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Bu ¢alisma iki 5-(3'-amino-4'-arilazo-1H-pirazol-5'-ilazo) barbitiirik asit boyasinin (Boya 1 ve Boya 2)
ekotoksikolojik caligmalarda model organizma olarak bilinen Chironomus riparius (Diptera: Chironomidae)
iizerindeki mortalite etkisinin ve akut toksisitesinin incelenmesi amaciyla yapilmistir. Detayli mortalite
degerlendirmelerinden sonra Boya 2’nin organizmalar {izerinde Boya 1’e kiyasla daha fazla mortalite etkisine
sebep olma potansiyeline sahip oldugu ve sucul ekosistemlerde yiiksek konsantrasyonlarda uzun siireli
bulunmasinin bu ekosistemler i¢in kayda deger bir tehdit olusturabilecegi sonucuna varilmistir. Gergeklestirilen
toksisite siniflandirmasinda Boya 1’in, 24 ve 48 saat maruziyetlerde pratikte toksik degilken 72 ve 96 saat
maruziyetlerde hafif derecede toksik oldugu, Boya 2’nin ise 24 saat maruziyette pratikte toksik degilken 48, 72 ve
96 saat maruziyetlerde hafif derecede toksik oldugu bulunmustur. Mortalite etkisi ve toksisitedeki bu farkliliklarin
boya yapisinda bulunan siibstitiientlerin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi sdylenebilir. Bu ¢aligma, yapisinda
metoksi ve metil grubu i¢eren azo boyalarin (sirasiyla Boya 1 ve Boya 2) C. riparius tizerindeki mortalite etkisi
ve akut toksisitesi ile ilgili 6nemli bilgiler sunmaktadir. Ancak daha kapsamli ekotoksikolojik degerlendirmeler
yapabilmek i¢cin bu ve benzeri azo boyalarin ve bozunma iiriinlerinin farkli organizmalar {izerindeki etkilerinin ve
etki mekanizmalarmm molekiiler diizeyde incelendigi ve sucul ortamlardaki gercek konsantrasyonlarinin
belirlendigi daha ileri ¢aligmalara ihtiyag oldugu bir gergektir.

Anahtar Kelimeler: Chironumus riparius, Mortalite, Akut toksisite, Azo boya, Sucul ortam, Su kirliligi

Evaluation of Mortality Effect and Acute Toxicity of Two Disazo
Dyes on Chironomus riparius (Diptera: Chironomidae)

ABSTRACT
This study was carried out to evaluate mortality effect and acute toxicity of two 5-(3'-amino-4'-arylazo-1H-
pyrazole-5'-ylazo) barbituric acid dyes (Dye 1 and Dye 2) on Chironomus riparius (Diptera: Chironomidae) known
as model organism in ecotoxicological studies. After detailed mortality assessments, it was concluded that Dye 2
had the potential to cause a greater mortality effect on organisms compared to Dye 1 and that its long-term
existence in aquatic ecosystems at high concentrations could pose a significant threat to these ecosystems. In the
performed toxicity classification, it was found that Dye 1 was practically non-toxic at 24- and 48-hour exposures
but slightly toxic at 72- and 96-hour exposures, while Dye 2 was practically non-toxic at 24-hour exposure but
slightly toxic at 48-, 72- and 96-hour exposures. It can be suggested that these differences in mortality effect and
toxicity may be due to the different substituents in the dye structure. The present study provides valuable
information regarding mortality effect and acute toxicity of azo dyes containing methoxy and methyl groups in
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their structure (Dye 1 and Dye 2, respectively) on C. riparius. However, to be able to make more comprehensive
ecotoxicological evaluations, it is a fact that there is a necessity for further studies in which the effects and action
mechanisms of these and suchlike azo dyes and their degradation products on different organisms will be
investigated at the molecular level and their actual concentrations in aquatic environments will be determined.
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|. GIRIS

Cevredeki zararli ve toksik kirleticilerin kiiresel 6lgekte endiselere yol agmasi nedeniyle g¢evresel
konular ve gevre kirliligi gibi sorunlar giderek daha fazla dikkat ¢gekmektedir. Giinden giine daha da
biiyiiyen bir problem haline gelen ¢evre kirliliginin ¢esitlerinden biri de su kirliligidir. Sucul ortamlar,
cesitli antropojenik aktivitelerden kaynaklanan kirleticilerin ve endiistriyel atiklarin en 6nemli alicisi
durumundadir [1]. Bu antropojenik kirleticiler (veya toksik maddeler) suda yasayan bir¢ok organizma
icin ciddi riskler olusturan, su kaynaklarindaki su kalitesine zarar veren ve sonugta ¢evre kirliligine
neden olan metaller, pestisitler ve diger organik maddeleri igermektedir [1], [2].

Renklendirme amaciyla ¢ok cesitli endiistrilerde yaygin olarak kullanilan boyalar ve boyar maddeler
cevre kirliliginin baslica kaynagi olarak kabul edilmektedir [3]. Kimyasal yapilarina gére gruplandirilan
boyalar arasinda, en az bir azo (-N=N-) grubunun varlig1 ile karakterize edilen ve organik
renklendiriciler olarak oldukea biiyiik 6nem tasiyan azo boyalar, cok amagli bir boya sinifi olarak kabul
edilmektedir [4], [5]. Daha yiiksek renk verimi ve daha iyi haslik 6zellikleri elde etmek igin nitro,
metoksi ve metil gruplar1 gibi farkli siibstitiientler iceren g¢esitli azo boyalar yaygin olarak
sentezlenmekte [6]-[10] ve gesitli alanlardaki olduk¢a biiyiikk uygulama potansiyelleri nedeniyle
yillardir kullanilmaktadir [11], [12].

Tekstil, boya ve tabakhane endiistrileri biiyiik miktarlarda atik su tahliye eder ve bu nedenle baslica
toksik desarj kaynaklaridir [13], [14]. Boyama islemleri sirasinda, boyalarin %10-15 kadar1 ¢evreye
salinir ve suda ¢oziinebilen azo boyalar ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile atik alic1 sular1 yiiksek oranda
renklendirerek gorsel bir kirlilige neden olabilir [15]. Bu gorsel kirliligin disinda, bazi azo boyalar ve
bunlarin biyotransformasyon {riinleri kanserojen, mutajenik ve/veya toksiktir [16]-[18]. Boyalarin
laboratuvar deneylerinde kullanilan indikator organizma veya direkt olarak ekosistem tiizerindeki
etkilerini belirlemek amaciyla yapilan calismalarin sayist nispeten az oldugu igin boyalarin
ekosistemdeki akibeti ve potansiyel etkileri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bu baglamda azo boyalar
temelli sucul toksikolojik incelemeler ve risk degerlendirme calismalari, ¢evre kirliligi konusunda
mevcut projelerin gelistirilmesine ve etkili yonetimsel kararlarin alinmasina katkida bulunabilme
potansiyeli nedeniyle biiyiik 6nem tagimaktadir.

Akut toksisite, bir kimyasala kisa siireli maruziyetin hemen ardindan ortaya c¢ikan toksisite olarak
tanimlanabilir. Bu tanima gore, akut toksisiteyi olusturan akut maruziyet ve akut etki olmak tizere iki
temel bilesen vardir [16]. Akut etkiler genellikle morbidite veya mortaliteden olugsmaktadir. Bu etkilerin
nicel olarak olgiilme sekillerinden birisi de bir popiilasyonun bir maddeye belirli bir siire maruz
kalmasindan sonra o popiilasyon iiyelerinin %50’sinin 6ldiigii madde konsantrasyonudur (LCso) [16],
[19]. Kimyasallarin ¢evre iizerindeki olumsuz etkileri ile ilgilenen ekotoksikolojide akut toksisite
genellikle LCsp ile tanimlanmakta ve hesaplanan LCso degerine gore kimyasallarin akut toksisite
bakimindan siniflandirmasi yapilabilmektedir [19]. Fakat LCso degeri, ortamdaki belirli bir kimyasalin
seviyesinin kabul edilebilir olup olmadigimi gdstermekten ziyade, goreceli akut toksisitenin bir
gostergesi olarak kullanilmaktadir [6]. Kimyasallarin sucul organizmalar iizerindeki akut toksisitesine
dayali olarak siniflandirilmasinda kullanilan 5 adet toksisite kategorisi bulunmaktadir. Bu kategorilere
gore siniflandirma yapilirken 100 mg/L’den yiiksek LCso degerleri pratikte toksik degil, 10 mg/L ile 100
mg/L arasindaki LCso degerleri hafif derecede toksik, 1 mg/L ile 10 mg/L arasindaki LCso degerleri orta
derecede toksik, 0,1 mg/L ile 1 mg/L arasindaki LCso degerleri yiiksek derecede toksik ve son olarak
0,1 mg/L’den daha diisiik LCso degerleri son derecede toksik olarak degerlendirilmektedir [19].
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Birgok kimyasalin toksisitesinin degerlendirilebilmesi amaciyla laboratuvar ortaminda gergeklestirilen
ekotoksikolojik incelemelerde c¢esitli omurgasiz canli gruplar1 test organizmasi olarak yillardir
kullanilmaktadir. Bu omurgasiz canli gruplar1 arasinda Chironomidae familyasi (Insecta: Diptera)
Ozellikle son yillarda 6n plana ¢ikmustir. Chironomidler, sucul besin zincirinde 6nemli bir konuma
sahiptir ve bir¢ok canli i¢cin 6nemli bir besin kaynagi olarak bilinir. Bu durum, chironomidlerin ¢evresel
ve ekonomik olarak 6nemini artirmaktadir. Kisa bir hayat dongiisiine sahip, oldukca yaygin bir yayilig
gosteren ve laboratuvar kosullarinda kolaylikla yetistirilebilen bir chironomid tiirii olan Chironomus
riparius’un larva safhasi ¢evredeki farkli stres faktorlerine ve birgok kirleticiye duyarlidir [20]. Tiim bu

ozelliklerinin bir sonucu olarak C. riparius, toksisite ¢alismalari igin ¢ok uygun model bir organizma
olarak kabul gérmektedir [21]-[24].

Bu ¢alismada, segilen iki disazo boyanin C. riparius iizerindeki mortalite etkisinin incelenmesi ve akut

toksisitesinin belirlenmesi amaglanmistir. Boylelikle bu boyalara yonelik toksikolojik bilgiler elde
ederek, onlarin dogadaki potansiyel risk durumlar1 hakkinda detayli degerlendirmeler yapilmustir.

II. MATERYAL VE YONTEM

A. TEST EDILEN AZO BOYALAR

Bu ¢aligmada gergeklestirilen maruziyet testlerinde, daha 6nceden sentezlenmis ve sentezi rapor edilmis
5-(3'-amino-4'-arilazo-1H-pirazol-5'-ilazo) barbitiirik asit boyalar1 olan iki disazo boya [7]
kullanilmistir. Kimyasal yapis1 Sekil 1’de gosterilen bu disazo boyalardan biri metoksi grubu igeren 5-
(3'-amino-4'-(4"-metoksifenilazo)-1H-pirazol-5'-ilazo) barbitiirik asit (bundan sonra Boya 1 olarak
adlandirilacaktir) iken, digeri metil grubu igeren 5-(3'-amino-4'-(4"-metilfenilazo)-1H-pirazol-5'-ilazo)
barbitiirik asittir (bundan sonra Boya 2 olarak adlandirilacaktir).

OH OH
H,CO N=N N=N HsC N=N N=N
> NH ‘ /)\ > NH ‘ //k
HN" 'N" Ho” N “on HN" N" o N” “on

(a) z (b)

Sekil 1. Test edilen disazo boyalarin kimyasal yapisi. (a) 5-(3'-amino-4'-(4"-metoksifenilazo)-1H-pirazol-5'-
ilazo) barbitiirik asit (Boya 1). (b) 5-(3'-amino-4'-(4"-metilfenilazo)-1H-pirazol-5'-ilazo) barbitiirik asit (Boya
2).

Maruziyet testleri ig¢in secilen azo boyalarin stok soliisyonlar1 dimetil siilfoksit (DMSO) (Merck,
Almanya) yardimiyla 1000 mg/L konsantrasyonda hazirlanmis ve 4 °C’de amber siselerde 1s1k
gormeyecek sekilde muhafaza edilmistir. Daha sonra bu stok soliisyonlar, maruziyet testleri igin
belirlenen boya konsantrasyonlarina ambalajlanmis igme suyu ile uygun sekilde seyreltilerek test
sollisyonlarinin son konsantrasyonlart hazirlanmigtir. Ancak DMSO seviyesi higbir test sollisyonunda
hacmen %0,05’ten daha yiiksek olmamistir. Bu sayede maruziyet testleri sirasinda bu ¢dziicliden
kaynaklanan herhangi bir toksisitenin oniine gecilebilmistir.

B. TEST ORGANIZMASI VE MARUZIYET TESTLERI

Bu ¢alismada test organizmasi olarak kullanilmak tizere C. riparius segilmistir. Bu omurgasiz tiiriiniin
nesli tiikkenme tehlikesiyle karsi karsiya olan ve/veya korunan bir tiir olmamasi ve ayrica deney hayvani
kategorisinde bulunmamasi nedeniyle c¢alismadaki deneylerde kullanilmasi i¢in etik kurul izni
alinmasina gerek kalmamigtir. Test organizmalari, baska bir c¢alisma igin [24] Pamukkale
Universitesi’nde olusturulmus olan C. riparius stok kiiltiirlerinden almmustir. Stok kiiltiirlerdeki

1986



yumurta Kitlelerinde bulunan larvalar yumurtadan ¢iktiktan yaklasik 15 giin sonra dérdiincii donem
(instar) larva haline gelmis ve maruziyet testlerinde kullanilmustir.

100 mL’lik cam beherlerde ger¢eklestirilen mortalite testlerinde, her bir boya igin 1 kontrol grubu ve 5
deney grubu olusturulmustur (Sekil 2). Kontrol grubu olarak ambalajlanmis igme suyu icinde
hazirlanmis  hacmen %0,05’lik DMSO  kullanilmigtir.  Maruziyet testlerinde kullanilacak
konsantrasyonlarin belirlenmesi amaciyla her iki boya i¢in de 1, 10 ve 100 mg/L konsantrasyonlarda 24
saatlik aralik belirleme ¢alismasi yapilmis [19], [24] ve bu 6n ¢alismanin sonuglarina gére her iki
boyanin 10, 20, 35, 60 ve 100 mg/L konsantrasyonlart segilerek deney gruplart olarak kullanilmustir.
Olusturulan bu gruplara gore soliisyonlar1 (50 mL) hazirlanmis cam beherlerin her birine, aktif ve
goriliniis olarak saglikli olan 10 adet dérdiincti donem (instar) larva rastgele segilerek konulmustur. Her
bir maruziyet testi 5 replikasyonlu olarak ve statik test kosullarinda gerceklestirilmistir [19], [24].
Testlere baglarken, suyun buharlagmasini engellemek igin beherlerin agzi parafilmle kapatilmis ve test
stiresi boyunca kapali tutulmustur. Maruziyet testleri 201 °C’de ve 12 saat aydinlik/12 saat karanlik
dongiisiinde 96 saat boyunca gerceklestirilmis ve bu siirecte larvalar beslenmemis ve havalandirma
saglanmamustir. Test siiresi boyunca 24 saatlik araliklarla her bir beherdeki canli ve o6li larvalar
sayilarak kayit altina almmistir. Larvalar, {i¢ kez hafif dokunmaya ragmen hareketsiz kalarak tepki
vermediklerinde 6lii olarak kabul edilmis ve 6lii larvalar beherden uzaklastirilmistir. Bir testin kontrol
grubunda sag kalim oran1 %90’1n iizerindeyse o test gegerli kabul edilmistir [19].

H 5 Replikasyon
; e [ ga e f g f [ gy f g
10 adet 10 adet 10 adet 10 adet 10 adet 10 adet 24 saat
g
- l l l 48 saat
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— 1%
2
z 2 st
< ﬁ Kontrol 10 mgfL 20 mg/L 35 mg/L 60 mg/L 100 mg/L
L) =3 DMSO + Su Boya 1 Boya 1 Boya 1 Boya t Boya 1
£ (Hacmen %0,05)
x §
= . .
o S MORTALITE TESTLERI
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1]
- I 5 Replikasyon
i P [ g T o o TR o™
: 10 adet 10 adet 10 adet 10 adet 10 adet 10 adet 24 saat
l l l 48 saat
Kontrol 10 mg/L 20 mg/L 35 mg/L 60 myg/L 100 mg/L
DMSO + Su Boya 2 Boya 2 Boya 2 Boya 2 Boya 2
(Hacmen %0,05)

MORTALITE TESTLERI

Sekil 2. Calismanin sematik gosterimi.
C. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Elde edilen mortalite oranlari ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Ayn1 boyanin
konsantrasyonlar arasindaki ve maruziyet siireleri arasindaki mortalite farkliliklar1 tek yonlii varyans
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analizi (one-way ANOVA) ile analiz edilmis ve anlamli farklilik olmasi durumunda bu farkliliklarin
hangi konsantrasyonlar ve hangi maruziyet siireleri arasinda bulundugunu tespit etmek i¢in de Fisher’in
en kiigiik anlamli farklar (Fisher’s LSD) metodu uygulanmstir. iki boyanin mortalite oranlarmdaki
farkliliklar bagimsiz iki 6rnek t-testi (2-sample t-test) ile incelenmistir. Her bir boya i¢in, mortalite ile
boya konsantrasyonu ve maruziyet siiresi arasindaki korelasyonlar Pearson korelasyon metodu ile test
edilmis ve korelasyon katsayilari (r) belirlenmistir. Mortalite (bagimli degisken) ile maruziyet siiresi ve
konsantrasyon (bagimsiz degiskenler) arasindaki iliskiyi modellemek amaciyla her bir boya i¢in ¢oklu
regresyon analizi uygulanmis ve bagimsiz degiskenin/degiskenlerin bagimli degiskendeki varyasyonu
agiklayabilme oram olarak bilinen belirleme katsayisi (r?) tespit edilmistir. Tiim bu istatistiksel analizler
Minitab 19 (Minitab Inc., State College, PA) paket programinda gerceklestirilmistir. Istatistiksel
anlamlilik degeri (p) 0,05 olarak belirlenmis ve bu degerin altindaki tiim p degerleri istatistiksel agidan
anlaml1 olarak kabul edilmistir.

Ayrica her bir boya i¢in, gergeklestirilen 5 replikasyonlu C. riparius maruziyet testlerinden elde edilen
ortalama mortalite oranlar1 kullanilarak, farkli maruziyet stirelerindeki (24, 48, 72 ve 96 saat) LCso

degerleri ve bunlarm %95 giiven smirlar1 SPSS 21 (SPSS Inc., Chicago, IL) paket programinda probit
analizi metodu ile hesaplanmstir.

1. BULGULAR

Maruziyet deneylerindeki test siiresi boyunca kontrol gruplarinin tamamindaki C. riparius sag kalim
orani %100 olarak tespit edilmis ve bu nedenle de tiim testler gecerli kabul edilmistir. Test siiresi
boyunca mortalite oranlar1 Boya 1 i¢in %0 ile %40 arasinda, Boya 2 icinse %0 ile %70 arasinda

degismistir. Boyalarin farkli konsantrasyonlardaki ortalama C. riparius mortalite oranlar1 Sekil 3’te
sunulmustur.

@ ., ®)
24 saat ] 24 saat
60 48 saat - 60 48 saat
‘;3 50 72 saat € 50{ "72saat
— 96 saat ~ 96 saat -
o 40 o 404
= ~ - % 1 T _
g 30 - .g 30 -
= 20 - N z = 201 - _ = .
10 . = 10 . . .
0 = . — B 0 2 o ‘
10 20 35 60 100 10 20 35 80 100

Konsantrasyon (mg/L)

Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 3. Test edilen disazo boyalar Boya 1’in (8) ve Boya 2 'nin (b) farkli konsantrasyonlarimin farkli maruziyet
siirelerinde C. riparius mortalitesi iizerine etkileri.

A. KONSANTRASYON DEGERLENDIiRMELERI

Es maruziyet siirelerinde boya konsantrasyonlarinin sebep oldugu C. riparius mortaliteleri istatistiksel
olarak incelendiginde her iki boya i¢in de tiim maruziyet siirelerinde farkli boya konsantrasyonlarinda
gbzlenen mortalite oranlarin istatistiksel agidan farkli oldugu belirlenmistir (p<0,05) (Sekil 4). Buna
gore Boya 1 ve Boya 2’nin yiiksek konsantrasyonlarinin diisiik konsantrasyonlarina kiyasla istatistiksel
acidan 6nemli 6l¢giide daha yiiksek mortalite oranlarina sahip oldugu bulunmustur (Sekil 4a ve b).
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Sekil 4. Boya 1 (a) ve Boya 2 (b) i¢in farkli konsantrasyonlarin es maruziyet siirelerindeki C. riparius mortalite
oranlari. Grafiklerde kutudaki siyah nokta ortalamayt, yatay ¢izgi medyani, kutunun alt ve iist sutmirlar: sirastyla
25. ve 75. persentil degerlerini, kutunun altindaki ve iistiindeki dikey ¢izgiler ise dagilim araligin
gostermektedir. Tek yonlii ANOVA testinin istatistiksel sonuglar: grafiklere dahil edilmistir. Bir maruziyet siiresi
icerisindeki farkll harfler konsantrasyonlar arasindaki istatistiksel agcidan anlamli mortalite farkliliklarini ifade
etmektedir (p<0,05).

Boya konsantrasyonlarindaki ortalama C. riparius mortaliteleri istatistiksel olarak incelendiginde her
iki boya i¢in de farkli konsantrasyonlarda elde edilen mortalite oranlar1 arasinda anlamli farkliliklar
oldugu tespit edilmistir (Boya 1 igin Fs ¢5=19,29; p<0,001 ve Boya 2 igin F4 ¢s=18,05; p<0,001). Buna
gore Boya 1 i¢in en yiiksek mortalite oran1 100 ve 60 mg/L konsantrasyonlarda (sirasiyla %22+12,40
ve %17,5£11,18), Boya 2 i¢in ise 100 mg/L konsantrasyonda (%34,5£17,31) gézlenmistir (Sekil 5).
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mBoya1 mBoyaZ2

Mortalite (%)

10 20 35 60 100

Konsantrasyon (mg/L})

Sekil 5. Test edilen boyalarin farkl konsantrasyonlardaki ortalama C. riparius mortalite oranlari. Grafikte
standart sapma degerleri de gosterilmektedir. Siitunlar iizerindeki farkli harfler ayni boyanin konsantrasyonlari
arasindaki istatistiksel mortalite orani farkliliklarini ifade etmektedir (p<0,05).

B. MARUZIYET SURESIi DEGERLENDIiRMELERI

Es konsantrasyonlarda maruziyet siirelerinin C. riparius mortaliteleri istatistiksel olarak incelendiginde
Boya 1 icin sadece 60 ve 100 mg/L konsantrasyonlarda, Boya 2 icin ise 10 mg/L disindaki tiim
konsantrasyonlarda farkli maruziyet siirelerinde gozlenen mortalite oranlarinin istatistiki bakimdan
farkl1 oldugu tespit edilmistir (p<0,01) (Sekil 6). Buna goére Boya 1’in 0zellikle yiiksek
konsantrasyonlarda (60 ve 100 mg/L) uzun maruziyet siirelerinin daha kisa maruziyetlere kiyasla
istatistiksel acidan 6nemli dl¢iide daha yiliksek mortalite oranlari ile sonuglandigi belirlenmistir (Sekil
6a). Boya 2 i¢in de ayn1 durum gecerlidir ancak s6z konusu durum 20 mg/L gibi diisiik sayilabilecek bir
boya konsantrasyonundan itibaren gézlenmistir (Sekil 6b).

1990



(@)

90 ! i i i
! ! ! F3 6= 14,46 1 Fi16=7,23
804 p>005 | p>005 | p>005 ] p=0,000 | £ =0,003
! i E ]
70 A i i i i
| i ' i
2 60+ i i | i
D i . i .
® | i ' i
E 50 A ! 1 ] 1
© ' i | i
5 20 ' i ' a | ab a
= s i L
30 i i | i
i i ; i
i H ' b ic
201 a | e i
i H ) C I i
ECIIEE H 5
04 = = = : -- : . : :
i i ! i
24 48 72 95 | 24 48 72 96 | 24 48 72 96 | 24 48 72 96 | 24 48 72 96
Maruziyet suresi (saat)
(b)
i i ' i
90 ! i i i
! Fsq6= 10,49 1 F315=6.121 Fs15=1256 1 Fy15=10,16
804 p>005 | p=0,000 | p=0,006 ; p=0,000 ; p=0,001
1 ] ] 1
70 ! : ! 2 2
! i ! i
£ oo a | e |
o i i a | i ab
= 501 i . i :
[ 1 I 1 1
‘%’ 40 ' ! ab ' b ! be
= i i ' i
i a i be E bc i c
301 ! : : :
i ab i i i
20 ' i | :
1 1 ] ]
i be |J£| i c P G i
101 i H y H
ic H | i
04 =+ - | .- . i ‘
i H i i
24 48 72 95 | 24 48 72 96 | 24 48 72 96 | 24 48 72 96 | 24 48 72 96

Maruziyet stresi (saat)

Sekil 6. Boya 1 (a) ve Boya 2 (b) icin farkii maruziyet siirelerinin es konsantrasyonlardaki C. riparius mortalite
oranlari. Grafiklerde kutudaki siyah nokta ortalamayi, yatay ¢izgi medyani, kutunun alt ve iist simirlart siwrasiyla
25. ve 75. persentil degerlerini, kutunun altindaki ve tistiindeki dikey ¢izgiler ise dagilim araligin
gostermektedir. Tek yonlii ANOVA testinin istatistiksel sonuglar: grafiklere dahil edilmistir. Bir konsantrasyon
icerisindeki farkly harfler maruziyet siireleri arasindaki istatistiksel agidan anlamli mortalite farkliliklarini ifade

etmektedir (p<0,05).

Maruziyet siirelerindeki ortalama C. riparius mortaliteleri istatistiksel olarak incelendiginde her iki boya
icin de farkli maruziyet siirelerinde elde edilen mortalite oranlar arasinda anlamli farkliliklar oldugu
tespit edilmistir (Boya 1 i¢in F3, ¢6=8,30; p<0,001 ve Boya 2 i¢in F3 ¢6=13,89; p<0,001). Buna gore en
yiiksek mortalite orani her iki boya i¢in de 96 saatlik maruziyet siiresinde (Boya 1 i¢in %17,60+£14,22
ve Boya 2 i¢in %31,60+20,14) gozlenmistir (Sekil 7).

1991



EBoya1 MmBoyaZ2

a
] b
j a
i [ ab
30 ] b
20 c
°] Ll
0 + T T
24 48 72 96

Maruziyet siresi (saat)

Mortalite (%)
&

Sekil 7. Test edilen boyalarin farkli maruziyet siirelerindeki ortalama C. riparius mortalite oranlari. Grafikte
standart sapma degerleri de gosterilmektedir. Siitunlar tizerindeki farkli harfler ayni boyanin maruziyet siireleri
arasindaki istatistiksel mortalite farkliliklarini ifade etmektedir (p<0,05).

C. MORTALITE ILE KONSANTRASYON VE MARUZIYET SURESiIi ARASINDAKI
ILISKiLER

Test edilen boyalarin mortalite ile konsantrasyon ve maruziyet siiresi arasindaki korelasyonlar: test
etmek icin gerceklestirilen analizler, her iki boyanin mortalitesi ile konsantrasyon ve maruziyet siiresi
arasinda istatistiki bakimdan anlamli korelasyonlar oldugunu gostermistir (p<0,05). Buna goére boya
konsantrasyonunda ve maruziyet siiresinde meydana gelen artislarin mortalitede artisa sebep oldugu
sonucuna varilmistir (Sekil 8). Ancak Boya 2 i¢in mortalite ve maruziyet siiresi arasinda kismen giiglii
bir korelasyon oldugu bulunurken (r=0,610; p<0,01), Boya 1 igin orta derece bir korelasyon oldugu
saptanmustir (r=0,520; p<0,05). Mortalite ve boya konsantrasyonu arasindaki korelasyonun ise her iki
boya i¢in gii¢lii oldugu belirlenmistir (Boya 1 igin r=0,748; p<0,001 ve Boya 2 i¢in r=0,715; p<0,001).
Gergeklestirilen ¢oklu regresyon analizi, her iki boya igin de bagimli degisken olarak diisiiniilen
mortalite ile bagimsiz degisken olarak diisiiniilen hem boya konsantrasyonu hem de maruziyet siiresi
arasinda istatistiki bakimdan anlamli iliski oldugunu gostermistir (p<0,001). Belirlenen modellere gore
r? degerlerinin her iki boya i¢in de 0,83’ten biiyiik oldugu bulunmustur (Boya 1 i¢in r?=0,831 ve Boya
2 igin r’=0,893). Buna gore Boya 1 i¢in bagimsiz degiskenler mortalitede meydana gelen degisimin
%83,1’ini, Boya 2 i¢in ise %89,3’1linii a¢iklayabilmistir.
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Sekil 8. Test edilen boyalarin mortalitesi ile konsantrasyon (@) ve maruziyet siiresi (b) arasindaki korelasyon.
D. BOYALARIN MORTALITE FARKLILIKLARI

Test edilen boyalarmm C. riparius’ta neden oldugu mortalite oranlari istatistiksel olarak analiz
edildiginde, her ne kadar es maruziyet siirelerinde Boya 2’nin mortalite oran1 Boya 1’inkinden daha
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fazla olsa da 24 ve 48 saat maruziyetlerde iki boyanin mortalite oranlar1 arasinda anlamli farkliliklarin
bulunmadigi (p>0,05), fakat 72 ve 96 saat maruziyetlerde Boya 2’nin Boya 1’¢ gore istatistiki bakimdan
daha yiiksek mortaliteye sebep oldugu belirlenmistir (p<0,05) (Tablo 1). Boyalarin genel mortalite
oranlar1 kiyaslandigindaysa, 72 ve 96 saat maruziyet siirelerindeki duruma benzer sekilde, Boya 2’nin
sahip oldugu mortalite oraninin (%18,10+17,45) Boya 1’inkine (%10,70+12,33) gore istatistiki
bakimdan daha yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,01) (Tablo 1).

Tablo 1. Test edilen boyalarmn genel ve es maruziyet siirelerindeki C. riparius mortalite oranlart
(ortalamazstandart sapma) ile boyalarin mortalitelerinin karsilastirilmas: amaciyla gerceklestirilen bagimsiz iki
ornek t-testine iliskin sonuclar.

Maruziyet siiresi Mortalite oranlari (%) t-testi sonuglari
Boya 1l Boya 2 t sd p
24 saat 2,40+5,23 6,00+8,16 - - >0,05
48 saat 9,60+10,60 13,20+12,15 - - >0,05
72 saat 13,2+12,49 21,60+15,99 2,07 45 0,044
96 saat 17,60+14,22 31,60+20,14 2,84 43 0,007
Genel 10,70+£12,33 18,10+17,45 3,46 178 0,001

E. BOYALARIN AKUT TOKSISITELERI

Maruziyet testlerindeki C. riparius mortalite verileri kullanilarak 24, 48, 72 ve 96 saat maruziyet
stirelerindeki LCsg degerleri ve bunlarin %95 giiven sinirlari basarili bir sekilde belirlenebilmistir (Tablo
2). Her iki boya i¢in de maruziyet siiresinin artmasiyla LCso degerinde bir azalma, dolayisiyla da akut
toksisitede bir artis gézlenmistir. 24, 48, 72 ve 96 saat maruziyet siirelerinde Boya 2, Boya 1’den
strastyla 1,39; 1,42; 1,84 ve 2,16 kat daha toksik bulunmus ve dolayisiyla da Boya 2’nin C. riparius i¢in
tiim maruziyet siirelerinde Boya 1’e gore daha toksik oldugu tespit edilmistir. Boyalarin LCso degerleri
iizerinden yapilan toksisite karsilagtirmasi maruziyet siiresinin uzamasina paralel olarak Boya 2’nin akut
toksisitesinde Boya 1’e gore daha fazla bir artis oldugunu gostermistir.

Tablo 2. Test edilen boyalarin C. riparius igin farkli maruziyet siirelerindeki LCso degerleri ve %95 giiven
smirlart (parantez igi).

Maruziyet siiresi Boya 1 L.Cso defieri (mg/L) Boya 2
24 saat 195,45 (122,28-1177,55) 140,16 (97,71-258,10)
48 saat 112,20 (76,50-184,36) 79,02 (53,87-113,72)
72 saat 77,66 (54,27-108,64) 42,29 (28,38-54,34)
96 saat 56,76 (40,24-73,25) 26,33 (10,08-35,82)
IV. TARTISMA

Boya igeren atiklarin genellikle sulara desarj edilmesi nedeniyle [25] azo boyalar ¢evresel anlamda
endise kaynagidir [6]. Clinkii azo boyalarin bazilarinin toksik, mutajenik ve kanserojen 6zelliklerinin
olmasi bu boyalarin boya igeren endiistriyel atiklar ile ¢evreye salinmasinin biiyiik bir sorun haline
gelmesine neden olmaktadir [25]. Bu baglamda azo boyalarin mortalite etkisinin ve toksisitesinin
degerlendirilmesi hem ¢evre hem de maruz kalan organizmalar iizerindeki ¢esitli etkileri nedeniyle
biiyiik 6nem tagimaktadir. Nitekim bazi azo boyalarin suda yasayan organizmalara kars1 toksisitesinin
incelendigi bazi caligmalar azo boyalarm toksisitesinin degerlendirilmesinin dnemini gozler Oniine
sermektedir [6], [16], [18], [24], [26].

Bu ¢alismada konsantrasyon ve maruziyet stiresi gruplarimin karsilastirilmasi sonucu, test edilen her iki
boya i¢in de yiiksek konsantrasyonlarda ve uzun maruziyet siirelerinde daha yiliksek mortalite oranlari
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tespit edilmistir. Ayrica bu sonug, her iki boya i¢in de mortalite ile boya konsantrasyonu ve maruziyet
siiresi arasinda bulunan pozitif korelasyonlar tarafindan da desteklenmektedir. Nitekim gerceklestirilen
coklu regresyon analizinde bagimsiz degiskenler olarak hem boya konsantrasyonunun hem de maruziyet
stiresinin boyanin neden oldugu mortalite orani ile iliskili oldugu belirlenmistir. Diger yandan boyalarin
genel mortalite oranlart kiyaslandiginda Boya 2’nin C. riparius iizerinde Boya 1’den daha yiiksek
mortalite etkisine sahip oldugu, boyalarin es maruziyet siirelerindeki mortalite oranlart kiyaslandiginda
ise 72 ve 96 saat maruziyet siirelerinde yine Boya 2’nin C. riparius iizerinde Boya 1’den daha yiiksek
mortalite etkisine sahip oldugu bulunmustur. Tiim bu istatistiksel analizler neticesinde elde edilen
bulgular g6z 6niinde bulunduruldugunda, Boya 2’nin yapisinda siibstitiient olarak bulunan metil
grubunun organizmalar iizerinde Boya 1’in yapisindaki metoksi grubuna kiyasla daha fazla mortalite
etkisine sebep olma potansiyeline sahip oldugu ve Boya 2’nin sucul ekosistemlerde yiiksek
konsantrasyonlarda uzun siireli bulunmasinin bu ekosistemler icin kayda deger bir tehdit
olusturabilecegi sonucuna varilmigtir. Azo boyalarin toksik Ozelliklerinin boya yapisinda bulunan
stibstitiientlerin ¢esidine ve dogasina bagli olarak degistigi bilinmektedir [6], [24], [27]. Fakat bu ve
benzeri yapidaki boyalarin dogadaki gercek risk durumlarinin kesin bir sekilde ortaya ¢ikarilabilmesi ve
tam anlamryla bir risk degerlendirmesi i¢in onlarin dogadaki konsantrasyonlarinin belirlenmesi gerekir.

Mortalite etkilerinin yani sira, bu ¢alismada test edilen iki boya farkli maruziyet siireleri icin hesaplanan
LCso degerlerine gore akut toksisite kategorileri dogrultusunda siniflandirilmistir. Buna gére Boya 1, 24
ve 48 saat maruziyetlerde pratikte toksik degilken (LCs0>100 mg/L), 72 ve 96 saat maruziyetlerde hafif
derecede toksiktir (10 mg/L<LCso<100 mg/L). Boya 2 ise 24 saat maruziyette pratikte toksik degilken
(LCs0>100 mg/L), 48, 72 ve 96 saat maruziyetlerde hafif derecede toksiktir (10 mg/L<LCsy<100 mg/L).
Ancak bu smiflandirmanin sadece akut letal etkiler igin gegerli oldugu ve letal olmayan
konsantrasyonlara kronik maruziyetin de sucul organizmalar i¢in tehlike olusturabildigi gercegi
unutulmamalidir. LCsp degerleri iizerinden yapilan akut toksisite degerlendirmeleri, tiim maruziyet
siirelerinde Boya 2’nin akut toksisitesinin Boya 1’e gore daha yiiksek oldugunu ve maruziyet siiresi
uzadik¢a Boya 2’nin akut toksisitesinde Boya 1°¢ gore daha fazla bir artis gerceklestigini gostermistir.

Literatiirde metoksi ve metil gruplarinin birbirine gore veya baska siibstitiientlere gére C. riparius
tizerindeki mortalite etkisinin ve LCso degerlerinin karsilastirildigi bir ¢alisma bulunmadigi i¢in bu
calismada C. riparius igin elde edilen bulgularin karsilastirllmasi miimkiin olamamustir. Ancak G.
roeseli tizerinde yapilan 48 saatlik bir boya toksisitesi degerlendirme ¢aligmasinda metil grubu igeren
boyanin metoksi grubu igeren boyaya gore daha yiiksek mortalite oranina dolayisiyla her iki maruziyet
stiresinde de (24 ve 48 saat) daha yiiksek LCso degerine sahip oldugu bulunmustur [6]. Her ne kadar
kullanilan test organizmalari ve test edilen boyalar farkli olsa da C. riparius ile ger¢eklestirilen mevcut
calismada metil ve metoksi gruplarini igeren iki boyanin gosterdigi genel toksisitenin sekli G. roeseli
ile gergeklestirilen s6z konusu ¢alismada metil ve metoksi gruplarini igeren iki boyanin gosterdigi ile
benzerdir. Bu noktada, metil grubu iceren Boya 2 nin metoksi grubu iceren Boya 1°e kiyasla daha toksik
olmasinin nedenlerini agiklama ihtiyact dogmasina karsin mevcut ¢alisma bunun igin yeterli degildir.
Dolayisiyla, bu siibstitiientlerin C. riparius tizerindeki etkileri ve etki mekanizmalari ile C. riparius’un
bu etkilere kars1 verdigi cevaplarin 6zellikle molekiiler diizeyde incelenmesi, s6z konusu toksisitenin
nedenlerinin agiklanmasina katki saglayacaktir. Ayrica toksisitenin genellikle azo boyanin kendisinden
degil, pargalanma iriinlerinden kaynaklandigi diigiintildiigiinde [28], bu iki boyanin pargalanma
iirinlerinin daha ileri ¢alismalarda incelenmesi yerinde olacaktir.

V. SONUC

Mortalite degerlendirmeleri neticesinde Boya 2’nin organizmalar {izerinde Boya 1’e kiyasla daha fazla
mortalite etkisine sebep olma potansiyeline sahip oldugu ve sucul ekosistemlerde yiiksek
konsantrasyonlarda uzun siireli bulunmasimin bu ekosistemler icin kayda deger bir tehdit
olusturabilecegi sonucuna varilmistir. Yapilan toksisite siniflandirmasinda Boya 1’in, 24 ve 48 saat
maruziyetlerde pratikte toksik degilken 72 ve 96 saat maruziyetlerde hafif derecede toksik oldugu, Boya
2’nin ise 24 saat maruziyette pratikte toksik degilken 48, 72 ve 96 saat maruziyetlerde hafif derecede
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toksik oldugu bulunmustur. Mortalite etkisi ve toksisitedeki bu farkliliklarin boya yapisinda bulunan
siibstitiientlerin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi soylenebilir. Gergeklestirilen bu ¢alisma,
yapisinda metoksi ve metil grubu igeren azo boyalarin C. riparius tizerindeki mortalite etkisi ve akut
toksisitesi ile ilgili onemli bilgiler sunmaktadir. Ancak daha kapsamli ekotoksikolojik degerlendirmeler
yapabilmek i¢in bu ve benzeri yapidaki azo boyalarin ve bozunma firiinlerinin farkli organizmalar
tizerindeki etkilerini ve etki mekanizmalarmi molekiiler diizeyde inceleyecek ve sucul ortamlardaki
gergek konsantrasyonlarini belirleyecek ¢aligsmalara ihtiyag oldugu da bir gergektir.

TESEKKUR: Calismada test edilen boyalar saglayan Dog. Dr. Aykut DEMIRCALI’ya ¢ok tesekkiir
ederim. Bu ¢alisma herhangi bir kurum ya da kurulustan maddi destek almamustir.
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