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ONSGZ

Cevre kirliliginin insanlar ve dider canhlar Gzerindeki etkileri her gecen gun
artmaktadir. Insan faaliyetleri sonucunda veya dogada kendilidinden olusan
kimyasallarin etkilerinin incelenmesi &nem kazanmaktadir. Sucul gevreler kirlilige
neden olan kimyasallarin toplandig: ve yogunlasti§l bolgelerdir. insanlarin su
kullanimi yaygindir. Tarimsal faaliyetlerde, endustriyel alanlarda, evsel yasam
alaniarinda, su Grinleri yetistiriciliginde yaygmn bir su kullarmmi mevcuttur. Bu nedenie
ylzey sularimin kirilik boyutunun incelenmesi ve sucul cevrelerin toksikolojik agidan
inceleme altina alinmasi onem kazanmaktadir. Sulart kirleten baslica maddeler
arasinda alkilfenol etoksilatlar gelmektedir. Deterjanlar, herbisit, pestisit, boya ve
kozmetiklerin Gretiminde yaygin olarak kullanilan alkilfenol etoksilatlatdan biri olan
nonilfenol etoksilatin, dodada parcalanma Grini olan nonitfenolln, gegmiste yapilan
calismalarda vicuttaki hormonal dengeyi bozdugu, estrojenik etki gosterdidi,
kanserojenik ve toksik etkilerinin oldugu gosterilmistir. Ayrica estrojenik etkileri olan
bu gibi maddelerin, sucul ortamiarda yagiyan balikiar Uzerinde cinsiyet dedisikligi
yapma ozelliklerinin bulunmasi, balik stoklannda azalmaya neden olacagindan,
ekonomik olarak da etkisi vardir. Bu calismada ise, nonilfenoltn sucul ortamiardaki
varhigirin saptanmast igin kromatografik yontemier gelistiriimesi ve besin zincirinde
bulunan baliklann gelismesi Uzerine etkilerinin, biyokimyasal ve morfolojik
yontemlerle incelenmesi amaglanmistir. Bu calisma kismen Dr. Cevdet Uguz'un
doktora tezidir. Bu ¢alismanin ylritiimesine olanak saglayan TUBITAK, Orta Dogu
Teknik Universitesi ve Trabzon Su Uriinlerine ve caligmalara katkida bulunan Dr.
Ebru Saatgi, Dr. Belgin isgor ve Arag. Gor. Pembegul Uyar'a tesekkir ederiz.
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Ozet

Alkilfenol etoksilatlar (APE), deterjanlarda, ot ve bocek ilaglarinda, boyalarda,
kozmetiklerde, plastiklerde, yuzey aktif madde yaygin bir sekilde olarak kullanmlan
maddelerdir. APEler ve onlarin biyolojik bozunuma ugramasi ile olusan ve genel
olarak alkilfenoller olarak adlandirilan, nonilfenol (NP), oktilfenol (OP) ve butitfenol
(BP) gibi sucul ortamlara karisarak kirlilik yaratan Grinler endokrin sistemi bozucu
etkilere sahiptir. Bu calismada, Degirmenderesi ve Sakarya Nehri (izerinde belirlenen
istasyonlardan alinan su ve sedim orneklerinde ve bu bdlgelerden tutulan baliklann
dokularinda alkilfenol kirliligi metanol ozitlemesi ve ardindan HPLC yoniemi ile
plelimigtar. Her iki nehirde de, su orneklerinde  alkilfenol'e rastlanmazken,
Degirmenderesi’'nin en kirli bélgesinden alinan sedim 6rneklerinde 4,45 g /g NP ve
168 ug /g BP belirlenmigtir. Sakarya Nehrinin en kirli yerinde ise, yine sedim
srneklerinde 3,15 pglg BP élgllmistir. Bu istasyonlardan toplanan balik érneklerinde
NP ve alkilfenol ifintili bir madde varligi tespit edilmigtir. Ayrica bu calismada,
laboratuvarda NP verilmis alabalikiarda NP'nin karaciger glutatyon S-transferaz
Gzerine etkileri incelendi ve maruziyet siresine ve doza bagimii degisken bir etki
gézlendi. Bu baliklann karacigerlerinde yapilan sitolojik incelemelerde, 17-esiradiol
benzeri yadlanma etkileri gorldl. Karaciger dokusundaki molekller diuzeydeki
degisiklikier FTIR spektrofotometresinde belirlendi. Estrojenik etkinin belirteci kabul
edilen karacigerde viteliogenin Uretimindeki artiglar immunolojik  yontemilerie
saptand!.

Anahtar kelimeler: alkilfenol, nonilfenol, glutatyon S-transferaz, FTIR, vitellogenin

v



Absiract

Alkylpheno! epoxylates (APE) are ubiquitous environmental polutants used as non-
ionic surfectants in detergents, pesticides, herbicides, painta, cosmetics and
plasticware. Biological degradation products of APEs namely nonylphenal (NP),
octlyphenol (OP) and butylphenol (BP), which are found in water systems, are known
as endocrine distrupters. In this study, alkylphenols are extracted from water samples
and sediments, and also fish tissue collected from the stations along Sakarya and
Degirmenderesi Rivers. Metanol extraction is applied for better resolution and the
quantity of the poliutants are determined by isocratic and normal phase HPLC. Aps
are not detected in water samples collected both from Sakarya and Degirmenderesi
Rivers. However, NP (4,45 pg /g) and BP (1,68 g fg) are detected in sediment
samples collected at one of the stations of Degirmenderesi, and BP (3,15 ug 1g) is
found in sediment samples taken from one of the sites of Sakarya River.
Nevertheless, NP and alkylphenol like chemical are detected in the tissue extracts of
of almost all fish samples collected from all stations. NP treatment of rainbow trout
under laboratory conditions results in the bioaccumulation in the tissues and
histopathological abnormalities in liver tissue, and changes in glutathione S-
transferase activities. The effects of NP treatment is also examined by FTIR at the
molecular level. The increase in the vitellogenin amount in liver as determined by
immunologic methods indicates the estrogenic behaviour of APEs.

Key words: alkylphenol, nonylphenol, glutathione S-transferases, FTIR, vitellogenin



1 Girig

Cevre kirliliginin insanlar ve diger canlilar Gzerindeki etkileri her gegen gin
artmaktadir. insanlar tarafindan dretilen veya dogada kendilidinden olusan
kimyasallann etkilerinin incelenmesi onem kazanmaktadir. Sucul gevreler bu tip
kimyasallarin toplandigi ve yogunlastigi bolgelerdir. Bu nedenle sucul cevrelerin
toksikolojik agidan inceleme altina alinmast Snemlidir. Insanlarn su  kullamimt
yaygindir. Tanmsal faaliyetierde, endistriyel alanlarda, evsal a yasam alanlarinda,
su Grtinleri yetistiriciliginde yaygin bir su kullanimi meveuttur. Y{zey sularinin kirlilik
boyutunun incelenmesi énem kazanmaktadir.

Sucul sistemleri kirleten maddeler arasinda hormon benzeri etki gosteren
kimyasallar da bulunmaktadir. Bu cesit maddelere endokrin sistemi bozucu maddeler
denilmektedir. Endokrin sistemi bozucu maddeierin zararh etkilerinin  nedeni,
hormoniarin etkilerini taklit etmelerinden veya hormonlara ters etki yapmalarindan,
veya hormon sentezini ve metabolizmasini  etkilemelerinden kaynaklanmaktadir.
Cevresel kaynaklt endokrin sistemi bozucu maddeler arasinda bulunan
dietilstilbestrol (DES) DDT, goklu klorlu bifenilier (PCBs) ve alkilfenol etoksilatlarin
(APEs), sucul ve karasal organizmalarda estrojenik etkileri oldugu gosteriimistir
(McLACHLAN, 1992). COLBORN ve CLEMENT (1992), calismalaninda, bu tip
maddelere uzun sreli maruziyet sonucunda hem insanlarda, hem de dogada
yasiyan canlilarda, gonad gelisiminde bozukluklar olduguna deginmektedir. DES
yaygin kullammi oldugu bilinen bir cevrese!l estrojendir. insantar ve hayvanlar
tzerindeki etkileri iyi bilinmektedir (MARSELOS ve TOMATIS, 1992 a,b). Kullanimi
yasaklanmig olmakla birlikte, prostat kanseri tedavisinde dogum kontrol haplarinda
ve bliyllkbasg hayvan yemierinde blylume verimini artirmak icin kullamimaktadir. PCB
ve DDT insan sutinde ve yag dokusunda birikir (ROGAN et al. 1987; KUTZ et al,
1991). Cevresel estrojenlerin memelilerde, kuslarda ve baliklarda Greme ve endokrin
faaliyetleri bozucu etkilerini destekieryen pek cok bulgu mevecuttur (COLBORN et al,
1993; SAFE, 1995).

Bu grup maddeler arasinda 6zgun bir grup olusturan alkilfenol epoksilatlar,
cogunlukla non-iyonik ylzey akiif maddeler olarak deterjanlarda, herbisit ve
pestisitlerde, kozmetikierde, boyalarda, plastiklerde kuflanilir. Toksik olmalarinin
yanisira, bu maddeler baliklar GUzerinde estrojenik etki gosterirler (JOBLING and

- SUMPTER, 1993; JOBLING et al., 1996).

Yillk bazda, Uretilen alkilfenollerin %60 sucul sistemlerde biriktiginden
(JOBLING et al., 1996), Ulkemizdeki sularda alkilfenollerin varhigmin gosteriimesi ve
miktarlanmin saptanmasi énemli bir konudur. Bu alanda yapilmis detayh ¢ahgmalar
yoktur. 1992'de Duydu ve Vural (DUYDU ve VURAL, 1992) yaptikiart galigmada,
Ankara Caymnda noniyonik ylizey gerilim maddesi iceren deterjan miktarni digmusier
ve bulgularinin nonilfenol'e egdeger oldugunu rapor etmislerdir. Ancak kullandikiars
yontem ile nonilfenal tayini yapiimamaktatir. Bu calismada, Ulkemizdeki Karadeniz'e
dékilen iki akarsuda, Sakarya ve Degirmenderesi, suda, sedimde ve bu sularda
yasayan baliklarda alkilfenollerin élctimesi icin  direk bir metot gelistirimesi
hedeflenmistir.

Alkilfenollerin biyolojik materyalde birikerek konsantre oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle, insan besin zincirinde bulunan balklarda alkilfeno! olcimi de yapiimistir.
Alkilfenollerden noniffenolin  etkileri laboratuvar kosullannda  alabalik Gizerinde
denenmistir. Alabalik, hem tlkemizde doga ortamiarda yetisen, ayrica giftliklerde
retiten, hem de yetistigi ortamidaki kirlilige ¢ok hassas olan bir baihik olmasi
nedeniyle segilmistir.




2 Genel Bilgi

Endokrin  sistemi  bozucu (endocrine  distrupters) maddelerden olan
nonilienoletoksilatiar (NPEs), alkitfenol etoksilatiar (APEs) grubuna dahil edilen,
noniyonik polimerik ylzey aktif maddelerdir. Dunyada Gretilen ve piyasaya strtlen
ikinci  bUyGk grup ylhzey  aktif maddelerdendir.  Nonilfenol (NP) ise
nonilfenoletoksilatlarin evsel ve cevresel atiklarda kahci olarak bulunan bozunma
grunadir.  Endokrin sistemi bozucu etkilerinin yanisira, NP'nin baliklara ve kuslara
da toksik etkileri vardir.

Endokrine sistemi bozucu kimyasallar, endokrin sistem hormonlarinn etkilerini
taklit ederek, hormon Gretimi, salinmasi, taginmasi, metabolizmasi ve vicuttan atilimi
fonksiyonlarini bozarak, vlcuttaki homeostazi eikiler (FERGUSON et al, 2000).
Alkilfenoletoksilatlann yanisira, bazi pestisit ve insektisitler ve fitoestrojenier de
endokrin  sistemi bozucu maddeler sinifina girer. Bu cesit maddeler, bitin
vertebratlarda, seks hormonlar: gibi hareket ederek, estrojenik ozellikler gdsterenler
disilesmeye neden olur (KLOAS ef af., 1999). Bu maddeler, dogal yasamda, anormal
retim sistemi gelismesine, erkek ve digilerde Oretimin dismesine ve erkeklerin
disilesmesine neden olmaktadir. insanlarda, sperm sayisinin azalmasi ve meme ve
testis kanserlerinin cogalmasi da endokrin bozucu maddelerie iliskilendiriimektedir.
Ornegin, kullanimi artik durdurulan, ancak kalintitar1 hala gevrede bulunana DDT,
estrojenik bulunmustur (SONNENSCHEIN ve SOTO, 1988).

Nonilienoletoksilatianin  estrojenik aktivitesinin nonilfenol nedeniyle oldugu
dustunlimektedir. Nonilfenol gevrede, tatll sularda ve baliklarda kahcidir ve
pirikmektedir. Bu nedenle, besin zinciri icinde insanlara kadar ulagmasi clagandir
(ROY et al, 1997; KLOAS, et al, 1999). Nitekim, nonil fenolin insanlarda estrojen
reseptor sinyal yolagini etkiledidi gosterilmistir (GAGNE ef al., 1999).

Bu nedenierie, nonilfenol gibi estrojenik aktivite gbsteren maddelerin, cevrede
varliklarinin gosterilmesi ve rutin tayin ydntemlerinin belirlenmesi, ¢cevre canlilarinda
birikiminin gozlenmesi acil Snem tagimaktadir.

Alkitfenolepoksilatianin ylzey aktif ozellikleri, kimyasal yapilarinda bulunan
hidrofobik alkil fenol grubu ile, p-pozisyonundan baglanmig tekrarlanan etilenoksit
Gnitelerinden olusan hidrofilik uzun zincir nedeniyledir. Zincirin uzuniugu maddenin
suda ¢ozOnUriGgin artirmaktadir. Etilen nitesi alkilfenollerde 100 tekrara kadar
biyimektedir (NIMROD and BENSON, 1996). Yapidaki alkil grubu ise
genellikienonil, oktil veya bdtil grubudur. Biyodegredasyona ugradiginda genellikle
etoksilat grubu hidroliz olur ve geriye daha lipofilik olan nonilfenol (NP), oktilfenal
(OP) veya btilfenol (BP) kahr (NIMROD and BENSON, 1996). Dogada hidroliz
asamasi oldukga hizlidir. NP,OP ve BP yanisira, tamamlanmamis hidroliz Granlen
olarak nonilfenol monietoksilat (NP1EO) nonilfenol dietoksilat (NP2EO) da olusur
(NAYLOR et al., 1992). NP, NP1EO ve NP2EOnun biyoderedasyonu ise benzen
halka yapisi nedeniyle daha yavasgur (BRUNNER et al., 1988). Alkilfencller yine
dogada bakieriler tarafindan karboksilik asit grubu tastyan karbonatiara da cevrilirler
(AHEL et al, 1994a). Son drunleri genellikle karbondioksit ve sudur. Alkilfenaol
etoksilatlann sulu ortamda, 4-t-bitilfenol, 4-t-oktilfenol, 4-t-nonilfenol  gibi, 4-t-
alkitfenolleri de olusturdugu gozienmigtir (NIMROD and BENSON, 1986). Nimrod ve
Benson (19968) makalelerinde, atik sularda, Kkirlenmis yGzey sularinda ve
sedimlerinde en ¢ok butunan alkifenol etoksilat bozunma Grtnlerinin NP ve 4-t-OP
oidugunu rapor etmiglerdir. Haverlak et al. (1999), tarm arazilerinden APE
konsantrasyonunun 14 hafta iginde % g4 azaldiin belirlemiglerdir. APEnin



biyodegredasyonu cevre iklim sartlarina goére degismektedir. Macromini et al.
(2000), 20°C (stinde APEnin daha hizli bozundugunu gostermistir. Mikrobiyei
pozunmann yanisira, NP’nin fotokimyasal olarak da bozundugu belirlenmistir (AHEL
et al., 1994b). Su ylzeyinde, 6gdlen ginesinde NP yar 6émru 10-12 saattir. 20-25 cm
derinlikte ise ayni kosullarda 1,5 kez azalmaktadir. Ingiliz Cevre ajansi NP yan
amrunlt suda 150 gin olarak kabul etmektedir (WARHURST, 1995).

ABD'nde APE non-iyoniyonik surfektan olarak, toplam surfektan Oretiminin
%6'sini, toplam non-iyonik surfektaniar arasinda da %25'ini tutar. TALMAGE (1994}
raporunda, dinyada Gretilen APE'nin %55'inin plastikler, tekstil, tarim kimyasalian ve
kadit Uretiminde; %30'unun kurumsal temiziik grinlerinde, kalan %15 inin de ev
temizlik ve ksisel temizlik Grunlerinde kullanildigini yazmistir. Ayrica APE'nin ugak jet
yakitina antioksidan olarak katidigi bilinmektedir (BARNEBE! et al., 2000).

1997 istatistiklerine gore, dinyada yilitk 500,000 metric tondan fazla APE
retilmektedir (RENNER, 1997). Bunun %60'min gdllere, nehirlere ve cevreye
yaylldigi dustntimektedir (JOBLING et al, 1996). Cevresel sularda AP
konsantrasyonunun nadiren 10 pg/l'yi gectigi bir cok aragtirmaci tarafindan rapor
edilmektedir (NAYLOR et al, 1992, AHEL et al, 1994cd; BLACKBURN and
WALDOCK, 1995: TYLER et al., 1998; BLACKBURN et al,, 1999). Evsel atik sular
ortalama 100 pg/L APE igerir, ancak endstriyel atiklarda bu mikiar mg/L dizeylerine
yukselir. Ingiitere'de endustriyel atik sularda NP mikiari 1000 ug/L olarak rapor
edilmistir (TYLER et al., 1998).

Son vyillardaki calismalarda noniffenoltin diger AP’ler arasinda en Kkritik
kimyasal oldugunu vurgulamistir. Nonilfenol biyodegredasyona daha dayanikhdir,
daha lipofiliktir, dolayisiyla su ¢ézinrlag daha dustktar ve suda yasayan canhilarda
daha vyiksek birikim gdsterir (AHEL et al., 1994cd, TYLER et al., 1998).
Nonilfenoletoksilatiar, APE'ler arasinda %82 pay tutar.

Estrojenik kimyasallarin canlifarda birikimi énemli bir problem yaratmakiadir.
Lipofilik olmalan canhdaki yarilanma ¢mrini uzatmaktadir, Lipofilik bir madde olarak
NP’'nin oktanol:su ayrisim katsayisi 4,48 iken, NP1EQ, NP2 EO ve NP3EO igin bu
deger 4,2'dir. (AHEL ve GIGER, 1993). Algler, baliklar ve bunlarla besienen kuslar,
ayrica deniz canlilari, tath sudan gelen NP, NP1EQ, NP2 EO ve NP3EO
biriktirmektedir. LEWIS ve LECH (1996), radyoakiif isaretlenmis NP'nin alabalik
karaciger ve kaslarinda 40-100 katsayiyla biriktigini gdstermiglerdir. BLACKBURN et
al. (1999) baliklarda olctilen NP miktarinin sudakinin 50 misli oldugunu rapor
etmektedir.

APE ‘ler canlilarda sitokrom P450 monooksijenazlar tarafindan alkil zincirin C-
8 ve C-9 pozisyonlarinda hidroksillenirler ve katekol yapi olustururlar (PEDERSON
ve HILL, 2000: ARUKWE et al., 2000). Ardindan glukuronidasyon reaksiyoniar! ile
konjuge olarak canhidan atilima hazir hale gelirler (THIBAUT et al., 1998). Nonilfenol
akil zinciri Gzerinde w-1 ve w-2 pozisyonlarinda hidroksillenerek, 9-hidroksi ve 8-
hidroksi nonilfenol olusturur. Bu arinlerin glukuronitleri saftada bulunur. Ancak ana
madde nonilfenole kaslarda bozunmamis olarak da rastlamak mumkanddr. Bu durum
nonilfenoliin metabolizmaya direncini ortaya koyar (CODHAM et al., 1998).

17B-Estradiol ve NP kimyasal yapilari agisindan ¢ok benzerlik gosteririer. Bu
nedenle NP bu disilik hormonunun bitan fonksiyoniarin taklit etme yetisindedir. NP
diger estrojenik kimyasallardan, érmegin DDT'den 3 kat daha gucl bir estrojenik
aktiviteye sahiptir (SOTO et al., 1991). NP estrojenik akiivitesi, baliklarda vitellogenin
artis! ile birliktedir. Ingiltere’de nehire birakilan atik sulara maruz kalan erkek
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balikiarda viteliogenin artisi saptanmistir (HARRIES et al., 1997). Vitellogenin
sulardaki estrojenik kirlilik biyobelirteci olarak kabul edilmistir.

Disaridan alinan estrojenik kimyasallarin kadinlarda meme kanserine zemin
hazirladif ve kadin ve erkekierde dogurganligi dustrdigl yapilan bir cok galismada
gosteriimistir (HENDERSON et al., 1993; SAFE et al., 1998). Ayrica, NP'nin over ve
testis kanserleri artirdigt da rapor edilmisgtir (SKAKKEBAEK et al., 1998).

APFE'lerin insanlarda toksisitesi dustktir, LDso si 2-4 g/kg (sigan ve farelerde).
Ancak sucul canlilarda, etilenoksit zincirinin kisalmast ve alkil zincirinin uzamasl
toksisitelerini artirir. Burkhardt-Holm et al., (2000) 10 pg/L. dozda NP maruziyette,
alabahklarda epidermal mukus hicrelerinde harabiyet gozlemislerdir. Alkilienoller,
memelilerde kendilerini metabolize eden enzim sistemlerinden CYP 1A'nin
karacigerde aktivitesinin azalmasing, CYP3A’nIn ise artmasma neden olur (LEE et
al., 1996). Ayni durum baliklarda da gosterilmistir (ARUKWE et al,, 1997b). Faz |l
metabolizmada ise Glutatyon konjugasyonundan sorumiu  enzimlerden olan
Gluatayon S-transferazlar Uzerine etkilerinin olup olmadig konusunda bir galisma
literat(irde mevcut dediidir.

Bu calismanin amaci sucul ortamlarda akliffeno! kiriliginin belirlenmesi icin
kolay kullaniabilir bir metot Gnermek ve alabaliklarin NP etkisinde gosterdikleri
degisimieri molekiler seviyede biyokimyasal ve spektral incelemektir. Cevresel
kirliligin biyoindikatorlerinden olan glutatyon S-transferaziarin alkilfenol kirliliginden
nasil etkilendiginin aragtiniimasi, bu proje kapsamina alinmistir.




3 Gereg ve Yontemier

3.1 Materyaller ,

HPLC kolonu, su numuneleri ve sedim toplanan siseler, balik akvaryumlart,
yatay sala, lam sepeti, lam, lamel, parafin dondurma kalibi, parafin dondurma
yOksi§Q, parafin  eritme ve dokme kabi, mikrotom ve mikroskop gerekli
malzemelerdir. Alkilfenollerin 6lcimi icin TUBITAK tarafindan desteklenen bu proje
bltcesinden satin ahinan HPLC cihazi [Shimadzu HPLC pompasi (model LC-9A),
spektrofotometresi (model UV-160A) ve integrator (model CR-6A)] kullanimistir.
Luna C18 HPLC (250 x 4.6 mm, 5 ul) kolonu, C18 BOND ELUTE (100 mg/ml}
oktadesil silika kartusu Aldrich firmasindan temin edilmistir.

Baliklar:

Dogadan baliklar Degirmendere ve Sakarya nehrinden elektrosok teknigi ile
yakalandi. Kantari alindi. Organlan ayriidi. Kaslari ve karacigerieri yikanarak kandan
temizlendi ve sivi nitrojende donduruldu. Olcuimier igin laboratuvara sivi nitrojende
tasindi.

6 ayllk geng alabaliklar, Er-Su alabalik Ciftliginden (Kesikkopru-Ankara)
laboratuvara icine oksijenle kansik hava basiian plastik varillerde transfer edildiler.
Su sicakhigr 9-12°C olan, 35 litrelik akvaryumlara alindilar. Deneylere basglamadan
énce 2 gun ortamlarina uyum saglamalan igin beklendi. Bu strecte ve deneyler
stresince alabalik yemi ile beslendiler. Her gun akvaryumlanndaki suyun yarisi
alinarak, temiz sartlanmis suyla degistirildi. Temiz sartianmig su, gesme suyu karbon
kemar filtrelerden gecirilerek dinlendirilen ve 24 saat slreyle icine hava basarak elde
ediidi.

fstasyonlar:

Sekil 1'de gorulduga tzere Sakarya Nehri kuzey-bati Anadolu'da yer alir.
Bayat Platosundan dogarak Eskigehir, Bilecik ve Adapazarini gectikten sonra
Karadeniz'e dokilur. Torkiye'nin 5. blyik nehridir. 820km uzunjugundadir. En genilg
yeri 890 m'dir. Akig hizi 6-1,162 m3/sn.'dir. Uzerinde elektrik Gretme amagch bir baraj
bulunur. Suyu sulamak amach kullanibr. irii ufakh dere ve caylarla beslenir.
Cevresinde 35 endustri kompleksi yer alir. Bu kurufuslanin atik sulan antiimadan
nehre bosaltilir. Alkilffenol 6igmek amaciyla 6mekieme yapilan istasyoniar sunlardir:
Sakarya Nehrinde:

a) Seyitsuyu (Seyitgazi): Sakarya Nehrinin dogdugu yere en yakin bir gaydir. En
temiz bolgesi olarak (kontrol) kabut edilir.

b) Porsuk Cayi: Eskisehirden gegerek nehre katilir, Hem endistriyel, hem de
evsel atiklar bu suya bosaltilir.

c) Saricakaya ve Pamukova: Sakarya Nehri ana arterinde iki istasyondur. Bu
bolgeler tarm arazileriyle cevrildidinden, tarla sulama sulari ile tasinan
tarimsal ilaclarla kirtenmektedir

d) Karasu: Karadeniz kiyisinda denize dokildigu bélgededir.

Degirmenderesinde:

a) Su wranleri Yiksek Okulu: nehrin denize dokuldigu yere en uzak noktasidir.
En temiz bélge olarak akbul edilebilir.

b) Macka: Macka ilgesinde , yerlesim yerindedir. Antiimamig sehir atik suyu
bosalir.

c) Esiroglu: Macka Trabzon arasindadir.

d) Sanayi Sitesi: Trabzondadir. Degirmenderesi buradan Karadenize dékalur.
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3.2 Kimyasallar

Nonilfenal (4-NP) Aldrich Company'den temin edilmigtir. Potasyum bromar
(KBr) Merck Firmasindan satin alinmistir.
1-kloro-2.4-dinitrobenzen (CDNB), etilendiamintetraasetik asit (EDTA), kristalize sigir
serum albumini (BSA), indirgenmig glutatyon (GSH) Sigma Chemical Company'den
alinmistir.

HPLC kalitede metanol ve propano! (Merck) ve alkilfenol tirevleri olan 4-fert-
bitilfenol, 4-tert- oktilfenol, 4-nonilfencl Aldrich firmasindan AFP-2000-07-02-00-08
projesi bitgesinden temin edilmistir. Etil alkol, asetik asit, pikrik asit, formaldehit,
parafin, HCI, Ksilene, ve diger biiin kimyasallar, piyasada bulunan en saf Grlnlerden
secilmisgtir.

3.3 Yontemier

3.3.1 Akvaryum deney diizenegi:

Deneyler sabit (durgun) akvaryum sisteminde yaptldi. 35 litrelik akvaryumiar
kullaniidi. Cesme suyu akvaryumlara dolduruimadan once, aktif karbon filireden
stzillerek 24 saat boyunca hava gecirildi. Alabaliklar akvaryuma konmadan once su
24 saat dinlendirildi. Deneyler sicakiigi en yUksek 14°C'ye ayarlanmig odada yapiids.
Kontrol icin bir akvaryum ayrildi, diger akvaryumlarda NP muamelsi yapildi. Etanolde
coztlmis nonilfenol farkli konsantrasyonlarda muamele tankiarina flave edildi. lik
asamada, japon baliklari 0.22, 2.2, 22 ve 220 pg/l nonilfenole maruz birakidmiglardir.
Kontrol tankina sadece aymi mikiarlarda etanol ilave edilmistir. Balikiar yukarida
anlatildigi gibi dondurulup dokularindan alkilfenol SzUtlemesi yapilarak yéntem
gelistiriimesinde kullanidmislardir. Alabaliklarda  alkilfenol etkilerinin  arastintdig
deneylerde, farklh muamele sUreleri ve farkli NP konsantrasyonlari denendi. Pozitif
kontrol olarak 22 ugflt estrojen ayni kosullarda (35 | Ik tanklarda, 2 hafta) kullamid).
NP ve estrojen etanolde ¢ozulerek hazirlandigindan, kontrol akvaryuma ayni
miktarda etanol ilavesi yapildi. Genelde her akvaryum tankina 15 alabalik yerlestiriidi,
her akvaryumdan (kontrol ve muamele tanklari) bes balik haftada bir kez yakalanarak
ézitleme islemine tabi tutuldu. Aynca FTIR calismalan icin  baliklarin
karaciderlerinden alinan bir kisim -22°C’de derin dondurucuda saklandi. Tanklarin
temizligi icin her gtn 10 litre su tanktan sifonlanarak alind ve yerine ayn miktarda
nenilfenol iceren su kondu.

3.3.2 Alkilfenol Olgimii:

Standart alkilfenol trevieri etil alkol icerinde ¢ozilerek stok solGsyoniar
hazirlandi. 0,2203 gr nonilfencl, 0,206 gr oktilfenol;, 0,150 gr butilfenol; 100 ml etanol
icerisinde ¢ézllerek 10 mM stok sollsyonu hazirland:. 1, 0.5, 0.1, 0.05 ve 0.05 mM
soliisyonlar 10 mM stok soliisyonunun seyreltiimesi ile elde edildi. Ornegin, 1 mM
eide etmek icin 10 mM solusyondan 100 ul alnarak 900 ph etanol igerisinde
seyreltildi. Standart alkiffenol solisyonlannin dlgimler icin Luna C18 (ISOKRATIK)
HPLC (4,6x250 mm, 5 pi) kolonu ile normal faz ve isokratik HPLC yontemi kultamidr.
Solid ve polar olmayan faz okiadesil silika, sivi ve polar faz olarak da % 100 HPLC
kalitede metanol kullanildi. HPLC'de 0.2 mi/min akis hizinda, 277 nm dalga boyunda
takip edilerek, degisik konsantrasyonlarda hazirlanan nonilfenol, oktilfenol ve



bitifenal standart cozeltileri kullanildi. Standart cozeltilerden 25 ul HPLC'ye
yOklenerek SlcUmier yapildi. Dogadan alinan su ve sediman orneklerinden 6zitlenen
alkilfenolier de ayn sekilde kolona yiklenerek HPLC de ayrismalart yapildi.

3.3.3 Sularda Alkilfenol Oziitlemesi:

Alkilfenollerin sudaki ¢ozonGriagl gok distk oldufundan, sularda dogrudan
dlcim yapildiginda, varliklarinin belirlenmesi imkansizdir. Bu nedenle, &lgim igin
alkilfenol bilesiklerinin su &rneklerinden konsantre edilip, HPLC ¢éziictsl icerisinde
cozinebilir hale getirilmesi gerekmektedir. Konsantrasyon amaciyla, su &rneklieri,
C18 BOND ELUTE kartuslarindan filire edildi. Su igerisinde bulunan, alkilfenol
bilesikleri C18 kartuslar icindeki oktadesil silika tarafindan tutulmaktadir.  Oktadesil
silika tarafindan tutulan alkilfenol bilesikleri metanol ile yikandigi zaman, kartuslardan
serbest kalip, metanol icerisine gegmektedir (Marcomini ve arkadaslan, 1987).
Baylece, alkilfenol bilesikleri sulardan C18 BOND ELUT kartusu ile ayrihp, metanol
icerisinde toplanarak dlglilecek hale getirilmektedir. Deiyonize su ornegine eklenen
standart alkilfenol konsantrasyonlari, istenilen oranda konsanire edilerek
olctlebilmektedir.  Ornegin, 100 ml deiyonize su drnegindeki 10 uM alkilfenol
konsantrasyonu, C18 BOND ELUT kartusundan gegirildikten sonra, kartus 10 ml
metanol ile yikanarak 10 defa konsantre edilmig oldu. Boylece, deiyonize su icerisine
konan 10 uM, yukarida tarif edilen yéntemlie 10 defa konsanire edilerek 100 pM
konsantrasyona ulasiimaktadir. Sekil 1'de sematik olarak gdsterilen istasyonlardan,
2 litre ylzey suyu alindi, son hacimde % 10 olacak gekilde farmaldehit ilave edildi
karanhikta ve 4 derece sicaklikta dlciimlere kadar bekletildi. Su émeklerinden 100 mi,
C18 BOND ELUTE kartusiarindan filire edildi. Kartug 10 ml metanol ile yikanarak,
kartusta tutulan alkilfenoller konsantre olarak alindi. 25 ui miktarda HPLC ye
uygulandi ve daha once anlatildigi gibi HPLC de, standart grafiklerdeki egim
kullanilarak, alkilfeno! hesabt yapildi. Alkilfenol miktar pgflitre olarak ifade edildi.

3.3.4 Sedimaniarda Alkilfenol Qziitiemesi:

Su 6rneklerinin toplandigi istasyonlardan, dipten 5-10 cm derinlikten yarim kilo
civarinda sedim numuneleri alindi. Icine son hacimde %10 olacak sekilde formaldehit
ilave edilerek, 6zttleme yapilincaya kadar sakland. Olgumler oncesinde sedimin
cokelmis kisimdan 50 gr tartiidi, 4 g NaCl ile karistirildi ve 25 ml metanol ile yikand,
Daha sonra metanol sUspansiyonu filtre kagidindan stzUldU. Filtre kagidr methanol
ile tekrar yikandi. Boylece sediman igerisinde bulunan alkilfenol bilesikleri metanol
icerisinde, stizlnthde topland. Sizunitden 25 pi alinarak HPLC de alkilfenol miktar
tayin edildi. Gzatleme igleminin verimi sediman igine 200 ul alkitfenol ilave edilerek
ayni islemin tekrarlanmasiyla hesapiandi. Alkilfenol miktarlan pgl/g sediman olarak
ffade edildi.

3.3.5 Dokularda Alkiifenol Ozitiemesi:

Laboratuvar kosullarinda alkilfenollere maruz birakiian gokkusagi alabahig
(Ochorynchus mykiss) ve japon balikian kullanilarak dokulardan alkilfenol ézi}tlemg
calismalari yapildi. Zhao ve arkadasiannin (1998) gelistirdigi teknige benzer bir
teknik gelistirildi. Bahiklar orneklendikten sonra SiVi azotta dondurularak —22 °C'de
dlcim zamanina kadar saklandi. Alkiifenol  6lcUmi  igin, dondurulmus balik



dokularindan belli agirlikta pargalar kirildi ve havanda ezilerek toz haline getirildi.
Bu islem esnasinda, donmug dokularin erimemesi icin sdrekli stvi azot eklendi.
Dokular toz gibi ince ezildikien sonra, metanol ile iyice kanistinlarak yikandi. Metanol
doku karisimindan 1.5 mt alindi ve 12,000g'de 15 dakika santriflj edildi. Supernatant
karistiriimadan ayrildi ve 25 i Grnekierde HPLC'de alkilfeno! miktar: saptand..

3.3.6 FTIR gahgmalan igin numune hazirlanmasi:

5 mg karaciger ornedi HETO-MAXI dondurucu-kurutucuda 12 saat boyunca
kurutuldu. Dondurutmus doku sivi nitrojende havan icinde ezilerek toz haline getirildi.
1 mg karaciger tozu, 100 mg KBr ile kanstirildi (1:100, wiw). Kansim HETO-MAXI
kurutucuda 6 saat daha kurutuldu ve vakim uygulandt. Ardindan yaklagik 1100
kglcm? basing uygulandi ve olusturuian pelet tamamen gecirgenlestiritdi (STUART,
1977).

3.3.7 FTIR Galismalar:

IR spekira BOMEM 157 FTIR Spektrofotometresinde  alindt. Sinyalleri
bozdudgundan, su buhari ortamdan stirekli kuru hava puskortiimesiyle uzakiastinld.
Su ve havadaki karbondioksit spektrum ile etkilesir. Bu nedenie havanin spektrumu
alinir ve élciilen diger spekiralardan otomatik olarak cikariir. Sekil 2 havanmin FTIR
spektrumunu gostermektedir. Karaciger érneklerinin FTIR spektrumu 4000-400 cm”
arasinda oda sicakiiginda alindi. Ayni kosullarda 4000-400 cm™ arahiginda cekilen
hava spekirumu alinan spekirundan cikariidi. Kontrol ve NP verilmis bahkiarin
karacigerlerinin FTIR spektumlarini karsilastirmak icin, spekiralar normalize edildi.
Normalizasyonun amaci, farkl rzamanlarda aym ornek igin alinmig spektralann pik
boylan arasindaki farklar yok etmektir. Normalizasyon nokia-nokta karsiiastirma
yaplimasin sadlamaktadir.
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3.3.8 Histolojik Doku Haziriama Ydntemi

Yukarida da bahsedildigi gibi balik gonadian Bouin's solisyonu icerisinde 24
saat sabitlestirildi ve sonra normal musluk suyu ile yikanarak % 70 etil alkol igerisinde
muhafaza edildi. Dokularin histolojik incelenmesinde rutin olarak kullanilan,
dokularin parafin  bloklar igerisinde dondurulma islemi yapidi. Parafin icinde
dondurulmus, dokuiar, Mikrotom ile 5 um kalinhginda kesildi ve hematoksilen-eozin
boyama yéntemi ile boyanarak normal 1tk mikroskobu altinda incelendi.

3.3.9 Balik karaciger homojenatimin Hazirlanmasi

istasyonlardan yakalanan veya laboratuvarda akvaryumlarda alinan
balikiardan karacigerler kismen aseptik kogullarda soguk odada ¢ikariidi ve soduk %
1.15 KCl ile yikanarak kanindan aritilarak nhemen kullansidi veya sivi nitrojende
dondurularak saklandi. GST aktivitesi dlcimlerine hazirlanmak Gzere bu c¢dzilen
doku 20 mM potasyum fostat tamponu iceren % 1,45 KCL i¢cinde cam-cam
homogenizatérde disik hizda (5 kez) homojenize edildi. 12,000 X g de 30 dakika
sogutmali mikrofljde cevrilerek, debris, nukleus ve mitokondri uzaklastiriidi. Elde
edilen supernatat (S9 fraksiyonu) hemen kullaniidi veya -80°C'de dondurularak
sakland!. Protein miktan belirlendi ve GST aktivitesi Sleumlerinde kullanildt.

3.3.10 Glutatyon S-Transferaz Aktivitesinin Tayini

Balik 6rneklerindeki glutatyon s-transferaz aktivitesi Habig ve arkadasglannin
1974 de sican karacigeri igin geligtirdikleri yontem ornek alinarak 340 nm'de
spekirofotometrede belirlenmigtir. Aktivite tayin kosullan bahk karacigerine gore
optimize edilmistir. Tipik bir reaksiyon ortaminda, son hacimde, 1.0 mM subsirat
CDNB, 1.0 mM kofaktor GSH, 0.1 mM potasyum fosfat tamponu, pH 7.0, ve uygun
miktariarda balik karacigeri homojenatt bulunur. Reaksiyonlar karigima substrat
ilavesiyle baglatldi. Enzimatik olmayan reaksiyonlarl tayin etmek icin enzim
konmamis reaksiyon ortamindaki (kor) absorbans dedisikligi spekirofotometrede
takip edildi. Bu sartlarda alinan reaksiyonlarin egdimi, enzim varh§inda yapilan
reaksiyonlardan elde edilen egim degerlerinden gikarilarak ve 9.6x107 M’ .cm™
katsayist kullanilarak hesaplamalar yapiidi. GST aktivitesi Unite/fmg protein olarak
ifade edildi.

3.3.11 Vitellogenin Tayini

Vitellogenin laboratuvarda NP verilmis ve kontrol alabaliklarn kanlarinda tayin
edildi. Her bir baliktan kanlar heparinli tiplere alnarak, iclerine 0,5 pg/ml olacak
sekilde Pepsitatin A (proteaz inhibitord) ilave edildi. 4000 x gde 15 dakika
santrifujlendi. Supemnatan kisim (plasma) aynlarak eppendorf tiplerde: -80°C'de
kullanilincaya kadar saklandi. Vitellogenin tayini igin Cayman  Chemicals'in
Vitellogenin Elisa Immunoassay testi kiti kullanildl ve kit prosedQFu aynen u'ygulfandu_
Gizilen standart egrinin egimi kullanilarak plasma érneklerindek v_ltei_iog_e_r_j_tn._m_xktan
hesaplandi. Plasma icin 1/2000, 1/5000 ve 1/40000 seyreltmelerl kullamldl e
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3.3.12 istatistik analiz:

Kontrol ve NP verilmis 6érneklerdeki farkin karsifastiriimas: t-testi ile yapiimistir.
0,05 den kiictk p degeri anlamh kabul edilmistir.

4 Bulgular
4.4 Alkilfenol Standart Olgiimieri

Standart alkilfenol torevieri etil alkol igerinde cozllerek stok solUsyontar
hazirlandi. 0,2203 gr nonilfenol; 0,206 gr oktilfenol: 0,150 gr bitilfenol; 100 mi etanol
icerisinde ¢ozilerek 10 miM stok sollsyonu haziandi. 1, 0.5, 0.1, 0.05 ve 0.05 mM
soltisyoniar 10 mM stok solGsyonunun seyreltiimesi ile elde edildi. Ormegin, 1 mM
elde etmek icin 10 mM solisyondan 100 alinarak 900 ul etanol igerisinde
seyreltildi. Etanal icersinde hazirlanan solusyonlarda, alkilfenol tlrevlerini birbirinden
ayirmak dzellikle oktilfenol ve nonilfenol bilegiklerini ayirmak mimkin olmadigindan,
solusyonlar ayni yéntemle metanol igerisinde hazirlandi. Metanol icerisinde
hazirlanan soliisyonlarda nonilfenol ve oktiffenolll birbirinden ayirmak mimkan hale
geldi.

Sekil 3, 4, 5 ve 6'da, standart alkilfenol tirevleri olan noniffeno! (NP), bitilfenol
(BP) ve okiilfenol (OP)nin, C18 oktadesil silika kolonundan tutuima zamaniari 17, 23
ve 24 dakikadir. Butiffenolin HPLC'de verdigi peak ve kolonda tutuima zaman seki
3'de. nonilfenoliin Sekil 4'de ve okilfenolin ise Sekil 5 de gorllmektedir. Butilfenol,
nonilfenal ve oktilfenol metanal icerisende cozinerek elde edilen karigiminin HPL
analizi ise Sekil 6 da géruimektedir.  Sekil &'da gbraldiga gibi nonilfenol ve
oktilfenolin tutulma zamam 23 ve 24. dakikada ortusmektedir.  Nonilfenol,
oktiffenolden yakiasik 30 saniye daha geg cikmaktadir (Sekil 6). Ayrica, standart
alkilfeno! tarevlerinin ayri ayri ve birlikte élgimlerinde goriien ve tutuima zamani 37
dakika olan bir peak daha vardir ve bu peak alkilfenol ilintili indikatér olarak
adlandiriimistir (Sekil 3-8). Bu ayrismanin etoksi Gnitesi oldugu tahmin edilmektedir.

1

A6WELT

Sekil 3. Standart 0.5 mM (75ug/ml) A-tert-butiifenol ¢ozeltisinin izokratik ve nor mal
faz HPLC profili. (BP, butilfenol; API, alkylphenol finili indikator.)
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Sekil 4. Standart 0.5 mM (110 ug/mi) nonilfenol cozeltisinin izokratik ve normal faz
HPLC profili. ( NP, nonylphenol; AP, alkylphenol ilintili indikator)

o By 4 BE

FB4E

JL

Sekil 5. Standart 0.5 mM (103 pg/mi) 4-tert-oktilfenol cozeltisinin izokratik ve normal
faz HPLC profili (OP, octylphenol; AP, alkylpheno! ilintili indikator)

FAET

Sekil 6. Standart alkilfenol bitilfenol, nonitfenol ve oktitfenol karisiminin izokratik ve

normal faz HPLC profili. (75 pg/ml bitifenol (BP), 110 pg/mi nonilfenol (NP); 103
ng/mi oktitfenol (OP) metanal cozeltisi; AP, alkilfenol ilintili indikatdr)

3

e OP ayn ayr, defisik konsantrasyoniarda

Alkilfenol bilegikleri NP, BP v K '
sen minimum altalan degerleri tespit edildi.

dictlerek, her konsantrasyona denk dd



Tablo 1. Standart Alkitfenol Gozeltilerinin HPLC'de okunan profil alt alan degerleri

Standart alkifenol turevierinin HPLC'de verdikieri egri alti alan degerler
Konsant- T T n
Bitilfenol Nonilfeno! Qktilfenol API
rasyon
(M) pg/ml atan pg/rmi alan pg/mi alan alan
mean+SEt mean+3SE mean+3SE maan+SkE
n=2 n=2 n=2 n=2
1 150 577574168 220 | 523304156 206 93127+110 21303360
0.5 75 20848+197 110 | 273561455 103 A6570+427 | 10033+115
0.1 15 5933+433 22 5006206 20.6 9508+186 21394294
0.05 7.5 2722489 11 2060+256 10.3 37954205 816+8.48
0.025 3.75 134649 55 569+38.8 5.15 1416+118 482434

Sekil 7, stan
gostermektedir. Bu grafikler kullanilarak, arneklerden Glcllen al

mM konsantrasyon veya ng/mi olarak hesaplanmisgtir.

100000

Alt alan

50000

0

4 0.5

Sekil 7. Alkilfenol standart grafigi

1

Alkilfenol konsantrasyonu (mii)

—o— BP
—m— PP
—e— OF

1.5

4.1.1 8u Ornekierinde Alkilfenol Oziitlemne Verimi

Olgum icin alkilfenol bilegiklerinin su rneklerin
icerisinde cozinebilir hale getiriimesi gerekmektedir.
BOND ELUTE kartuslanndan filtre edildi. Su icerisind
CA18 kartuslar icindeki oktadesil silika tarafindan tutuimaktadir.
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tarafindan tutulan alkiffenol bilesikleri metanol ile yikandigy zaman, kartuslardan
serbest kalip, metanol icerisine gegmektedir (Marcomini ve arkadaslari, 1987).
Baylece, alkilfenol bilesikleri sulardan C18 BOND ELUT kartusu ile aynihip, metanol
icerisinde toplanarak élgllecek hale getiriimektedir. Deiyonize su ¢rnegine eklenen
standart  alkilfenol konsantrasyonlari, istenilen oranda konsantre edilerek
slctilebilmektedir.  Ornegin, 100 mi deiyonize su &rnegindeki 10 pM alkilfenol
konsantrasyonu, C18 BOND ELUT kartusundan gecirildikten sonra, kartus 10 mi
metanal ile yikanarak 10 defa konsanire edilmis oldu. Boylece, deiyonize su igerisine
konan 10 pm, yukarida tarif edien yontemle 10 defa konsantre edilerek 100 pM
konsantrasyona ulasilmaktadir. C18 BOND ELUT kartusu ile deiyonize sudan
alkilfenolleri konsantre etme islemindeki duyarlilik oran oktilfenol ve nonilfenol igin
bitilfenolden daha faziadir (Sekil 8). C18 BOND ELUT kartusu ile deiyonize sudan
alkilfenolleri konsantre etme iglemindeki duyarlilik orani oktilfenol ve nonilfenol igin
butilfenolden daha fazladir. Kartuslarda konsantrasyon sirasinda alkilfenollerde kayip
olup olmadigini kontrol etmek igin bilinen miktarlarda alkiffenolier su dmeklerine Have
edilerek ayni islem tekrarlandi. C18 BOND ELUT kartusu ile su orneklerinden
alkilfenolleri konsantre etme iglemindeki verim orani oktilfenol ve nonilfenc! igin
bitilfenolden daha fazla bulundu. Su kompozisyonundaki degisikliklerin, st ve pH
gibi etkenlerin ozitleme verimini degistirecedi dustnlldaginden ornekleme vapian
istasyonlardan bazl su parametreleri de kaydedildi. Tablo 3 de gOrildagl gibi,
Degirmenderesi ve Sakarya nehirlerinden alinan drneklerde alkilfenol bulunamadi.

«:EP / : \l\.

AN e . T e

R ——— S S, . S il

Sekil 8; Su orneklerinden dzitlenen standart  bitil, oktil, ve noni!feno!i‘;'n HPLC'de
ayrilma profili. BP, bitilfenol; NP, nonilfenol; OP, oktilfenal.
4.1.2 Sedim Orneklerinde Alkilfenol Oziitlems Verimi

Sedimanlarda alkilfeno! dlcimii igin 50gr sediman tartiid: ve 25 ml metanol ile
yikandr. Daha sonra metanol stspansiyonu filtre kagidindan siizildli. Boylece
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sediman icersinde bulunan alkilienol bilesikieri metanol igerisinde, sUzintlde
jopland,

Sediman 6rneklerinde, alkilfenollerin dzitlenebilinigini  test etmek  igin,
glcumlerde kullaniian ormeklerie ayrni miktarlarda sediman srnedi alinarak, igerisine
. pilinen konsantrasyonlarda alkilfenol bitegikleri eklendi ve ayni yontemle ekstrakte
(6zitlenerek) edilerek, dlctimlerde pozitif kontrol olarak kullaniidi.  Ornegin, 50 gr
sediman érmegine 500 gl (final konsantrasyon 200 uM) atkilfenol tirevleri eklendi ve
25 ml metanol ile kanstirilarak, filtre kagidindan stzOld ve pozitif kontrol olarak
. glkilfenol élcimi yapiidi.  Pozitif kantrol olarak kullanitmak icin topraga eklenen
| alkilfenol tarevierinin tekrar ekstrakte ediimesindeki duyarhiik orani %100°ddr.
Ancak, Sakarya nehri ve Degirmenderesi Uzerinde toplanan sediman orneklerinden
ekstrakte islemi esnasinda, duyarlilik érmekleme istasyonlarina gore degismektedir.
Sedimanlardaki oziitleme verimi Tablo 2'de gosteriimekiedir.

Tablo 2. Sakarya nehri ve Degirmendere Nehri (zerinde alinan su ve sediman
arneklerindeki alkilfenol dzitleme verimi

Su Ornekleri Sediman Ornekleri
Alkylphenols mean | stdev | % CV | mean stdev % CV
n=9 =9
RBiitlilfenol 73.55 22.79 cY| 290.33 i8.93 85
Nonilfenol 57 17.26 31 51.5 258 50
Oktilfenol 63.11 19.29 31 328 10.31 31 J

4.2 Sakarya Mehri ve Degirmendere {izerindeki istasyonlarda Su ve Sediman
Grneklerindeki Alkilfenol Miktarian

Sakarya nehrinden ve Trabzon, Degirmenderesinden alinan su srneklerinde
alkilfenol tirevierine rastianmamistir.  Bu da gostermektedir ki, alkitfenol bilesikleri,
hidrofobik 6zelliklerinden dolay! dlcllebilecek miktarlarda bulunmamaktadir. Naylor
ve arkadaslar 1992°de; Ahel ve arkadaslan 1994'de, alkilfenollerin sularda degil
sediman ve suda yasayan canlilarda birikiigini rapor etmekiedirler. Tablo 2'de
gosterilen 6zitleme verimi g6z onine ahindiginda, sularda bulunabilecek atkilfenol
miktarlari Tablo 3'de gosterilmigtir. Sakarya nehrinde hem de Degirmenderesinde iki
drnekleme istasyonunda alkilfenol turevlerine rastlanmistir Tablo 3. Sakarya Nehri
izerinde, Porsuk Cay’'ndan alinan sediman arnedinde 3.15 uglg bitilfenol
dlctimistar.  Degdirmenderesi (zerinde, Macka'dan alinan sediman érneginde ise
1.68ug/g butitfenol ile 4.46 ugl/gr nonilfenal lctimastir. Ayrica, Tablo 2'de gosterilen
6ziitleme verimi géz énine alinarak sedimanlarda hesaplanan alkilfenol degerleri
Tablo 3'de gosteriimektedir. Alkilfenol tirevlerine rastlanan istasyonlarda Klorofil-a ve
cozUnmis oksijen seviyesi de diger istasyonlara gére daha distk bulunmustur.
Ancak, iki istasyonda Klorofil-a ve ¢6zanmls oksijen cok dustk miktarlarda
cikmasina ragmen, alkilfenol tlrevlerine rastlanmadi. Bu iki istasyonda, sediman
yani camur alinamadigindan ve kum alinmak zorunda kalinmistir. Degirmenderesi,
Sanayi Sitesinde, kanalizasyon atiklarinin denize bosalildi§l noktadan yapilan



drnekleme de camur ornedi elde edilememistir. Su orneklerinde alkilfenol varligi
gosterilemediyse de, Sakarya nehrinin ve Degirmenderesinin ikinci istasyonlarindan
alinan sedim érneklerinde nonilfenol ve bltitfeno! varhigi saptands.

4.3 Degirmenderesi ve Sakarya Nehri {izerindeki istasyonlardan yakalanan
Balikiardaki Alkilfenol Seviyesi

Su ve sediman 6rmekleri toplanan butun istasyonlarda-Porsuk Cayi harig-
toplanan balik 6rnekleri de toplanmistir. Porsuk Cayi'nda balik yakalanamamistir.
Degirmenderesi, birinci istasyon haric, diger istasyonlarda yakalanan balik
grneklerinde nonilfenol ve standart alkilfenollerin dlctimleri sirasinda tespit edilen
alkilfenol ilintili maddeye rastlanmigtir Tablo 3.  Ayrica, Degirmenderesi iKinci
istasyon olan Macka'da kanalizasyon suyunda 1 saat bekletilen gbkkusad
alabaliklarinda da alkilfenol ve nonilfenol ve nonilfenol ilintii maddelere rastlanmistir
Tablo 3.

Alkilfenol  etoksilat  bilesiklerinin  Japon  baliklar Uzerindeki etkileri de
arastinimistir. Laboratuvardaki 6n calismalanmiz, Japon baliklarinin nonilfenol gok
hizl bir sekilde viicutlarina aldigini (Tablo 5). Nonilfenol(n, sudan Japon batiklanmnn
dokularina gecisi doza bagl olarak artmakia ve ¢ok kisa bir strede baliklarda ¢lime
neden olmaktadir. Dustk konsantrasyonda nonilfenolin balik dokusuna gegcisi
azalmaktadir. Balklar distk dozlarda daha uzun yagamaktadilar. Bu konu
{izerinde daha detayh galisma yapimast gerekmektedir.

Yukarida da bahsedildigi gibi AP!, standart alkilfenol oletmlerinin hepsinde
gorulen ve HPLC'deki tutuima zamani 37 dakika olan bir maddedir. Bu maddenin ne
oldugu bilinmemektedir. Ancak, alkilfenollerin etoksi Unitesi olma ihtimali bayUktdr,
Ahel et al. (1985) rapor etmistir ki, ticari olarak elde edilen noniifenol gibi alkilfenol
tarevieri, safi dedildir. Ornegin, ticari olarak Aldrich firmasindan elde edilen
nonitfenoliin, etoksi Unitesine sahip nonilfenol etoksilat hatta oktilfenol ve coktilfenol
etoksilat icerdigi rapor edilmektedir (Ahel ve Giger, 1985).

Suyun fizyolojik ve kimyasal ozellikleri szitleme verimini etkileyeceginden,
istasyonlardan ahnan su érneklerinde suyun kalitesini belirleyen, cozunmiis oksijen,
pH ve sicaklik gibi bazi parametreler de tayin ediidi.
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Tablo 4. Degirmendere ve Sakarya nehrinde su kalitesine iligkin parametreler

[ Parametreler -
Sakarya nehri Degirmendere
81 Sz 53 54 Ss D1 Dz Da D4
868 | 4.5 8.8 7.6 6.7 | 9451834 | 914 | 7.92
Coziinmiis
O; (mg/l)
pH 743|710 | 778 | 786 | 786 | 7.9 | 802 | 832 841
Sicaklik (°C) 1911191 2 197 | 26 255 (134 | 224 | 219 | 245

4.4 Noniifenoi’iin bahk dokulannda birikimi

Tablo 5'de degisik nonilfenol konsantrasyonlarina maruz birakilan Japon
baliklarinin yasama sdresi ve dokularindaki nonitfenol birikiminin HPLC ile dlgtm
sonugclan goriimektedir.

Tablo 5. Degisik nonilfenaol konsantrasyonianna maruz birakilan, Japon baliklarinn
yasama suresi ve dokularindaki nonilfenol birikiminin HPLG ile Glgim

Nonilfenol Kullanilan Bahgmn Nonilfenoliin API
Konsantrasyon Balik yagama Balikta birikimi peak alani
u Sayist siiresi {nglg dokut SE) +SE
{mg/l.) {dakika)
kontrof 3 1440* 0 0
220 3 10 9.15+0.16 6658 £97.9
22 3 30 6.58 = 0.91 6312+144.5
2.2 3 180 5.62 +£0.51 6161+3.95
0.22 3 1440* 0.95+0.29 6076x48.5

Alabaliklar farkh dozlarda ve farkii sirelerle nonilfenole maruz birakildi. Tablo
g'da farkli konsantrasyonlarin iki hafta sireyle alabalik dokulaninda birikimini

gdstermektedir.

Tablo 8. Alabalik dokularinda noniifenol birikimi

Sture Nonilfenol Konsantrasyonu (ug/l) ve doku miktar (ug/g doku)
(hafta)
0 66 220 660*
0 0,165x0,04 0,692+0,17 © 1,37+0,213
2

*Bu tanktaki balikiar 4 gnde oldaler

18

*Kontrol grubundan farkh, p<0,05




220ug/l konsantrasyondaki nonilfenol ilave edilen tanktaki baliklar 6lmeden g
haftaya kadar yasamlarir strdirdtler(Tablo 7). Bu konsantrasyonda daha uzun sure
birakildiklarinda (4 hafta) , 6lumler baglads. Farkl strelerie muamele edilen baliklarin
kontrolleri de ayni slirelerde ve ayn! sartiarda akvaryumlarda tutuldu.

Tablo 7. Farkl strelerde nonilfenol muamelesinin birikime etkisi

Nonilfenol Sire (hafia)
konsantrasyonu
{nafl) 1 2 3
Konirol 0 0 0
220 0,121+0,07 0,692+0,17¢ 1,27+0,45"

« Kontrollerinden ve birbirlerinden farkh, p<0,05

Tablolarda sonuclari verilen akvaryum deneyleri en az 3 kez tekrarlanmigtir.
Her sart icin tanklarda bulunan en az 5 balikian, her birinden ayri ayri ikiser 6zt
hazirlanmis ve her ézitten ikiser kez HPLC Olgimd yapilmistir. Tabloda verilen
degerler bu olgimlerin sonuglarinin ortalamasidir. Sekil 9-12'de farkli nonilfenol
konsantrasyonlarinda ve farkh strelerle muamele edilmis alabaliklardan elde edilen
azltlerde HPLC éicimierinden érnekler veriimisgtir.
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Sekil 9. Kontrol grup alabalik karacigeri ozGtinun izokratik ve normal faz HPLC
profiii
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Sekil 10. 66 ug/L. NP ile bir hafta muamele edilen
izokratik ve normal faz HPLC profili
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Sekil 11. 220 pg/l NP ile bir hafta muamele edilen alabalik karacigeri 6zOtinin
izokratik ve normal faz HPLC profili
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Sekil 12. 660 pg/L NP ile 1 hafta muamele edilen alabalik karacigeri Ozutunin
izokratik ve normal faz HPLC profili

4.5 Nonilfenol’lin Alabalik Karaciger dokusundaki Histopatolojik Etkileri

Farkll konsantrasyonlarda NP ve 17B-estradiol'a farkli sirelerle maruz kalan
alabalik karacigerlerinin histolojik inceleme sonuglari Sekil 13-18'de garulmektedir.
Kontrol grupta hicbir patolojik anormallik yoktur {Sekil 13). Gayet dizenli olusmus
sinGsler ile normal hiicreler dizenli yerlesmislerdir.

Sekil 13. Kontrol gruptan alinan Hematoksilin-Eosin ile boyanmig alabalik karaciger
kesitinin mikroskopik géranttist (100x)




NP’nin etkilerinin estrojeni taklit ettigi bilindiginden, 17B-estradiol pozitif kontrol
olarak kullamilmistir. NP etkileri bu hiicrelerle kargiasgtirdmistir (Sekii 14).

Sekil 14. Pozitif kontrol (2,7 pg/L 17B-estradiol (E2) ile muamele edilmig) gruptan
alinan Hematoksilin-Eosin ile boyanmis alabalik karacier kesitinin mikroskopik
géruntisa (1000x)

220 ug/L NP'ye maruz birakilan baliklarin karaciderleri 1. haftada normal
gorilmekle birlikte (Sekil 15), Kupfer hiicrelerinin sayisinda artis gortimektedir. 2
haftadan sonra Kupfer hiicrelerinde azalma baslamis ve vakuoller belirmistir (Sekil
168). Sinisoidler de genisiemistir. Hucre siwlan kayblmug, hicre cekirdekleri
blyUmastar.

Sekil 15. 220 pg/L. NP ile bir hafta streyle muamele edi_!mi§ grgptar} .a!man
Hematoksilin-Eosin ile boyanmis alabalik karaciger kesitinin mikroskopik gorintisi
(1000x) K: Kupfer hicreleri.




Sekil 16. 220 pg/l NP ile iki hafta streyle muamele edilmig gruptan alnan
Hernatoksilin-Eosin ile boyanmig alabalk karaciger kesitinin mikroskopik gortntisi
(1000x) K: Kupfer hiicreleri.

3 hafta sonra karaciger hiicre sayisinda azalma haslamig ve hucreler boslukta
yilzer gorantis almistir (Sekil 17).

Sekil 17. 220 pg/L NP ile ¢ hafta sireyle muamele edilmis gruptan alinan
Hematoksilin-Eosin ile boyanmig alabalik karaciger Kkesitinin mikroskopik goriintisd
(1000x) K: Kupfer hicreleri.




4 hafta sonra ise, kanama ve lenfosit infiltrasyonu gorilmektedir (Sekil 18).
Ekstraselliller bdlgede ve sitozolde vakiller buyumastir. Normal diizenli karaciger
hiicre organizasyonu yok olmustur.

Sekil 18. 220 ug/L NP ile dért hafta siireyle muamele edilmis gruptan alinan
Hematoksilin-Eosin ile boyanmis alabalik karaciger kesitinin mikroskopik gorintisu
(1000x) L, lenfositler; icv, hilcre ici vakiller; oklar, vakil olugsumu.

4.6 Nonilfenoliin Alabalik Karaciger dokusundaki molekiiler etkilerinin FTIR ile
incelenmesi

660 pg/L NP'ye maruz birakilan baliklardan gogu sldiginden, 66 ug/L ve 220
ng/L NP ile yapilan gahismalardan alinan balik karacigerierinde FT-IR spektrumlan
alinmistir. Sekil 19 daki kontrol karaciger 3600-800 cm”! bolgesi spektrumundan
goraldiiga gibi, karbonhidrat, lipit, protein ve nitkleik asitlere ait bir cok banttan olusan
karmasik bir spektrum elde edilmigtir. Ozellikle 3600-2800 cm™' ve 1800-800 cm’”
bolgelerinde NP maruziyeti stresi ve dozuna bagh frekans, intensite ve bant
genigliginde degiskenlik gosteren hatinsayilir sayida FT-IR bandi gbzlenmistir. En
belirgin degisiklikler, 220 pg/t NP've iki hafta sireyle maruz kalan bahklarin
karacigerlerinde ortaya gikmistir.
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Sekil 19. Kontrol alabalik karacigerinden alinan FT-IR spektrasi
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Sekil 20. Kontrol ve NP ile bir hafta muamele edilmig alabalik karacigerinden 3600-
2800 cm™' bélgesinde alinan FT-IR spektras: (2927 cm™ deki CH; asimetrik mod'a

gore normalize edilmistir)
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Sekil 21. Kontrol ve NP ile bir hafta muamele edilmis alabalik karacigerinden 1800-
800 cm’' bolgesinde alinan FT-IR spektrasi (2927 cm™ deki CH» asimetrik mod'a

gbére normalize edilmigtir)
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Sekil 22.Kontral, NP ve 22 pg/l E2 ile ki hafta muamele ediimis alabalik
karacigerinden 3600-2800 cm™ bélgesinde ahinan FT-IR spekirast (2927 cm™ deki

CHs asimetrik mod'a gére normalize edilmistir)
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Sekil 23. Kontrol, NP ve 22 ug/L E2 ile ki hafta muamele edilmis alabalik
karacigerinden 1800-800 cm™ bolgesinde alinan FT-IR spektrasi (2927 cm™ deki
CHa asimetrik mod'a gére normalize edilmistir)

4.7 Karacigjerdeki glutatyon-S-transferaz {(GST) enzim aktiviteleri

Tablo 8de goérildigl gibi, 220 ng/L nonilfencle bir hafta maruz kalan
baliklarda GST enzim aktivitesi, ylikselmektedir. Bu ylkseime Tukey'in HSD istatistik
yéntemine gére anlamhdir (p<0.05). Aymi konsantrasyona iki ve (¢ hafta kalan
balikiarin karacigerinde ise GST enzim aktivitesi digmektedir. GST aktivitesindeki
bu dismede, istatistiksel olarak anlamlidir. Kontrol ve 66 pg/L nonilfenol maruz
birakilan baliklarda, ikinci haftadan sonra GST enzim aktivitesinde bir artma
meydana gelmekiedir. Kontrol grubunda meydan gelen yikselme istatistiksel olarak
anlamh degildir. Fakat, 66 pg/L nonilfenol grubundaki baliklarin karacigerinde, GST

enzim aktivitesinde ikinci haftada meydana gelen ylUkselme istatistiksel olarak
anlambidir (p<0.05).

Tablo 8. Alabalik karacigeri glutatyon S-transferaz enzim aktivitesinin farkl
sire ve farkli konsantrasyonlarda NP ile muamele sonucunda degisimi

NP GST Aktivitesi (umol/gr protein £ SE, N=3)
Konsantrasyonu 1. hafta 2. hafta 3.hafta
Kontrol 68,82+ 9,67 83,69 +11,46 90,42 +8 07
66 ug/L 60,35+ 8,67 106,37 £23,04° 68,89 +8,41
220 ug/L 138,05 +17,62° 79,61 £17,13 43,50 +6,90°




4.8 Nonilfenol’iin Alabahklarda Vitellogenin seviyesine etkileri

Estrojenik etki gosteren endokrin bozuculara maruz kalan canlilarda
vitellogenin miktarinin  yiUkselmesi beklenmektedir. Bu c¢alismada NP'e maruz
birakilan alabalikiarin kanlar topland: ve immunoassay ile Cayman Vitellogenin kiti
kullanilarak plasma vitellogenin miktariari beliflendi. Sekil 24’de gorllen standart
edimi kullamlarak vitellogenin miktarlari hesaplandi.

Vitellogenin Standart Egrisi
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Sekil 24. Vitellogenin Standart Egrisi (NSB: 6zgun baglanmayan vitellogenin
antikortarinin verdigi okuma degeri)

66 pg/l nonilfenole bir hafta maruz birakilan baliklarin dahi plazma
vitellogenin degerleri, kontrol balikiara oranla artmig oldugu gorulda. Degerlerdeki
artislarin tim NP dozlarinda ve maruziyet sureleri igin gecerli oldugu gézlendi. Ancak
satin alinan kitteki, Gretici firma tarafindan sonradan bildirilen kullanitan ¢ézeltilerden
birindeki seyreltme hatas| yizinden elimizde yeterli drmek kalmadigindan deneyler
tekrarlanamad:. Bu nedenie giivenilir olmayacagindan, degerler burada verilmemistir.



5 Tartisma ve Sonug

Sakarya Nehri ve Degirmen deresi (zerinden toplanan su oGrmeklerinde
alkilfenol rastlanmamustir.  Ancak, sediman ve balik &rneklerinde alkilfenollere
rastlanmistir.  Bu sonuglar literatirle uyumiudur.  CUnk, alkilfenociler hidrofobik (su
cozinmeyen) ve lipofilik (yagda ¢ozinen) ozelliklerinden dolayi, sularda dedil,
sediman ve suda yasayan canlilarda birikmektedir (Tablo 3). Sakarya nehri Gizerinde
Porsuk Cayl, Degirmendere Uzerinde ise Macka'dan alinan sediman Srneklerinde
alkilfenole rastianmistir.  Degirmendere, Macka'da nonilfenol (4,46 pg/l) ve
bitifenole (1,68 pg/L) rastlanmig, Porsuk Gayinda ise sadece butilfenol (3,15 pg/l)
dlctimstar. Porsuk Cayrndan alinan sediman oOmedginde, Degirmenderesi,
Macka'dan alinan sediman érnedinden daha dusuk atkilfenol bulunmasinin muhtemel
nedenleric 1) Macka'dan alinan sediman &rnedi, kanalizasyonun suya
Degirmendereye akitildigi bélgeye daha yakin oimasi. 2) Porsuk Cayi'ndan alinan
sediman érneginde alkilfenol dzatleme veriminin gok disik olmasidir (%50den az).
Porsuk Cayl, Dedirmenderesine orania ¢ok daha fazla adir metal kirlenmesine neden
olmaktadir. Agir metallerin, metanol ile ézitleme yontemine etkisinin aragtinimasi
gerekmektedir.  Ornegin, kadmiyum, nonilfenolln canlt organizma tarafindan
tutulmasini inhibe etmektedir. Sediman icerisinden 6zltleme de boyle bir etkilesimin
olup olmad:idi bilinmemektedir.

Sakarya nehri ve Degirmenderesi Gzerinden aiinan sediman orneklerinin
hazilarnda alkilfenollere rastlanmamasinin bir nedeni de, bazi istasyonlarda sediman
alinamamasi ya da su sicakhdmn 20 °C Gzerinde olmast. Ornegin, Dedirmenderesi,
Sanayi sitesinde, sediman érnegdi alinamamigtir. Sediman yerine kum alinabilmistir.
Trabzon'unun kanalizasyon atiklanmn atididi nokta oldugu igin, orneklemenin
oradan yapiimasi gerekmekteydi. Ancak, Degirmenderenin denize bosaldigt yer
oldugu icin, sediman dedil kum alinabilmistir. Kum ornegdinde aikilfenol
slctlemenmistir. isvigre'de sedimden yapilan Slgimierde (Ahel et al., 1994) 1,31ug/L
alkilfenol; ingiltere’de 15 g/l ve ABD'de ise 70 pg/L bulunmustur. Bu calismada iki
nehirde 3,15 ve 4,46 ug/L civarinda NP varligi saptanmistir.

Buotin bunlara ragmen, alkilfenollerin - balik dokularinda  dlgtlmesi,
nehirlerimizde alkilfenol varhgimi gostermektedir. Gerek literatir gerekse laboratuvar
calismatanmiz gostermektedir ki, alkilfenoller ve o6zellikle nonilfencl canli dokularda
biyolojik birikime neden olmaktadir. Biyolojik birikim, biokonsantrasyon fakiori olarak
olctilmektedir ve dokularda Glgllen alkilfenol miktaninin, sudaki miktarina oran: olarak
hesap ediimektedir. Literatlrde biokonsantrasyon faktoranin 1 ile 1000 arasinda
degisti§i rapor edilmektedir. Laboratuvarda yapian deneylerde ise nonilfencitn,
baliklarin karacigerinde patolojik (Sekil 13-18) ve biyokimyasal bozuklukiara neden
oldugu ortaya konmustur. NP'e maruz birakilan alabaliklarin karaciger FT-IR
spektrumlar incelendiginde gérilen degisikliklerin detayh incelenmesi sonucunda
varilan sonuclar séyledir: NP ‘ye maruziyet ile karaciger dokusunda glikojen
miktarlarinda azalma olmustur. Doymamis yaglarin miktaninda arti olmustur. Bu
durum, karacigerden alinan kesitlerin morfolojik incelemesinde vakiilerin olusmas! ve
dokuda yaglanmanin gozlenmesiyle uyumiudur.

Sonug olarak, olgim yapilan iki su sisteminde alkilfeno! kirliligi  bayGk
boyutlarda olmasa da mevcuttur. Alkilfenol baliklarda birikim gosterdiginden, varligi
daha kolaylikia gérilebilmektedir. Su kirliiigi, icinde yagayan canlilardan dzltleme
yapilarak, HPLC ile rutin olcimierde kolayca belirlenebilecektir. Vitellogenin
alctimleri en hassas belirtec olabilir, ancak kullanilan kitler cok pahalidir, daha kolay
ve ucuz 6lcim metodu gelecek caligmalarda amaclanmalidir.
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4.8 Nonilfenol’iin Alabaliklarda Vitellogenin seviyesine etkileri

Estrojenik etki gosteren endokrin  bozuculara maruz kalan canlilarda
vitellogenin miktarinin  ylkselmesi beklenmektedir. Bu calismada NP'e maruz
birakilan alabaliklarin kantari toplandi ve immunoassay ile Cayman Vitellogenin Kiti
kullanitarak plasma viteflogenin miktarlart belirlendi. Sekil 24'de gérulen standart
egimi kullanilarak vitellogenin miktarlart hesaplandi.

Vitellogenin Standart Egrisi
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Sekil 24. Vitellogenin Standart Egrisi (NSB: 6zgun baglanmayan vitellogenin
antikorlannin verdigi okuma degeri)

66 ug/L nonilfenol’e bir hafta maruz birakian bahklarin dahi plazma
vitellogenin degerleri, kontrol baliklara oranla artmig oldugu goruidh. Degerlerdeki
artisiarin tim NP doziarinda ve maruziyet streleri icin gecerli oldugu gézlendi. Ancak
satin alinan kitteki, Gretici firma tarafindan sonradan bildirilen kulfarnilan ¢ozeltilerden
birindeki seyreltme hatasi ylzinden elimizde yeterli ek kalmadifindan deneyler
tekrarlanamadi. Bu nedenle gavenilir olmayacagindan, dederler burada verilmemistir.




5 Tartigma ve Sonug

Sakarya Nehri ve Degirmen deresi Uzerinden toplanan su drneklerinde
alkilfeno! rasttanmamistir.  Ancak, sediman ve balik &rneklerinde alkilfenollere
rastlanmistir.  Bu sonuglar literatirle uyumludur.  Clnk(, alkilfenoller hidrofobik (su
coziinmeyen) ve lipofilik (yagda cozinen) ozelliklerinden dolayl, sularda degil,
sediman ve suda yasayan canlilarda birikmektedir (Tablo 3). Sakarya nehri Uzerinde
Porsuk Cayi, Dedirmendere (zerinde ise Macka'dan alinan sediman érneklerinde
alkilfenole rastlanmistir.  Degirmendere, Macka'da nonilfenol (4,46 pg/l) ve
bitilfenole (1,68 pg/L) rastlanmis, Porsuk Cayinda ise sadece butilfenol (3,15 ug/L)
élctlmostor.  Porsuk Cayrndan alinan sediman o6rnedinde, Degirmenderesi,
Macka'dan alinan sediman érmeginden daha distk alkilfenol bulunmasinin muhtemel
nedenleri 1) Macka'dan alinan sediman Ornegi, kanalizasyonun suya
Degirmendereye akitiidigi bolgeye daha yakin olmasi. 2) Porsuk Gayrndan alinan
sediman érmeginde alkilfenol ézitleme veriminin gok dislk olmastdir (%50den az).
Porsuk Cayl, Degirmenderesine oranla cok daha fazia agir metal kirlenmesine neden
olmaktadir. Agir metallerin, metanol ile &ziitleme yontemine etkisinin arastirimasi
gerekmektedir.  Ornedin, kadmiyum, nonilfencliin canli organizma tarafindan
tutulmasini inhibe etmektedir. Sediman igerisinden ézutleme de boyle bir etkilegimin
olup olmadig bilinmemektedir.

Sakarya nehri ve Degirmenderesi Gzerinden alinan sediman &rnekierinin
bazilarinda alkilfenollere rastianmamasinin bir nedeni de, bazi istasyonlarda sediman
alinamamasi ya da su sicakhiginin 20 °C (zerinde olmasi. Ornegin, Dedirmenderesi,
Sanayi sitesinde, sediman &rmedi alinamamigtir. Sediman yerine kum alinabilmigtir.
Trabzon'unun kanalizasyon atiklaninin atidigi nokta oldugu igin, drneklemenin
oradan yapiimasi gerekmekteydi. Ancak, Degirmenderenin denize bosaldidl yer
oldugu icin, sediman dedil kum alinabilmistir. Kum 6rnegdinde alkilfenol
dlcllememistir. Isvicre’de sedimden yapilan digimlerde (Ahel et al.,, 1994) 1,31 g/l
alkitfenol; ingiltere’de 15 ug/L ve ABD'de ise 70 pg/L bulunmustur. Bu galismada iki
nehirde 3,15 ve 4,46 pg/L civarinda NP varlidi saptanmistir.

BGtin bunlara ragmen, alkilfenollerin  ballk  dokularinda dlglilmesi,
nehirlerimizde alkilfenol varhdini géstermektedir. Gerek literatir gerekse laboratuvar
cahsmalanmiz gostermektedir ki, alkilfenolier ve 6zellikle nonilfenol canli dokularda
biyolaijik birikime neden olmaktadir. Biyolgjik birikim, bickonsantrasyon faktorl olarak
&iclilmektedir ve dokularda olgiilen alkilfenol miktarinin, sudaki miktanina orary olarak
hesap edilmektedir. Literaturde biokonsantrasyon faktérinin 1 ile 1000 arasinda
degistidi rapor edilmektedir. Laboratuvarda yapiian deneylerde ise nonilfenolin,
baliklarin karaciderinde patolojik (Sekit 13-18) ve biyokimyasal bozukluklara neden
oldugu ortaya konmustur. NP'e maruz birakian alabaliklarin karaciger FT-IR
spektrumlart incelendiginde gérilen degisikliklerin detayh incelenmesi sonucunda
vardan sonuglar soyledi: NP ‘ye maruziyet ile karacifer dokusunda glikojen
miktarlarinda azalma olmustur. Doymamis yaglann miktarinda artis olmustur. Bu
durum, karacigerden alinan kesitlerin morfolojik incelemesinde vakullerin olugsmas: ve
dokuda yaglanmanin gézlenmesiyle uyumiudur.

Sonucg olarak, olgim yapilan iki su sisteminde alkilfenol Kirliligi bayCk
boyutlarda olmasa da mevcuttur. Alkilfenol balikiarda birikim gdsterdiginden, varligi
daha kolaylikla gorulebilmekiedir. Su kirliligi, icinde yasayan canlilardan ozltleme
yapilarak, HPLC ile rutin dlcimlerde kolayca belirlenebilecektir. Vitellogenin
slgimleri en hassas belirtec olabilir, ancak kullanilan kitler cok pahalidir, daha kolay
ve ucuz 6icim metodu gelecek calismalarda amagianmaldir.
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