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Anahtar Kelimeler Ozet: : Bu calismanin amacy, receteli veya recetesiz olarak satilabilen ve tiikketimleri her
Analjezik, gecen giin artan analjezik-antienflamatuvar ve beta-blocker grubu ilaglarin laboratuvar
Beta-blocker, ortaminda hazirlanan sentetik atiksularinin akut toksisitelerinin incelenmesidir. Farkli

Dap h nia magna, konsantrasyonlarda hazirlanarak analiz edilecek olan bu ila¢larin Lepidium sativum ve
Lepidium sativum,

Toksisite, Daphnia magna toksisite testleri kullanilarak akut toksisitelerinin degerlendirilmesidir.

ECso Ayrica kullanilan farkl biyolojik test metotlarinin duyarlilik yéniinden karsilastirilmasi
ve bu atiksularin bitki ve akuatik yasam i¢in toksisitesinin belirlenmesidir. Calismada,
ila¢ piyasasinda kolaylikla bulunabilen ve bununla birlikte kullanimlar: gitgide artan ii¢
farkl ila¢ tlirtiniin Daphnia magna ve Lepidium sativum toksisite testleri kullanilarak
toksisitelerinin belirlenmesi amaclanmistir. Test sonuglar1 incelendiginde her iki
toksisite testi icin farkli hassasiyetler gozlenmistir. Kullanilan yontemler icerisinde en
hassas degerlerin elde edildigi test yonteminin Daphnia magna toksisite test metodu
oldugu gorilmiistiir. Daphnia magna deneyinde ila¢ etken maddelerinin 24 saat ve 48
saat sonraki degerleri hesaplanmistir. Daphnia magna deneyinde sonuglarin okundugu
slireler acisindan karsilastirildiginda, 24 saat sonunda okunan degerlere gore 48 saat
sonunda alinan degerlerde artis oldugu tespit edilmistir. Analjeziklerden “Flurbiprofen”
etken maddesi icin 24 saat ve 48 saat sonraki degerler hesaplandiginda Toksik Birim
degerinin “gok toksik” oldugu belirlenmistir. Sonuglar géz 6niinde bulunduruldugunda
farkl toksisite testlerinin hassasiyetlerinin de farkli oldugu goriilmistir. Bu calisma
toksisite testlerinin ila¢ atiksular1 tizerinde kullanilabilirligi agisindan ve sonraki
calismalara 151k tutmasi agisindan énemlidir.

Assessment of Acute Toxicity of Some Pharmaceuticals Effects in Aquatic Environment

by Toxicity Test Methods
Keywords Abstract: Purpose of this study, determination of toxicity effects of synthetic drug
Analgesics, solutions (Flurbiprofen, Naproksen and Propranolol) by using toxicity test methods. In
Beta-blocker, this study, Lepidium sativum and Daphnia magna toxicity tests were used as a method to

Dap h nia magnd, determine potential harms to be caused to microbial ecology in receiver environment
Lepidium sativum,

Toxicity, by synthetic pharmaceutical solutions were preparing certain concentrations as

ECso working samples. When Lepidium sativum and Daphnia magna toxicity tests results
were evaluated, different sensitivities were determined for pharmaceutical wastewater
samples of different properties. When Lepidium sativum and Daphnia magna toxicity
test results were compared, Daphnia magna toxicity test method result was the most
sensitive values. Daphnia magna toxicity test method results were compared in terms of
times for 24 hours and 48 hours. It was observed that toxic values of pharmaceuticals
were increased at 48 hours when compared to the values read at 24 hours. Flurbiprofen
showed more toxic than other ingredients (Naproxen and Propranolol) both Lepidium
sativum and Daphnia magna. In this study, for plants and aquatic life toxicity of some
pharmaceuticals were determined and were compared in terms of sensitivity by using
different toxicity test methods. So these studies, in terms of feasibility toxicity test
methods are very important on pharmaceutical wastewaters. Also, looking from the
viewpoint of next studies of toxicity will be lightning.
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1. Giris

Diinya niifusunun gitgide artmasi ile birlikte ntifusun
yogunlasmasina sebep olmustur. Ayrica, hizla gelisen
teknoloji yasami biiylik bir oranda etkisi altina alarak
tiiketimin artmasina neden olmaktadir.
Endiistrilesme ile birlikte yerlesim yerleri hizli bir
sekilde gelismektedir. Dolayisiyla endiistrilerden,
kurumlardan ve konutlardan yogun bir sekilde
kaynaklanan atiklarin ortaya ¢ikmasi kaginilabilir bir
durum degildir. Yeni teknolojik gelismelerin yasam
icin olumlu taraflar: olsa da, ekosistem i¢in olumsuz
sayabilecegimiz problemleri meydana getirmektedir.
Olusan atiklarin miktar1 ve 0zelliklerinin hem
degismesi hem de artmasi nedeniyle tehlike
olusturmaktadir. Sonug¢ olarak, bu durum Kkiiresel
capta ¢evresel kirliligi arttirmaktadir [1].

Fiziki o6zelliklerine goére atiklar; kati ve s atiklar
olmak iizere siiflandirilabilir. Uretim birimlerinden
olusan atik sular bununla birlikte hastaneler,
bakimevleri, c¢esitli isyerleri ve  konutlarin
kanalizasyon sular1 siv1 atiklar; bunun disindaki
atiklar da kat1 atiklar olarak degerlendirilebilir.
Atiklarin bir kismi dogal ortamda hizli bir sekilde
biyodegradasyona ugrayarak ¢evreye zarar vermeyen
bilesenlere doniisebilirken, agir metaller ve baz
organik yapidaki bilesikler ise, uzun yillar bozunuma
ugramadan yapilarini dogada koruyabilmektedirler.
Bu durumla birlikte, insan ve ekosistem iizerinde
zarar verici ve olumsuz etkilerini stirdiirmelerine yol
acmaktadir [2].

fla¢ ve kisisel bakim iiriinleri sektorii, son 40 yilda
hizla gelisme gosteren bir endiistri haline gelmistir.
Fakat ilaclarin iiretildigi veya tiiketildigi alanlarda
olusan ila¢g-kaynakli atiklar, 6zellikle gelismekte olan
iilkelerde, atik yonetimi konusunda gerektigi 6nemi
kazanamamistir. ilaglar, kolay igilebilmeleri ve uzun
siire depolanabilmeleri amaci ile miimkin oldugu
kadar dayamklilign  yiksek ve sivi fazda
hareketlilikleri yiksek olacak sekilde
tretilmektedirler. Bu ozelliklerinden dolay, ilag
icerisinde bulunan aktif maddeler ve
biyotransformasyon {iriinleri, ekosistemde birikerek
cevreye olumsuz diyebilecegimiz cesitli etkilere
neden olmaktadirlar. Antibiyotikler, antibakteriyel
ilaclar, agr1 kesiciler, betablokerler, kolesterol ilaglari,
sitostatik ilaglar, sentetik steroidler vb. cesitli
arastirmalarla son yillarda ekosistemde tespit edilen
ilaglardir [3].

llaglarin, ila¢ iiretim asamasinda kullanilan veya
sentezlerde yan iiriin olarak elde edilen birtakim
kimyasallarin atik olarak ¢evreye gectiklerinde
ortaya ¢ikabilecek olast  zararli  etkilerinin
degerlendirilmesi, bu maddelerin yeriistii ve yeralti
su kaynaklarina gecen miktarlarinin izlenmesi yakin
gelecekte ciddi problemlerin 6nlenmesi agisindan
onem verilmesi gereken bir konu halini almistir [4].
Cunki kullanilmayan veya raf émrii dolmus ilaglar
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¢Oop kutusuna ya da tuvaletlere dokiilerek; topikal
kullanilan ilaglar banyo yapilirken yikama suyuna
karisarak; agizdan alinan ilaglarin bir kismi ise,
bagirsaklardan emilmeden; emilen ilaglarin kendileri
veya metabolitleri de idrar ya da feges ile
kanalizasyon suyuna karisarak ekosistem acgisindan
tehlikeli bir cevresel kontaminasyon kaynagi halini
alir.

Toksik madde iceren atiksular, verildikleri alici
ortama yansittiklar1 zararl etkilerin yani sira bu tip
atiksular1 aritan biyolojik aritma tesislerindeki
mikroorganizmalar1 da olumsuz etkileyerek solunum
hizlarinin degismesine ve substrat kullanim hizinin
azalmasmma ve dolayisiyla aritma veriminin
diismesine neden olmaktadirlar [5].

Su kirlenmesi kontroliinde toksisite testleri; su hayati
cevre kosullarinin uygunlugunu, atik toksisitesi
iizerinde c¢evresel faktorlerin etkisini, test tiirl
lizerine atigin toksisitesini, atiksu aritim metotlarinin
etkisini, su kirliligi kontrolii ¢calismalarinda gerekli
aritim derecesini ve izin verilebilir atiksu desarj
oranlarinin belirlenmesinde ekotoksisite testleri
kullanilir. Ulkemizde ise, Su Kirliligi Kontrol
Yonetmeligine gore sadece endiistri kuruluslari icin
izin verilebilir attkk madde desarj miktarin1 ve su
kalite standartlarina uygunlugunun belirlenmesi
amaciyla toksisite testleri uygulanmaktadir [6].
Toksisite testlerinin, ¢evreye toksik desarjlarin
verilmesinin kontrol edilmesinde ve
denetlenmesinde kimyasal analizler ve biyolojik
analizler ile birlikte kullanilmasinin gerektigi EPA
tarafindan 6nerilmektedir [7].

Atiksu Kkalitesini ve atiksu desarjini izlemede
zehirliligin tespit edilmesi amaci ile atiksuyun toksik
seviyesinin bilinmesi gerekir. Bazi durumlarda
endustrilerin  atiksular1  kimyasal parametreler
acisindan desarj standartlarini saglarken, toksisite
test sonuclar1 atiksuyun potansiyel olarak toksik
oldugunu gostermektedir. Atiksuyun toksisitesinin
bilinmesi aritma tesislerinin randimanli bir sekilde
isletilebilmesi, alic1 ortamin korunmasi i¢in oldukca
onemlidir. Cevresel risk degerlendirmeleri ve su
kalite kontrol uygulamalarinda ekotoksisitenin tespit
edilebilmesi icin biyoanalizlerin yapilmasi 6nem
tasimaktadir ve gereklidir [8]. Biyolojik izleme
sistemleri biyosensor olarak kullanilan organizma
iizerindeki ekolojik sonuclarin diizeyini gosterir.

Calismanin amaci, piyasada en ¢ok bulunan, doktorlar
tarafindan regete edilen ya da regetesiz olarak
satilabilen ve tiiketimleri her gecen giin artan
analjezik - antienflamatuvar ve beta-blocker grubu
ilaglarin laboratuvar ortaminda hazirlanan sentetik
atiksularinin akut toksisitelerinin deneysel ortamda
belirlenmesidir. Calismada, evsel atiksu, endiistriyel
atiksu ve yiizeysel sularda en ¢ok Kkarsilasilan
Flurbiprofen, Naproksen ve Propranolol etken
maddelerine sahip ¢ ilag¢ tiirtiniin iki farkl toksisite
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test metodu ile c¢evreye olan toksik etkilerini
belirleme ¢alismalarini kapsamaktadir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Sentetik atiksu numunesi hazirlama

Tlm ilaglarin stok ¢ozeltisi 2 g/L olarak hazirlanmis
ve bunlar kullanilarak deney ydntemine gore test

¢ozeltileri hazirlanmistir. Bazi ilaglar direkt toz
olarak saf su ile hazirlanmis, sudaki ¢oziiniirligii az

olanlar hidroalkolik (< %1 etanol) ¢ozelti ile
hazirlanmistir.

2.2. Lepidium sativum toKsisite testi

Lepidium sativum, Crucifare familyasindan

gelmektedir. Oncelikli olarak baslangi¢ asamasinda
kazik kok gerceklesmektedir. Kazik kok olusumu 4 - 6
c¢m araliginda uzunluga ulastiginda yan kék olusumu
gerceklesmektedir. Kazik kok zamanla kaybolarak
sacak kok seklini almaktadir. Gévde dallanmis otsu
bir yapiya sahiptir. Lepidium sativum tohumlari
genellikle kahverengi ve kahverengimsi kirmizi
renklerinde bulunmaktadir. Yaklasik olarak tohumlar
2 mm uzunlugunda, 1 mm genisliginde ve 0,6 - 1,0
mm araliginda kalinhiga sahiptir. Tohumlarin
minimum ¢imlenme giici %80 civarindadir.
Cimlenme toprakta 4°C sicaklikta baslamaktadir.
Lepidium  sativum  1limli, nemli iklimlerden
hoslanmaktadir. Yetistirilme sicakligt 10-15 °C
araliginda olmas gelisimi i¢in yeterli olmaktadir. pH
seviyesi 6,0 - 6,5 diizeyinde olmaldir. Lepidium
sativum fazla 15181 sevmemektedir.

Lepidium sativum toKksisite testi Devare ve Bahadir
(1994) fitotoksisite lizerine yaptiklar1 calisma ile
Braunschweig Teknik Universitesi Siirdiiriilebilir
Kimya ve Cevre Enstitiisii’'nde gelistirilen yonteme
gore diizenlenerek yapilmistir [9,14]. 6 adet kontrol
ve 3’er adet % 0,625, % 1,25, % 2,5, % 5, % 10
konsantrasyonlarinda hazirlanan numuneler icin
gerceklestirilmis, gerekli oldugu durumlarda bu
¢ozelti derisimleri azaltilmis veya yiikseltilmistir. 9
cm’lik cam petri kaplari icerisine 2’ser adet 90 mm
capinda Whatman 1 marka filtre kagidi yerlestirilerek
kontrol petri kaplarina 5’er mL saf su, numune
petrilerine ise hazirlanan farkli seyrelmelerdeki
numunelerden 5’er mL konulmus, filtre kagidi altinda
hig hava kabarcig1 kalmayacak sekilde
yerlestirilmistir. Her bir petri kabinin igerisine esit
biiyiikliikte, zarar gormemis Lepidium sativum
tohumlarindan 25’er adet esit araliklarla olacak
sekilde yerlestirilmistir. Petri kaplarinin kapaklari
kapatilarak 72 saat stiresince, yaklasik olarak 25°C
sicaklikta ve karanllk ortamda inkiibasyona
birakilmistir.

Toksisite testinin 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda her bir petri kabi icerisinde bulunan
Lepidium sativum tohumlarinin en iyi gelisim
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gosteren 20 tanesinin kok uzunluklari ve bitki
yukseklikleri 6l¢iilmiistiir. Buna gore, test siiresi
sonunda numunelerin Lepidium sativum
tohumlarinda gozlemlenen kok uzunluk ve ytlikseklik
ortalama degerleri kontrol petri kaplarinda olgiilen
ortalama kok uzunluk ve gévde yiikseklik degerleri
ile kiyaslanarak % inhibisyonlar1 hesaplanmis buna
bagh olarakta ECso degerleri ve Toksik Birimleri
bulunmustur.

2.3. Daphnia magna toksisite testi

Daphnia magna toksisite testi standart test (OECD,
2004; Test No: 202) prosediiriine gore yapilmistir
[10,11]. Standart freshwater ¢ozeltisi kullanilmadan
once 15 dakika siire ile havalandirilmistir. Daphnia
magna yumurtalar1 (ephippia) stirekli 1sik altinda
(11.000 lux), 20 - 22°C sicaklikta 72 saat inkiibe
edilerek larvalarin yumurtadan ¢ikmasi saglanmistir.
Yumurtlamaya  asamasina  gelen  daphnidler,
freshwater ¢ozeltisi kullanilarak kaplara aktarilmis
ve 24 saat icerisinde yeni ¢kmis daphnidler
toplanmistir.

Deney i¢cin hazirlanan sentetik numunelerin ¢6zeltisi
deney kaplarina konsantrasyon hacimleri giderek
artacak sekilde konulmustur. Farkli
konsantrasyonlardaki her bir derisimdeki numune
icin, test tabagindaki hiicrelere 5’er adet Daphnia
magna (Straus 1820) (Cladocera, Crustacea)
konulmustur.

Biyodeneylerde, kontrol grubu olusturularak her
kontrol grubuna, deney ortamiyla ayni sayida olacak
sekilde 5’er adet Daphnia magna (Straus 1820)
(Cladocera, Crustacea) konulmustur. 24 ve 48 saatlik
inkilibasyon siiresi sonunda her bir deneysel kaptaki
hareketsiz ve 6li Daphnia magnalar sayillmistir. Buna
gore, % inhibisyon orani kullanilarak grafiksel
interpolasyon ile ECso degerleri hesaplanmistir.

3. Bulgular

Deneyde Flurbiprofen, Naproksen ve Propranolol
etken maddelerine sahip i{i¢ ila¢g tlriinin farkl
seyrelmelerdeki numuneleri i¢in Lepidium sativum ve
Daphnia magna toksisite testlerinin hassasiyetleri
arastirilmigstir.

Sonuglarin kategorize edilmesi icin toksisite test
sonuglari, toksik birim (TB) olarak ifade edilmistir.
TB sonuglar1 TB=0 toksik degil, 0<TB<1 hafif toksik,
1<TB<10 toksik, 11<TB<100 ¢ok toksik seklindeki
siniflandirmaya gore degerlendirilmistir [12, 13].

TB = x100 (1)
Her,)

3.1. Lepidium sativum toKsisite testi

Flurbiprofen, Naproksen ve Propranolol etken

maddelerine sahip ilaglar i¢in Lepidium sativum
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toksisite test sonucu hesaplanan ECso degerleri ve
toksik birimleri asagida verilmektedir.

Tablo 1. Lepidium sativum ECso Degerleri (mg/L)

E.M.A. Flurbiprofen Naproksen Propranolol
Kok 91,32 779.21 132.26
Govde 82,35 485.71 242.92

*(E.M.A: Etken madde ad1)

Lepidium Sativum

14 [

1,2

. P

o8 [

o6 |7

Toksik Birim

a4

02 7

0

Flurbiprofen Propranolol Naproksen

0,12

|- Kok 1,09 0,75

| Govde

1,21 0,41 0,2

Sekil 1. Lepidium sativum deneyi toksik birimleri

Lepidium sativum toksisite testleri sonucunda toksik
birimleri Persoonee ve dig. (1993) yapmis oldugu
siiflandirmaya gore incelendiginde kullanilan ilag
numunelerinden  Flurbiprofen, Propranolol ve
Naproksen etken maddelerinin kokleri i¢in toksik
birimleri sirasiyla (TBrurbiprofeni1,09, TBpropranolo:0,75
ve TBnaproksen:0,12) ve govdeleri igin toksik birimleri
ise sirasiyla (TBriurbiprofeni1,21, TBpropranolo:0,41 ve
TBnaproksen:0,20) olarak bulunmustur. Bu degerlere

gore Flurbiprofenin “toksik”; Propranolol ve
Naproksenin ise “hafif toksik” oldugu tespit
edilmistir.

3.2. Daphnia magna toksisite testi

Flurbiprofen, Propranolol ve Naproksen etken

maddelerine sahip g ilag¢ tiri icin Daphnia magna
toksisite test sonucu 24 saat ve 48 saat sonra okunan

ECso degerleri ve toksik birimleri asagida
verilmektedir.
Tablo 2. Daphnia magna ECso Degerleri (mg/L)

E.M. A. Flurbiprofen Naproksen Propranolol
24 saat (mg/L) 2,21 10,39 10,16
48 saat (mg/L) 0,0018 2,3 0,47

*(E.M.A: Etken madde ad1)

Daphnia Magna

Toksik Birim

10 Vo

5 |- s

Flurbiprofen Propranolol Maprolsen
9,61

43,4

[maap 45,05
B 0

9,84
47,04

Sekil 2. Daphnia magna deneyi toksik birimleri

Daphnia magna toksisite testleri sonucunda toksik
birimleri Persoonee ve dig. (1993) yapmis oldugu
siiflandirmaya gore incelendiginde kullanilan ilag
numunelerinden  Flurbiprofen, Propranolol ve
Naproksen etken maddelerinin 24 saat icin toksik
birimleri sirasiyla (TBriurbiprofeni45,05, TBpropranolo:9,84
ve TBnaproksen:9,61) ve 48 saat i¢in toksik birimleri ise
sirasiyla  (TBriurbiprofen:H.Y,  TBpropranolol:47,04  ve
TBnaproksen:43,4) olarak bulunmustur. Bu degerlere
gore 24 saatlik test sonuglari icin Flurbiprofenin “cok
toksik”; Propranolol ve Naproksenin ise “toksik”
oldugu tespit edilmistir.

4. Tartisma ve Sonug

Yapilan deneyler sonucunda, deneyde kullanilan ii¢
farkl ila¢ tiirtiniin de toksik etkilerinin bulundugu
gorlilmiistiir. Test sonuclar1 incelendiginde her iki
toksisite testi, farkli karakterdeki ii¢ ilag¢ tiiri igin
farkli hassasiyetler gosterdigi tespit edilmigtir. Ug¢
farkli ilag tiirii icin, kullanilan yontemler igerisinde en
hassas degerlerin elde edildigi toksisite test
yonteminin Daphnia magna toksisite test metodu
oldugu belirlenmistir.

Her iki toksisite testi icin Toksik Birim (Tablo 3)
siralamasi; Lepidium sativum toksisite deneyinde,
kullanilan ila¢ numuneleri icin,
TBFlurbiprofen>TBPropranol>TBNaproksen; Daphnia magna
toksisite deneyinde de, kullanilan ilag numuneleri
i(;in, TBFlurbiprofen>TBPropranol>TBNaproksen olarak
bulunmustur.

Tablo 3. Toksisite testileri sonucu elde edilen toksik

birimler

TOKSIK BiRIM Flurbiprofen  Propranolol Naproksen
Lepidium 1,09 0,75 0,12
sativum (Kok)

Lepidium 1,21 0,41 0,2
sativum (Govde)

Daphnia magna 45,05 9,84 9,61
(24 Saat)

Daphnia magna H.Y 47,04 43,4
(48 Saat)

Not: H.Y: Hesap Yok
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Daphnia magna toksisite testi 24 saat ve 48 saat
sonraki sonuglar degerlendirildiginde, bu test
metodunun ilaclarin toksisitelerinin belirlenmesinde
Lepidium Sativum toksisite testine gore daha fazla
hassaslikla 6l¢tim yapilabilen bir test metodu oldugu

gorulmustiir.  Deneyde 24 ve 48 saat sonraki
toksiklik degerleri karsilastirilmistir.  Kullanilan
ilaglarda 24 saatlik sonuglar g6z Oniinde

bulunduruldugunda Propranolol ve Naproksen igin
“toksik”, Flurbiprofen i¢in “cok toksik”, 48 saatlik
sonuglar i¢in ise Flurbiprofen etken maddesine sahip
ilag icin sonu¢ elde edilememis ve Propranolol ve
Naproksen etken maddelerine sahip ilag numuneleri
icin “cok toksik” ozellik gdsterdigi belirlenmistir.
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Calisma sonucunda, toksisite testlerinin duyarhliklar
yoniinden karsilastirildiginda ila¢ numunelerinin
toksisitelerinin belirlenmesinde kullanilabilecek her
iki ekotoksisite testi icerisinde en uygun yontemin
Daphnia magna oldugu, maliyetleri ag¢isindan
karsilastirildiginda ise Lepidium sativum toksisite
testi oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda her iki
ekotoksisite  testi sonucunda Flurbiprofenin,
Propranolol ve Naproksenden daha fazla toksik etki
gosterdigi tespit edilmistir.

Yapilan deneyler, ilaglarin atiksularda bulunmasi
durumunda ¢evreye olumsuz etkilerinin oldugunu
kanitlamistir.  Atiksularda, yeraltisularinda, icme
sularinda, camurda, toprakta ve sedimentte ilag
kalintilar1 tespit edilmistir. Bu sonuglar ise ila¢larin
arittminin  ne derece onemli oldugunu Kkanitlar
niteliktedir.
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