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OZET

Bu calismada, gemilerde kullanilan antifouling boyalar igerisinde bulunan yiikseltici
biyosit bakir piritiyon’un (CuPT) iki tiir tath su bivalvi (Dreissena polymorpha, Unio
mancus eucirrus) uzerindeki akut toksik ve subletal etkileri belirlenmistir. Probit Analiz
Yontemi kullanilarak LCsy degerleri (ug/L) ve %95 giiven araliklar1 D. polymorpha 48.saat
LCso degeri 7,32 (hesaplanamadi), 72.saat LCsy 52,72 (17,30-hesaplanamadi), 96.saat
LCsp 23,88 (13,120-1040,40), 7. giin LCsy 8,72 (Hesaplanamadi) olarak hesaplanmustir.
Subletal deneyde U. mancus eucirrus tatlh su midyesi kullanilarak 6nceden saptanan
subletal deger olan 5 pg/L bakir piritiyon uygulanmistir. Deney sonucunda midyelerin
agirlik, uzunluk, kalinlik ve ytikseklik parametreleri Olciilmiis, total hemosit sayisi, doku
malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) diizeylerine etkisi belirlenmistir. Total
hemosit sayis1 bakir piritiyon’a maruz kalma sonucunda kontrole gore artis gostermistir (p
> 0,05). Solunga¢ dokularindaki MDA diizeyleri 96 saat sonunda kontrol grubuna gore
istatistik olarak artmistir (p > 0,05). Sindirim bezi MDA diizeyleri 96 saat sonunda kontrol
grubuna gore istatistik olarak 6nemli diizeyde artmistir (p < 0,05). Solunga¢ dokularindaki
GSH diizeyleri 96 saat sonunda kontrol grubuna gore istatistik olarak artmistir (p > 0,05).
Sindirim bezi GSH diizeyi 96 saat sonunda kontrol grubuna gore istatistik olarak onemli
diizeyde artmistir (p < 0,05). Sonug¢ olarak; bakir piritiyon’un tatli su midyesi D.
polymorpha tizerinde akut maruziyette yiiksek toksik etkisi oldugu belirlenmistir. U.
mancus eucirrus lizerinde subletal konsantrasyonda bakir piritiyon’un lipid peroksidasyon
ve glutatyon diizeylerinin etkilendigi belirlenmistir.
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ABSTRACT

In this study, acute and subletal toxic effects of copper pyrithione (CuPT) used as
antifouling agent/biocide in ship paints were investigated using two fresh water bivalve
species: Dreissena polymorpha, Unio mancus eucirrus. LCsg values as pg/L and their 95%
confidence intervals for Dreissena polymorpha were calculated as: 48 h 7,32 (unavailable),
72 h 52,72 (17,30-unavailable), 96 h 23,88 (13,120-1040,40), 7. day 8,72 using Probit
Analysis Method. Subletal concentration of 5 pg/L copper pyritihone was applied to fresh
water mussel U. mancus eucirrus, based on preliminary experiments, for the subletal
exposure experiments. Weight, lenght, thickness and height parameters of the mussels
were measured at the end of the experiments and effects on total hemocyte count, tissue
malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) levels were determined. Total hemocyte
counts were increased as a result of exposure to copper pyrithione (p > 0,05). MDA levels
in gill tissues increased statistically after 96 hours compared to the controls group(p >
0,05). However, MDA levels increased significantly in digestive gland tissue when
compared with the controls (p < 0,05). GSH levels in the gill tissues increased statistically
at the end of 96 hours according to the control group (p > 0,05). GSH levels in digestive
gland increased significantly in digestive gland tissue when compared with the controls (p
< 0,05). In conclusion, copper pyrithione was found to be highly toxic to fresh water
mussel D. polymorha after acut exposure. Copper pyrithione also showed impact on lipid
peroxidation and GSH levels in U. mancus eucirrus.

Science Code : 20302

Key Words : Bioassay, copper pyrithione, Dreissena polymorpha, Unio mancus
eucirrus, total hemocyte counts, malondialdehyde (MDA), glutathione
(GSH)
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

cm Santimetre

g Gram

kg Kilogram

L Litre

ng Mikrogram

pL Mikrolitre

mg Miligram

ml Mililitre

mm Milimetre

nM NonoMolar

Kisaltmalar Aciklamalar

AB Avrupa Birligi

CuPT Bakir Piritiyon

DSI Devlet Su Isleri

EPA Cevre Koruma Ajansi

IMO International Maritime Organization
LCsg Deney hayvanlarinin yarisini 6ldiiren konsantrasyon
LDsy Deney hayvanlarinin yarisini 6ldiiren doz
MEPC Marine Environment Protection Committee
NOEC No Observed Effect Concentration
OECD Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii
THSK Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu

ZnPT Cinko Piritiyon



1. GIRIS

Ug tarafi denizlerle cevrili iilkemizde deniz araglarindan yogun bir sekilde
yararlanmaktayiz. Deniz araglari, denizde hareket ederken sahillerimizi ve Onemli
limanlarimizi geri doniisii miimkiin olmayacak bir sekilde antifouling (¢iliriime Onleyici)
boyalardan salinan kimyasallarla kirletebilir. Ayrica birgok akarsu, gdl, nehir ve cay
denizlere; denizlerde okyanuslara baglanti saglar ve bu sekildeki su dongiisiinde bir
bolgedeki kirlenme biitiin sucul bolgelerde etkisini gosterebilir. Bu nedenle, iilkemiz
kiyilarinda rutin araliklarla antifouling biyositlerin konsantrasyonlarinin tespit edilmesi

gerekmektedir.

Biyolojik kirlenmede istilaci tiirlerin yayilmast; teknik problemler, deniz operasyonlart i¢in
ekonomik zorluklar, ayn1 zamanda ¢evre sorunlar1 olusturmustur. Bu durumdan dolay1 son
on yilda ¢esitli antifouling teknolojileri gelistirilmistir. Bunlar UV 1sinlari, sesiistii dalga,
elektrik olmak {izere polimerik kaplamalar ve antifouling boyalarda 6z parlatma
sistemleridir. Fakat korumak igin en yaygin uygulama biyosit i¢ceren antifouling boyalar
olmustur. Bir¢ok giiclendirici biyosit deniz ortaminda hedef olmayan canlilar iizerinde

biyosidal etkiye sahiptir (Qian, Chen ve Xu, 2013).

Yiizeyler iizerinde cesitli mikroorganizmalarin, bitkilerin ve hayvanlarin birikmesi olayina
biyofouling denir. Deniz ortaminda saatler ve giinler igerisinde bakterilerden olusan
biyofilm tabakasi meydana gelir. Haftalar sonunda diatom ve protozoa’dan olusan baska
bir biyofilm tabakasi olusmus olur. Bu asamadan sonra aylik ve yillik donemlerde alg
sporlari, hayvan larvalar1 olusmaya baslar ve ileriki asamalarda bu organizmalarin
yetiskinleri olusarak biyofouling tabakasini genisletmis olurlar. Sucul sistemlerde olusan
biyofouling tekne yiizeylerinde birikerek tekneye bir¢ok agidan zarar verir. Bunun

Onlenmesi i¢inde biyosit iceren antifouling boyalar kullanilir.

Antifouling boyalar bir tiir biyosidal {iriindiir. Biyosidal iirlin; bir veya birden fazla aktif
madde igeren, kullanima hazir halde satisa sunulmus, kimyasal ve biyolojik acidan
herhangi bir zararli organizma iizerinde kontrol edici etki gosteren veya hareketini
kisitlayan, uzaklastiran, zararsiz kilan, yok eden aktif maddeleri ve miistahzarlar
(kullanima hazir hale getirilmig) olarak tanimlanir (Tirkiye Halk Saghigi Kurumu

Biyosidal Uriin Yonetmeligi [THSK], 2009).



Antifouling bilesikler, bir¢ok organizmada g¢esitli zararli etkilere neden olur; alg
fotosentezi, enerji iiretimi, stres yanitlar1 da olmak iizere biyolojik cesitli aktiviteler,
genotoksik hasar, bagisiklik sistemi baskilanmis protein ekspresyonu, oksidasyonu, sinir
iletimini, ylizey kimyasini, biyofilm olusumunu ve yapigkan {iretimini etkiler (Qian ve

digerleri, 2013).

Ulkemizde piyasada bulundurulmasina izin verilen bozunmay1 6nleyici iiriinlerde en ¢ok
zineb ve dicopper oxide ikilisi (%13,16) ile copper pyrithione (bakir piritiyon) ve dicopper
oxide ikilisi (%81,58) kullanilmaktadir ve bu iriinlerin tamami profesyonel kullanicilara
yoneliktir. Zineb ve copper pyrithione, Avrupa Birligi’nin biyosidal trlinlerin aktif
maddelerinin degerlendirilmesine iliskin programi kapsaminda degerlendirilmistir. Zineb
2014 yilinda, copper pyrithione (bakir piritiyon) ise 2015 yilinda bozunmay1 Onleyici
tiriinlerde aktif madde olarak kullanimina onay verilen kimyasallardandir, dicopper oxide
ise halen degerlendirilmekte olan bir kimyasaldir (Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Cevre

Saglig1 Daire Bagkanligi Bilgilendirme Brostirleri [THSK], 2015).

Bakir piritiyon esas olarak antimikrobiyal olarak kullanilir. Yiiksek konsantrasyonlarda
tekrarlanan maruz kalmalar sonucu iskelet kasi atrofisi, periferik sinir hasar1 hayvan
calismalarinda rapor edilmistir (Arch Chemicals, 2010). Bakir piritiyonson derece etkin
genis spektrumlu bir biyosit olup bir¢ok sucul canli {izerinde olumsuz etkileri oldugu
bilinmektedir. Baliklarda notokord anormallikleri, kas liflerinde daginiklik, oksidatif stres
olusumu (Trombetta, 2015), deniz kestanesinde erken embriyogenez doneminde
embriyotoksik oldugu ve embriyolarda mortalite goriildiigii bildirilmistir (H. Wang, Li,
Huang, Xu, ve Y. Wang, 2011).

Biyoindikator tiir, belli ¢evre kosullarinin ya da tiir topluluklarinin gdstergesi olarak
kullanilabilen tiirlerdir. Bu tiirler besin zincirinin her halkasindan segilip kullanilmakta ve
sucul alanlarin agir metal kirliligi hakkinda bilgi edinilmesi saglanmaktadir. Biyoindikator
olarak kullanilan organizmalarin biiylik bir ¢ogunlugunu dibe bagli yasayan ya da c¢ok
yavas hareket edebilen bentik canlilar olusturmaktadir. Belirli bir bolgede yasayan bentik
grubu canlilar1 sediment i¢inde gomiilii yasadiklar1 gibi sediment iizerinde de
yasamaktadir. Gerek bu ortamdan beslenmeleri gerekse yasamalari nedeniyle kirlilige

yogun bir sekilde maruz kalirlar. Yavas hareket etmeleri sebebiyle ortamdan uzaklagmalari



yavas olmakta ya da ¢ogu sesil tiirler gibi ortamda sabit kaldiklarindan kirliligin etkisiyle

Oltimler goriilebilmektedir (Bascinar, 2009).

Sulardaki kirlilik izleme ¢aligmalarma bakildiginda, omurgasizlar biyotik faktorlerin
saglam kontroliinii sagladiklar1 i¢cin onemli seceneklerdir. Midyeler denizlerde bol
miktarda bulunmalari, metalleri yiliksek yogunluklarda biriktirip, bunlar1 uzun bir siire
bilinyelerinde tutmalarindan dolay1 sularda kirliligi yansitan biyolojik indikatorlerin
basinda gelir. Zebra midye (Dreissena polymorpha), denizlerde ve tath sularda yasayan
istilaci tilirlerin basinda gelir. Yasadiklar1 bolgelerde bir¢ok zarara neden olduklari igin son
zamanlarda bu canlilarla miicadele icin bircok yontem gelistirilmektedir. Kolay temin
edilen ve tiirli, biyogesitlilik agisindan tehdit altinda olmayan zebra midyeleri
ekotoksikolojik arastirmalarda belirtilen 6zelliklerinden dolay1 kullanigh biyoindikator tiir
olarak tercih edilmesini saglamaktadir; genis yayilim, yil boyu temin edilme imkani,
yeterli viicut biiyiikligii, sesil organizma olmalari, kolay orneklenmeleri, 3-5 yil kadar
yasayabilmeleri ve laboratuvar sartlarina yiiksek direng gostermemeleri, hem lentik hem de
lotik sularda ve nehir agizlarinda yasayabilmeleri bu canlilar1 avantajh kilan 6zellikleridir.
Diger taraftan zebra midyelerinin filtreleme kapasiteleri ¢ok yiiksek oldugundan g¢evresel
kirleticileri hizla almakta ve biyomonitoring ¢alismalarinda biiyiik avantaj saglamaktadir.
%05’e kadar tuzlulugu tolere edebildigi icin gametlerini ¢evre sulara serbestce
salabilmektedir. Avrupa iilkelerinde 200 yildir ¢ok yaygin bulundugundan fizyolojik,
anatomik ve ekolojik o6zellikleri detayli ¢alisilmistir (Binelli, Torre, Magni ve Parolini,

2015).

Unio mancus eucirrus tirii biyoindikator olarak kullanilabilecek, ekotoksikolojik
caligmalara fizyolojik olarak uygun, bir canl tliriidiir. Unio’lar kirlilik stresine maruz
kalarak ortadan kaybolan ilk canlilar olarak bildirilmistir. Unio cinsinin tercih edilmesinde;
cevresel kirleticilerin seviyelerine karsi hassas olmasi, sesil yasamalari, uzun omiirlii
olmalari, ¢cok genis yayilim alanina sahip olmalari, kirletici analizleri i¢in yeterli dokuyu
kolayca saglayacak biiyiikliikte olmalar1 bu canlilar1 toksik caligsmalarda kullanmak i¢in

avantaj saglar (Hassel ve Farris, 2007).

Yapilan litaratiir taramalarinda sucul alanlardaki kirliligin izlenmesinde hedef olmayan
organizmalar grubunda olan ve en ¢ok etkilenen bentik canlilar olan kabuklular iizerindeki

calismalar oldukg¢a sinirhdir. Antifouling bilesik olan bakir piritiyon’un, iki tiir tath su



midyesi lizerindeki ekotoksikolojik etkisinin incelendigi bir calisma tespit edilmemistir. Bu
caligmada bakir piritiyon’un zebra midye (D. polymorpha) tizerindeki 96 saatlik akut LCs
degeri ve U. mancus eucirrus Uzerindeki subletal etkisi incelenmistir. Subletal etkiye
maruz kalan U. mancus eucirrus tliriinlin total hemosit (omurgasizlarda kan hiicrelerinin
genel adi) sayisi ile solungag ve sindirim bezi dokularindaki MDA, GSH degerlerine
etkileri incelenmistir. Elde edilen bulgularla, omurgali ve memeli hayvanlarla ¢aligmanin
etik olarak siirl oldugu giinlimiizde alternatif olarak omurgasiz tiirlerin yayginlagsmasi ve
bu tiirler lizerinde kaynak degerlerin belirlenmesi amaciyla bilgi alt yapisi olusturulmus,
bentik canli tiirleri olan midyelerin ekotoksikolojik ¢aligmalarda model organizma olarak
kullanilabilirligi arastirilmis, doku lipid peroksidasyon diizeyi belirlenmis, glutatyon tayin

miktar1 yapilarak litaratiire katki saglanmistir.



2. LITERATUR OZETLERI

2.1. Zebra Midye (D. polymorpha)’nin Sistematik Pozisyonu ve Biyolojik Ozellikleri

Alem: Animalia

Sube: Mollusca

Sinif: Bivalvia

Takim: Cardiida

Ust Familya: Dreissenaceae
Familya: Dreissenidae

Cins: Dreissena (Beneden, 1835)

Tiir: Dreissena polymorpha (Pallas,1771)

Dreissena polymorpha, yaygin olarak kullanilan zebra midye adini, kabuklar {izerindeki
siyah-beyaz seritlerden almaktadir (Bobat, Hengirman ve Zaplethal, 2001). Kabuklarindaki
seritlerin renkleri koyu ve agik olarak degisebilir.

Resim 2.1. Zebra midyeler (D. polymorpha)



Zooplanktonlarla beslenmeleri sebebiyle yerel besin zincirlerine zarar verirler. Yerel
yumusakgalarin ekolojik gorevlerini yerine getirmelerini engelleyerek biiyiik ekonomik
zararlara sebep olup, yerel midye tiirlerine yapisarak onlar1 6ldiiriirler. Zebra midyesi 7 ile
400 mikron araligindaki organik ve inorganik pargaciklari siizebilir. Planktonlar
stizdiikleri i¢in suyun berrakligini arttirirlar, berraklik arttik¢a, giines 15181 daha derinlere
ulagabilir, bu da fotosentetik organizmalarin daha derinlerde de gelisebilmesine imkan
verir. Motorlara yapisirlar ve sogutma sularinin bulundugu sistemlerde kanallarin

tikanmasina sebep olurlar.

Zebra midyenin disileri genellikle bir yil iginde iireme yetenegine kavusurlar. Suya
birakilan yumurtalar, su i¢inde erkek esey hiicreleri ile dollenir. Disi midye bir defada 40
000 adet yumurta yumurtlayabilir ve bir iireme mevsimi boyunca biraktig1 yumurta sayisi
bir milyona ulagabilir. Tiim y1l boyunca 1lik olan sularda yumurtlama dénemi daha uzun
olabilir. Yumurtalarin kulugka siiresi 3-5 giindiir. Yumurtadan ¢ikan kurtcuk ya da larvalar
bir aya kadar uzayan siirelerle suda 6zgiirce yiizer. Bu donem planktonik donem olarak da
adlandirilir. Kurtguk ya da larvalar yumurtadan ¢iktiklarinda 80—100 mikron boyutundadir.
Larvalar icin en uygun gelisme sicakliklar1 20-22°C'dir. Larvalari pasif yayilighdirlar. Bu
stire sonunda larvalar, ayaklar1 araciligryla tabanda siirlinerek yerlesebilecegi bir yer arar
ve bu sirada boyutlar1 180-290 mikrona kadar ulasmis olur. Larvanin tabana
yerlesmesinden sonra gen¢ midye donemi ya da yerlesik donem baslar. Larvalar tutunma
yerlerine ya da tabana, viicutlarinda ayaklarinin yakininda bulunan ve sagak seklinde ve
giiclii iplikciklerden olusan tutunma organi ile baglanir. Geng midyeler tutunmak igin sert
ya da kayalik ylizeyler ile kendi ergin bireylerinde ve sularda bulunan diger canlilar
iizerinde yerlesme gosterirler. Ergin doneme dogru midyelerin su hizlarinin 2 m/s'nin

iizerinde oldugu sularda tutunmalar1 giiglesir (Devlet Su Isleri [DSI], 2012: 2).

Zebra midye hem su alma borucuklart ve hem de su verme borucuklari bulunan ve suyu
siizerek beslenen canlilardir. Bir canli, giinde 1 litre suyu siizerek igindeki alglerle
beslenebilir. Zebra midye bir yasinda iken boyutlar1 5-10 mm olup, 5 yi1l kadar yasamakta
ve en ¢ok 50 mm boya ulasabilmektedir. Boyutlar yasama yerine gore onemli Olciide
degisebilmektedir. Bu canlilarin yagsamlarini siirdiirebilmeleri i¢in kalsiyum Onemli bir
besin maddesidir ve en uygun yogunluklar1 25-125 ppm arasinda degismektedir. Midyenin

yasamini siirdiirmesinde 6nemli olan diger ¢evresel etkenler su sicakligi, pH ve ¢oziinmiis



oksijendir. En uygun su sicakliklar1 17-25°C'tur ve 31°C'un iizerindeki sicakliklar

genellikle dldiiriiciidiir (DSI, 2012: 3).

Zebra midye Hazar Denizi havzasindaki Ural Irmag1 ve kollarindaki bir tiir toplulugundan
Rus bilimci ve kasif Pyotr Simon Pallas tarafindan tanimlanmistir. Zebra midye
konusundaki aragtirmalara, son 150 yilda, midyenin dogal yayilis alanlarindan
Avrupa’daki tatli sulara bulagsmasiyla baslandigi, 1988’de Kuzey Amerika’ya girmesiyle
de calismalarin yogunlastigi anlasilmaktadir. 18. yiizyilin sonlari ile 19. yiizyilin
baslarinda, ¢ok genis alanlarda insa edilen kanallar araciligiyla Avrupa'nin biitiin biiyiik
bosaltma kanallarma yayilmistir (DSI, 2012: 1). Izleyen yillarda yayilma alan1 Danimarka,
Isveg, Finlandiya, Irlanda ile diger tiim Bat1 Avrupa'y1 kapsayacak bicimde genislemistir.
Ingiltere'de ilk kez 1824 yilinda belirlenmistir. Bu kadar hizla yayilmasinin nedeninin, son
derece yiiksek olan lireme ve uyum saglama yeteneginden kaynaklandig belirtilmektedir.
Zebra midyeye Kuzey Amerika'da ilk kez 1988 yilinda rastlanmig, ancak midyenin
Amerika'ya ilk kez 1986 yilinda girdigi kabul edilmistir. Zebra midyenin biiylk
topluluklart ise ilk kez Kanada'nin Huron ve Erie Gollerini birbirine baglayan St. Clair

Goliinde saptanmistir (Bobat ve digerleri, 2001).

Zebra midye yurdumuzun pek ¢ok tatlisu goliinde de dogal olarak bulunmaktadir. Bu dogal
bulunus, yaklasik 600 milyon yil Oncesine dayanmaktadir. Paleozoyik'in Kambriyen
donemi basinda, genisligi simdiki Akdeniz kadar olan ve Cin'e kadar uzanan biiyiik bir
okyanus kusaginda bulunmaktaydi. Ancak Kretase doneminde devamli tektonik olaylar
sonucu bu okyanusun kapsadigi alanda biiyiik degismeler olmus ve Tersiyerin ikinci
yarisinda aci-tath su 6zelliginde biiyiik bir i¢ deniz (Tethys Denizi) meydana gelmistir. Bu
deniz giiniimiizde {i¢ ayr1 su parcasi (Karadeniz, Hazar Denizi ve Aral Goli) halinde
bulunmaktadir. Anadolu'nun olusumu da Ust Kretase dénemine rastlamaktadir. Tersiyerin
sonuna dogru tiim Anadolu deniz seviyesinden hemen hemen 1000 metrelik bir yiikselis
gostermis ve aslinda bir ac1 su tiirli olan zebra midye Tiirkiye'nin akarsu ve gollerine
Tethys Denizinin bir kalit1 olarak girmistir. Yurdumuzda Canakkale Yapildak yoresindeki
Neojen tabakalari i¢inde fosil olarak da bulunmustur. Geldiay ve Bilgin (1973) tarafindan
yapilan bir ¢aligmaya gore, zebra midyeye Goller Bolgesindeki Egirdir, Kovada, Beysehir
ve Burdur Golleri ile Marmara Bolgesindeki Sapanca Gol’linde rastlandigi belirtilmistir.
Yine ayni1 kaynaga gore bu tiir, genellikle calkantili ve akintili gdl ve diger su depolarinda

koloni halinde yasamakta ve bazen su borularimi ve kanallar1 tikayacak kadar fazla



cogalmaktadir. Hazar Denizi'nin ve Karadeniz'in yerli tiiridiir. Su anda Birlesik Krallik

(UK), Bat1 Avrupa, Kanada ve ABD'ye yayilmis bulunmaktadir (Bobat ve digerleri, 2001).

Filtreleme sistemi sonucu olarak goller ve nehirlerin plankton topluluklarinda biiyiik
degisikliklere neden olabilir. Fitoplankton sayilarinda azalma ve biyokiitlede besin
zincirinde balik larvalari ve diger tiiketicilerin gidalarinin sinirlanmasina neden olur. Zebra
midye tarafindan fitoplanktonun yiiksek tiiketimi suyun berraklagsmasinda ekosistem
fonksiyonlarinda ve habitat da degisime neden olur. Yumusak ylizeylerde yogun
kolonizasyon balik beslenmesini engelleyebilir ve sert yilizeylerde kolonizasyon baliklarin
yumurtlamasini etkiler. Zebra midye denitrifikasyon oranlarini arttirarak ekosistemdeki
azot dongiisii siirecini etkileyebilir. Tatli su midyeleri (Unionoida) en tehlikeli faunal grup

olarak Kuzey Amerika’da tiirlerin % 60’1 i¢in tehlike olarak kabul edilir.

2.2. Unio mancus eucirrus Tiiriiniin Sistematik Pozisyonu ve Biyolojik Ozellikleri

Alem: Animalia

Sube: Coelomata

Sinif : Bivalvia

Altsinif : Eulamellibranchiata
Takim : Unionoida

Familya : Unionidae

Cins : Unio (Philipsson, 1788)

Tir : Unio mancus eucirrus (Bourguignat, 1860)

Unio cinsi taksonomisinin incelenmesi halen devam etmektedir, popiilasyon biiytkligi
hala tam olarak bilinmiyor. Bu durumun nedeni biyolojik bilgilerin yetersizligi
(Glochidium morfolojisi, lireme stratejileri, larval donemde konakg¢i oldugu balik) ve
popiilasyonlardaki eksik molekiiler gostergelerdir. Bu sebeplerden dolayr tathh su
midyelerindeki kabuk morfolojisinin polimorfik olmas1 Unio’nun temelini olugturmaktadir
(Araujo, Gomez ve Machordom, 2005). Tiirkiye’de ¢esitli arastiricilar tarafindan Unio
cinsine ait alt1 tiir (Unio pictorum, Unio hueti, Unio terminalis, Unio elongatulus, Unio
tigridis, Unio stevenianus) saptanmistir. Tirkiye’de U. mancus eucirrus tiiriine Bektesaga

Goleti’nde (Oktener, 2004) ve Karasu Cay’inda rastlanmistir.



Genelde tath sularda yasarlar. Kabuklar1 6n (anterior), arka (posterior), karin (ventral), sirt

(dorsal) olmak iizere dort kismi ayrilir. Tki kabugu birbirine elastik ligament baglar.

Resim 2.2. U. mancus eucirrus kabuk goriintiisii

Midye kabuklarmin i¢ kismi sedef madde ile kaplidir. Midyenin iki adet solungaci vardir
ve bunlar ayak kisminin yaninda bulunur. Anterior kisminda her iki kabukta kapama
kaslar1 mevcuttur. I¢ organlar dorsal kisma tutunmustur, kabugun i¢ kisminda manto

boslugu bulunur.

Kapama kaslan

solungaclar

Resim 2.3. U. mancus eucirrus morfolojik yapisi
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Bu tiir, Akdeniz Bolgesi boyunca, Kuzeydogu Afrika'da ve Orta Dogu'da, Kuzeydogu
Ispanya'da bulunabilir. Avusturya, Bosna-Hersek, Hirvatistan, Kibris, Fransa, Yunanistan,

Italya, Liibnan, Karadag, Slovenya, Ispanya, isvigre, Suriye ve Tiirkiye'de mevcuttur.

Unionoidae familyasinin neredeyse kozmopolit bir yapidadir ama oOzellikle Kuzey
Amerika’da en biiyiik cesitliligine ulasir. Unionidae midyeleri, su ekosistemlerinde
ekolojik ve ekonomik acgidan ¢ok Onemlidir. Diger bentik tiirlere gore biyokiitleleri

oldukea biiyiiktiir. Kirlilige kars1 oldukca hassastirlar.

Cogu Unio spp.,Unio mancus, muhtemelen ilkbahar ve yaz aylarinda yumurta iiretme
kapasitesine sahiptir. Bu tiir, kumlu zeminli duran su habitatlarini tercih eder ve genellikle
agac kokleri arasinda bulunur. Tatlisu nehirleri, golleri ve kanallarda bulunur. Baliklarda

konakgi olabilirler.

Genel olarak tatli su midyeleri ayr1 eseyli olmakla beraber ¢ok nadir olarak hermofroditlik
goriiliir. Olgun erkeklerde gonadlar krem-beyaz, disilerde ise portakal sarisi1 tonlarindadir.
Kabuklar kapali iken cinsiyet ayrimi yapilamaz. Sperm ve yumurtanin déllenmesi ile

glochidia larvasi olusur (Keskinbalta, 2015).

2.3. Bakir Piritiyon ve Tathsu Canlilariyla Ilgili Yapilan Onceki Calismalar

Dahllof ve digerleri tarafindan (2005: 22, 23) yilinda yapilan ¢alismada deniz suyunda
CuPT (Bakir piritiyon) ve ZnPT (Cinko piritiyon) i¢in bozunma zamanin dolayli yoldan
tahmini yapilmaya calisilmistir. Biyo-bozunma sulandirilmis ZnPT ve CuPT, steril deniz
suyu veya dogal deniz suyunda incelenmistir. Fotodegredasyon yar1 6mrii ZnPT i¢in 8,3 +
0,9 dk ve CuPT 7,1 + 0,2 dk olarak tahmin edilmistir. ZnPT ve CuPT duyarliligi, ZnPT ve
CuPT fotosentez doz-cevap egrileri elde edilerek olgiilmiistiir. ZnPT ve CuPT degerleri
strast ile 2 ila 60 nM, 4 ila 25 nM olarak degisim gostermistir. Ayrica ZnPT duyarliligi,
hiicre basina diisiik fosfat konsantrasyonunu arttirmistir (< 0,2 nmol/ hiicre). CuPT suda
toksisite ve fosfat konsantrasyonu arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir. Sonug
olarak, sucul ortamlarda ZnPT ve CuPT etkisi fitoplanktonlarda siirli olarak fosfati
artirabilir. Deniz suyunda CuPT ve ZnPT etkisi arastirilmistir. ECsg CuPT ve ZnPT
toksisitesi pelajik bakteri, yosun ve zooplankton topluluklart i¢in 1,60-60 nM arasinda

degismistir. 0,001 nM/g kuru konsantrasyonu besin siklusunu etkilemistir. Deniz
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ortaminda salinan tekne boyalarinda mevcut ZnPT ve CuPT transchelated sonucunda
CuPT daha istikrarli ve pelajik canlilar icin ZnPTden daha toksik bulunmustur. Ayrica
ZnPT ve CuPT deniz ortaminda birincil ve ikincil tiiketim fonksiyonlarmi ve besin

dongiisiinii etkileyebilir.

2006 yilinda Mochida ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada antifouling bilesikler olan
CuPT, ZnPT ve Cu’mn Pagrus major (Temminck & Schlegel, 1843) ve Heptacarpus
futilirostris (Bate, 1888) lizerinde toksisitesi incelenmistir. 96. saat LCsy degeri CuPT ve
ZnPT i¢in kirmizi ¢ipurada sirasiyla 9,3 ve 98,2 g/L, karides i¢in 2,5 ve 120 g/L oldugu
gozlemlenmistir. Histolojik gdzlemlerde solungaclarda ikincil lamellerde hipoksi olugmasi
6ltime neden oldugu diisiintilmiistiir. Cu i¢in LCsy degeri kirmizi ¢ipura ve karides igin

84,4 ve 113 g/L olarak bulunmugtur.

Apostolos ve Isao tarafindan 2008 yilinda yapilan ¢aligmada diuron ve CuPT nin Artemia
franciscana (Artemiidae) tizerindeki toksisitesi; tuzluluk ve sicaklik etkisi incelenmistir.
Yiiksek tuzluluk etkisinde CuPT’ye maruz kalma sonucu mortalite goriilmiistiir. Sicaklik

azalmasinin CuPT nin etkisini azalttig1 gdzlemlenmistir.

Mochida ve digerlerinin 2009°da yaptig1 deneyde Fundulus heteroctilus (Linnaeus, 1766)
tiirli erken yagam evresinde CuPT’ye maruz birakilmistir. Kulugka, hayatta kalma, biiylime
ve morfolojik anormallikleri ol¢lilmiistiir. 2 ve 4 ug/LL CuPT’ye maruz birakildiginda
hayatta kalma ve biliylimenin Onemli Olgiide azaldigi gozlenmistir. Bunun yani sira
morfolojik anormaliler, omurga deformitesi, yanal kaslarda inflamatuvar kitleler meydana

gelmistir.

Turner, Barrett, ve Brown tarafindan 2009°da yapilan ¢alismada denizdeki zemine oturan
tekneden toplanan zehirli boya parcaciklar 6giitiiliip, statik akvaryumda tutulan, filtre
beslenen Mytilus edulis’e uygulanmistir. Cu and Zn konsantrasyonlar1 16 saat beslenme
faz1 ve 24saat temizlenme fazinda deniz suyunda 6l¢iildii. Islenmis parcaciklardaki Cu ve
Zn konsantrasyonlar1 ve dagilimlari, M. edulis'in besin agisindan canli silt olup olmadigina
bakilmaksizin boya partikiillerini emdirdigini ve parcacik ayirimi mekanizmasinin belirgin
olmadigint gosterdi. Organin  diger bolmelerinde (6rn: kabuk, solungag) artan

konsantrasyonlar, sulu metalin biyotik ve abiyotik alimmin da Onemli oldugunu
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belirtmekle birlikte, visseral toplulukta ve deplirasyon sirasinda sulu fazda Cu ve Zn

zenginlestirmesi bu iddialar destekledi.

Trombetta’nin 2010 yilinda yaptig1 calismasinda jlivenil Salvelinus fontalis (Mitchill,1814)
tizerinde 2-64 mg/L CuPT’nin akut toksisitesini aragtirmistir. Deney sonucu solungag
dokularinda ¢omak parmak seklinde lamel, 6dem, ikincil lamel flizyon, sirt yapilarinin

kayb1 ve epitelde pul pul dokiilme gézlenmistir.

Romano, Rittscholf, McClellan-Green ve Holm 2010 yilinda yaptiklar1 ¢calismada Barnacle
familyas1 ve populasyonlar1 arasindaki bakir piritiyon’un toksisite degisimi, Balanus
amphitrite (Darwin, 1854) naupli larvasi iizerinde incelenmistir. CuPT i¢in naupli
alttiiriniin LCs( degerleri lokaliteler arasinda 6nemli 6lglide farklilik gostermistir (4,0 mg

ve 6,1 mg). Aileler arasinda larva 6liim degisimleri %15,1 ve %98,9 arasinda degismistir.

Sureda ve digerleri tarafindan 2011 yilinda yapilan bir ¢aligmada zebra midye iizerinde
biyositlerin kiimiilatif ve sinerjist etkisi incelenmistir. Bu ¢alismada zebra midye kontrolii
icin poli (dialildimetil amonyum kloriir) ve potasyum kloriir, ikili karigimin potansiyel
etkisi incelenmistir. Sonug olarak yetigkinlerde biiyiikliige gore etkinin degistigi, veliger
larvasinda potasyum kloriir dozunun etkisinin diisiik oldugu belirlenmistir. Karigimin

yetiskinlerde hedef azaltma programinda umut verici oldugu ancak veliger larvasi i¢in ayni

durumun gegerli olmadig diisiiniilmiistiir.

Wang ve digerleri tarafindan 2011 yilinda yapilan ¢alismada tek ve karigik antifouling
maddeler (Bakir piritiyon, diklofluanid, tolifluanid, sea nine 211 ve Irgarol 1051)
kullanilarak Strongylocentrotus intermediatus’un (denizkestanesi) erken embriyogenezis
iizerine toksisitesi degerlendirildi. Bu bilesiklerin toksik etkisiembriyogenez basarisini
%50 azaltarak gostermistir (ECso) . Embriyolar1 bireysel olarak etkileyen toksisite madde
sirast CuPT> Sea nine > tolifluanid > diklofluanid > Irgarol 1051. Toksisite karigimlari
(ikili, tg¢li, kuarterner ve besli) indeksi degerlendirildi ve bakir piritiyon—sea nine 211
kombinasyonu ECsy degeri 7,87 nM olarak belirlendi. Sea Nine 211- tolilfluanid arasinda
antagonist etki gézlenmistir. Bes organik kimyasallar arasinda CuPT embriyolar {izerine en

toksik bilesik olmus ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile (0,15-33,75 nM) etkili olmustur.
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2012 yilinda Ankara DSI’nin yapmis oldugu bir projede kapali su sistemlerinde zebra
midye ile miicadelede, filtrasyon yontemi kimyasal kullanilmamasi ve damla sulama

sistemine filtre edilmis su saglamasi avantajlari iizerine arastirilmistir.

Qian ve digerleri, (2013) tarafindan yapilan bir c¢alismada antifouling bilesiklerin
molekiiler mekanizmasi sucul canlilarda incelenmistir. Bu bilesikler alg fotosentezini,
enerji liretimi, stres yanitlar1 da olmak iizere biyolojik c¢esitli aktiviteler, genotoksik hasar,
bagisiklik sistemi baskilanmis protein ekpresyonu, sinir iletimini, yilizey kimyasini,
biyofilm ve yapigskan firetimini etkiledigi diisliniilmiistiir. Genel olarak, belirli bir
molekiiler hedef ve molekiiler mekanizma ¢ogu antifouling bilesikte tespit edilememistir;
ancak eldeki verilerle molekiiler hedef hakkinda gelecekte duyarli biyomarkerlar

kullanilarak tespit edilebilecegi diisliniilmektedir.

Trombetta 2015°de yaptig1 calismada zebra balig1 olan Danio rerio (Hamilton-Buchanan,
1822) embriyo gelisimi iizerinde CuPT’nin akut maruz kalma etkisini gozlemlemistir.
Dollenmeden sonraki 30. 96. ve 120. saatlerde morfolojik anormallikler gézlemis, 12
ng/L’deki dozda notokord biikiilmesi anomalisini tespit etmislerdir. 12 ve 16 pg/L’de kas

liflerinde daginiklik, miyositlerde bozulmalar meydana gelmistir.
2.4. Antifouling Boyalar

Biyofoulingin yol agtig1 olumsuz etkileri 6nlemek amaciyla gemi yiizeylerinin su
icerisinde kalan béliimlerine antifouling boyalar uygulanmaktadir. Amaci biyofoulingin
olusmasini engellemek olan bu sistemler tanimlari geregi organizmalar1 uzaklastirir,

Oldiiriir ya da biiylimesini engeller.
Biyofoulingin olumsuz etkilerini sdyle siralayabiliriz:

e Yakit tikketimi: gemi iizerindeki ¢ok az miktarlarda bile biyofouling yakit tiikketiminde
belirgin artislara neden olabilir. Ornegin 6 ay biyofoulinge karsi korumasiz olarak
seyreden bir gemi iizerinde 150 kg/m? biyofouling birikebilir, bu da 40 000 m? sualt:
ylizeyi olan bir gemi i¢in diisiiniildiigiinde 6000 ton gibi bir degere ulasmaktadir. Bu

durum ise geminin yakit tiiketiminde %50’ye varan artiglara neden olabilir.
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e Hava kirliligi: fazla yakit tiikketimi nedeniyle atmosfere verilen CO,, SO,, NO,
gazlarinin seviyeleri artar. Global olarak diisliniildiigiinde bdyle bir durumda 22
milyon CO, ve 0,6 milyon ton SO, nin atmosfere girdigi tahmin edilmistir. Ayrica
antifouling boyalarin gemi iizerinden uzaklastirilmas: sirasinda kullanilan ¢oziiciiler
de atmosfere zararli kimyasallarin karigmasina neden olurlar.

e Istilac tiirlerin tasinimu: istilaci tiirler bir dogal su ekosisteminden digerine istenmeden
cesitli yollarla tasinan organizmalardir. Bu organizmalarin tasinma yollarindan biri de
biyofoulingdir. 1Istilac1 tiirler ekolojik ve ekonomik agidan biiyiik tehlike
olusturabilirler. Transfer edildikleri bolgedeki ekonomik olarak onemli olan tiirlerin
kaybolmasina, biyolojik ¢esitliligin azalmasina ve/veya ¢esitli hastaliklarin

taginmasina ve yayilmasina neden olabilirler (Okay, 2004).

2.5. Antifouling Boyanin Caliyma Prensibi

Antifouling boyalarin etki sistemleri bu boyalarin kullaniminda énemli bir etkendir. Son
yillarda antifouling boya kullanim1 selfpolishing esasina dayanir. Bu sistemde boya su ile
temas etmeye bagladigi andan itibaren deniz suyu ile kimyasal bir reaksiyona girer ve
erime baglar. Antifouling boyanin icerisinde bulunan reginemsi yapi icerisindeki biyosidal
aktif madde boyanin su ile temasinin ardindan suya salinir ve antifouling etkisini bu

sekilde gostermis olur (Ozan, 2014).
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Resim 2.4. Biyositlerin boya filminden gikislar1 (Ozan, 2014)
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Antifouling boyalarin matriks 6zellikleri 6nem arz eder. Bu 6zellikler boyanin igindeki
biyositin yayilma hizi ve etki siiresi gibi iki 6nemli parametrenin belirlenmesinde etkilidir.
Ideal durumlarda biyosit boyanin yapisin1 olusturan reginemsi yapi igerisinde dagilmus
durumda olmali ve boyanin su ile temasindan sonra bu yapi biyositi yavasca suya
salmalidir. Eger biyosit suyla temastan sonra hizli bir sekilde ortama yayilirsa, boyanin
antifouling etkisi kisa siireli olacaktir. Antifouling boya teknolojisinin ilk yillarinda
boyalarin etki siireleri 12 ay ile sinirliydi. Daha sonra klorlanmis kauguk ve vinil regineler

boya yapilarinda kullanilmaya baslandi. Bu gelisme boyalarin etki siiresini 2 seneye kadar

cikardi.
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Resim 2.5. Standard bir antifouling boyanin galisma mekanizmasi (Ozan, 2014)

Ideal bir antifouling sistemden, suyla temas ettikten sonra biyositin fouling organizmalar
6ldiirmesi, hemen sonrasinda ise ekosisteme zarar vermeyecek tiirlerine pargalanmasi
beklenir. Ideal bir antifouling bilesigin sahip olmasi gereken oOzellikleri su sekilde

siralayabiliriz;

e Aktivitesinin genis spektrumlu olmast

e  Memelilerde tokisisitesinin diisiik olmasi

e Deniz suyu igerisindeki ¢coziintlirliigiiniin diistik olmas1

e Besin zincirinde diisiik biyoakiimiilasyon

e Cevrede kalic1 olmamasi, hizli parcalanmasi (yani yarilanma démriiniin kisa olmasi)
e Boya hammaddeleri ile uyumlu olmasi

e Uygun fiyat ve performansa sahip olmasi

e  Yalniz hedef organizmalar {izerinde toksisitesinin yiliksek olmasi
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Antifouling boyalarin igerigine bakildiginda bu boyalarin genel olarak tutucu (binder),
temel biyosit (¢ogunlukla bakir(I)oksit), gliclendirici biyosit, solvan, fiber, pigment ve

diger katki maddelerinden olustugu goézlenir.

Cizelge 2.1. Ideal antifouling boya formiilii (Yiinlii, 2011)

Antifouling boya formiil Yiizde (%)
Etkin madde, biyosit 5-50
Baglayicilar 25-30
Dolgu maddeleri 35-40
Solvanlar 15-20
Diger 5

2.6. Antifouling Boyalarin ve Bilesiklerin Siniflandirilmasi

Tiribiitiltin (TBT) icermeyen antifouling boyalar1 genel olarak 4 ana kategoriye ayirmak

miumkindiir.

2.6.1. Konvansiyonel antifouling boyalar

Sert ¢oziinmez bir baglayicidan olusur. Klorlanmis kauguk ve polivinil kloriir ve yiiksek
konsantrasyonlarda Cu,O ve yiikseltici biyositler fiziksel olarak sert matris icinde
dagilirlar. Bu boyalarda deniz suyuyla temas sonucunda biyosit yayilir ve boya tabakasinin
matrisinden kolayca ayrilir. Bu durumdan dolayr da bu boylar kisa siireli etkili

olmaktadirlar.

2.6.2. Ablatif (yiizeyden ¢ikma durumu) /hidrasyon antifouling boyalar

Bu boyalarda boya film matrisi uzun siire dayanacak sekilde tasarlanmis dayanakli
malzemeden yapilmazlar. Bu boyalarda, film matrisi karisimi ¢oziinlir/baglayicinin bir
karisimidir. Vinil kloriir-vinil asetat kopolimeri ve vinil kloriir-vinil izobiitil etilen kloriirve
cam sakaci, zamanla yok etmek i¢in tasarlanmistir, bdylece biyosit serbest birakilir. Bu

boyalarin 1,5-2 yillik dmiirleri vardir.
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2.6.3. Self-polishing kopolimer antifouling boyalar (kendi kedini parlatan)

Biyositlerin kendinden parlayan kopolimerden (SPC) kirlenmeye karsi serbest birakma
davranis1 geleneksel ablatif boyalardan farklidir. TBT-SPC, tribiitiltin metakrilat
(TBTMA) ile, metil metakrilat (MMA) bir kopolimerdir. Deniz suyu hidrofil kopolimer ile
etkilesime girebilir ve TBT yi pargalayan bir hidroliz reaksiyonu baslatir. TBT kopolimer
(TBT-acrylate) elde edilir ve deniz suyuna birakilir. Ote yandan, TBT icermeyen SPC'ler
ilave ile akrilik kopolimerlerdir. SPC antifouling boyalarmm omrii genellikle 3-5 yildir.
TBT icermeyen SPC'nin kimyasal yapilar1 bakir akrilik kopolimer (Cu-akrilat), ¢inko-
akrilik kopolimer (Zn-akrilat) ve silik-akrilik kopolimer (Si-akrilat) olarak gosterilmektedir
(Arai, Harino, Ohji, Langston, 2009: 5, 6).

2.6.4. Biyosit icermeyen antifouling boyalar

Biyosid igermeyen zehirli boya (yani faul birakan kaplamalar) bir silikondan elastomer ve
kirlilik yaratan organizmalarin atilmasini Onleyen bir fluoropolimer biyositlerin
kullanimini igerir. Ultra piirtizsiiz, diisiik ylizey enerjisi ve kaygan yiizeyi bu boyalarin
yakit verimliligi, hiz ve bakim maliyetlerinin kontrol edilmesini saglar; zira kirlilik yaratan
organizmalar tipik olarak gemi gdvdesinin yiizeyine yapisamaz veya zorluk cekerler (Arai

ve digerleri, 2009: 6, 7).

Antifouling bilesikler:

e  Tribiitiltin (TBT)

o TPT

e Dikloro difenil Trikloroethan (DDT)
e  Bakir piritiyon (CuPT)

e Cinko piritiyon (ZnPT)

e Irgarol 1051

e Dichloroflumid

e  Chlorothalonil

e SeaNine 211 (DCOIT)

e Triazine

e Zineb
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e Ziram
e Preventol A6 (Diuron)
e PK (PTPB) (Piridin-trifenilboran

e  Diuron
2.7. Antifouling Sistemlerin Tarihsel Gelisimi ve Kullaninm

Biyofoulingin zararli etkilerinin yok edilmesine yonelik ¢aligsmalar ¢ok eski donemlerde
baslamistir. Kartacalilar ve Fenikeliler gemilerinin tabanlarini zift ve bakir ile kaplayarak
biyofoulingi Onlemeye c¢alismiglardir. Sonralar1 arsenikli ve siilfiirlii maddelerle
gemilerinin tabanlarini kaplamiglardir. Yunanlar ve Romalilar ise kursun kaplamay1 bir

onlem olarak kullanmistir.

18. ylizy1l sonlarina kadar foulingile miicadele i¢in en efektif metod, gemilerin karaya
cekilerek elle su alt1 yiizeylerinin temizlenmesi olmustur. ilk olarak 1758 yilinda HMS
Alarm Firkateyni iizerinde bakir kaplama kullanilarak fouling kontrolii i¢in bir deney
yapilmis ve deneyin basarili olmasiyla birlikte, 1780 yilma kadar Ingiliz Donanmasinda

bakir kaplama, foulingden korunma yontemi olarak kullanilmistir (Demirel, 2012).

Coziim 19. yiizyihin ortalarinda antifouling boyalarin bulunmasina kadar siirmiistiir.
Antifouling boya kullaniminin ilk zamanlarinda biyosit olarak bakir-oksit kullaniliyordu.
Sonraki siirecte organo-civa, kursun, arsenik iceren bilesikler, DDT gibi kimyasallar

antifouling boyalarda biyosit olarak kullanilmaya baglanmistir.

1970’lerde TBT bazli boyalarin kullanimina baslanmistir, bu boyalar 5 yila kadar koruma
saglayabiliyordu. TBT nin tek basina yillik global iiretiminin 1990°larin sonunda 4 000 ton
olarak tahmin edilmektedir (Arai ve digerleri, 2009: 39). 1980°lerde TBT bazli kopolimer
boyalarin kullanimi s6z konusu olmustur. TBT uzun siireli koruma etkisine sahip olmasi
nedeniyle avantajli bir antifouling boya olarak goriilmiistii. Fakat yarilanma omriiniin uzun
olmast TBT’nin sedimentlerde ve organizmalarda birikmesine yol agmistir. Yapilan
arastirmalarda TBT nin diisiik konsantrasyonlarda bile sucul organizmalarda toksik etkileri
oldugu gozlemlenmis, insana kadar uzanan besin zincirinde giderek artan seviyelerde
birikebilecegi diisiiniilmiigtir. Bu donemde TBT toksisitesi Fransa’nin Arcachon

Korfezinde bulunan Crassostrea giga istridyelerinde tespit edilmis larvalarda azalma,
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kabuk malformasyonlar1 gozlemlenmistir (Arai ve digerleri, 2009: 40). Bunun {iizerine
1982°de Fransa’da 25m’den uzun gemilerde TBT maddelerinin kullanimi yasaklanmistir.
1970’11 yillardaki ¢caligmalar TBT nin biyolojik etkileri iizerine odaklanmisken, 1980’lerde
analitik yontemler gelistirilmis, bilesige 0zgli deniz ve tath sularda, ¢okeltilerde
biitiltinlerin analizi yapilmistir. 1990 yilinda kalay icermeyen antifouling boyalar
gelistirilmis, bunun cevresel etkiler olusturmasi ilizerine IMO (International Maritime
Organization), iilkelere 25m’den kisa deniz araclari i¢in antifouling boya kullaniminin
yasaklanmasi tavsiyesini getirmistir. Bu durum {izerine Japonya, Yeni Zelanda, Avustralya
TBT igeren boyalar1 yasaklamistir. TBT ye bagli baz1 organizmalarda imposex goriilmesi
iizerine ABD, Kanada, Isve¢ ve Hollanda TBT nin gemi yiizeyinden salinim hizlari ile
ilgili birtakim kisitlamalar getirmislerdir. 1995°de IMO, antifouling ajanlarin zararl
etkileri ile ilgili MEPC (Marine Environment Protection Committee) arastirma grubunu
kurmugtur. 1997°de Japonya’da TBT bazli boyalarin iiretimi durdurulmustur. 1998’de
IMO-MEPC tarafindan kalayli organik bilesikler igeren antifouling sistemlerin
kullanilmasini yasaklayan kurallar hazirlanmig, 1999°da bu kurallar resmen onaylanmistir.
2003 yilinda kalayli organik bilesik igeren boyalarin ilk uygulamalar1 yasaklanmistir
(Okay, 2004). 2008 yilinda kalayli organik igeren boyalarin kullanimlart tamamen

yasaklanmistir. Bunun {izerine alternatif antifouling bilesikler gelistirilmeye baglanmustir.

Cizelge 2.2. Alternatif antifouling sistemler (Okay, 2004)

Uriin/Y 6ntem Avantajlar/Dezavantajlar

Bakiar bazli boyalar TBT’den daha az toksik ve yaygin olarak
kullanilmakta. Yalniz deniz faunasina karsi etkili.
Herbisitler eklenerek floraya da etkili hale
getirilebiliyor.

Kalay igermeyen boyalar Foulinge kars1 cok etkili degil, bu nedenle sik sefer

yapmayan gemiler i¢in uygun.

Yapigmayan kaplamalar Antifouling bilesik igcermezler, ancak uygulandiklari
zaman ¢ok kaygan bir yiizey yaratarak organizmalarin
yapismasini Onlerler. Fouling olustugu zaman yiizeyin

cok kaygan olmasi nedeniyle temizlenmesi kolaydir.

Temizlik Foulingin az oldugu durumlar i¢in gegerlidir. Dénen

firgalar ve basingli su kullanilir.
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Cizelge 2.2. (devam) Alternatif antifouling sistemler (Okay, 2004)

Uriin/ Yéntem Avantajlar/Dezavantajlar

Dogal bilesikler Dogada iiretilen baz1 maddeler. Ornegin baz1 enzimler

bakteri yapismasini Onleyebilirler.

Elektrik Gemi ylizeyi ile deniz suyu arasinda bir elektrik yiik
farkinin yaratilmasi foulingi Onler. Sistem oldukca
etkin, ancak kolayca bozulabilir ve pahalidir. Ayrica

korozyonu ve enerji tiiketimini arttirir.

Dikenli kaplamalar Kaplama yilizeyinde mikroskobik dikenler igerir.
Verimi dikenlerin boyuna ve dagilimina baglidir. Bazi
kabuklularin ve alglerin yapigsmalarini ¢evreye zarar
vermeden engeller. Ancak siirtlinmeyi artirir, bu

nedenle geminin bazi statik yiizeylerinde (sogutma

suyu girisleri, samandiralar vb.) kullanilabilir.

2.8. Antifouling Sistemlerle Ilgili Yasal Diizenlemeler

Antifouling sistemlerin kullanimiyla ilgili tiim diinyada bircok yasal diizenlemeler
yapilmistir. Deniz giivenligi i¢cin gemilerde organik kalayli bilesiklerinin yasaklanmasi
yonergesi (EC782/2003) 14 Nisan 2003 tarihinde kabul edilmistir. Bu yonerge ile birlik,
organik kalayl bilesikleringevre ve insansagligi iizerindeki olumsuz etkilerini ortadan
kaldirmak ve/veya azaltmak i¢in limanlariiizerinde bu bilesikler olan gemilerin girigini

yasaklamistir (Aytug, 2014).

Deniz ekosisteminde organokalay bilesiklerinin etkileri imposeks, kabuklularda sekil
bozukluklari, midye larvalarinin 6limii gibi degisik sekillerde belirir. Bu olumsuz etkiler
1980’11 yillarda Fransa’da istridyelerde kesfedildi ve Fransiz yetkililer 1982 yilinda 25
m’den daha uzun deniz araclarinda TBT iceren boyalarin kullanimini yasakladilar. Birkag
yil sonra benzer kararlar ingiltere, ABD, Isvec, Hollanda, Yeni Zelanda ve Japonya’da
alindt ve 1989 yilinda Avrupa birligi de aymi karari kabul etti (89/677/CEE). IMO
(International Maritime Organization) 1 Ocak 2003 tarihinden sonra TBT bazl1 antifouling
katkilt boyalarin gemilerde kullanimi biitiin diinyada yasaklanmistir. IMO, TBT’nin 1

Ocak 2008 tarihinden sonra tamamen yasaklanmasini saglamak icin MEPC (The Marine
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Environmental Protection Committee) tarafindan gelistirilen anlagsmay1 kabul etmistir

(Arai ve digerleri, 2009: 24).

Kabuklu canlilarin yasadigi sulara iligkin konsey yonergesi (2006/113/EC): kabuklu
canlilarin yasadig1 sularin kalite degerlerine iliskin ilk diizenleme, 30 Ekim 1979 tarih ve
79/923/EEC sayili konsey yonergesidir. 12 Aralik 2006 tarihli ve 2006/113/EC sayili
yonergeyle, bu yonerge ve diger diizenlemeler birlestirilmistir. 2006/113/EC sayili
yonergenin amaci, iiye iilkeler tarafindan kabuklu deniz {riinlerinin yasadig: sular olarak
tanimlanan tuzlu sular ve kiy1 sulart ilesuda yasayan kabuklu canlilarin korunmasin
saglamak ve bu amagcla alinan tedbirler neticesinde daha kaliteli {irtin elde edebilmektir.
Yonerge bu amaca ulasilmasi icin iiye llkeler tarafindanuyulmasi1 gereken parametreler
(pH, sicaklik, renk, askida kati madde, ¢6ziinmiis oksijen, bazimaddelerin varligi, kabuklu
canlilarin lezzetini etkileyen maddeler vb.) i¢in bagvurulacak analiz yontemi ve numune

alim sikligina iliskin bilgiler icermektedir (Aytug, 2014).

T.C. Saglik Bakanlig tarafindanAB 98/8/EC Direktifi dogrultusunda hazirlanan ve 27449
sayil1 (4. Miikerer) ve 31 Aralik 2009 tarihinde Resmi Gazete’de yayimlanarak ytirtirliige
giren Biyosidal Uriinler Yénetmeligi'ne gore dncelikle, tiim biyosidal iiriinlerde oldugu
gibi ruhsatlandirilacak antifouling boyanin aktif maddesi yonetmelikte listelenen aktif
maddeler igerisinde bulunmalidir. Bunun ile birlikte bu aktif maddenin/maddelerin,
antifouling boyanin kullanim alani olan “bozunmay1 6nleyici iiriinler” i¢cin uygun olan aktif

maddelerden (bakir piritiyon gibi) olmasi gerekmektedir (Erensoy, 2013).

Antifoling boyalarin ruhsatlandirilmasi, diger biyosidal irlinlerde oldugu gibi bir kag
asamadan olusmaktadir; hatta antifouling boyalarda, iirlinlerin renk versyonlarinin olmasi

sebebi ile bu asamalar daha detayl bir sekilde islenmektedir.

Bu agamalardan ilki, yukarida da bahsettigimiz gibi, aktif maddenin uygunlugudur. On
bagvurunun bakanlik yetkililerince degerlendirilmesinde oncelikle aktif madde kontrolii
yapilmaktadir. Bununla birlikte, irliniin igerigi olusturan her bir maddenin {iriin
igerisindeki fonksiyonunun belirtilmesi de énemlidir. Uriine ait 6rnek etiketin ydnetmelikte
belirtilen tiim hususlar1 karsiliyor olmasi gerekmektedir. Bu hususlardan bazilar1 6rnegin,
etikette aktif madde ismi verilmeli iiriin igerisindeki ylizde orani net miktar olarak etikette

belirtilmeli; liriintin siiflandirmas: etiket lizerinde eger varsa sembolii ile belirtilmeli ve
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tirline ait Giivenlik Bilgi Formu (GBF) ile uyumlu olmali ve bu GBF hazirlama konusunda
egitim almis ve akredite kurulus tarafindan sertifikalanmis yetkili bir kisi tarafindan
hazirlanmis olmali; iirlinlin etkin oldugu iddia edilen organizma isimleri etiket iizerinde
bulunmali; yanlis yorum ve uygulamalara sebep olabilecek sozlii, yazili ve gorsel yayinlar

bulundurmamalidir (Erensoy, 2013).

Antifouling {irtinlerin, biyosidal iiriin ruhsati alinmasi ile ilgili 6n basvurunun
tamamlanmas1 sonrasinda, Uriinlerin bakanhik tarafindan istenen analizlerinin
tamamlanmas1 ve literatiir taramasi ile birlikte ruhsat dosyalarinin hazirlanmasi
gerekmektedir. Heniiz bir mutabakata erisilmemesi ve ilgili laboratuvarin analizleri
yapmaya baglamamas1 sebebi ile bakanlik tarafindan onayli laboratuvarlarda yapilmasi
gereken bu analizler tamamlanamamis ve dolayisiyla hi¢bir antifouling boya firmasi ruhsat

alamamustir.

Antifouling boyalarin Saglik Bakanligi tarafindan denetimlerinin siklagtigt ve ruhsatsiz
tirlinlere cezalarin kesilmeye baslandigi bu giinlerde, boyalarin giivenli kullanimi igin
ruhsath ve etiketleri anlasilabilir {iriinlerin kullanilmasina dikkat ¢ekilmelidir (Erensoy,

2013).

Genel prensip olarak bozunmayi onleyici iiriinlerin (antifouling boyalarin) kullanimi

esnasinda;

e  Solumanin ve cilde temansin 6niine gecilmesi,

e Kisisel koruyucu ekipman kullanilmasi,

e lyi havalandirilan yerlerde kullanim,

e Is1ve ates kaynaklarindan uzak tutulmasi,

o Kesinlikle topraga ya da suya karisarak ¢evreye yayilmasinin 6nlenmesi,
e Kanalizasyona karigsmasinin 6nlenmesi,

e Maruziyet, alevlenme, ¢evreye yayilma ihtimallerine karsi senaryolarin olusturularak

uygun tedbirlerin alinmasi gereklidir (Okay, 2004).
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2.9. Bakir Piritiyon’un Fiziko-Kimyasal Ozellikleri
Bakir piritiyon, organokalay bilesikleri yerine 1996 yilinda gelistirilen, antifouling
boyalarin iceriginde kullanilan yiikseltici bir biyosittir. Avrupa biyosidal yonetmeligi adi
altinda desteklenmektedir. Bakir piritiyon iki pirition ligandin merkezi bakir iyonuna

baglanmasiyla olusur. Bakir piritiyon(Cu) 2-pyridinethiol-1-oxide i¢in ortak addir (Arch
chemicals, 2008).

Piritiyon kompleksleri nétr ve hidrofobik olup, suda diisiik bir ¢oziiniirliik ile organik

maddeye yiiksek oranda bir afinite olusturur.

N\ /

Sekil 2.1. Bakir piritiyon’un molekiiler formiilii (Cui, 2014)

Cizelge 2.3. Bakir piritiyon’un fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Arch Chemicals, 2010;
Arch chemicals 2008; EU, 2015)

Fiziksel durumu Kati, toz, sivi

Renk Zeytin yesili
Molekiiler agirlig 315,85 g/mol
25°C’deki pH degeri 5,0-7,0

Erime sicakligi 278°C

Suda ¢oziiniirliik Coziiniirlik < 1,0 ppm
Kokusu Kokusuz

Minumum saflik derecesi 950 g/kg
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Bakir piritiyon gilines 1s18ina kars1 duyarlidir ve hizli bir sekilde bozunmaya ugrar. Yari
Omrii ¢evre kosullarina bagli olarak birka¢ dakika ile birkag¢ saat arasinda de§ismektedir

(Arch Chemicals, 2010).

Uretim sirasinda potansiyel maruz kalma, giiclii endiistriyel hijyen protokolleri ve
stirecleriyle sinirl tiretim ekipmanlari mithendislik ve kisisel kullanimi koruyucu ekipman
gerektirir. Bakir piritiyon esas olarak antimikrobiyal olarak kullanilir. Zehirli boyalar,
koruma sanayi tiriinler, lif, deri ve kauguk koruma sanayinde kullanilir. Bakir piritiyon son
derece etkin genis spektrumlu bir biyosit olup bakterileri, algleri ve funguslar1 kontrol

etmek icin kullanilir (Arch Chemicals, 2008).

Bakir piritiyon’u toz veya duman seklinde solumak son derece toksik kabul edilir. Deride
tahris edici degildir. Toz seklinde alindiginda igerik kusturulmalidir. G6zleri agindirir, ciddi
g0z yanmasina veya tahrisine neden olur. Ciddi yaralanmalari 6nlemek i¢in hemen

yikanmalidir.

Kronik maruziyette bilinen ve beklenen etkileri vardir. Bakir piritiyon’un, embriyonik
etkileri ile iireme iizerine olumsuz etkileri olmasi1 beklenmektedir. Bakir piritiyon suda
yiiksek oranda ¢ok zehirli olarak kabul edilir. Giines 1s181yla hizli bir bozunmaya ugrar
cevre varlig1 cok kisa dmiirliidiir. Laboratuvar ¢alismalarinda belirli tiirlerde kas atrofisine
neden oldugu goriilmektedir. Bireysel tiliketiciye bu iiriin konsantre formda satilamaz.
Ancak endiistriyel alanda satilmast miimkiindiir. Konsantre iiriin olanlar veya sulandirilmis
olanlar dikkatlice etiketteki yonergeleri izlenerek kullanilmalidir (Arch Chemicals, 2008).

Ulkemizde de saglik bakanligin izinli biyosidal iiriinler listesinde yer almaktadr.

Bakir piritiyon’un, algistatik oldugu (biiylimeyi engelledigi halde 6ldiirmedigi) tath su
yesil alginde (Selenastrum capricornutum) tespit edilmistir. Yiiz yirmi saatlik ECsg, 35
ug/L ve yiliz yirmi saatlik NOEC biiylimesinin 18 pg/L oldugu tespit edilmistir. Bakir
piritiyon i¢in zehirlilik verileri, piritiyon bilesiginin sudaki omurgasiz hayvanlar i¢in ¢ok
toksik oldugunu gostermistir. Daphnia magna'ya kars1 akut bir copper pyrithione testi, 48
saatlik NOEC'nin 7,9 pg/LL oldugu saptanirken, 48 saatlik ECsy’si 22 pg/L olarak
bildirilmistir. Bakir piritiyon kullanilarak deniz dogusu istirideri (Crassostrea virginica)
icin 96 saatlik ECso 11 pg/L olarak hesaplanmis ve 96 saatlik NOEC biiylimesi 6,9 pg/L
olarak hesaplanmustir. Bakir piritiyon bilesigi tatlisu balig1 i¢in ¢ok toksik olarak kabul
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edilir, fathead minnow kars1 pyrithione testi (Pimephales promelas) 96 saatlik LCsy 4,3
ug/L. NOEC subletal 2,8 pg/L oldugu tespit edilmistir. Bakir piritiyon’u agizdan
uygulamay1 takiben orta diizeyde toksik oldugu gosterilmistir (Advisory Committee on

Pesticides[ ACP], 2005: xvi ).

Yukarida da gorildiigii lizere bakir piritiyon’un sucul canlilar {izerinde yiiksek oranda
toksisite gosterdigi belirlenmistir. Sucul ekosistemlerde bulunan canlilar besin aginin
Oonemli basamaklarin1 olusturur ve biyoakiimiile ederler. Bu nedenle sucul cevrede

meydana gelecek toksisite tiim canlilarin etkilenmesine neden olabilir.

Cizelge 2.4. Sucul ortamda yasayan canlilar tizerindeki LCs‘ye gore toksisite dereceleri
(Tunca, 2015)

Toksisite derecesi LCso(ng/L)
Cok yiiksek toksik <100
Yiiksek toksik 100-1 000
Orta derecede toksik 1 000-10 000
Az toksik 10 000-100 000
Akut toksik degil >100 000

Memeli hayvanlarda bakir piritiyon’a maruz kalma yollari; oral, dermal ve inhalasyon
yoluyla maruz kalmadir. Akut oral, dermal veya teneffiis sonrasi insanda maruz kalma
verilerde mevcut degildir. Akut bir oral ¢alismada, bakir piritiyon i¢in sigan LDsy degeri
erkeklerde 1075 mg/kg, kadinlarda 500 ila 1000 mg/kg arasindadir. 1000 mg/kg ve iizeri,
her iki cinsiyette GI (gastro intestinal yol) yolun tahrisi gézlenmistir. Genel olarak bu
calismaya dayanilarak, bakir piritiyon’un AB smiflandirma kriterlerine gore, oral yol ile
maruz kalmada zararli oldugu gosterilmistir. Siganlarda akut inhalasyon maruziyeti
calismasi, bakir piritiyon’un ¢ok toksik oldugunu dort saatlik LCsy degerinin 70 mgolarak
belirlenmistir. Bakir piritiyon, Pseudomanas putida’ya aerobik kosullar altinda 16 saatlik
ECsp degeri 6,0 mg/Lve NOEC 0,078 mg/L olarak tespit edilmistir (Advisory Committe on
Pesticides, 2005: xv ).
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Cizelge 2.5. Bakar piritiyon’un etki ettigi sucul canlilar (Guardiola, 2012)

Yaygin isim | Uygulamalar | Etki mekanizmasi | Tiir Etkiler
Bakir Mikrobisit Cok-bolgeli Crustacea
piritiyon inhibitor Artemia salina Na/K ATPaz’in
(CuPT) (metabolik inhibisyonu ve Mg
stiregler) ATPaz enzim
aktiviteleri
Mollusca
Mpytilus Na/K ATPaz degisikleri
galloprovincialis | ve Ca®" ATPaz
aktiviteleri
Teleost
Fundulus Solungag
heteroclitus osmoregiilasyonunda
degisiklikler
Oncorhynchus Solungag
kisutch osmoregiilasyonunda
degisiklikler

2.10. Piritiyon Grubu Antifouling Bilesiklerin Etki Mekanizmasi

Steril deniz suyu giines 15181na maruz birakildiginda, degredasyonun dolayli tahmini ZnPT
ve CuPT i¢in yarilanma omrii 7-8 dakika oldugu disliniilmiistiir. Azaltilmis 151k ve
karanlik ortamda bilesikler 48 saatten fazla kararlidir. CuPT ve ZnPT ayn1 grup kimyasal
oldugundan ve ekosistemde CuPT, ZnPT’ye doniistiigiinden etki mekanizmalar1 birlikte
ele alinarak sunulmustur. ZnPT ve CuPT’nin etki mekanizmasi, hiicre membranlarinin
pargalanmasi, pH gradyanlarinin bozulmasi, metallerle ve proteinlerle kompleks baglanma
gergeklestirmesi  seklindedir. Bu mekanizmalar ATP sentezinin bozulmasma ve
hiicrelerdeki metallerin ve diger katyonlarin agliginin yan1 sira zarlar yoluyla tasinmasina
yol agar. Pyrithione molekiilleri 320-355 nm arasindaki dalga boylar1 arasinda fotoliz
olabilir veya kimyasal ya da biyolojik oksidasyon ile par¢alanir. ZnPT ve CuPT bakterileri,
yosunlar1 ve zooplanktonu hem direk etkilerle, hem de topluluklarin islev ve yapisindaki

degisikliklere (besin maddesi dongiisiindeki degisiklikler) bagli olarak dolayli bir sekilde
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etkiler. CuPT i¢in toksisite, sudaki yiiksek fosfat konsantrasyonunda en diisiik diizeydedir
(Dahllof ve digerleri, 2005: 12, 21).

2.11. Bakar Piritiyon ile Tlgili Yasal Diizenlemeler

EPA antimikrobiyal ajan olarak gemilerde alg ve foulantlarin Onlenmesi i¢in copper
omadine (CuPT) kullanimint bildirmistir. 25m ve daha uzun gemilerde lisansh
uygulamacilar tarafindan tekne boyalarinda bu iiriin kullanilabilir (Lonza, 2012). Bakir
piritiyon, komisyon uygulama yonetmeligi (AB) 2015/984 24 Haziran 2015 tarihli kararla
biyosidal {iirlinler i¢cin mevcut aktif madde, iiriin tipi 21 olarak kullanimi onaylanmistir.
Fakat tirtin tipi 21 i¢in kullanilan ve bakir piritiyon igeren biyosidal {irtinlerden, 98/8/EC
sayili direktifin 5. maddesi'nde belirtilen sartlar1 yerine getirmesi beklenirken, kullanimina

iliskin belirli kosullara uyulmasi sarttir.

Zehirli boya iriinlerinin kullanimi ile ilgili risklerin kabul edilebilirliginin yani sira,
onerilen risk hafifletme tedbirlerinin uygunlugunun daha fazla teyit edilmesi
gerekmektedir. Mevcut zehirli aktif maddelerin onaylarinin yenilenmesi sirasinda,
uygulanan risk azaltma Onlemlerinin yani sira, bu maddelerin riskleri ve faydalarinin
gbzden gecirilmesi ve karsilastirilmasini kolaylagtirmak i¢in bu maddelerin onaylanma son

kullanma tarihi ayn1 olmalidir.

AB degerlendirme komisyonun hazirlamis oldugu yonetmelikte biyosidal {irtinlerin

yetkilendirilmesi agsagidaki kosullara tabidir:

1) Bakir piritiyon igeren {riinler, profesyonel olmayan kullanicilar tarafindan
yetkilendirilmemelidir.

2) Endiistriyel veya profesyonel kullanicilar i¢in giivenli operasyonel prosediirler ve uygun
organizasyon onlemleri olusturulacaktir. Uriinler, maruz kalmanin kabul edilebilir bir
seviyeye disiiriilemedigi durumlarda, uygun kisisel koruyucu ekipmanlarla birlikte
kullanilacaktir.

3) Etiketlerin ve eger varsa, kullanma talimatlari, ¢ocuklarin, aritilmis yiizeyler kuru olana
kadar uzakta tutulacaklar belirtilmelidir.

4) Etiketlerin ve tedarik edilen yerlerin, yetkili iiriinlerin glivenlik veri sayfalarinda, bakim

ve onarim faaliyetlerinin, dogrudan kayiplar1 6nlemek ve ¢evreye verilen emisyonlari en
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aza indirmek i¢in kapali bir alanda ve gec¢irimsiz sert yerde yiirlitiilecegini ve zararh

bakir piritiyon atiklarinin yeniden kullanim ve imha amaciyla toplanmasi (EU, 2015).

Ulkemizde Bakir piritiyon T.C. Saghk Bakanligi Tiirkiye Halk Saghg Kurumu Cevre
Saglig1 Daire Baskanlig1 tarafindan yayimlanan kullanimina izin verilen biyosidal iiriinler

arasinda aktif maddelere ait listeler icerisinde "liste 1" de yer almaktadir.

2.12. Biyodeney ve Biyodeneylerde Kullanilan Bazi1 Terimler

Sucul ortamda mevcut kirliligin ve toksik maddenin canli {izerinde yaptigi etkilerin
degerlendirilmesinde ¢cogunlukla saha ve laboratuvar ¢aligsmalar1 gerceklestirilmektedir. Bu
baglamda ya canlmin yasadigi ortam kosullarina benzer kosullar (tam kontrollii)
laboratuvar (in vitro) ortamina aktarilarak biyodeneyler olarak adlandirilan g¢aligmalar
yapilmaktadir ya da toksik madde varliginin sucul sistemler {lizerinde yarattig1 etkilerin

arastirilmasi amaciyla 6rnek toplanarak incelenmektedir (in situ) (Tunca, 2015).

Biyodeneyler, dogrudan canli materyalin kullanildigi deneylerdir, ¢ogunlukla da toksik
maddelerin etkilerinin tespiti yapildigi i¢in zehir deneyleri olarak da adlandirilirlar (Tunca,
2015). Biyodeneyler deney siirelerine gore genel olarak; kisa siireli (akut) ve uzun siireli

(kronik) olmak iizere ikiye ayrilir.

Akut toksisite deneylerinde genellikle LCsy degerinin hesaplanmasinin nedeni, kirleticilere
kars1 6liim Oncesi bireysel ve toplu reaksiyonu yani genellikle canlinin liimiinii baz almak

i¢cindir.

Zehir, Canli organizmada zararli etki gosteren herhangi bir kimyasal madde zehir olarak

adlandirilir. Canlinin sagliginda gecici ya da siirekli olarak olumsuz etki yapabilir.

Zehirlilik (Toksisite),; sularda tabii dengeyi bozan organizmalarin hayat siirelerini kisaltan
ve/veya ortam sartlarini bozan her tiirlii yabanci etkidir. Diger bir deyisle; kirleticilerin

organizmalar iizerine zararl etkisidir (Tunca, 2015).

Subletal Doz; canlidadogrudan 6liime neden olan diizeyin altindaki dozdur.
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Akut zehirlenme, kimyasal maddenin toksik dozuna bir kere veya kisa zaman (24 saat)

i¢inde bir¢ok kere maruz kalma sonucu gortiliir.

Kronik zehirlenme, uzun siire (3 aydan fazla) akut toksik dozun altinda maruz kalma
sonucu olusan kronik zehirlenme kiimiilatifzehirlerle goriiliir. Genel olarak bir zehirin
organizmadan atilim hizi, absorbsiyon hizina gore daha yavas ise, bu toksik madde

organizmada birikebilir yani "kiimiilatif 6zellik" gosterir.

LDsy (median letal doz): "deney hayvanlarina belirli kosullarda ve dogrudan uygulanan
toksik maddenin, bu hayvan popiilasyonunun %350'sini 6ldiiren dozu" olarak tanimlanir

(Vural, 2005: 228)

LCsy ise: "belirli bir siireligine, ¢cevrede (su, hava gibi) bulunan kimyasal maddeye maruz
kalan deney hayvanlarinin %50'sini 6ldiiren madde konsantrasyonu" olarak ifade edilir

(Vural, 2005: 228)

LDsgtayini: Yukarda verilen LDs tanimi, Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Kurulusu (The
Organization For Economic Cooperation and Development: OECD) tarafindan daha agik
olarak: "Bir maddenin deney hayvanlarimin %50'ini 6ldiirecegi beklenen ve istatistiksel

olarak tayin edilen tek dozu" seklinde tanimlanmaktadir (Vural, 2005: 228).

LDsy ve LCs tayininde kullanilan en basit yontem, grafiksel yontem olup, etkinin kuantal
oldugu (hep veya hig) diisiincesine dayanir. Boylece deney grubunda, doza karsi cevap
(6ltim) ytiizdesi ve normal dagilimdaki kiimiilatif etki degerlendirilmesi yapilir (Vural,

2005: 229).

Doz-probit iliskisi: Doz-cevap iligskisinde doza karsi 6liim "probit birimi"ne dontistiiriilerek
gosterilebilir. Ozellikle probit esasina dayanan doz-cevap egrisi, ayn1 LDso degerini veren

maddelerin, diger dozlardaki toksisitelerini karsilastirmadadnemlidir.

Bagimli ya da agiklanan degiskeni evet-hayir, basarili-basarisiz gibi yanitlardan olusan, 0
ve 1 olarak kodlanan kategorik modeller, iki uclu ya da golge-bagimli degiskenli modeller
olarak adlandirilir. Bu modelleri tahmin etmek i¢in Dogrusal olasilik, Logit ve Probit gibi

cesitli analiz yontemleri kullanilir.
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Probit analizi logistik regresyona alternatif olarak kullanilan bir modeldir. Her iki analiz
birbirine olduk¢a benzerdir ve her iki yontem ile elde edilen olasilik tahminleri birbirine
olduk¢a yakin degerlerdir. Logistik regresyon analizinde log odd’lar (bahis oranlari)

kullanilirken probit analizinde kiimiilatif normal dagilim kullanilir.

Finney’in probit analizi, 6zellikle yasam bilimleri alaninda yapilan deneysel ¢alismalarda,
birimlere uygulanan doz miktarlarina karsi alinan cevaplar (doz-cevap) i¢in diizenlenmis
olmasina ragmen daha genis amaclar i¢in de kullanilabilmektedir. Probit analizi, belli bir
bagimli degisken (cevap) oranina ulasmak ic¢in gerekli olan bagimsiz degisken etkisinin

tahmin edilmesine imkan saglar.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal
3.1.1. Tath su midyelerinin temini

Bu arastirmada iki midye tiirii kullanilmistir. Bunlardan biri olan zebra midye (D.
polymorpha) (Pallas, 1771), Ekim 2015’de KesikkOprii Barajindan elde edilmistir.
Kesikkoprii Baraji Ankaramin Bala ilgesinde, Kizilirmak iizerinde, sulama ve enerji
tiretimi amaci ile 1959— 1966 yillar1 arasinda inga edilmis bir barajdir. Toprak ve kaya
gdvde dolgu tipi olan barajin gévde hacmi 900 000 m’, akarsu yatagindan yiiksekligi 49,10
m'dir. 39° 23" 43,08"" kuzey enlemi, 33° 25" 15,6"" dogu boylam1 arasindadir. Kesikk&prii
Barajinda bulunan hidroelektrik santraldeki borularda zebra midyeler kolonize halde

bulunur.

Calisilan ikinci tiir Unio mancus eucirrus (Bourguignat, 1860) Ekim 2015°de Sinop ilinin
Karasu Cay’indan midyelere yilizeyde ulasilabilen kisimlarda el ile, daha sig olan
kisimlarda kepge ile toplanmustir. Isik almayan mavi termoslar i¢ine konularak Gazi
Egitim Fakiiltesi Biyoloji Egitimi Anabilim Dali laboratuvarina getirilmistir. Sinop’ta
bulunan Karasu Cayi; Kiire daglarinda giindiizlii ormanlarindan dogar. Uzunlugu 80 km,
Sinop’un 8 km batisindan denize dokiiliir. Karasu Cay’in1 Kinik, Cak¢ak, Hasan, Ramli ve
Tasnaklar dereleri beslemektedir. Orneklerin toplandig1 Karasu Cay’min koordinatlari; 41°

57" 17,96"" kuzey enlemi, 31° 1" 11,24"" dogu boylami, GPS irtifa 21,3 m’dir.
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Resim 3.1. Karasu Cay1 (Sinop)

3.1.2. Deney ortami ve adaptasyon periyodu

Kesikkoprii Barajindan el ile toplanan zebra midye (D. polymorpha) ile Sinop ilinin
Karasu Cayindan yine elle toplanmak suretiyle elde edilen U. mancus eucirrus bireyleri
serin ve nemli ortamda laboratuvara getirilerek burada daha dnceden hazirlanmis ve 48
saat havalandirilarak dinlendirilmis sebeke suyu igeren akvaryum ve cam kaplara ayr1 bir
sekilde konularak bir hafta adapte edilmislerdir. Bu siire¢te midyelerin gerektiginde tatli su

algleri ile beslenmeleri saglanmistir.

3.1.3. Deney diizenegi

Zebra midve (D. polymorpha)

Zebra midye deneyinde 3 L hacimli 7 adet cam kap kullanilmistir. Cam kaplar igerisine 2
L Ankara sebekesinden ¢esme suyu konularak kloru ugmasi icin 48 saat dinlendirilmis ve

gerekli havalandirma diizenegi saglanmistir. Her bir cam kaba 20 adet zebra midyesi (D.
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polymorpha) konulmustur. Deney oncesi cam kaplardaki su parametreleri; sicaklik 21°C,

iletkenlik 204,7 uS/cm, ¢oziinmiis oksijen (DO) 4,25 mg/L olarak tespit edilmistir.

Resim 3.2. Zebra midye (D. polymorha) biyodeney diizenegi

U. mancus eucirrus

U. mancus eucirrus deneyimizde 20 L’lik 3 adet akvaryum kullanilmistir. Akvaryumlar
igerisine 15 L su konularak merkezi havalandirma uygulanmig ve her bir akvaryuma 15
midye konulmustur. Deney Oncesi akvaryumdaki su parametreleri; sicaklik 19,1 + 0,16°C,
iletkenlik 256,6 uS/cm, pH 8,16 + 0,2, ¢oziinmiis oksijen (DO) 6,25 mg/L olarak tespit

edilmistir.
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Resim 3.3. U. mancus eucirrus biyodeney diizenegi

3.1.4. Bakir piritiyon c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Zebra midye (D. polymorpha) tiiriiniin akut toksisitesi i¢in yapilan biyodeneyde stok
cozelti, kat1 bakir piritiyon’un (CuPT; Arch Chemicals, U.K.) tartilip volumetrik cam
balon jojede belirli hacim DMSO ile tamamlanmasi ile hazirlanmistir. U. mancus eucirrus
tiirliniin subletal deneyinde stok ¢ozeltileri hazirlanirken kati haldeki bakir piritiyon
(CuPT; Arch Chemicals, U.K.) maddesi tartilip volumetrik cam balon jojede belirli hacim
DMSO ile ¢oziilerek hazirlanmistir. Hazirlanan numuneler kullanim 6ncesinde belirli
sicaklikta tutulmus ve madde 151k ortaminda yikima ugramaya basladigi i¢in balon jojenin
etrafi 151k almayacak sekilde altiminyum folyo ile sarilmistir. Akvaryum ve cam kaplarda

dozlama yapilirken otomatik mikro pipet kullanilmistir.
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3.2. Yontem
3.2.1. Deney yontemi

Akut toksik deneyde: zebra midye (D. polymorpha) bireyleri Kesikkoprii Barajindan
toplandiktan sonra soguk ortamda laboratuvara getirilerek bir hafta adapte edilmislerdir.
Dinlendirilip siirekli havalandirilan sebeke suyu ortamina, 2 L’lik cam kaplara, 20'ser
midye olarak aktarilan midyelerin ortalama boylar1 20,01 mm (£ 3,02)’dir. DMSO iginde
¢oziilen CuPT cozeltisi ile 1, 4, 10, 20 ve 80 pg/L'lik konsantrasyonlarda karanlikta
dozlama yapilmis ve deneyler 3 kez tekrarlanmistir. Deneylerde higbir kimyasalin
katilmadigr ve c¢oziici olarak kullanilan DMSO’nun katildigi iki kontrol grubu

kullanilmustir.

Subletal deneyde ise, U. mancus eucirrus tiiri kullanilmistir. Subletal, bakir piritiyon
(DMSO’da ¢oziinerek hazirlanmistir) maruziyet deneyinin doz araligina belirlenen 6n
deney sonucunda karar verilmistir. 20 L hacimli deney akvaryumuna 15 adet tatli su
midyesi konulmus ve akvaryuma 5Sug/L CuPT dozlanmistir. Deneyde ayrica 20 litrelik iki
adet kontrol akvaryumu (DMSO ve negatif kontrol) olusturulmustur. Icerisine 15 adet
midye konulmus, havalanmis, kloru ugurulmus sebeke suyu ile doldurulmustur. Yapilan

dozlama 96 saat boyunca gozlemlenmistir.

Biyodeney sistemi OECD (1993) ve ulusal mevzuatta verilen (Resmi Gazete, 1991)
standard metotlara gore yapilmistir. Deney sonuglar1 Finney’in probit analiz yontemine
gore EPA tarafindan gelistirilen paket program (EPA Probit Anlaysis Program Version 1.5,
A.B.D.) ile LCspve %95 giliven araligi hesaplanmustir.

3.2.2. Deney sonrasi uygulanan islemler

Deney sirasinda (96.saat) zebra (D. polymorpha) midyelerinin her giin kabuklarina uyari
verilerek el yardimiyla agilmaya calisilarak canliliklart tespit edilmis, eger kabuklar
aciliyorsa 0lii, agilmaya ¢alisildiginda tekrar kapaniyorsa canli kabul edilmistir. Bu sekilde
yapilan canlilik tayininden sonra 6lii bireyler kaydedilerek agirlik, uzunluk, yiikseklik ve

kalinlik degerleri not edilmistir.
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U. mancus eucirrus tiirinde deney bitiminde (96. saat sonunda) her midyenin 6nce kagit
havlu ile kurulanarak fazla sular1 uzaklastirilmis, agirlik (Sartorius, TE313S terazi)

yiikseklik, uzunluk ve kalinlik parametreleri kumpas aleti kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

TNy

(a) (b)

(c)

Resim 3.4. U. mancus eucirrus 6l¢iimleri; a) Uzunluk b) Yiikseklik ¢) Kalinlik

3.2.3. Tath su midyesinden (U. mancus eucirrus) hemolemf alinmasi ve toplam
hemosit sayisinin belirlenmesi

Tatli su midyelerinin ilk olarak umbo kismina yakin bolgesinden 2,5 ml’lik enjektor
kullanilarak hemolenf sivist alinmisg 1:1 oraninda %4’likk formaldehitle sulandirilmistir
(%4’lik formaldehit; 96 ml distile suya 4 ml formaldehit). Hemolemfde THS/ml hemosit
sayim1 hemositometrede tiim hiicreler sayildiktan sonra (Sepici-Dingel ve digerleri, 2013)

metodunun modifikasyonu ile hesaplanmigtir.
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Resim 3.5. U. mancus eucirrus hemolemf s1vist alinmasi

3.2.4. Tath su midyesinden (U. mancus eucirrus) dokularin ¢ikartilmasi

Midyelerin hemolenfleri alindiktan sonra diseksiyon islemine gecilmistir. Diseksiyon
isleminde biyokimya i¢in ayrilan 10 ornegin her birinin solunga¢ ve sindirim bezi s6z
konusu dokulardaki biyobelirtecleri tespit etmek amaciyla alinarak aliiminyum folyoya
sarillmis, soklama yoOntemi ile sivi azota atilmis ve parametre Olglimlerinin yapilacagi

zamana kadar -80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

(a) (®)

Resim 3.6. U. mancus eucirrus dokulari; a) solungag b) sindirim bezi
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3.2.5. Doku analizleri

Kullanilan aletler

e Homojenizatér MICCRA D-1 Mikro

e Hassas terazi SARTORIUS

e Santrifiiy HETTICH Micro 200 R Sogutmali

e  Spektrofotometre BIOKIT EL X 800 Bioelisa Reader
e Spektrofotometre BIOCHROM Libra S22 UV/VIS
e Vortex HEIDOLPH

e Benmari Isiticili Su Banyosu

e Derin dondurucu DAIHAN

e pH-metre JENWAY

e  Magnetik karistiric1 Isiticilt HEIDOLPH

e Kar makinesi ELECTROLUX

e Otomatik pipet

Kullanilan kimyasal maddeler

Trikloraasetik asit (TCA), etil alkol Merck firmasindan saglandi. 5,5 ditiyobis 2-
nitrobenzoik asit (DTNB), tiyobarbitiirik asit (TBA), biitil hidroksitoluen (BHT),
Na,HPO4.2H,0, sodyum sitrat Sigma firmasindan saglandi.

3.2.6. Doku analiz yontemlerinin uygulanmasi

Solungac ve sindirim bezi TBARS diizeyinin 6lciilmesi

Solungag ve sindirim bezi dokusunda lipid peroksidasyon diizeyi tiyobarbiitrik asit (TBA)
reaktif madde olusumu yontemi ile ¢alisildi (Casini 1986; Kurtel 1992). Doku 6rnekleri
homojenizator ile soguk trikloraasetik asit (TCA) (100 mg doku + 900 pL %10’luk
TCA) iginde buzlu ortamda homojenize edildi. Daha sonra 15 dakika siireyle 4 000 rpm’de
santrifiij edildi ve siipernatant alinarak 4 000 rpm’de 8 dakika tekrar santrifiij edildi.
Ornekten 250 pL alinarak iizerine 10 uL %]1°lik biitil hidroksitoluen (BHT) ve 250 pL
%0,67’1ik tiobarbitriik asit (TBA) eklendi. Daha sonra drnekler 100°C’da kaynayan su



39

banyosunda 15 dakika bekletildi. Daha sonra sogutularak 4 000 rpm’de santrifiij edildi.
Stipernatant alinarak her bir 6rnegin absorbanst 532 nm’de tayin edildi. Solungag¢ ve
sindirim bezi dokusu lipid peroksidasyon diizeyi 1,56 x 10° M/cm ekstinksiyon katsayisi

kullanilarak malondialdehit (MDA) esdegeri olarak ifade edildi.

Solungac ve sindirim bezi glutatyon diizeyinin Olciilmesi

Solunga¢ ve sindirim bezi dokusunda glutatyon (GSH) tayini i¢in modifiye Ellman
yontemi kullanildi (Ayka¢ 1985; Ellman 1959). Lipid peroksidasyonunda anlatildigi
sekilde solungag¢ ve sindirim bezi dokular1 homojenize edilip santrifiij edildikten sonra,
100 pL stipernatant, 400 puL 0,3 M Na,PO4.2H,0 ve 50 pL ditiyobisnitrobenzoat (DTNB)
(0,4 mg/ml %1°lik sodyum sitrat) ¢ozeltisi ile karistirildi. Ornekler oda 1sinda 5-10 dakika
inkiibasyona birakildi. Daha sonra spektrofotmetrede 412 nm dalga boyunda absorbansi
Olciildi ve glutatyon diizeyleri 13,600 M/cm ekstinksiyon katsayist kullanilarak
hesaplandi.

Deney sonuclarinin degerlendirilmesi

MDA ve GSH tayini sonuglart gruplar arasi farkin tespiti i¢in 6nce normal dagilim ve
varyanslarin homojenligi testlerinden gecirildi; bu sartlar1 saglayanlar parametrik t-testi ve
tek yonlii ANOVA ile; saglamayanlar bunlarin non-parametrik muadilleri olan Mann-
Whitney U ve Kruskall Wallis H testleri ile analiz edildi. Anlamlilik diizeyi 0,05 olarak

alinmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Bakar Piritiyon’un Tath Su Midyesi (D. polymorpha) Uzerine Akut Toksik Etkisi

Bu calismada antifouling bilesik olan bakir piritiyon’un zebra midye (D. polymorpha)
izerine akut toksik etkileri (LCsg) 24., 48., 72., 96. Saat ve 7 giin maruziyetten sonra statik
biyodeney ile belirlenmistir. Asil dozlama deneylerinden 6nce 6n deneyler yapilarak bakir

piritiyon i¢in maruziyet/uygulama konsantrasyon araligi belirlenmistir.

Toksisite deneyleri boyunca kontrol gruplarinda 6liim saptanmamaistir. Deney grubunda ise
Olen tath su midyeleri kapakgiklarinin el yardimiyla agilip tekrar kapanmadigi tespit
edildikten sonra (yani 6lim gerceklestigi icin kapak kaslari gorevini yerine getiremez ve

acik kalir) 6lii/mortalite olarak degerlendirilmistir.

Kullanilan statik biyodeney sisteminde 48 saatlik LCsy degeri 7,32 ug/L olarak
hesaplanmistir. Yirmi dordiincii saat LCsy degeri birey mortaliteleri hesap yapmaya uygun
olmadigindan, bulgu olarak verilememistir. Akut toksisite 72., 96. saatlerde hesaplanmis

ve diger istatistik sonuglariyla birlikte ¢izelge 4.1 ve sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Zebra midye (D. polymorpha) iizerinde bakir piritiyon’un akut toksisitesi

CuPT maruziyeti LCs Giliven Araligt Egim + S.EM Intercept + S.E.M
(h) (ng/L) (%95)
48 7,32 Hesaplanamadi 0,98 £0,51 4,15+0,37
72 52,72 1,30- 1,63 + 0,80 2,17+£0,75
96 23,88 13,120 — 1040,40 1,90 + 0,74 2,38 +£0,67
7.Giin 8,72 Hesaplanamadi 2,11 £0,80 3,00 £ 0,68




—+ + + + + + +-
LCo1 LC10 LC25 LC50 LC75 LC90 LC99

Sekil 4.1. Tath su midyesi (D. polymorpha) iizerine CuPT nin 48 saatlik akut toksisitesi ve
hesaplanan probit degerleri regresyon grafigi
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Probit
10+

9+

—+ + + + + + +-
LCO1 LC10 LC25 LC50 LC75 LC90 LC99

Sekil 4.2. Tath su midyesi (D. polymorpha) izerine CuPT nin 72 saatlik akut toksisitesi ve
hesaplanan probit degerleri regresyon grafigi



—+ + + + + + +-
LCo1 LC10 LC25 LC50 LC75 LC90 LC99

Sekil 4.3. Tatli su midyesi (D. polymorpha) iizerine CuPT’ nin 96 saatlik akut toksisitesi ve
hesaplanan probit degerleri regresyon grafigi
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Probit
10+

9+

-+ + + + + + +-
LCO1 LC10 LC25 LC50 LC75 LC90 LC99

Sekil 4.4. Tath su midyesi (D. polymorpha) tizerine CuPT nin 7 giinliik akut toksisitesi ve
hesaplanan probit degerleri regresyon grafigi
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4.2. Bakir Piritiyon’un Tath Su Midyesi Unio mancus eucirrus Uzerine Subletal
Toksik Etkisi

Bu ¢alismada antifouling bilesik olan bakir piritiyon’un indikator tatli su midyesi tiiri U.
mancus eucirrus izerine subletal etkisi incelenmistir. Asil deneyden Once daha Once
yapilan 6n calismalarda belirlenen 5 pg/L subletal maruziyet konsantrasyonu 96 saat
uygulanmistir. Coziicii olarak kullanilan DMSO’da kontrole gore fark bulunamadigindan

verileri burada sunulmamugtir.
4.2.1. Toplam agirhik-uzunluk-yiikseklik-kalinhk sayisina iliskin bulgular

Doksan alt1 saatlik maruziyet deneyi siiresince subletal bakir piritiyon’a maruz birakilan
tath su midyesi U. mancus eucirrus’un kontrol ve deney grubunda ortalama toplam agirlik-
uzunluk-yiikseklik-kalinlik sayilar1 tespit edilmistir. Kontrol ve deney grubu ortalama
agirlik-uzunluk-yiikseklik-kalinlik sayilar1 arasinda istatistiksel 6nem diizeyinde farkli

bulunmamastir (p > 0,05).
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Sekil 4.5. Kontrol ve deney grubu toplam agirligin boxplot grafiginde karsilastirilmasi
(“CuPT”: Deney grubu, “K”: Kontrol grubu)
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Sekil 4.6. Kontrol ve deney grubu toplam uzunluklarin boxplot grafiginde karsilastirilmasi

(“CuPT”: Deney grubu, “K”: Kontrol grubu)
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Sekil 4.7. Kontrol ve deney grubu toplam yiiksekliklerin boxplot

karsilastirtimast (“CuPT”: Deney grubu, “K”: Kontrol grubu)

grafiginde
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Sekil 4.8. Kontrol ve deney grubu toplam kalinliklarin boxplot grafiginde karsilastirilmast
(“CuPT”: Deney grubu, “K”: Kontrol grubu)

Cizelge 4.2. U. mancus eucirrus tiriinde agirlik, uzunluk, ytikseklik, kalinlik parametreleri
(“CuPT”: Deney grubu, “K”: Kontrol grubu)

Grup Ortalama + SD Giiven araligi
(%95)
Agirlik (g)
CuPT 25,90 +2,30 20,97 + 30,83
K 24,83 £1,94 20,68 + 28,10
Uzunluk (cm)
CuPT 59,74 + 1,57 59,39 + 1,57
K 59,38 £ 1,39 56,40 £ 62,35
Yiikseklik (cm)
CuPT 30,30 £ 0,62 28,99 + 31,63
K 30,57 £ 0,61 29,26 + 31,88
Kalinlik (cm)
CuPT 20,44 £ 0,74 18,86 +£22,02
K 19,45+ 0,58 18,20 + 20,69




4.2.2. Toplam hemosit sayisina iliskin bulgular

Doksan alt1 saat deney siiresince subletal (5 pg/L) bakir piritiyon’a maruz kalan tatli su

midyesi U. mancus eucirrus’un kontrol ve deney grubunda ortalama toplam hemosit

sayilart THS/ml, sirastyla: 139667 = 10165; 179667 + 20552) dir. Ortalama hemosit sayis1

deney grubunda kontrol grubuna gore istatistik olarak artig gostermistir (p > 0,05).
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Sekil 4.9. Kontrol ve deney grubu hemosit sayilarinin boxplot grafiginde karsilastirilmasi

T
K CuPT

Grup

(“CuPT”: Deney grubu, “K”: Kontrol grubu)

Cizelge 4.3. U. mancus eucirrus tiirlinde toplam hemosit sayis1 (“CuPT”: Deney grubu,

“K”: Kontrol grubu)

Grup

Ortalama + SD

Gliven aralig1
(%95)

THS/mL  CuPT

K

179666,67 + 20552,614

139666,67 + 10165,112

137631,85 +20552,614

118876,68 + 160456,66




50
4.3. Doku Analizlerinden Elde Edilen MDA Bulgulari

Doksan alt1 saat siiresince subletal bakir piritiyon’a maruz kalan tatli su midyesi U.
mancus eucirrus’un sindirim bezi ve solunga¢ dokularindaki malondialdehit (MDA)
diizeyleri belirlenmistir. Doksan alt1 saat boyunca bakir piritiyon’a maruz kalmis solungag
dokularindaki MDA diizeyleri kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde artmistir (p > 0,05).

Sindirim bezi MDA diizeyleri ise kontrole gore istatistiksel olarak onemli diizeyde

artmistir (p < 0,05).
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Sekil 4.10. Kontrol ve deney grubunun toplam MDA diizeyi farklari boxplot grafiginde
karsilagtirilmasi (“CuPT”: Deney grubu, “K”: Kontrol grubu)
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Cizelge 4.4. Dokulardan elde edilen toplam MDA degerleri (Sindirim bezi, “CuPT”:

Deney grubu, “K”: Kontrol grubu; Solunga¢ dokusu

grubu, “K-sol”: Kontrol grubu)

“CuPT-sol”: Deney

Grup Ortalama + SD Giiven aralig1
MDA (nmol/g doku) (%95)
CuPT 147,29 + 6,00 131,35+ 163,22
K 28,38 + 6,38 13,95 + 42,81
CuPT-sol 79,44 +£3,99 70,43 + 88,45
K-sol 74,16 £26,91 13,28 £ 135,04

4.4. Doku Analizlerinden Elde Edilen GSH Bulgular

Doksan alt1 saat siiresince subletal bakir piritiyon’a maruz kalan tatli su midyesi U. mancus

eucirrus’un sindirim bezi ve solunga¢ dokularindaki glutatyon (GSH) diizeyleri

belirlenmistir. Doksan alti saat boyunca bakir piritiyon’a maruz kalmis solungag

dokularindaki ortalama glutatyon (GSH) diizeyleri kontrol grubuna gore artmistir (p >

0,05). Sindirim bezi glutatyon (GSH) diizeyleri ise kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli

diizeyde artmistir (p < 0,05).
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Sekil 4.11. Kontrol ve deney grubunun toplam GSH diizeyi farklar1 boxplot grafiginde
karsilastirilmast (“CuPT”: Deney grubu, “K”: Kontrol grubu)

Cizelge 4.5. Dokulardan elde edilen toplam GSH degerleri (Sindirim bezi, “CuPT”: Deney
grubu, “K”: Kontrol grubu; Solungag¢ dokusu, “CuPT-sol”: Deney grubu, “K-
sol”: Kontrol grubu)

Grup Ortalama + SD Giiven araligi
GSH (nmol/g doku) (%95)
CuPT 2,27+ 0,40 1,37 +£3,18
K 0,51 +0,04 0,41 +£0,61
CuPT-sol 2,33+ 0,34 1,57 £3,10
K-Sol 1,66 £ 0,38 0,79 £ 2,54
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5. TARTISMA

Bu calismada, antifouling bilesik olan bakir piritiyon’un zebra midyesi (D. polymorpha)
tizerindeki akut toksik etkisi ve Unio mancus eucirrus lizerine subletal etkisi incelenmistir.
Zebra midyenin (D. polymorpha) bakir piritiyon’a 7 giinliik akut maruziyet sonucu LCs
degeri 8,72 pg/L olarak tespit edilmistir. Deney sonuglarina gore antifouling bilesik olan
bakir piritiyon’un zebra midye (D. polymorpha) i¢in ¢ok toksik oldugu saptanmustir.

Toksikoloji ¢alismalarinda organizma se¢iminde sudaki makro omurgasizlar biyotik
faktorlerin tercih edilen indikator tiirleri olduklari i¢in degerli bir se¢enektir. Omurgasiz
hayvanlar besin ag1 nedeniyle hayvan tiirlerinin yaklasik %95 kadarini etkileyebilecek
diizeydedir. Bu grupta yer alan midyelerde yasama alanlarinin genisligi, canlilik
faaliyetlerinin gii¢lii olmasi, lireme ve beslenme sistemleriyle nedeniyle biyoizlem
calismalarinda 6nemli indikatortiirlerdir. Kirlilik gostergesi olarak midyelerin kullanilmaya
baslanmas1 1950’lerde baglamis, 1970’lere gelindiginde yayginlasmistir (Van Hassel ve
Farris, 2007). Zebra midyesi istilact bir tiir oldugundan giiniimiizde en biiylik ve geri
doniistimii olmayan ¢evre problemi, iklim degisikligi dolayisiyla indikator tiir olarak son
yillarda kullanimi artmistir. Yapilan aragtirmalarda bakir piritiyon’un zebra midye (D.
polymorpha) tizerine akut toksik etkisine iliskin herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir.
Zebra midye (D. polymorpha) daha ¢ok agir metal birikimi calismalarinda
embriyotoksikolojik, histopatalojik ve genotoksikolojik etkilerin incelenmesinde kullanilan

tiir oldugu goriilmektedir.

Yapilan ¢alismalardabakir piritiyon’un bazi omurgasizlar tizerindeki etkisinin (ECsp) ve
mortalite ile hesaplanan toksisitesinin (LCsp) degerleri, birgok omurgaliya oranla daha
yliksek derecede toksik oldugunu gosterilmistir. Bu baglamda yapilan bir toksisite
calismasinda Cyanobakter olan Chroococcus minor tiirli igin 7 glinliik ECsy degeri ~50
ug/L, mikroalg olan Skeletonema costatum tiirii i¢in 96 saatlik ECsy degeri ~1,8 pg/L,
Krustase olan Tigriopus japonicus tirii i¢in 96 saat LCs degeri 30 (26-36) ng/L, Oryzias
melastigma tiirlinlin larvasina 96 saatlik LCso degeri 8,2 (8,0-8,4) png/L olarak bildirilmistir
(Bao ve digerleri, 2011). Bu sonuglar bizimde ¢alismis oldugumuz omurgasiz canli tiirii

zebra midye (D. polymorpha) i¢in tespit ettigimiz 7 glinliik LCsy degeri ile ortiismektedir.
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Bir diger antifouling bilesik olan TBT ve TBTO toksisitesi, zebra midye gibi biyoizlem
caligmalarinda kullanilan ve zebra midyesi ile bircok agidan benzerlik gosteren Mytilus
edulis lizerinde ¢alisilmis; 7 giin boyunca 0,5 pg/L ve iizeri konsantrasyonlarda TBT ye
maruz birakilmig, midyelerdeki hiicre caliliginda (nétral kirmizisi testi) anlamli bir diisiis
aktivitede degisiklik bulunmazken, DNA hasar1 anlamli artig gostermistir (mikroniikleus
ve comet testleri; 0,5, 1 ve 5 ng/L TBTO). Bu ¢alismada midyelerin 0,5 pg/L gibi diisiik
bir konsantrasyon maruziyetinde etkilenmesinde TBT’nin, bakir piritiyonile
karsilastirildiginda suda yarilanma siirelerinin farkli olmasi etkili olmus olabilir (Hagger ve

digerleri, 2005).

U. mancus eucirrus ile yapilan subletal calisma sonucundabakir piritiyon’a 96 saat
maruziyette midyelerin agirlik (g), uzunluk (cm), yiikseklik (cm), kalinlik (cm)
parametreleri maruz kalan deney ve kontrol grubunda incelenmistir. Bakir piritiyon’a
maruz kalan midyelerin agirliklarinda, uzunluk, yiikseklik ve kalinliklarinda kontrol
grubuna gore fark gozlemlenmemistir (p > 0,05). Bekledigimiz farklilik biliylime {izerine
herhangi bir etkinin incelenmesine yonelik degildir. Subletal dozun morfometrik

varyasyonlara gore degerlendirilmesini kapsar.

U. mancus eucirrus ile yapilan subletal calisma sonucunda 96 saat siiresince bakir
piritiyon’a maruz kalan midyelerin hemosit sayilarinin kontrol grubuna gore etkilerinde
deney grubunda ortalama artis vardir; ancak kontrol grubuna gore bu artis istatistik olarak

onemli diizeyde degildir (p >0,05).

Zebra midye (D. polymorpha) hemositlerinin metal birikiminin incelendigi bir ¢caligmada
hemositler kadmiyuma 21 saat siireyle maruz birakilarak canlilik, fagositoz aktivite,
oksidatif aktivite ve lizozomal igerik acgisindan incelenmistir. Sonu¢ olarak kadmiyumun
zebra midye hemositleri lizerinde zay1f etkiye sahip oldugu yalnizca test edilen en yiiksek
konsantrasyonda (10° M) etkisinin goriildigi gdzlemlenmistir (Evariste ve digerleri,
2017). Yukarida belirtildigi gibi bu durum tiiriin immdiin sistemi isleyisiyle ilgili olabilir.
Bu sonu¢ bizimde savundugumuz midyelerde cevresel kirleticilerin immiin sistemi

etkileyebilecegi goriislinii destekler niteliktedir.

Gastropod Haliotis diversicolor (abalone) lizerinde TBT ve benzo[a]pyrene’nin (BaP)

immiin sisteme etkisinin incelendigi bir baska calismada, subletal BaP konsantrasyonuna
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uzun siireli kronik maruz kalmanin bagisik iligkili parametrelerin aktivitesinde degisim
olarak  immiinokompetansini  modiile  ettigi = gozlenmistir. TBT’nin  subletal
konsantrasyonuna 21 giin boyunca maruz kalma sonucu, toplam hemosit sayisi, fagositoz,
membran stabilitesi ve lizozom aktivitesi onemli derecede azalmistir. Yirmi bir giinliik
maruziyetten sonra 14 gilin iyilesme uygulanmis BaP’ne maruz kalan canlilarin
parametreleri normale donmiis ve iylesme gozlenmistir. TBT ye maruz kalan canlilarda 14
giin iyilesme uygulamasinda hi¢bir degisik gézlemlenmemistir. Bu durum da TBT’nin
BaP’den daha zararli oldugu diisiiniilmiistiir (Gopalakrishnan ve digerleri, 2011). Bakir
piritiyon, yasaklanan TBT’nin yerine Onerilen alternatif bir bilesik olmasina ragmen ¢ok
toksiktir. Bizim ¢alismamizda bakir piritiyon’a maruz kalma sonucu hemosit sayilarinda
artis gézlemlenmistir. Bu farklilik immiin sisteminin isleyisinin canlilarda farli olmasiyla
aciklanabilir. Midyelerde hemosiyanin kan pigmenti bulunur. Bizdeki demir elementinin
aksine i¢inde bakir elementini ihtiva etmektedir. Bizim ¢alismamizda hemosit sayisinin
artis gostermesinde hemolemfin bakir1 element olarak baglamasinin etkili oldugu
diisiiniilebilir. Ayrica, TBT kadar toksik oldugunu diisiindiigiimiizbakir piritiyon’un boyle
bir etki gostermesinde deneylerde farkli canlilar kullanilmasi, maruz kalma siiresinin uzun
olmasi ve bazi kimyasallarin her canlida farkli etkiler dogurabilecegi sonucunu
diisindiirmektedir. Nitekim BaP’de bagisiklik parametrelerinde iylesme goriilmesi bu

gorlisti destekler niteliktedir.

Yag asitlerinin oksidasyonu ile lipid hidroperoksitleri meydana gelir. Bunlarin yikimi ile
biyoaktif aldehitler olusur. Malondialdehit (MDA) bunlardan baslicasidir. MDA, lipid
peroksidasyonunun bir parc¢alanma {irtiniidir. U. mancus eucirrus midyesininbakir
piritiyon’a maruz kalmasi sonucu solungag, sindirim bezi dokularinin malondialdehit
(MDA) diizeyleri Olgiilmiistiir. Solunga¢ dokularindaki malondialdehit (MDA) diizeyleri
96 saat sonunda kontrol grubuna gore istatistik olarak artis gostermistir (p > 0,05).
Sindirim bezi MDA diizeyleri 96 saat sonunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

onemli diizeyde artmistir (p < 0,05).

Mytilus edulis midyesi ve Crassostrea gigas istridyesinde yapilan bir ¢aligmada canlilar
agir metaller olan glimiis, kadmiyum, bakir ve ¢inkoya 21 giinlilk maruziyetleri sonucu
midyenin solungaglarinda ve sindirim bezlerinde MDA diizeyi artmis, istridyenin
solungaclarinda MDA diizeyinde azalma goriilmustiir (G[ret ve digerleri, 2002). Oksidatif

strese bagli olarak MDA diizeyinin artmasi beklenen bir durumdur. Midyenin solungag ve
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sindirim bezi MDA diizeyinde artis goriilmesi bizim c¢alismamizla benzerlik

gostermektedir.

Glutatyon (GSH); glutamik asit, sistein ve glisinden olusan diisiik molekiiler agirlikli bir
trippeptiddir. Doku antioksidani olarak ¢ok onemli bir savunma biyobelirtecidir. Zararh
bilesiklerin etkisizlestirilmesinde énemli role sahiptir. Radikal kaynakli hasara kars1 koyar,
enzimlere substrat olarak gorev yapar. Glutatyon (GSH) oksidatif stres siirecinde viicutta

azalir.

U. mancus eucirrus tiriiniinbakir piritiyon’a maruz kalmasi sonucu solungag, sindirim bezi
dokularinin glutatyon (GSH) diizeyleri belirlenmistir. Solunga¢ dokularindaki glutatyon
diizeyleri 96 saat sonunda kontrol grubuna gore ortalama olarak artis gostermistir (p
>0,05). Sindirim bezi GSH diizeyi 96 saat sonunda kontrol grubuna gore istatistik olarak

onemli diizeyde artmstir (p < 0,05).

Kontaminasyon Ozelliklerine gore biyolojik yaniti incelemek ig¢in tath su bivalvi Unio
tumidus dort farkli kontamine alana yerlestirilmis ve 15 giin maruz birakilmis. Sonucta
sindirim bezinde, solungaclarda %70 oraninda GSH diizeyleri azalmistir. Oksidatif strese
kars1 savunma mekanizmasinin ¢alistigini ve rediikte glutatyon depolarinin azaldigim

gostermektedir (Cossu, Doyotte, Babut, Exinger ve Vasseur, 2000).

Unio tumidus izerinde yapilan bir baska ¢alismada 30 pg/L bakir, 100 pg/Lthiram’a ve iki
kimyasalin kombinasyonuna ii¢ giin midyeler maruz birakilmistir. Bakir ve thiram
kombinasyonuna maruz kalan midyelerde GSH diizeyi 6nemli oranda azalmistir. MDA
orant kimyasala maruz kalan midyelerde kontrole gore artis gostermistir (Doyotte ve
digerleri, 1997). Bu c¢alismalardan elde edilen sonucun bizim c¢alismamizdan farkli
olmasinda maruziyet siiresinin farkli olmasi, etki eden kimyasal tiiriiniin farkli olmas1 ve

midye tliriiniin farkli olmasinin etkili oldugu diisiiniilebilir.

Antifouling bilesik olan bakir piritiyon’un iki tiir tatli su canlis1 tizerindeki akut toksisite ve
subletal etkilerinin incelendigi calismamizda bakir piritiyon’un zebra midye (D.
polymorpha) tizerinde ¢ok toksik oldugu; U. mancus eucirrus tizerinde subletal uygulama

sonucu biyokimyasal etkiler meydana geldigi gézlemlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Midyeler suyu slizerek beslenen, yumusak viicut dokulari nedeniyle c¢esitli maddeleri
biriktirebilen canlilardir. Bu nedenle denizsel ve tath sularda kirliligin izlenmesi tercih
edilen canlilardir. Bizim deneyimizde kullandigimiz zebra midyesi (D. polymorpha) tiirii
tath sularda yasamaktadir, fakat %05 oraninda tuzlulugu tolere edebildigi i¢in ac1 sularda da
yasayabilir, gametleri hareketli oldugu i¢in ¢evre sulara da yayilarak gelisebilirler. Bu
nedenlerden dolay1 toksisite caligmalarinda kullanilabilecek 6nemli bir indikator tiirdiir.
Bir diger tiir Unio mancus eucirrus midyesinin etli yapisi sayesinde yumusak doku yiizeyi
genis metal birikimi incelenmesinde ender tiirlerden birisidir. Bu canli tiiriiyle ilgili daha
once bu formatta bir caligmaya rastlanmamis olmasi nedeniyle bulgularimiz 6nem

tasimaktadir.

Antifouling bilesiklerin zararl etkileri son yillarda daha kapsamli arastirmalarin yapilmasi
sonucu dikkat cekici hale gelmistir. Gemilerde biyofouling olusumunun gemiye zararh
etkilerini 6nlemek amaciyla alternatif yollar gelistirilse de kimyasal yontemler halen daha
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir kimyasal maddenin besin zincirine girerek sucul
canlilarda birikmesi biyoakiimiilasyon olarak adlandirilir. Biyomagnifikasyon ise suda
bulunan kimyasal maddenin sudaki canlilarda besin zincirinin iist seviyelerine dogru
gittikce artan yogunluklarda birikmesi olayidir. Bakir piritiyon gibi suya karisan kimyasal
maddeler, suda bulunan canlilarda besin zinciri yolu ile biyoakiimiilasyon ve

biyomagnifikasyona neden olabilmektedir.

Bakir piritiyon biyosidal iiriinler i¢inde kullanim1 giderek artis gosteren giiclii toksik etkiye
sahip bir kimyasaldir. Antifouling bilesikler icinde de giderek artan oranlarda
kullanilmaktadir. Bu nedenle yakin donemde hedef olmayan canlilar {izerinde toksik etki
olusturan kimyasallar i¢inde iist siralarda yer alacagi ongoriilebilir. Bu tiir biyositlerin
mutajenite etkileri ve endokrin sistemin sinyal yolaklarina etki ettigi i¢cin endokrin bozucu

etkileri oldugu diisiiniilmektedir (Cui ve digerleri, 2014).

(Calisma kapsaminda elde edilen veriler dogrultusunda bakir piritiyon’un uzun siireli veya
yiiksek dozlarda kullaniminin, besin zinciri yoluyla insanlar ve hayvanlar lizerinde akut ve
subakut toksik etkilerinin goriilebilecegi tespit edilmistir. Elde edilen bulgularla midye

grubu canlilarda yapilacak genotoksik ve histolojik ¢alismalara zemin hazirlamistir. Metal
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birikimi ve etkilerinin incelenmesi konusunda daha ¢ok deniz tiirleri tercih edilmistir. Biz
de yaptigimiz ¢alismayla tathh su midyeleri lizerindeki etkisini gozlemleyerek literatiire

katki saglamis bulunmaktayiz.

Diinyanin biiylik bir kisminin suyla kapli olmasi ve deniz araglarinin kullaniminin fazla
olmasi nedeniyle bakir piritiyon’un Ongoriilen zararli etkileri dikkate alinarak dogal
yasama ve insan sagligina olan olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak ve en aza indirgemek
icin gerekli tedbirlerin yapilan arastirilmalar dogrultusunda daha dikkatli olarak alinmasi

gerekmektedir.

Bakir piritiyon gibi kimyasal etkisi yliksek olan maddelerin kullanima iliskin daha
kapsamli o6nlemler alinarak olumsuz etkilerinin en aza indirgenmesi saglanmalidir.
Tiirkiye’de li¢ tarafi denizlerle ¢evrili olan, deniz araglarin1 yogun olarak kullanan ve
birgok iilkenin deniz araglarina ge¢is saglamasi nedeniyle fazlasiyla sular1 bu kimyasallara
maruz kalan bir iilke olarak bu konuda gerekli adimlari atmali, bu alanda yapilan

arastirmalari arttirmali ve gerekli merciiler bu konuda bilgilendirilmelidir.
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