlik test sonunda 0.78 ppm’lik konsantrasyon 6ldiirlicli etki gostermezken, 1.63 ppm
dozda %100 6liim gozlenmistir (Sekil 4.1b). 96 saat’lik testin sonunda ise 0.44 ppm’de
hi¢ 6liim g6ézlenmezken 1.36 ppm’de % 100 6liim g6zlenmigtir (Sekil 4.1c¢).

Kurbaga iribaglar1 20. gelisim basamaginda gerceklestirilen testlerde astrazon
kirmizisinin 3.37- 88.58 ppm arasinda boyar maddeye maruz birakildi. 24 saat sonunda
61.66 ppm’de herhangi bir 6liim gézlenmezken 88.58 ppm’de %95 6liim gézlenmistir
(Sekil 4.2a). 72 saatlik test sonunda 47.71 ppm’de hi¢ 6liim gézlenmezken 76.01
ppm’de %100 6liim gozlenmistir (Sekil 4.2b). 96 saatlik testin sonunda da 39.60
ppm’de herhangi bir 6liim gdzlenmezken 69.40 ppm’de %90 6liim gdzlenmistir (Sekil
4.2¢).

Kurbaga iribaglarimin 24. gelisim basamaginda yapilan testlerde, 24. saat
sonunda astrazon kirmuzisinda 13.23 ppm’de hig¢ 6lim gézlenmezken 45.75 ppm’de
%100 oliim goézlenmistir (Sekil 4.2a). 72 saatlik testin sonunda 6.79 ppm’de &liim
gézlenmezken 25.80 ppm’de %100 o6lim gézlenmigtir (Sekil 4.2b). 96 saatlik test
sonunda 6.79 ppm’de herhangi bir 6liim gézlenmezken 16.02 ppm’de %100 &lim
g6zlenmistir (Sekil 4.2¢).

Kurbaga iribaglar1 20. gelisim evresinde astrazon siyah tekstil boyasi ile
gerceklestirilen testlerde, 24. saat sonunda 4.46 ppm’de 6lim gozlenmezken 35.42
ppm’de %100 oliim gozlenmistir (Sekil 4.3a). 72 saatlik deney siirecinin sonunda 2.33
ppm’de hi¢ 6liim goézlenmezken 5.94 ppm’de %100 5liim gozlenmistir ($ekil 4.3b). 96
saatlik testin sonunda 1.59 ppm’de hi¢ 6liim gézlenmezken 4.46 ppm’de %100 6lim
g6zlenmistir (4.3c).

Iribaslarin 24. gelisim evresinde astrazon siyahi ile yapilan testlerde ise 24. saat
sonunda 1.38 ppm’de 5liim gozlenmezken 4.06 ppm’de %100°lik 6lim gézlenmistir
(Sekil 4.3a). 72 saatlik testin sonunda 1.38 ppm’de hi¢ Sliim gozlenmezken 3.38
ppm’de %100 &liim gergeklesmistir (Sekil 4.3b). 96 saatlik testin sonunda ise 0.27
ppm’de 6liim gozlenmezken 2.82 ppm’de %100 6liim g6zlenmistir (Sekil 4.3c).

Kurbaga iribaglar1 20. gelisim basamaginda astrazon sarisi ile yapilan testlerde,
24. saat sonunda 43.18 ppm’de hi¢ 6lim gozlenmezken 66.79 ppm’de %100 &liim
gozlenmigtir (Sekil 4.4a). 72 saatlik testin sonunda 23.38 ppm’de herhangi bir 6lim
gozlenmezken 48.60 ppm2de %100 olim gézlenmistir (Sekil 4.4b). 96 saatlik testin
sununda 3.42 ppm’de hi¢ &liim gozlenmezken 30.40 ppm’de %100 &liim gézlenmistir

(Sekil 4.4c).
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fribaglarin 24. gelisim evresinde astrazon sarisi ile yapilan testlerde ise, 24. saat
sonunda 15.77 ppm’de 6liim gézlenmezken 39.52 ppm’de %100’liik 6lim gézlenmistir
(Sekil 4.4a). 72 saatlik testin sonunda 6.13 ppm’de hi¢ 6liim gézlenmezken 39.25
ppm’de %100 6lim gozlenmistir (Sekil 4.4b). 96 saatlik testin sonunda ise 6.13 ppm’de
herhangi bir o6liim gozlenmezken 30.35 ppm’de %100’lik 6liim gézlenmistir

(Sekil 4.4¢).
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Sekil 4.2. Astrazon kirmizisinin 20. ve 24. gelisim evrelerinde iribaglara 6ldiiriicii etkisi
A: 24. saat, B: 72. saat, C: 168. saat
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Sekil 4.3. Astrazon siyahinin 20. ve 24. gelisim evrelerinde iribaslara 6ldiiriicii etkisi
A: 24. saal, B: 72. saat, C: 1068. saat
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Sekil 4.4. Astrazon sarisinin 20. ve 24. gelisim evrelerinde iribaglarda 6ldiiriicii etkisi
A: 24. saat, B: 72. saat, C: 168. saat
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4.3. 24 Saatlik Periyotlar icinde Astrazon Grubu Boyalarin pH Degisimleri

Deney stiresince yaptigimiz pH Slgilimlerine gore, test ortaminda 24 saatlik statik
degismeli test sisteminde boyar maddenin ortamin pH’sinda énemli 6lgiide bir degisim
ortaya ¢cikmamustir. Buna gore, ortamlarin pH degeri 24 saatlik zaman siirecinde
astrazon siyahi i¢in 8,73-9,04 arasinda, astrazon mavisi i¢in 8,72-9.01 arasinda, astrazon
kirmizis1 igin 8,18-9,01 arasinda, astrazon sarisi igin 8,36-8,95 arasinda degisim

gostermektedir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. 24 saatlik uygulama siiresine bagli olarak ortamin pH degisimi

Boya(ppm) | pH (0. saat) | pH (24.saat)
Siyah
1.32 8.99 8.96
4.46 8.97 9.04
18.89 8.91 8.95
28.58 8.83 8.98
1.09 8.73 8.97
Mavi
3.75 8.82 9.01
18.34 8.80 9.02
34.13 8.72 9.03
Kirmizi
3.27 8.89 9.01
39.96 - 8.69 8.78
75.84 8.18 8.31
San
1.14 8.70 8.95
15.72 8.69 8.92
45.81 8.59 8.83
62.16 8.36 8.66
Kontrol 8.46 8.88

28



4.4. Embriyolarin Astrazon Grubu Boyalara Maruz Birakilmalari Sonucunda

Morfolojilerinde Meydana Gelen Degisiklikler

Kurbaga iribaslarinin sucul ortamda boyar maddelere maruz kaldiklan taktirde
diger sucul canlilar gibi toksik, genotoksik ve mutajenik etkilerle karsilasabilecekleri
yapilan ¢aligmalarla kamtlanmistir. Bununla birlikte boyar madde canli {izerinde
gelisimsel baskilara neden oldugu da bilinmektedir. Buna gére (Sekil 4.5)’de farkh
astrazon boyalarinin toksik etkilerine maruz birakilan iribaslarda gelisimsel anomaliler

gostermistir.
4.5. Astrazon Boyalarn icin Belirlenen NOEC ve LOEC Degerleri

Calisilan dort gesit tekstil boyasimin 20. ve 24. gelisim basamagindaki Bufo
viridis iribaglarinda 24. saat, 72. saat ve 168. saatde saptanan NOEC ve LOEC degerleri
Cizelge 4.3°de verilmektedir.

Cizelge 4.3 Farkli dozlarda astrazon boyasina maruz birakilan iribaslar i¢in istatistiksel
olarak hesaplanan etkisiz en yiiksek konsantrasyon (NOEC) ve etkili en diisiik
konsantrasyon (LOEC) degerleri

Boya Gelisim NOEC LOEC
evresi (ppm) (ppm)
24 saat |72 saat | 168 saat |24 saat |72 saat |168 saat
Mavi 20 4,54 2,57 1,45 26,06 2,82 1,75
| 24 1,63 1,36 1,25 2,35 1,63 1,38
Kirmiz 20 69,40 65,42 21,62 76,01 69,40 49,48
24 19,38 9,46 8,22 21,32 13,23 9,46
San 20 56,52 39,52 12,99 62,16 41,92 13,84
24 18,92 13,15 11,95 21,93 18,92 13,15
Siyah 20 20,05 3,38 2,11 26,06 3,68 2,33
24 2,82 2,35 1,51 3,10 2,58 2,35

29
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Smm A B G

A-kontrol, Astrazon Kirmizis1 B-3.27ppm, C-8.50ppm, D-18.22ppm, E-39.96ppm,
F- 56. 43ppm, G- 61.66ppm, H- 65.42ppm

RERN

Smm A

A-kontrol,  Astrazon Sars1 B-1.14ppm, C-3.42ppm, D-8.06ppm, E-15.72ppm,
F-19.02ppm

ZERR

Smm A B

A-Kontrol, Astrazon Mavisi B-1.09ppm, C- 1.75ppm, D-2.33ppm

1/}(\\

Smm A

A-Kontrol, Astrazon Siyah1 B-1.32ppm, C-1.59ppm, D- 2.11ppm

Sekil 4.5. Farkli boyar maddelere 168 saat maruz birakilmis 24. gelisim evresindeki
kurbaga iribaslarinda ortaya ¢ikan gelisimsel anomaliler(1/1)
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4.6. Enzimatik Bulgular

4.6.1. GST Bulgulan

Cizelge 4.4 de 24. gelisim evresinde farkli dozlarda boyar madde etkisine 12 ve
24 saat siireyle maruz birakilan iribaglar igin Glutatyon-S transferaz (GST) enzim
aktivitesi degerleri gosterilmistir.

Genelde boyar madde etkisine baglh olarak GST aktivitesinin 6zellikle 12 saatlik
uygulama sonunda kontrol grubuna gore daha yiiksek degerlerde oldugu goriilmektedir.

Buna gére, astrazon mavisinde 12 saat de 2.11 ppm dozda boyaya maruz kalan
iribaglarda GST aktivitesinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemli diizeyde artig
gosterdigi saptanmugtir (P<0.05).

Astrazon kirmizisinda 12 saat de 61,66 ppm, 69,40 ppm ve 88,58 ppm, 24 saat
de 96,40 ppm dozlarinda boyaya maruz birakilan iribaglarda GST aktivitesinin kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak ©Onemli diizeyde artis gosterdigi
goriilmektedir (P<0.05).

Astrazon sarisinda 12 saat de 41,92 ppm 48,60 ppm dozda boyaya maruz
birakilan iribaglarda GST aktivitesi kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 6nemli diizeyde
artig gosterdigi saptanmugtir (P<0.05).

Astrazon siyahinda 12 saat de 5,40 ppm ve 24 saat de 1,32 ppm dozda boyaya
maruz birakilan iribaglarda GST aktivitesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda énemli
diizeyde artig gdsterdigi saptanmustir (P<0.05).
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Cizelge 4.4. 24. gelisim evresinde dort farkli renkte astrazon boyasina, 12 ve 24 saat
siireyle maruz birakilan iribaglarda GST aktivitesi (U/L)

MAVi N | 12.saat | SEM N | 24.saat | SEM
1,45ppm 2 | 271,15 | 20,10 3 | 399,53 | 62,05
2,11ppm 3 | 350,89% | 47,24 3 | 37825 | 64,88
3,75ppm 3 | 316,79 | 73,38 3 | 476,22 | 142,07

18,34ppm 3 | 417,20 | 81,57 - - -

KIRMIZI

39.96ppm 2 | 481,46 | 83,95 3 | 272,51 | 97,50

47,71ppm 2 | 619,70 8,43 3 | 338,63 | 49,66

61,66ppm 3 | 657,06 | 99,27 3 | 415,69 | 178,66

69,40ppm 3 | 687,22 | 160,28 | 3 | 203,76* | 16,13

88,58ppm 3 | 510,87 | 63,44 - - -

SARI
8,06ppm 3 | 216,67 | 29,67 3 | 376,31 | 35,19

15,72ppm 3 | 313,97 | 48,89 3 | 339,04 | 27,54

41,92ppm 3 | 35511% | 8,64 3 | 262,84 | 57,13

48,60ppm 3 | 361,34*% | 33,82 2 | 254,88 | 4047

SIYAH
1,32ppm 3 | 259,95 | 27,77 3 | 162,70 | 35,97
5,40ppm 3 | 449,14* | 80,51 1 297,55 -
9,12ppm 3 | 289,42 | 11356 | - - -

Kontrol 3 | 242,99 | 38,76 3 | 307,39 | 52,48

* Kontrol grubu ile uygulama gruplan karsilagtirildiginda enzim aktivitesi istatistiksel

olarak 6nemli bulunmustur P<0.05.
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4.6.2. CaE Bulgulan

Cizelge 4.5°de 24. gelisim evresinde farkli dozlarda boyar madde etkisine 12 ve
24 saat siireyle maruz birakilan iribaglar i¢in karboksilesteraz (CaE) enzim aktivitesi
degerleri gosterilmistir.

Genelde boyar madde etkisine bagl olarak CaE aktivitesinin 6zellikle 24 saatlik
uygulama sonunda kontrol grubuna gore daha yiiksek degerlerde oldugu goriilmektedir.

Buna gore, astrazon mavisinde 12 saat de 2.11 ppm ve 3,75 ppm dozda boyaya
maruz kalan iribaglarda CaE aktivitesinin kontrol grubu ile karstlastirildiginda 6nemli
diizeyde artig gosterdigi saptanmistir (£<0.05).

Astrazon kirmizisinda 12 saat de 39,96 ppm, 47,71 ppm, 61,66 ppm, 69,40 ppm
ve 88,58 ppm dozlarinda boyaya maruz birakilan iribaglarda CaE aktivitesinin kontrol
grubu ile karsilastinldifinda istatistiksel olarak OSnemli diizeyde artis gosterdigi
goriilmektedir (P<0.05).

Astrazon sarisinda 12 saat de 15, 72 ppm, 41,92 ppm ve 48,60 ppm ve 24 saat de
41,92 ppm dozda boyaya maruz birakilan iribaglarda CaE aktivitesi kontrol grubu ile
kargilagtirildiginda 6nemli diizeyde artis gosterdigi saptanmstir (P<0.05).

Astrazon siyahinda 12 saat de 1,32 ppm 5,40 ppm ve 9,12 ppm, 24 saat de 1,32
ppm dozda boyaya maruz birakilan iribaglarda CaE aktivitesi kontrol grubu ile
karsllastlflldlgmda Onemli diizeyde artis gosterdigi saptanmustir (P<0.05).
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Cizelge 4.5 24. gelisim evresinde dort farkh renkte astrazon boyasina gesitli 12 ve 24
saat siireyle maruz birakilan iribaglarda CaE aktivitesi (U/L)

Mavi N 12 saat SEM N 24 saat SEM
1,45ppm 2 71,03 19,08 3 143,94 23,12
2,11ppm 3 112,01* 11,91 3 179,09 36,08
3,75ppm 3 85,48* | 20,52 3 236,14 37,63

Kirmizi

39,96ppm 3 78,93* | 21,15 3 185,70 36,26

47,71ppm 3 72,38* 5,15 3 172,60 27,57

61,66ppm 3 121,34* | 20,11 2 232,86 2,95
69,40ppm 3 90,07* 9,77 3 168,66 7,78
88,58ppm 3 78,77* 17,13 - - -

San
8,06ppm 3 617,0 129,91 3 225,50 4427
15,72ppm 3 1159* 100,05 3 176,60 50,60

41,92ppm 3 913,1 123,38 3 89,90* 14,46

48,60ppm 3 1160* 28,97 | 2 147,10 14,44

Siyah
1,32ppm 3 1156* 111,87 3 892,45* 4,81
5,40ppm 3 835,5* 189,92 1 880,77 -
9,12ppm 3 938,7* 139,83 - - -

Kontrol 3 375,33 5,89 3 193,73 14,25

* Kontrol grubu ile kargilagtirildiginda P<0.05 diizeyinde 6nemli bulunmugtur.
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Uygulama stirelerine bagh olarak, 12 ve 24 saatlerde ayni doz etkisine maruz
birakilan iribaglar i¢in enzim aktivitesi degerlerinin Student T-testi ile yapilan analiz

sonuglan Cizelge 4.6’da verilmektedir.

Cizelge 4.6 12. ve 24. saatlerde boyar maddelerin etkisine maruz birakilan iribaglarin,

ayn1 dozda maddelere kars1 zamana bagh enzim aktivitelerinin kargilagtiriimasi

(ppm) GST CaE
Mavi
1,45 - -
2,11 - -
3,75 - +
Kirmzi
39,96 - -
47,71 - +
61,66 - -
69,40 + +
San
8,06 + +
15,72 - 0
41,92 - +
48,60 - -
Siyah
1,32 - +
5,40 - -
Kontrol - +

+ Bir boyanin 12 ve 24 saat de aym konsantrasyonunda enzim aktiviteleri
karsilagtirildiginda P<0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

- Bir boyanin 12 ve 24 saat de aym konsantrasyonunda enzim aktiviteleri
kargilagtirildiginda 6nemli bulunmamuistir.
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5. TARTISMA

Boyar madde endiistrisi yogun olarak ¢esitli tipte boyar maddeler
kullanmaktadir. Bu boyar maddelerin sayisi tam olarak bilinmemekle beraber Zollinger,
tarafindan[27] 10.000 g¢esit pigment ve boyar maddenin diinya ¢apinda kullanildig
rapor edilmektedir [108]. Bu maddeler genelde kangim halinde dogaya salinmakta ve
ekosistem iizerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir. Endiistriden kaynaklanan atik
sularin toksik etkileri organik-inorganik madde karigiminin etkisine baglanabilir.
Bununla birlikte kimyasal yapilari nedeniyle, boyar maddelerin her birinin toksik
etkisinin belirlenmesi ve ekosistemde organizmalar iizerinde olas1 risk etkilerinin
saptanmas: bilyiik 6nem tagimaktadir [38]..

Azo bilesikleri dogal olarak meydana gelmeyen yapilardir ve dogada bulunmasi
ancak kimyasal bir senteze baghdir. Arastiricilar bu maddelerin aerobik bakteriyal
yikima direngli bilesikler oldugunu rapor etmektedirler [110-112].

Genel olarak azo boyalarin DNA hasarlarina neden olan bir etkisinden 6nce
organizmada metabolik olarak indirgenmeye ugradig: bilinmektedir [21]. Diger taraftan
azo boyalarin metabolizmas: olduk¢ca karmagiktir ve yiiksek organizasyonlu
hayvanlarda barsak mikrofloras: tarafindan serbest aminlere indirgendikten sonra,
karacigerde ileri diizeyde metabolize edilmektedir. Rajaguru ve arkadaglarinin yaptiklari
calismalarda bir azo boyasi olan direkt red 2 (DR2) nin potansiyel bir klastojen olarak
rol oynadifl ve metabolitlerinin hayvan ve insan saghii iizerinde risk etkisine sahip
olabilecegi belirtilmektedir [108]. Aglz' yolu ile almman maddelere kiyasla sucul
organizmalarin tiim viicutlarinin madde etkisine siirekli olarak maruz kalmasi nedeniyle
daha yiiksek toksik riske sahip olabilecegi s6ylenebilir.

Arastirma bulgularina gore, test materyali olarak kullandigimiz doért farkh
renkteki astrazon boyasinin tiimiiniin, Bufo viridis iribaglarinin farkhh gelisim evreleri
tizerinde toksik etkiye sahip oldugu goriilmektedir. Boyalar arasinda &ldiiriicii etki
diizeyleri farkhilik goéstermektedir. Buna gére, arastirmada kullamlan boyalardan
astrazon mavisi en yiiksek toksik etkiye sahipken, astrazon kirmizisinin nispeten daha
az diizeyde toksik oldufu saptanmigstir. 24 saat siireyle boyar maddeye maruz kalan
iribaglarda &ldiiriicii diizeyde etkili olan boyar madde konsantrasyonu, 72 ve 168 saat
siireyle madde etkisine maruz kalanlara gére daha, yiiksek doz degerlerine sahiptir. 24

saat siire 1le madde etkisine maruz kalma sonucunda elde edilen LC50 diizeyine gore,
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72 saatlik siire sonunda elde edilen LC50 konsantrasyonu %50 azalirken, bu deger 168
saat sonunda yaklasik %70 oraninda azalig gostermektedir.

Elde edilen bulgular, astrazon boyalarmimn B. viridis iribaglarinda ¢ok diisiik
dozlarda bile toksik ve Sldiiriicii etkilere yol agtigini gostermektedir. Buna bagli olarak
sonuglar, bu boyalar: igeren tekstil fabrikas: atik sularinin dogaya verilmesi durumunda
sucul ortamdaki canlilar i¢in 6nemli bir risk faktorii olarak rol oynayabilecegini ve bu
maddelerin alici ortamda birikimi sonucu bu riskin artacagim gdstermektedir. Diger
taraftan, bu c¢alisgmada boyar maddelerin her biri tek basina kurbaga iribaglarina
uygulanarak, yol agtiklari toksik etkilerin belirlenmesi amaglanmigtir. Ancak tekstil
sanayiinde genel olarak bu tipte maddelerin tek bagma kullanilmayip, genelde bir
karigim halinde kullaniliyor olmasi, ayrica alici ortamda bu tipte maddelerin birikimi
sonucu ve diger ¢evresel kirleticiler ile bir arada bulunmalarmin yol agabilecegi toksik .
etkinin diizeyi bilinmemektedir. Diger taraftan bu maddeler, bir sinerjitik etkiye yol
agarak toksik etkilerini daha fazla gosterebilirler. Bu durumda dogal ekosistem iizerine
ortaya ¢ikabilecek etkinin diizeyi de artacaktir. Bulgularimiza gére, iribaglarin
gelisiminin farkli evrelerinde astrazon boyalarna farkli duyarliliklar gosterdigi
goriilmektedir. Buna gore, 20. gelisim evresinde daha yiiksek konsantrasyonlarda boyar
maddelerin toksik etkiye yol agarken, 24. gelisim evresinde iribaglar ¢cok daha diisiik
konsantrasyonlarda boyar madde etkisine karg1 duyarli hale gelmektedir. Buna neden
olan faktérler cok gesitli olabilir. Ozellikle viicut yiizey alamnin gelisimine bagli olarak
artmasi sonucunda iribaglarin daha fazla toksik madde etkisi ile maruz kalmalari
nedeniyle, duyarlilifin gelisime bagh olarak arttign diigiiniilmektedir. Ciinkii sucul
oftamda iribaglar viicut ylizeyleri ile daha fazla madde etkisine maruz kalmaktadir.
Diger taraftan 20. gelisim evresinde iribaglar sadece solunga¢ solunumu yaparken,
organ sistemleri de heniiz gelismemis durumdadir. Oysaki 24. gelisim evresinde
iribaglarda organ sistemleri de gelismeye baglamakta ve metabolik aktivite buna bagh
olarak daha fazla artmaktadir. Bu nedenle ileri gelisim evrelerinde viicuda alinan boyar
maddenin daha diisiik dozlarda daha fazla toksik etki g&stermesi beklenebilir.

Bir astrazon boyasi olan bazik yesili i¢in LDS50 degerleri siganlarda
intraperitonal uygulama sonrasinda 8 mg/kg, farelerde oral yolla 25 mgkg ve
intraperitonal yolla uygulamada ise 5 mg/kg olarak bulunmustur [113]. Bizim
aragtirmamiz sonucunda ise sucul ortamda 72 saat sonunda LC50 konsantrasyonlart 20
ve 24. gelisim evresindeki iribaglarda, sirasi ile, astrazon mavisi i¢in 2,890-0,919 ppm,

kirmiz1 i¢in 66,031-13,693 ppm, sar1 igin 39,357-20,370 ppm ve siyah i¢in ise 4,004-
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2,658 ppm degerleri arasindadir. Bu bulgulara gore, iribaslarin gelisiminin farkl
evrelerinde astrazon boyalarina farkli duyarliliklar go6sterdigi  goriilmektedir.
Bu nedenle, ileri gelisim evrelerinde viicuda alinan boyar maddenin daha diisiik
dozlarda daha fazla toksik etki géstermesi beklenebilir. Buna bagli olarak doz yamit
iliskisi sucul bir organizma olarak iribaglarda daha diisiik dozlarda saptanmistir.

Arastirmada kullamilan astrazon mavisi ve kirmizisinin azo grubu igeren
kimyasal maddeler oldugu bilinmektedir. Literatiir verilerine gére, azo grubu igeren
maddeler yiiksek toksik etkilerinin yaninda [7, 38], mutajenik ve karsinojenik kimyasal
ajanlar olarak da bilinmektedir [82, 83, 89]. Arastirma sonuglarina gére, azo grubu
tasiyan mavi boyanin yiiksek toksik etkiye sahipken, astrazon kirmizisinin tiim
kullanilan boyalar i¢inde doz-yamt iligkisine bagl olarak en diisiik toksik etkiye sahip
olmasi ise beklentilerimizle uyusmamaktadir. Bu durum astrazon kirmizisinin suda en
kolay ¢oziinebilen, dolayisiyla daha kolay metabolize edilebilir bir boya olmasina bagl
olabilir. Diger taraftan 24. gelisim evresinde 168 saat siireyle kirmizi yada mavi boyar
madde etkisine maruz kalan iribaglar test siliresinin tamamlanmasindan Once
6ldiiklerinden LCS50 diizeyi saptanamamigtir. Bu durum daha uzun siireli olarak madde
etkisine maruz kalmanin toksik etkiyi arttirdigim ifade etmektedir. Diger taraftan,
astrazon kirmizisina oranla daha toksik etki gosteren san ve siyah boyar maddelerin
kimyasal yapisi ile iligkili bilgiye ulasilamamigtir.

Kurbaga iribaslarimin 168 saat siireyle madde etkisine maruz kalmalar
morfolojik olarak 6nemli bazi bozukluklara neden olmugtur (Sekil 4.5). Ozellikle
uygulama dozunun artisina bagli olarak, iribaglarda gelisimin yavagladigi ve yiiksek
dozlarda viicut biiyiikliiklerinde belirgin bir gerileme oldugu saptanmistir. Bu etki
6zellikle astrazon kirmizisi igin g6zlenmigtir. Astrazon mavisi ve siyahi nispeten daha
az morfolojik anomalilere neden olurken, astrazon sarist igin belirgin bir morfolojik
anomali g6zlenmemistir. Sentetik boyalarin mikroorganizmalar tarafindan yikimi
esnasinda agiga ¢ikan aromatik aminler genellikle toksik ve karsinojenik etkiye sahiptir
[114]. Yesilada ve arkadaslari, astrazon kirmizisinin beyaz giiriikgiil fungus olan
Funalia trogii kullanilarak, yikima ugratilabilecegini rapor etmektedir [115]. Ancak, bu
maddelerin funguslar tarafindan yikimi takiben omurgalilar {izerine olan toksik etkinin
azaltilabilecegine iligkin bir bilgiye ulagilamamigtir. Bununla birlikte, bu maddelerin
bakterilere olan toksik etkilerinin azaldig1 rapor edilmektedir [Elif Apohan-Tez].
Bulgularimiza bagl olarak, iribaslarda uygulama siiresinin artmasina da baglh olarak

ortaya ¢itkan morfolojik anomaliler boyar maddelerin ortamda kimyasal, fiziksel ya da
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mikroorganizmal yikimdan ¢ok, iribaglarin bu toksik ajanlara karsi sahip olduklar
biyokimyasal reaksiyonlar ile iligkili olabilir. Iribaglarin biyotransformasyon
reaksiyonlan sonucunda bu maddeleri yikima ugratarak sekonder metabolitleri
olusturmasi sonucu daha toksik ajanlar olugabilir. Bu durum, iribaglarda gelisimsel
bozukluklara neden olabilecek maddelerin ortamda bulunmasina baglanabilir. Oysa ki
ortamda boyar maddelerin yikim fiziksel, kimyasal ya da mikroorganizmal yolla
gergeklesiyor olsa bile ortamin 24 saat araliklarla yenilenmesi sonucunda olasi bu etki
en az diizeye indirgenmektedir.

Amfibilerin gelisiminde ve metamorfozunda troid hormonunun 6nemli rolii
oldugu bilinmektedir. Xenopus leavis metamorfozonda 6zellikle PCB ile troid hormon
arasinda homeostazisin saglanmasi bakimindan iligki olduguna dair baz1 deliller rapor
edilmigtir [116]. Buna gére troid hormonunun metamorfozda viicut agirhgmmn artisim
saglamada 6nemli rolii olduguna iligkin deliller bulunmaktadir. Astrazon boyalarinin
etkisine bagh olarak B viridis iribaglarinin viicut biiyiikliigiinde belirgin bir azalmamn
gbzlenmesi, hormonal dengenin bozulmasi ile iligkili olabilir.

Bununla birlikte iribaglarda boyar madde etkisine bagli olarak hormonal
aktivitenin degisip degismedigi ise ¢alisiimamustir.

Oda sicakhiginda (25 °C) gergeklestirilen arastirmada, 0. saat ve 24. saat sonras
elde edilen verilere gore kontrol grubu i¢in ortam pH’sinda yaklasik %5’lik bir artig
olmasma kargin, igerisinde boyar madde olan kaplarin pH’in da 24 saat sonunda
yaklagik %10’luk bir azalma gozlenmistir. Bu farkhlik ortamda bulunan boyar
maddenin kimyasal 6zelliginden kaynaklanabilir.

, Enzim aktivitesi ile ilgili veriler kontrol grubu ile karsilagtirnldifinda, tiim
boyalar igin GST aktivitesinde doza bagh olarak bir artig goriilmektedir. Bu aktivite
artisinin bazi uygulama gruplarinda kontrole gére nemli diizeyde oldugu saptanmistir.
Glutatyon-S transferaz aktivitesindeki bu artig boyar maddelerin toksik etkisine isaret
etmektedir. Buna gore, iribaslarda astrazon boyalarinin bu enzim ig¢in bir substrat olarak
kullanildig1 ve astrazon boyalarinin II. basamak biyotransformasyon reaksiyonlar ile
detoksifikasyona ugratilmaya ¢alisildig: da diisiiniilmektedir.

12 saatlik uygulama sonucunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda, astrazon
mavisine maruz birakilan iribaslarda GST aktivitesinin %10-40 oraninda arttii, bu
artisin kirmizi igin %50-65 oraninda oldugu, sar1 igin %33 ve siyah igin ise %7-45
oranlarinda artis gosterdigi bulunmugtur. Bu durum tiim boyalara karsi1 organizmanin

kendisini savunmak igin bir sistem gelistirmeye ¢ahstigini ifade edebilir.
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Karboksilesteraz aktivitesinin astrazon mavisi i¢in tiim uygulama gruplarinda
kontrol grubuna gore artis gosterdigi, diger astrazon boyalan i¢in 6zellikle yiiksek
konsantrasyonlarda madde uygulamasina bagh olarak CaE aktivitesinin inhibe edildigi
goriilmektedir. Bu enzim son yillarda 6zellikle pestisit ve polisiklik aromatik bilesikler
gibi gevresel kirleticilerin  etkisinin belirlenmesi igin  biyobelirteg olarak
degerlendirilmektedir. Elde edilen bulgular, bu bilesiklerin indirgenmesinde enzimatik
reaksiyonlarin 6nemli bir rolii olabilecegine isaret edebilir. Diger taraftan birinci
basamak biyotransformasyon asamasinda da 6nemli biyobelirteg olarak P450 enzim
sisteminin de daha ileri arastirmalarda biyobelirte¢ olarak kullanilmasi, bu boyar
maddeler i¢in B. viridis’de Dbiyotransformasyon reaksiyonlarimin daha iyi
aydinlatilmasina yardimci olabilir.

Literatiire gére, bu boyalarin organizmalar {izerinde toksik etkileri hakkinda
bilgile ¢ok simirlidir. Bu nedenle, kurbaga iribaglan iizerine ya da diger sucul
organizmalara etkileri ile ilgili bir ¢alismaya yapilan literatiir arastirmalarinda
rastlanamamistir. Bu galisma sonucunda elde edilen bulgular Astrazon grubu boyalarin
sucul organizmalarda toksik etkilerinin saptanmasi bakimindan da 6nemli katkilar
saglamigtir. Bununla birlikte, bu maddelerin toksik etkilerinin daha iyi
aydmlatilabilmesi i¢in ayrintili bagka ¢aligmalara da ihtiyag vardir.

Aragtirmada 24, 72 ve 168 saat astrazon boyasina maruz birakilan 20. ve 24.
gelisim evrelerindeki kurbaga iribaglarina etkisiz en yiiksek konsantrasyon (NOEC) ve
etkili en diislik konsantrasyon (LOEC) degerleri de saptanmigtir. Aragtirma sonucunda
as_t:razon mavisinin NOEC ve LOEC degerleri en diistik ve astrazon kirmizinin NOEC
ve LOEC degerleri en yliksek degerler olarak saptanmugtir.

Aragtirma sonucunda elde edilen NOEC degerleri amfibilerin sucul ekosistemde
tolere edebilecekleri maksimum astrazon boya konsantrasyonlarim1 saptamak
bakimindan da 6nem tasimaktadir. Bu tiirde bir aragtirma literatiir kayitlarina gore
yurdumuzda bugiine kadar ilk kez gergeklestirilmistir.

Amerika Birlesik Devletleri’nde EPA, ¢evresel kirleticilerin risk etkisinin
saptanmas1 gérevini iistlenmis bir kurumdur. Avrupa’da bu goérev gesitli kurumlar
tarafindan istlenilmistir. Buna karsin yurdumuzda bu tipte ¢alismalarin yiiriitiilmesi
gorevi herhangi bir kuruma verilmemistir. Ayrica yurdumuzda yiiriitiilen ¢esitli toksisite
caligmalarinda ilk kez bu arastirma ile NOEC ve LOEC diizeylerinin bir grup kimyasal

madde ile saptanmasi amaglanmistir. Bu nedenle de bulgularimiz 6nem tasimaktadir.
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U.S. EPA’nin hazirladig: bir rapora gére gesitli kimyasal maddelerin ve toksik
bilesiklerin test edilmesi amaciyla kurbaga iribaglarinin kullanilmasi, sucul ekosistemde
yasayan organizmalara bu maddelerin etkisinin saptanmas! bakimindan énemlidir [117].
Schuytema vd. [118] gevresel kirlenmenin etkilerini gostermek igin iribaglanin duyarh
organizmalar oldugunu, 6zellikle iki yasam déngiisii nedeniyle hem karasal hem de
sucul ¢evrede Kkirliligin saptanmasi yoniinde amfibilerin 6nem tasidigim
vurgulamaktadir. Bu arastima sonucuna gére de Bufo viridis iribaglarinin gevresel
kirlilige yol agan boyar maddelerin etkilerini géstermek bakimindan kullamgh
organizmalar olabilecegi saptanmigtir.

Secgilen test organizmasi olan B. viridis'in yurdumuzda kozmopolit bir tiir
olmasi, bu organizmada saptanan etkili boya konsantrasyonu diizeylerinin ekosfsteme
bu boyay igeren atik sularin desarj edilmesinin olas: sonuglarini gostermesi bakimindan
da bilyiik 6nem tagimaktadir. Baliklar iizerinde yapilan toksisite ¢aligmalarina bagli
olarak, ¢esitli boyar maddelerin sudaki konsantrasyonun 100 mg/L diizeyinde
bulundugunda toksik etkiye yol agmadigi bildirilmektedir[119]. Bununla birlikte, bu
aragtirma sonuglarina gore, test edilen astrazon boyalarmin tlimiiniin bu degerin altinda
ki konsantrasyonlar da iribaglarin %100’(iniin Sliimiine yol agmas1 ve LC50 degerinin
oldukga diistik olmasi nedeniyle yiiksek bir toksik etkiye sahip oldugu ifade edilebilir.
Ancak, alic1 ortamin su kapasitesine bagl olarak boyar madde konsantrasyonu ortamda
azaldigindan, bu toksik etkinin kisa siire i¢erisinde gézlenebilmesi ekosistemde oldukga
giic olmaktadir. Brown [119] tarafindan yapilan bir aragtirmada iki farkh
ko‘hsantrasyonda boyar madde etkisine 8 hafta siire ile maruz birakilan sazan (Cyprinus
carpio) baliklarinda maddenin énemli bir biyolojik birikim gostermedigi ve toksik
etkiye yol agmadig: bildirilmigtir. Bununla birlikte, sucul organizmalarda kronik toksik
etkinin akut etki ile kargilagtirildiginda, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda ortaya ¢iktig1 da
rapor edilmektedir. Bu nedenle aragtirmamizda elde edilen akut toksisite degerlerinin
alic1 ortama sanayiiden verilen toksik maddelerin birikimine bagli olarak ¢ok daha
yiiksek risk tagidigini da ifade edebiliriz. Ciinkii aragtirmada B. viridis igin elde edilen
akut toksisite degerleri, toksik maddelerin doz-yanit iligkisine baglh olarak
simiflandinlmasinda bu organizmalar igin yiiksek riskli maddeler sinifina dahil edilmesi
gerektigine isaret etmektedir. Ayrica NOEC ve LOEC degerlerinin birbirine oldukga
yakin olarak bulunmasi ekosistemde bu organizmalan olumsuz yénde etkileyen toksik
madde konsantrasyonunun sininnin birbirine ¢ok yakin oldugunu ifade etmektedir. Bu

nedenle deneysel olarak laboratuvar kosullarinda saptanan NOEC degerleri dogada
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cesitli gevresel faktorlere bagl olarak organizmayr olumsuz yonde etkileyen toksik
konsantrasyon haline déniisebilir.

B. viridis’in gelisimsel periyodunun tamamlanmas: ve organizmanin eseysel
olgunluga erisimi i¢in yaklasik 2 yil bir siire gegmesi gerektigi géz oniinde alinacak
olursa, yumurtadan ergine gelisinceye kadar organizmanin ekosistem iginde toksik
boyar maddeye maruz kalma olasihify arttirmaktadir. Bu nedenle ekosistemde bu tiiriin
alici ortamdaki boyar madde kontaminasyonuna bagli olarak goésterecegi toleransin
saptanmasi 6nem tagimaktadir.

Sonug olarak, test edilen astrazon boyalarinin B. viridis iribaglan igin yiiksek
toksik etkiye sahip bilesikler oldugunu ve dogal alic1 ortamlara aritima ya da yikima
ugratilmaksizin desarj edilmesinin ekosistem dengeleri agisindan bilyiik bir risk

yaratabilecegini ifade edebiliriz.
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