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OZET

Endiistriyel tiretimlerin sonucunda atik su meydana gelmektedir. Atiksular iceriginde
cesitli hastaliklara sebep olan mikroorganizmalar tasimaktadir. Ayrica zararli kimyasallar ve

agir metaller i¢erebildiklerinden dolay1 ¢cevre ve saglik sorunlari olusturabilirler.

Bu tez caligmasinda gida endiistrisi aritim Oncesi ve aritim sonrasi atik sularinin
RAPD yontemi ile Klebsiella pneumoniae DNA’ s1 ilizerindeki genotoksik etkileri
belirlenmistir. Vibrio fischeri’ nin biyoliiminesans 6zelliginin kullanildigit Mikrotoks
yontemi ile akut toksisite etkileri, Allium test yonteminde ise Allium cepa kok ucu
hiicrelerinde mitotik indeks degerleri ile atik sularin sitotoksisitesi, kromozomal aberasyon
indeks degerleri ile genotoksisitesi degerlendirilmistir. RAPD-PCR yonteminde GKS
degerleri aritilmis suyun konsantrasyonlarinin hepsinde % 100’e ¢iktig1 gdzlemlenmistir.
Mikrotoks yonteminde 5 dk ve 15 dk da gergeklestirilen dl¢timlerde aritim 6ncesi ve aritim
sonrasi atik su konsantrasyonlarinda yakin degerler elde edilmis, atik su 6rnekleri arasinda
belirgin bir farklilik olmadigi belirlenmistir. Al/ium testi analizinde 24 ve 48 saat
uygulamalarinda aritim oncesi atik su konsantrasyonlarinda mitotik indeks ve kromozomal
aberasyon indeks degerlerinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir.
Aritim sonrasi atik su konsantrasyonlarinda ise mitotik indeks ve kromozomal aberasyon
indeks degerlerinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi

belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar karsilastirilacak olursa Allium testinde elde edilen sonuglar
RAPD yonteminde elde edilen sonuclar ile paralellik gostermektedir. Analiz sonuglarina
gore atik su aritilmasinin sonucunda toksik etkisinde azalma gozlemlenmektedir. Deney
sonuglart géz Oniinde bulunduruldugunda gida endiistrisi atik suyunun aritma islemi

gerceklestirilmeden dogaya saliverilmemesi gerektigi onemle vurgulanabilir.

Anahtar Kelimeler: Gida endiistrisi atik suyu, Genotoksikoloji, RAPD-PCR, Allium
test, Mikrotoks, Klebsiella pneumoniae, Vibrio fischeri
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SUMMARY

Wastewater occurs because of industrial production. Wastewaters contain
microorganisms that can cause various diseases within their content. Furthermore, they can
give rise to environmental and health issues due to their potential inclusion of harmful

chemicals and heavy metals.

In this study, the genotoxic effects of untreated and treated wastewater from the food
industry on Klebsiella pneumoniae DNA were determined using the RAPD method. The
acute toxicity effects were evaluated using the Microtox method, which utilizes the
bioluminescent property of Vibrio fischeri. In addition, the cytotoxicity of the wastewater
was assessed through the mitotic index values of Allium cepa root tip cells using the Allium
test method, while its genotoxicity was evaluated using chromosomal aberration index
values. In the RAPD-PCR method, the Genomic Template Stability (GTS) values were
observed to reach 100 % in all the treated water concentrations. Measurements performed at
5 minutes and 15 minutes using the Microtox method revealed that closely similar values
were obtained for both pre-treated and post-treated wastewater concentrations, indicating no
significant difference among the wastewater samples. In the Allium test analysis, there was
a statistically significant difference in mitotic index and chromosomal aberration index
values of pre-treated wastewater concentrations compared to the control at 24 and 48-hour
applications. On the other hand, no statistically significant difference was found in post-
treated wastewater concentrations in terms of mitotic index and chromosomal aberration

index values compared to the control.

When comparing the obtained results, it can be observed that the results from the
Allium test are in line with the results obtained in the RAPD method. Results of the analysis
indicate a decrease in toxic effects following wastewater treatment. Considering the
experimental results, it can strongly be emphasized that food industry wastewater should not

be released to nature without treatment.

Keywords: A/lium test, Food industry wastewater, Genotoxicology, Klebsiella pneumoniae,

Microtox, RAPD-PCR, Vibrio fischeri
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1. GIRIS VE AMAC

Glinlimiizde insan niifusu hizla artmaya devam etmektedir. Beslenme, insanlarin
yasamlarini siirdiirebilmeleri icin gereken temel ihtiyactir (Akin; 2012). Insan niifusunun
artmasi ile gida iiretim hizi da artmaktadir. Bu hizli artisin sonucunda ise tarimsal atik
miktarlarinda artma, dogal kaynaklarin tiikenmesi ve kirlenmesi sorunuyla karsi karsiya

kalmmaktadir (Ozkan, 2022).

Niifusun artmastyla birlikte su tiikketimi de artmaktadir. Su kitlig1 21.ytlizyilin ciddi
sorunlarindan biridir. Temiz su kaynaklari, giderek artan niifusun igme ve kullanmak i¢in
gerekli olan su ihtiyacini karsilamakta yetersiz kalmaktadir. Su kullaniminin artmas, atik su

olusumunu artirmaktadir. (Pescod, 1992; Toze, 2006; Kukul vd., 2007)

Endiistriyel atik sularin toksik etkiye sahip inorganik maddeler igerdigi
bildirilmistir. Toksik etkiye sahip kimyasallarin diisiik konsantrasyonlar1 insan sagligini
etkilemese bile, bitkiler lizerinde toksik etkiye sahip olabilir. Atik sular igeriginde ¢ok sayida
mikroorganizma bulundurmaktadir. Atk sular artilma islemi gergeklesmeden
kullanildiginda ya da aritilan sularin gereken saglik kosullarini saglamadiginda atik sularda

bulunan baz1 mikroorganizmalar enfeksiyona neden olabilmektedir (Uciincii, 2019).

Bu caligmanin amaci gida endiistrisi atik suyunun sitotoksik ve genotoksik
etkilerinin arastirilmasidir. Klebsiella pneumoniae DNA’ s1 iizerindeki genotoksik etkisinin
arastirilmasi i¢in gida iiretim tesislerinde iiretim sonrasinda olusan atik suyun aritim oncesi
ve aritim sonrast 6 farkli (% 100, % 75, % 50, % 25, % 10 ve % 1) konsantrasyonu
kullanmilmustir. Klebsiella pneumoniae her bir konsantrasyondaki atik su ile 16 saat boyunca
37 °C’ de inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyonun ardindan DNA izolasyon islemi
gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA’ lara RAPD-PCR islemi uygulanmistir. PCR
isleminde 4 farkli primer (OPAR3, OPARS, AP4 ve Primer 640) kullanilmistir. Ardindan
elektroforez islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen goriintiilerde DNA bant profillerinin

degismesinden gida endiistrisi atik suyunun genotoksik etkisi aragtirilmistir.



Bu yiiksek lisans tez calismasinda Eskisehir’ de bulunan bir gida iiretim
fabrikasindan iiretimin sonucunda agiga ¢ikan atik suyun neden olabilecegi toksik etkiler
arastirllmistir. Gida atik suyunun; RAPD-PCR yontemi ile Klebsiella pneumoniae DNA’
sinda meydana getirdigi degisiklikler ile genotoksisitesi, Mikrotoks yontemi ile Vibrio
fischeri’ de akut toksikolojik etkileri ve A//ium testi kullanilarak sitogenetik ve genotoksik
etkileri belirlenmeye c¢alisiimistir. RAPD yonteminde GKS (Genomik Kalip Stabilitesi)
degerleri hesaplanarak elde edilen veriler yorumlanmistir. Mikrotoks yonteminde kullanilan
cthazin programi araciligiyla sonuclar yiizde olarak hesaplanarak degerlendirilmistir. A//ium
testi sonucunda mitotik indeks ve kromozomal aberasyon indeksi hesaplanmis ve sonuglar

degerlendirilmistir.

RAPD yoéntemi, 9-10 b¢ uzunlugundaki oligoniikleotidin belirlenen primerin DNA
molekiiliine baglanip PCR kullanilarak c¢ogaltilmas1 ile elde edilen {iriinlerin jel
elektroforezinde goriintiilerin analiz edilmesi seklinde uygulanmaktadir. RAPD yodntemi
ucuz, tekrarlanabilir ve hizli olmasindan dolay1 bir¢ok calismada siklikla kullanilan bir
yontemdir (Neilan, 1995, Nishihara, vd., 1997, Shalini, vd., 2007, Praveen Kumar, vd., 2009,
Prabakaran, vd., 2011, Afaf, vd., 2012; Karaca, vd., 2020). Mikrotoks testi, biyoliiminesans
bakteri (Vibrio fischeri) kullanilarak gergeklestirilen, maliyeti diger testlere gore daha uygun
ve hassasiyeti sayesinde deneysel ¢alismalarda siklikla kullanilan akut toksisite testidir (Ma,
vd., 2014; Sonmez ve Sivri, 2016). Mikrotoks testinde pozitif ve negatif kontroller
kullanilmaktadir (Blaise ve Férard, 2005; Sonmez ve Sivri, 2016). Allium testi deneysel
caligmalarda bitkisel test sistemi olarak hiicrelerdeki kromozomal aberasyonlar1 ve mitotik
hiicre bdliinmelerini kolay bir sekilde gozlemlenebildigi i¢in siklikla kullanilmaktadir

(Soykan, vd., 2014; Acar, 2020).



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Atk Sularin Genel Ozellikleri

Yasam kaynaginin temeli sudur (Direk, vd., 2022). Hizla artan diinya niifusu,
plansiz sanayilesme ve gelisen teknolojiler sonucunda su tiikketimi artmistir (Chen, vd.,
2021; Kavurucu vd., 2022). Niifusun artmasiyla 6zelikle kurak ve yar1 kurak iklime sahip
iilkelerde igme ve kullanmak i¢in gereken ihtiyaci temiz su kaynaklari
karsilayamamaktadir. Temiz su kaynaklarinin kullaniminin artmasi sonucunda ¢ok
miktarda atik su agiga ¢ikmaktadir. (Pescod, 1992; Toze, 2006; Kukul, vd., 2007). Temiz
su kaynaklariin hizla tiikenip kirlenmesi sonucunda su kitlig1 sorunuyla
karsilagilmaktadir. Su kithg1 sorunu, 21. yiizyilda birgok toplumun en hassas ¢evre
konularindan biri olmustur. Bu nedenle sularin tekrar kullanim1 6nem arz etmektedir

(Asan, 2013; Demir, vd., 2017).

Atik su, temiz su kaynaklarinin ¢esitli nedenlerle kullanimi sonucunda kirlenmis “Gri
su” ya da “Siyah su” olarak isimlendirilen kirli su olarak tanimlanmaktadir. Atiksular
iceriginde cesitli hastaliklara sebep olan mikroorganizmalar (patojenler) tasimaktadir.
Ayrica zararli kimyasallar ve agir metaller icerebileceginden dolayr atiksu kaynakli

hastaliklar, cevre ve saglik sorunlarinin nedeni olabilir (Ugiincii, 2019).



Atiklar kaynagina gore, icerigine gore ve Ozelligine gore olmak iizere 3 grupta
siiflandirilmaktadirlar. En ¢ok kullanilan simiflandirma kaynaklarina gore yapilan

siiflandirmadir (Koca, 2020).

Kaynaklarina gore atiklar:

1. Endistriyel atiklar,

2. Evsel atiklar,

3. Tibbi atiklar,

4, Tehlikeli atiklar,

5. Elektronik atiklar,

6. Insaat ve maden atiklari

olmak iizere alt1 gruba ayrilmaktadir.

2.1.1. Endiistriyel atiklar

Genel olarak tehlikeli olan ve tehlikeli olmayan atiklar olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir. Tehlikeli olmayan atiklar, endiistriden kaynaklanan fakat igceriginde zararh
bir madde bulunmamaktadir. Tehlikeli olmayan evsel nitelikli atiklardan olusmaktadir.
Tehlikeli atiklar ise patlayici ve kendiliginden yanabilen etkisi bulunmaktadir. Suya temas
ettiginde toksik gaz cikartabilirler. Toksik veya ekotoksik ozellik tasiyan zararh etkileri
bulunmaktadir. Bu tiir atiklar metal isleme ve kaplama, kimya, ilag, petrol, boya, deri, cam

isleme, kagit, tekstil, otomotiv ve elektronik sanayilerden kaynaklanmaktadir (Koca, 2020).

2.1.2. Evsel atiklar

Iceriginde tehlikeli, zararli madde icermeyen, konutlarda veya isyerlerinde ortaya
cikan atiklar “Evsel atiklar” olarak adlandirilmaktadir. Evsel atiklara; yiyecek atiklari,
mesrubat siseleri, sampuan ambalajlari, metal konserve kutular1 6rnek verilebilir (Koca,

2020).



2.1.3. Tibbi atiklar

Genel olarak hastanelerden, saglik kuruluslarindan, laboratuvarlardan ve veteriner
kliniklerinden ortaya ¢ikan atiklardir. Toksik, patolojik, enfeksiyonlarla ilgili, radyoaktif,
yanict, kesici vb. 6zelliklere sahiptirler. Tibbi atik tiirlerine 6rnek olarak kan ve kan tirtinleri,
kullanilmis ameliyat giysileri, hasta ile temas etmis enjektdr igneleri, pansuman

malzemeleri, kullanilmis lam, lamel ve bisturi verilebilir (Koca, 2020).

2.1.4. Tehlikeli atiklar

Yanici, yakici, tahris ve tahrip edici, patlayici, zehirli atiklara genel olarak tehlikeli
atiklar denmektedir. Tehlikeli atiklara 6rnek olarak, kullanilmis kimyasal madde atiklari,
tehlikeli madde ile kirlenmis eldiven vb., floresan lambalar, tarim ve ziraat ilaglari, eski piller

ve akiiler, atik yaglar, boya ve vernik kalintilar1 gosterilebilir (Koca, 2020).

2.1.5. Elektronik atiklar

Kisaca E-atik olarak adlandirilir. Genel olarak atik konumunda olan elektronik
cihazlardir. Bu atiklar, cam, metal ve plastik icermektedir. Elektronik atiklar yakildiklarinda
veya tekrar kullanim i¢in parcalandiklarinda tehlikeli maddeler aciga c¢ikabilmektedir. Bu
atiklara 6rnek olarak; Televizyon, PC, telefon, yazici, fotokopi makinasi, fax, ekranlar,
DVD, mp3, entegre devreler, baskili devreler, yar iletkenler, kablolar ve tibbi cihazlar gibi

alet ve ekipmanlar verilebilir (Koca, 2020).



2.1.6. insaat ve maden atiklar

Insaat atiklar; binalarin ve diger yapilarin insa edilmesi ve tamiri sirasinda olusan
atiklardir. Bu tiir atiklara 6rnek olarak; tas, tugla, beton, al¢1, demir ve kagit gibi maddeler

verilebilir (Koca, 2020).

2.2. Atk su aritim yontemleri

1800 1i yillarda artan sanayilesmeyle birlikte sanayide olusan atiklar cevreye
atilmaya baslanmistir (Yildiz, vd., 2013). Ingiltere’ de 1830- 1850 yillar1 arasinda artis
gosteren kolera salginlarinin ardindan atiklarin yonetilmesi ve sanitasyonu i¢in acil ihtiyag
olusturulmustur (Tzanakakis, vd., 2007; Yildiz, vd., 2013). Toplum sagligini korumak ve su
kirliligini kontrol altina almak amaciyla ilk olarak “Kanalizasyon Tarimi” yapilmistir.
Ingiltere’ de 1874 yilmin sonrasinda ¢im arazilerde toprak iizerinde akis sistemi uygulanarak
AKM ve nutrient giderimi saglanmistir. 1887 yilinda ise canli mikroorganizmalar tarafindan
organik maddenin ve azotun okside edilebildigi kesfedilmistir (Tzanakakis, vd., 2007;
Yildiz, vd., 2013). 1887 yilinda ilk biyolojik aritma prosesi olarak bilinen kesikli kum
filtresi denemesi gergeklestirilmistir (Vesilind, 2003; Silverstein, 2001; Yildiz, vd., 2013).

19. yiizyilin ortalarinda igilebilir su kaynaklar1 sik sik salgin hastaliklarin ¢ikmast,
yerel su kaynaklarinin kontamine olmasi, sokaklar1 sulama ve yanginlar1 sondiirme amaciyla
borularla tasinmaya baslanmustir (Brian, vd., 2000; Yildiz, vd., 2013). 1865 yilinda Ingiltere
Parlamentosu ilk kez akarsularin kirlenmesiyle ilgilenmek amaciyla bir komisyon
kurmustur. Komisyon iiyeleri yasa ve yonetmelikler hazirlayarak akarsularin kirletilmesini
kesinlikle yasaklamis ve akarsularin aritilmasiyla ilgili yasa ¢ikarmistir. Cikarilan yasa ile

aritma teknolojileri gelistirilmistir (Yildiz, vd., 2013).

Kirsal yerlesim yerlerinde geleneksel aritma yontemlerinin uygulanmasi sirasinda
bazi problemlerle karsilagilmistir. Karsilagilan problemlere yatirnm maliyetlerinin ¢ok

yiiksek olmasi, koyliilerin karsilayamayacagindan daha fazla elektrik enerjisine ihtiyag



duymasi, yurt disindan bazi ekipmanlarin ithal ediliyor olmast ve bakim-onarimin pahali
olmas1 verilebilir. Karsilagilan problemlere ¢oziim olarak ekoteknolojiler gelistirilmistir

(Kilig ve Kestioglu, 2008; Yildiz, vd., 2013).

Dogal aritma, atik sularin aritilmasi amaciyla kullanilmaktadir. Maliyeti en diisiik ve
cevre dostu aritma seklidir (Eremektar, vd., 2005; Yildiz, vd., 2013). 1940’ It yillarda atik
sularin aritilmast amaciyla aktif ¢camur yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Toprak,
2006; Yildiz, vd., 2013). Aktif camur, mikroorganizmalarin oksijeni kullanarak organik
maddenin ayrigtirmast sirasinda kullanilan aerobik bir biyolojik aritim sistemidir
(Eremektar, vd., 2005; Yildiz, vd., 2013). Aktif camur prosesi 1920’ li yillarda gelismeye
baslamistir. 1970’ lerin sonlarina dogru piston akimli reaktorler daha fazla kullanilmistir.
Fakat piston akimli reaktdrlerin kullanilmasi sirasinda atik sularin toksik etkilerinden dolay1
cesitli problemlerle karsilasilmistir. Aktif camur prosesinde karsilagilan en biiyiik problemin
amonyak azotunun oksidasyonu oldugu bildirilmistir (Cooper, 2001; Yildiz, vd., 2013).
Olusan problemlerin ardindan ¢6ziim olarak tam karisiml reaktorler (CMAS) kullanilmaya

baslanmustir (Oztiir, 1999; Yildiz, vd., 2013).

Basit aritma sistemlerinin kullanilmasinin ardindan 1890 yilinda Frankland isimli
bilim insan1 tarafindan kanalizasyondaki organik maddelerin oksidasyonu i¢in damlatmali

filtre sistemi bulunmustur (Cooper, 2001; Yildiz, vd., 2013).

Doner biyolojik diskler, biyofilm sistemlerinin kullaniminda damlatmali filtre
sisteminin yaninda yaygin kullanilmistir. Biyodisklerin bakim ve isletme masraflari,
damlatmali filtre sistemleri ve aktif camur prosesine oranla ¢ok diisiiktlir (Samsunlu, 2011;

Yildiz, vd., 2013).

Anaerobik aritma, oksijenin bulunmadigi ortamlarda gergeklesir. Organik atiklarin
biyolojik prosesler ile parcalanmasinin sonucunda CO.,(karbondioksit), NH;(amonyak),
CH4 (metan gazi), ve H>S (hidrojen siilfiir) gibi son iirlinlere doniistiiriilmesidir (Tiirker,
2008; Yildiz, vd., 2013). Anaerobik aritma, ilk olarak sadece ¢amurlarin ¢iiriitiilmesi i¢in
kullanilmistir. Atik sularin aritilmasinda aerobik aritmaya gore avantajlarinin bulunmasinin

ardindan yaygin bir sekilde kullanilmaya baglanmistir (Debik, vd., 2008; Yildiz, vd., 2013).



Son yillarda attk su aritimi i¢in uygulanan girisimlerin bircogu anaerobik
proseslerdir. Tarim ve sanayi atik sularin aritilmasi amaciyla 1970 1i yillarda Hollanda’ da
UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) reaktorler kullanilmis ve atik sularin sicak veya
konsantre organik atiklar icermesinden dolay1 biiyiik dl¢iide basari elde edilmistir. Evsel atik
sularin aritilmasinda anaerobik aritimin kullanilmasi sonucunda kayda deger bir basari
yoktur (Cooper, 2001; Yildiz, vd., 2013). Aerobik aritma sistemlerinin tiikettigi enerji
maliyetlerinin artmasinin sonucunda anaerobik aritma sistemleri gelistirilmistir (Samsunlu,

2011; Yildiz, vd., 2013).

Glinlimiizde ise su ve atiksularin aritilmasinda alternatif bir teknoloji olarak
membranlar kullanilmaktadir. 18. Yiizyilin sonlarinda osmoz kavraminin agiklanmasi
birlikte membranlarin ortaya ¢iktig: bildirilmistir. Daha sonra membran sistemleri 19. ve 20.
ylzyilin baslarinda, sadece laboratuvar 6lgekli calismalarda kullanilmistir. 20.yiizyilin
sonlarindan itibaren de biiyilik 6lgekli sistemlere gecilmistir (Tasiyici, 2009; Yildiz, vd.,
2013). Fick tarafindan nitro seliilozdan ilk sentetik membran tretilmistir (Tiirker, 2003;

Yildiz, vd., 2013).

2.3. Gida Endiistrisi

Bireyler, yasamlarini siirdiirmek, zihinsel ve fizyolojik gelisimlerini karsilamak
amaciyla beslenmeye gereksinim duymaktadirlar. Beslenme ihtiyaglari ise besin elementleri
araciligiyla karsilanmaktadir. Gida kelime anlami olarak besin elementlerini iceren islenmis

veya dogal halde bulunan bitkisel, hayvansal ve sentetik kokenli yenilebilen maddelere

verilen isimdir (Akin; 2012).

Gida endiistrisi, beslenme ihtiyacinin karsilanmasini saglayan gida maddelerinin
iretilmesini saglamaktadir. Bulu, Eraslan ve Barca (2007)’ ye gore gida sektorii, tarim
sektoriinden sagladigi hammaddeleri birden ¢ok iiretim siireci sonucunda tiiketime hazir,

belirli bir siire saklanabilen tirlinlere doniistiiren sanayi kolu olarak tanimlanmaktadir. (Akin;

2012).



Gida fabrikalarinda iiretimin ardindan biiyiik miktarlarda atiklar ¢ikmaktadir. Olusan
bu atiklar ¢evre kirliligine yol agmaktadir. Ancak teknolojiler kullanilarak iiretim sonucunda
olusan atiklardan giibre, hayvan yemi, vb. ekonomik degeri az olan iiriinler iiretilmektedir.
Niifusun artmast sonucunda gida fabrikalarin sayisinda artis meydana gelecegi
ongoriilmektedir. Gida fabrika sayilarmin artmasi ile gida atitk miktarinin ve atik
problemlerin de artig gosterecegi diisliniilmektedir. Bunun sonucunda atiklarin toplanmast
ya da atiklardan yeni tirtinler tiretilerek kullanilmasi ile insan sagliginin korunmasinda ve

iilke ekonomisi acisindan dnemli katkilar saglayacaktir (Yagei, vd., 2006).

2.3.1. Gida endiistrisi’ nin siniflandirilmasi ve olusan atiklarin degerlendirilmesi

Gida enddstrisi;
. Meyve ve sebze isleme
. Bitkisel yag ve margarin
° Sekerli mamulleri
o Un ve unlu mamulleri
o Et mamulleri
. Siit ve siit mamulleri
. Su iirtinleri
° Alkollii- alkolsiiz i¢cecekler

. Diger gida iiretimi

yapan isletmelerden olusmaktadir (Ozdemir, vd., 2001; Sener ve Unal, 2008).

Gida endiistrisinin degisik kollarinda olusan iiriinlerin 6zellikleri ve biyodoniisiimle

degerlendirilebilme yollar asagidaki gibidir:

Meyve ve sebze isleme endiistrisinde liretim sonucunda olusan atiklarin beslenme
acisindan 6nem arz eden diyet lifi, antioksidanlar, vitaminler, pektin, yag asitleri gibi faydali
maddelerin kayiplarina neden olmaktadir (Yagci, vd., 2006). Genel olarak bu atiklar ¢ok

miktarda biyolojik oksijen gereksinimi (BOD) ve siispanse kati atik icermektedir. Olusan
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atiklardan yiizey kiiltiir fermantasyon teknigi kullanilarak etil alkol(CoHsO), metan (CHs),
laktik asit(C3HeO3), siirfektan, sitrik asit(C¢HgO7), gida bilesenleri, enzimler ve aroma

maddeleri iiretilmektedir (Thassitou ve Arvanitoyannis, 2001; Sener ve Unal, 2008).

Zeytinyag isleme endiistrisinde yilda 30 milyon m® atik su iiretilmektedir. Kara su
olarak adlandirilan bu atiklar organik asitler, sekerler, pektinler, polialkoller, kolloidler,
tanen ve lipidleri icermektedir (Thassitou ve Arvanitoyannis, 2001; Sener ve Unal, 2008).
Olusan atiklardan biyoteknolojik doniisiim yolu ile Moniliella suaveolens, Trichoderma
harzianum, Pityrosporum oval ile ve 6- ve y-dekalakton tiretilebilmektedir (Laufenberg, vd.,

2003; Sener ve Unal, 2008).

Seker fabrikalarinda tiretim esnasinda kristallesmeyen surup, melas olusur. Melas,
kristalize olmayan, her zaman bulunabilen ve ucuz olmasinin yaninda seker fabrikalarinin
en Onemli atiklarindan birisidir. Melastan biyoteknolojik yolla endiistriyel etil alkol
iiretilebilmektedir (Kim ve Dale, 2004; Sener ve Unal, 2008). Ayn1 zamanda melas ekmek
mayasi iretiminde, etanol tiretiminde, laktik asit tiretiminde ve tek hiicre proteini tiretiminde

kullanilmaktadir (Altan, 2000; Sener ve Unal, 2008).

Tahil endiistrisinde genellikle iiretim sonucunda olusan atiklar nisasta iceren
atiklardir. Biyoteknolojik yollar kullanilarak olusan atiklardan etil alkol, laktik asit ve tek
hiicre proteini {iiretilebilmektedir. Gida endiistrisi icerisinde tahil endiistri 6nemli bir yere
sahiptir (Hofvendahl ve Hahn-Hagerdal, 2000; Sener ve Unal, 2008). irmik alt1 unu,
makarnalik bugdaylarin islenmesi sirasinda veya bugdayin 6giitiilme isleminde ortaya ¢ikan
bir yan tiriindiir. Bu iiriin genel olarak cavdar, yulaf gibi gluten icerigi diisiik tirlinlerin gluten

miktarini artirmak i¢in unlu mamullerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Yagci, vd., 2006).

Siit endiistrisinde iiretim sonucunda olusan atiklar protein, tuz, yag ve laktoz
icermektedir. Biyoteknolojik yolla olusan atiklardan degerli {iriinler elde edilmektedir.
Uretim sonucunda olusan peynir alti suyundan laktik asit, , Lactobacillus cinsi bakteriler
kullanilarak biyostirfektan madde ve Penicillium cyclopilum kullanilarak tek hiicre proteini
iiretilebilmektedir (Hofvendahl ve Hahn-Hagerdal, 2000; Sener ve Unal, 2008). Peynir alt1
suyu genel olarak toz haline getirilip, dondurma, ¢ikolata ve biskiivi iiretimi sirasinda katki

maddesi olarak kullanilmaktadir (Kavas ve Karagdzlii, 2001; Yagci, vd., 2006).
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Su iirlinleri endiistrisi iiretim sonrasinda gida enddistrisi igerisinde ¢ok fazla atik
madde iiretmektedir. Olusan atiklar ile biyoteknolojik yontemler kullanilarak dnemli tirtinler

elde edilmektedir (Calki ve Kiling, 2004; Sener ve Unal, 2008).

Balik sanayi atiklarinda yenge¢ ve karides kabuklari atiklarindan dogal, toksik
olmayan kitin ve kitosan iiretilmektedir. Uretilen bu polimerler tek hiicre proteini iiretimi ve
gida endiistrisinde iceceklerde asitlendici, renk sabitlestirici gibi katki maddesi olarak bir¢ok

alanda kullanilmaktadir (Cakl1 ve Kiling, 2004; Yagci, vd., 2006).

2.4. Gen Yapisi

Onceki yillarda fenotipi belirleyen kromozom pargasi gen olarak adlandiriliyordu.
Aragtirmacilar, yaptiklar1 gézlemler sonucunda bir gen bir enzim hipotezini ileri siirerek bir
enzimim sentezinden bir genin sorumlu oldugu sonucuna ulagmislardir. Fakat daha sonradan
genlerin sentezledigi proteinlerin tamaminin enzim olmadig1 anlasilmistir. Daha sonraki
yillarda yapilan ¢aligmalar sonucunda elde edilen bilgiler 1s181inda genin tanimi degisiklige
ugramistir. DNA, tizerinde belirli bir baz dizisi uzunlugundan meydana gelmis, bir RNA
zincirinin veya bir polipeptit zincirinin sentezlenmesinde gorevli olan ve bu sentezleri
diizenleyen bir regiilator ve operatdr bolge bulunduran DNA parcacigi “Gen” olarak
adlandirilmaktadir (Goziikara, 1989). Gen tanim olarak da belirtildigi lizere bir proteini ya
da RNA’ y1 sifreleyen anlamli dizilerdir. Genler, gerekli proteinleri kodlayarak canlilardaki
karakterlerin ortaya ¢ikmasini saglarlar. Mendel, 1866 yilinda bezelye bitkisini kullanarak
yaptig1 deneylerinde genlerin varligint ve nesilden nesile aktarildigini kanitlanmistir

(Karatas, 2012).

2.4.1. Prokaryotik hiicrelerde gen yapisi

Prokaryot, Yunanca “Once” anlamina gelen (pro) ile “Cekirdek” anlamma gelen

(karyon) sozctiklerinin bir araya gelmesiyle olusturulan bir terimdir. Prokaryotlar; bakteriler,
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riketsiyalar, mavi-yesil algler, aktinomisetler ve mikoplazma gruplarinin bulundugu canlilar
alemidir. Prokaryotlarda ger¢ek c¢ekirdek zar1 ve membrana bagli organeller
bulunmamaktadir. Hiicre igerisinde serbest halde dolasan tek sarmalli DNA molekiilii

bulunmaktadir (Karatag, 2012).

Prokaryotik ve Okaryotik hiicreler gen yapist bakimindan karsilastirildiginda
birtakim farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu farkliliklarin en basinda prokaryotik hiicrelerin
genlerinin igerisinde intron ve ekzon bolgelerin bulunmamasidir. Prokaryotik hiicrelerde
translasyon ve transkripsiyon hiicre icerisinde ayni yerde gerceklesmektedir. Prokaryotik
hiicrelerde gen yapisinin en iyi anlasildig1 grup bakterilerdir. Bakteri kromozomlar1 6karyot
hiicrelere gore daha basit yapidadir. Bakterilerin ¢alisma mekanizmasinda birden fazla geni
tasiyan operon sistemleri bulunmaktadir. Ornek olarak E. coli’ de ki -galaktosidaz, permeaz

ve transetilaz genlerini sifreleyen lac operon sistemi verilebilir (Karatas, 2012).

2.4.2. Kromozom yapisi

Kromatin, kalitsal maddenin hiicre ¢ekirdeginin interfaz asamasinda meydana
getirdigi yapiya verilen isimdir. Kalitsal materyal olan DNA molekiiliiniin olusturdugu
kromatin iplik¢iklerinden olugsmaktadir. Hiicre boliinmesi bagladiginda kromatin iplikgikleri
kivrilip kalinlasarak kromozomlar1 olusturmaktadir (Temizkan, 1994; Korkmaz, 2003).
Kromozomlar iki koldan olusmaktadir. Bu iki kol arasinda a¢i bulunmaktadir ve kollar
“Sentromer” olarak adlandirilan primer bogumla birbirinden ayrilmaktadir. Kromozomlar
kollarinin boy uzunluklarina goére metasentrik, submetasentrik ve akrosentrik olarak
isimlendirilmektedir. ~ Metasentrik kromozom, kollarinin boylar1 birbirine esit olan
kromozomlara  denilmektedir. =~ Submetasentrik  kromozom olarak  adlandirilan
kromozomlarin kollarinin boylar1 birbirine esit degildir. Akrosentrik kromozomun
sentromeri kromozomun u¢ kisminda bulunmaktadir. Sentromerler, kromozomlarin ig
ipligine tutunmasinda gorevlidir. Kromozomlarin u¢ kisimlart “Telomer” olarak

isimlendirilmektedir (Demirsoy, 1988; Korkmaz, 2003).
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2.4.3. Mitoz boliinme

Mitoz bdliinme, algler, bazi mantarlar, protozoa gibi bir¢ok organizmanin eseysiz
iremesini saglamaktadir. Zigot ve zigottan olusan ¢ok hiicreli organizmalarda ise
organizmanin gelisip billylimesi, yaralarin iyilesmesi gibi hiicre boliinmesi ile baglantili

mitotik aktivitelerde onemli bir faktordiir.

Mitoz boliinmede ilk olarak “Karyokinez” olarak adlandirilan ¢ekirdek boliinmesi
gerceklesir. Bu asamada kromozomlar tam olarak eslenip ayrilarak ana hiicre ile ayn1 olan
iki kardes c¢ekirdek olusmaktadir. Karyokinezin ardindan sitokinez gerceklestirilir. Bu
boliinme karyokinez boliinmeden daha az karmasiktir. Sitokinez, sitoplazmik béliinmedir.
Bu agamada, sitoplazmik organeller kendini esler ya da her bir hiicrede yeniden sentezlenir.
Genel olarak hiicre boliinmesinde olusan yeni hiicrelerin boyutu ana hiicrenin boyutunun
yaklagik yaris1 kadarken, ¢ekirdekleri ana hiicrenin ¢ekirdegi ile ayni biiyiikliiktedir (Klug
and Cummings, 2000; Korkmaz, 2003).

2.4.3.1. interfaz

Bir hiicrede boliinmenin tamamlanmasinin ardindan bir sonraki boliinmeye kadar
gecen olaylar “Hiicre dongiisii” olarak adlandirilmaktadir. Interfaz, déngiiniin baslangi¢
evresidir. Bu evrede hiicre mitoz bdliinmeye hazirlanmaktadir. Yapilan arastirmalar
sonucunda interfaz asamasinda S evresinden 6nce ve sonra DNA sentezinin gerceklesmedigi
iki donemin daha oldugu belirlenmistir. Interfaz asamasi G1(gap 1), S evresi ve G2 (gap 2)
olmak iizere ii¢ donemden olugmaktadir. S evresinde, hiicrenin mitoz bdliinmeye hazirlanma
asamasinda DNA sentezlenmektedir. G1 ve G2 evrelerinde ise S evresindeki kadar yogun
metabolik aktivite, hiicre bilylimesi ve baskalasimi goriilmemektedir. G2 déneminin sonuna
dogru hiicrenin hacmi yaklasik iki katina ¢ikmis, DNA replike edilmis ve mitoz bdliinme
baslatilmistir. G1 evresi, hiicrenin ¢ogalmasi ve bunun kontrolii ile ilgili ¢alismalarda 6nem
arz etmektedir. G1 evresinde hiicreler ya GO evresine gegerek dinlenme evresine girerler ya

da DNA sentezini baglatarak dongliyli tamamlarlar. GO evresinde hiicreler canli ve metabolik
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olarak aktif olmalarina ragmen ¢ogalmazlar. Hiicreler GO evresine gecerek hiicre dongiisiine
katilmayarak dinlenme halinde kalabilirken kanser hiicreleri GO evresine girmezler (Klug

and Cummings, 2000; Korkmaz, 2003).

Interfazda, sitolojik olarak kromozomlar gériinmez hale gelmektedir. Gériinmez hale
gelen kromozomlarin yerine kromatin ile dolu belirgin bir ¢ekirdek yapis1 gdzlenmektedir.
G1, S ve G2 evreleri tamamlanmasinin ardindan mitoz bdliinme baslatilmaktadir. Mitoz,
interfazdan sonra olus sirasina goére profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evreleri ile
ger¢eklesmektedir. Her evrede kendine 0zgii olaylar gergceklesmektedir (Klug and
Cummings, 2000; Korkmaz, 2003).

2.4.3.2. Profaz

Mitoz béliinmenin 6nemli bir boliimii profaz evresinde gerceklesmektedir. Hayvan
hiicrelerin tiimiinde profazin erken evresinde iki ¢ift sentriol hiicrenin zit u¢larinda bulunan
iki kutba dogru hareket etmektedir. Sentrozom adi verilen yapilar farklilagmis bir sitoplazma
bolgesinde, ¢ekirdek zarinin hemen disinda bulunmakta ve biri biiylik (olgun) digeri kiiciik
(yeni olugmus) sentriolden olustugu diistiniilmektedir. Sentriollerin hareket yonii hiicrenin
iki z1t kutbuna dogru gerceklesmektedir. Zit kutuplara giden sentriollerin ardindan ¢ekirdek
zar1 yikilmaya baglar ve giderek kaybolur. Cekirdek zarmmin kaybolmasmin ardindan
cekirdekcik de benzer sekilde ¢ekirdek igerisine dagilip ayrilmaktadir. Bu esnada, interfaz
sirasinda  ¢oziilmiis genetik materyalin karakteristik sekli olan dagilmis kromatin
yogunlasmaya baslamaktadir. Yogunlasmanin sonunda kromozomlarin goriiniir hale
gelmektedir. Bu yogunlasma, profaz boyunca devam etmektedir. Evrenin tamamlanmasina
kadar her bir kromozom, sentromer adi verilen tek bir bogum noktast hari¢ boylu boyunca

ayrilmus bir ¢ift yapi olarak goriilmektedir (Klug and Cummings, 2000; Korkmaz, 2003).
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2.4.3.3. Prometafaz ve metafaz

Mitoz boliinmede profaz evresinden sonra metafaz evresi goriilmektedir. Bu evrede
her bir kromozom kendi sentromerik bolgesinden ekvatoral diizleme dogru hareket
etmektedir. Prometafaz terimi, kromozomlarin sentromerik bolgesinden ekvatoral diizleme
gecisi sirasinda hareket ettigi stireyi belirtmektedir. Metafaz ise tam anlamiyla bu hareketi
izleyen kromozom konfigilirasyonuna denilmektedir. Metafaz evresinde kromozomlar
“Metafaz plag1” olarak adlandirilan ekvatoral diizleme hiicrenin iki yaris1 arasindaki bolgeye
1g iplikleriyle olusturulan eksene dik bir alan seklinde uzanmaktadirlar. Metafaz evresinin
sonunda kromozomlar, her birinin sentromeri metafaz plagi boyunca dizilerek kromozom
kollar1 disa dogru uzanmis sekilde rastgele siralanmislardir (Klug and Cummings, 2000;

Korkmaz, 2003).

2.4.3.4. Anafaz

Anafaz evresi, mitoz boliinmenin en kisa evresidir. Kromozom dagilimindaki kritik
olaylar bu evrede gerceklesmektedir. Anafaz evresinde, her bir ¢ift kromozomal yapidaki
kardes kromatitler birbirinden ayrilirlar. Ayrilan kromatitler hiicrenin zit kutuplarina dogru
hareket etmektedirler. Her sentromerik bolgenin ikiye ayrilmasi ile metafaz evresinin sona
erdigini ve anafaz evresinin basladigini isaret etmektedir. Bu olay olusmasinin ardindan her
bir kromatit yavru kromozom olarak adlandirilmaktadir. Anafaz evresinin siiresince
gerceklesen agsamalar, daha sonra olusacak yavru hiicrelere ve ayni kromozom takiminin

saglanmas1 yoniinden dnem arz etmektedir (Klug and Cummings, 2000; Korkmaz, 2003).

2.4.3.5. Telofaz

Telofaz evresi, mitoz boliinmenin son agamasidir. Evrenin baslangicinda her bir

kutupta, tam olarak iki kromozom takimi bulunmaktadir. Bu evrenin en 6nemli olay1
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sitokinezdir. Sitokinez, sitoplazmanin bolinmesi veya ayrilmasi anlamina gelmektedir.
Telofaz evresi, bitki ve hayvan hiicrelerinde farkli ger¢eklesmektedir. Bitki hiicrelerinde bir
hiicre plag1 sentezlenmektedir. Bu plak, metafaz plagi bdlgesinde boliinmekte olan hiicre
boyunca uzanmaktadir. Hayvan hiicrelerinde ise bir balonun orta bolgesinden ¢epegevre bir
ilmik atilarak bogum olusturmasi gibi sitoplazma ortadan ikiye bdliinmektedir. Iki hiicrede
de boliinme asamasi farkli ama sonug aynidir. Telofaz evresinin tamamlanmasinin ardindan
hiicre interfaz evresine girmektedir. Sekil 2.1.” de mitoz evreleri sematik olarak

gosterilmektedir (Klug and Cummings, 2000; Korkmaz, 2003).

() Telofaz ﬂ @ (b) Profaz

(d) Anafaz (c) Metafaz

Sekil 2.1. Mitoz evreleri
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2.4.4. Kromozom anomalileri

2.4.4.1.Yapisikhk

Kimyasallarin toksik etkilerini yansitmaktadir. Yapisik kromozomlarin geri
dontlistimii olmaz ve hiicrenin 6lmesine sebep olabilir (Liu vd., 1992; Yildiz ve Arikan,
2007). Yapisikligi, Darlington ve Mc Leish (1951) kromozomal DNA’ nin par¢alanmasi ya
da depolimerizasyon sonucundan kaynaklanabilecegini ileri siirmiistiir. Bir¢ok c¢evresel
kimyasallarin toksik etkilerinin arastirildigi ¢aligmalarda en sik goriilen kromozom
anomalisinin yapisiklik oldugu belirlenmistir (Chauhan vd., 1999; El-Ghamery vd., 2000;
Ateeq vd., 2002; Amin, 2002; Rank vd., 2002; Chandra vd., 2005; Saxena vd., 2005; Arikan,
2006; Yildiz ve Arikan, 2007).

2.4.4.2. Kopriiller

Kromozomlarin yapismasi kromatidlerin birbirinden ayrilmasini engellemektedir.
Bunun sonucunda kopriiler olusmaktadir (Kabarity vd., 1974; Badr vd., 1992; Yildiz ve
Arikan, 2007). Soliman (2001), kromozomlarin kirilmasi ve yeniden bir araya gelerek
koprilerin olustugunu bildirmistir. Kopriiler, replikasyon enzimlerinin hatali olmasi ya da
aktivasyonunun yetersiz olmasi sebebiyle kromozomlarda tamamlanmamis replikasyonun
(Sinha, 1979), ya da telomerik heterokromatinin DNA sekanslarinin ge¢ replikasyonunun
bir sonucudur (De- Faria ve Jaworska, 1972; Bennet, 1977; Yildiz ve Arikan, 2007). Ikili
veya lglii kopriiler, esit olmayan kutuplagsma ya da disentrik kromozomlarin sonucunda

kromozom kiriklar1 olusmaktadir (Prakash vd, 1988; Yildiz ve Arikan, 2007).
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2.4.4.3. C-mitoz

C- mitoz, c-metafaz ya da c-anafaz’ 1 igermektedir. Hiicrede ig ipliklerinin
inaktivasyonunun ardindan yogunlagan kromozomlarin rastgele dagilmis kolsisin
mitozudur. (Levan, 1938; Yildiz ve Arikan, 2007). Yapilan bir¢cok arastirmada cevresel
kimyasallarin, hiicrenin boliinmesi sirasinda ig ipliklerinin olugsmasini engelleyebilmektedir.
Bunun sonucunda c-mitoz goriildiigii belirlenmistir (Liu vd., 1992; Kovalchuk vd., 1998;

Chauhan vd., 1999; Amin, 2002; Rank vd., 2002; Saxena vd., 2005; Yildiz ve Arikan, 2007).

2.4.4.4. Multipolarhk

Sentrioliin birden ¢ok bdliinmesinin ardindan ikiden daha ¢ok kutbun olusmasidir
(Jain ve Sarbhoy, 1987; Yildiz ve Arikan, 2007). Kutuplarin sayis1 ve pozisyonuna bakilarak
belirlenmektedir (Kumar vd, 1978; Yildiz ve Arikan, 2007).

2.4.4.5. Mikroniikleus

Mikroniikleus, vagrant kromozomlarin veya fragmentlerin yavas yavas
kiimelesmelerinin ardindan niiklear membranla ¢evrilerek olusmaktadir (EI-Ghamery vd.,
2003; Yildiz ve Arikan, 2007). Mikroniikleusun mutasyon etkisinin gostergesi oldugu
disiiniilmektedir (Auerbach, 1962; Yildiz ve Arikan, 2007).
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2.5. Toksikoloji

2.5.1. Toksikoloji hakkinda genel bilgiler

Toksikolojinin kelime anlami “Zehir bilimi” oldugu bildirilmistir. Bu tanimlama
20.ylizy1lin baglarinda yeterli olarak goriiliiyordu. Giinlimiizde hizla gelisen teknolojiler
sayesinde toksikoloji, biyolojik sistemler ile kimyasal maddeler arasinda meydana gelen
etkilesimler sonucunda biyolojik sistemlerde olusan hasarlari inceleyen bilim dali olarak
tanimlanabilmektedir. Zehir ya da toksin olarak adlandirilan, materyallerin viicuda girisi
sonrasinda biyolojik sistemlerde olusan zarara ve hatta yiiksek konsantrasyonlarinin
alimlarinda oliimlere neden olabilecek etkilerini ve etki mekanizmalarini inceleyen bilim
dali toksikoloji olarak isimlendirilmektedir. Toksikoloji kendi igerisinde alt dallara

ayrilmaktadir (Vural, 2005).

Zehirler canli organizmasina deri, akcigerler, gastrointestinal sistem ve enjeksiyon
yollar ile girmektedir. Toksikoloji organizmanin normal metabolizmasinda gerekmeyen
yabanci kimyasal maddeler ile ilgilenmektedir. Ozellikle II. Diinya savasinin ardindan
sentetik kimyasal maddelerin iiretimi ve sayisinda bliyiik gelismeler gézlenmistir. Son
yillarda gesitli alanlarda kullanilan kimyasal maddelerin miktar ve sayilarinin hizla artmasi
nedeniyle bir¢cok "Toksikolojik olaylar" ortaya ¢cikmistir. Olusan zararli etkilerden sadece

insanlar degil tiim biyoekosistem etkilenmektedir (Vural, 2005).

Toksikoloji, multidisipliner bir bilim dalidir. Ayn1 zamanda fizik, kimya, biyoloji,
matematik, istatistik, biyokimya, farmakoloji, patoloji, immiinoloji, fizyoloji, miihendislik,
epidermiyoloji, ekoloji, halk saglig1 ve mikrobiyoloji ve genetik gibi bir¢ok bilim dallar1 ile
yakindan ilgilidir (Vural, 2005).

Toksikolojinin alt dallarinda ise besin toksikolojisi, klinik toksikoloji, adli
toksikoloji, ¢evre toksikolojisi (Ekotoksikoloji), endiistriyel toksikoloji, biyokimyasal
toksikoloji ve analitik toksikoloji yer almaktadir (Vural, 2005).
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Toksikoloji biliminin hedefleri arasinda; faktorlere bagimli toksik etkileri
tanimlamak, bilimsel g¢alismalar yaparak toksik etki hakkinda bilgi edinmek, giinliik
yasantida maruz kalinan kimyasallarin toksik etki potansiyelini belirleyerek zararl etkilerin

kontroliinii saglamak amaciyla ¢alismalar yapmak sayilabilir (Giiner, 2014).

2.5.2. Toksik maddelerin siniflandirilmasi

Toksik maddeler; gosterdikleri etkiye gore genel, lokal ve hem genel hem lokal etki
olmak flizere li¢ grupta, orijinlerine gore organik, inorganik ve organo-metalik olmak {izere
iic grupta, fiziksel durumlar1 ve sekillerine gore kati, sivi ve gaz halinde olmak {izere ii¢

grupta siniflandirilmaktadir (Giiner, 2014).

2.5.3. Toksisite olusumunu etkileyen faktorler

Toksisiteyi etkileyen faktorler; konsantrasyon miktari, temas sekli, temas siiresi ve
siklik derecesidir (Vural, 2005). Temas sekli 5 ¢esittir. Bunlar; oral, dermal, inhalasyon,
intramuskuler ve intravenodzdiir. Toksik etki en hizli intraven6z yol ile viicuda girdiginde
goriilmektedir. Temas siiresi ve sikliga bagli olarak 4 farkli toksisite ¢esidi bulunmaktadir.
Bunlar; akut, subakut, kronik ve subkroniktir. Toksisiteyi belirleyen en 6nemli faktor ise
konsantrasyon miktaridir. Akut toksisite, toksik etki gosteren konsantrasyon miktarina 24
saatten az veya bir kez maruz kalinmasi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Subakut toksisite
ise, toksik etki gdsteren konsantrasyon miktarina 1 ay veya daha kisa siire icerisinde toksik
etki olusturabilecek miktarda maruz kalinmasi sonucunda ortaya g¢ikmaktadir. Kronik
toksisite, toksik maddeye 3 ay veya daha fazla siire maruz kalinmasi ile ortaya ¢ikan toksisite
cesididir. Subkronik toksisite ise toksik maddeye maruz kalma siiresinin subakut toksisite
ile kronik toksisite siireleri arasinda maruz kalinmast ile ortaya ¢ikan toksisite ¢esididir. Bir
materyalin toksik oldugunu belirlemek ya da ne derecede toksik oldugunu belirlemek

amactyla LCso, LDso ve ECso terimleri kullanilmaktadir (Vural, 2005).
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e Letal Konsantrasyon 50 (LDso): Inhalasyonun haricinde diger temas
yollarindan viicuda alinip etki gosteren, deneyde kullanilan hayvanlarin % 50°
sini Oldiiren konsantrasyonu ifade etmek i¢in kullanilmaktadir. Letal
konsantrasyon birimi ppm (mg/kg) olarak ifade edilmektedir.

e Letal Konsantrasyon 50 (LCso): Bu terim, materyallerin inhalasyon yolu ile
viicuda alinarak etkisini gosteren akut toksisite degerlerini tanimlamaktadir.
Bir deney grubunda yer alan deneklerin % 50’ sini 6ldiiren konsantrasyon
olarak ifade edilmektedir. Letal konsantrasyon birimi ppm veya mg/mm?
olarak ifade edilmektedir. (Vural, 2005)

e FEtkili Konsantrasyon 50 (ECso): Bu terim, konsantrasyon-etki egri grafiginde
maksimum etkinin yarisina denk gelen, maksimum yanitin % 50’ sini olusturan
konsantrasyon olarak ifade edilmektedir. Birimi mol/L olarak belirtilmektedir

(Akkan, 2014).

2.6. Genetik Toksikoloji

Organizmada gamet hiicrelerini etkileyerek kalitsal bir farklilasma olusturan
maddeler “Genetik zehir” olarak adlandirilmaktadir. Genetik zehirler, etkilerine gore
sitostatik, sitotoksik ve mutajenik etkenler olmak flizere ii¢ simifta smiflandirilabilir.
Sitotoksik maddeler, hiicrelerde anoksi veya protein koagiilasyon olayini artirarak hiicrelerin
O0lmelerine neden olmaktadir. Sitostatik etki, kromozomlarin yapisinda ve sayisinda
meydana gelen degisikligi gostermektedir. Mutajenik etken ise kimyasal maddeler, viriisler
veya fiziksel etkenlerin sonucunda genlerde DNA {izerinde de8ismeler meydana gelerek
nokta mutasyonuna neden olmaktadir. Genotipte meydana gelen degisim “Mutasyon”,
mutasyona neden olan etkenler ise “Mutajen” olarak adlandirilmaktadir. Mutasyonlar
somatik doku hiicrelerinde meydana geldiginde gelecek nesillere aktarilmaz. Mutasyon,
degisen cevreye uyum saglayan bir gelisme oldugu i¢in her mutasyon zararli degildir.
(Vural, 2005).

Genetik toksikolojide kullanilan testler gen mutasyon testleri, kromozom
degismeleri, primer DNA hasar1 ve morfolojik doniisiimler olmak {izere dort grupta

toplanmaktadir (Vural, 2005).
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Genetik materyaldeki degismeler nokta mutasyonlar ve kromozomda olusan
degismeler olmak iizere iki smifta incelenmektedir. Nokta mutasyonlari, DNA molekiilii
iizerinde meydana gelen degisikliklerdir ve genetik degisimlere yol ac¢maktadir.
Kromozomal degisimler (kromozom aberasyonu), kromozomlara katilma, eksilme ya da
siralamada olusan farkliliklar sonucunda olusmaktadir. Kromozomlarin esit bolinmemesi
sonucunda hiicrelerde kromozom sayisinin normale gore artmasi ya da eksilmesi soncunda
bircok genetik hastaliklar goriilmektedir. Embriyo 6liimii, kisirlik ya da genetik hastaliklar

sonucunda anormal ¢ocuklarin dogmasi gibi zararlara neden olmaktadir (Vural, 2005).

2.7. Mikrotoks Testi

Mikrotoks testi, cevresel orneklerde ve saf bilesiklerde biyoliiminesans 6zelligi olan
bakterinin 1s1k iiretimi tlizerindeki etkisini 6lgmede kullanilan hizli bir toksisite testidir.
Testte kullanilan bakterinin saldig1 1s18in  miktarina bagli olarak toksisite degeri
belirlenmektedir. Ortamda bulunan istma miktarinin % 50 inhibisyonuna bagli olarak
“Inhibe Edici Konsantrasyon (ICs)” ya da “Etkili Konsantrasyon 50 (ECs)” degeri ile
gosterilmektedir (Onorati, 2004; Ozmen, 2008). Testte sonuglar 5 dk ve 15 dk’ da
almmaktadir (Ozmen, 2008).

Mikrotoks analizinde bir biyoisima (biyoluminesans) 6zellige sahip olan patojenik
olmayan donmus deniz bakterisi (Vibrio fischeri-Photobacterium phosphoreum)
kullanilmaktadir. Vibrio fischeri’ de, metabolik isleyise bagli olarak 151k iiretme
mekanizmasi ¢aligmaktadir. Bakterinin metabolik isleyisi toksik maddelerce bozulur ya da
isleyisinde degisiklikler olusursa bakterinin tirettigi 1s1kta azalma meydana gelmektedir ve
liiminesansta yiizde bir degisiklik dogrudan toksisite ile iliskili olabilmektedir (Ozmen,
2008). Vibrio fischeri, gesitli toksik maddelere kars1 hassas olmasi sebebiyle biyoanalitik
testlerde kullanilmaktadir (Ozmen, 2008). Mikrotoks testi hizli, basit, diger kimyasal
analizlerden daha ucuz ve tekrarlanabilir bir test olmasi sebebiyle yaygin olarak

kullanilmaktadir (Ozmen, 2008).
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2.8. Allium Testi

Endiistriyel atik sularin aritilmadan kullanilmasi, ¢esitli toksik metallerin biyolojik
olarak birikmesine ve birikim sonucunda gida mahsullerinde genetik degisikliklere neden
olabilmektedir (Sabeen vd., 2020). Tatl su kithig1 ve ekonomik talepleri karsilamamasi
sonucunda oOzellikle diinyanin kurak bdlgelerinde atik sularin sulama uygulamalarinda
kullanilmas1 zorunlu hale gelmektedir (Hamilton, vd., 2007; Wiener, vd., 2016; Sabeen vd.,
2020). Kiiresel insan niifusunun onda biri, atik su sulamasindan elde edilen gida ile
beslenmektedir (Corcoran, 2010; Sabeen vd., 2020). Uzun siire atik su kullanilarak yapilan
sulama islemleri sonucunda potansiyel saglik tehlikelerine sebep olan metal birikimi
gozlemlenebilir (Christou, vd., 2017; Farahat, Linderholm, 2015; Sabeen vd., 2020). Metal
birikmesinin bir sonucu olarak kromozomal anormallikler, ploidi ve nokta mutasyonlar1 gibi
genetik materyalde degisiklikler gézlemlemek miimkiindir (Haq, vd., 2017; Silveira vd,
2017; Sabeen vd., 2020). Onceki yillarda gevresel kirleticilerin ekotoksikolojik etkilerini
degerlendirmek amaciyla farkli teknikler gelistirilmistir (Baderna, vd., 2011; Sabeen vd.,
2020). Bitkiler, toksik elementlere maruz birakilmasinin ardindan ortaya ¢ikan kromozomal
Olcekteki genetik degisiklikleri degerlendirmek i¢in kullanighidir. Diisiik kromozom sayisina

(2n=16) sahiptirler (Sabeen vd., 2020).

Allium testi, diisiik maliyetli, uygulama alan1 genis, kullanimi kolay ve kisa vadede
sonug alinabilen bir testtir (Fiskesjo, 1985). Allium testi, besinlerin atik su ile sulanmasindan
kaynaklanan metal birikimi sonucunda neler olabilecegini sogan kok uglarindaki
kromozomal anormallikleri degerlendirerek bir sonuca ulasabilmek amaciyla yaygin olarak
kullanilan ¢ok hassas bir testtir (Sabeen vd., 2020). Hassas bir test olmasi nedeniyle, testteki
pozitif sonuglar insan sagligi ve g¢evremiz icin risk olusturabilecek bir uyari olarak

degerlendirilmelidir (Fiskesjo, 1985).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Gida iiretim tesislerinde iiretim sonrasinda olusan atik suyunun aritim Oncesi ve
aritim sonrasi 6 farkli konsantrasyonu (% 100, % 75, % 50, % 25, % 10 ve % 1) RAPD-PCR
ve Mikrotoks testinde, 5 farkli konsantrasyonlar1 ise (% 100, % 75, % 50, % 25 ve %1)
Allium testinde kullanilmistir. RAPD-PCR testinde Klebsiella pneumoniae bakterisi her bir
konsantrasyondaki atik su ile 16 saat boyunca 37 °C’ de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan DNA izolasyon islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA” lara 4
farkli primer (OPAR3, OPARS, AP4 ve Primer 640) kullanilarak elektroforez islemi
gerceklestirilmistir. Elde edilen goriintilerde DNA bant profillerinin = degismesi
degerlendirilmistir.  Mikrotoks testinde Vibrio fischeri bakterisinin 1s1ma 06zelligi
kullanilarak akut toksisitesi belirlenmistir. Allium testinde Allium cepa kullamilmstir.
Soganlar 48 saat saf suda koklendirilmeye birakilmistir. Stire sonunda iy1 koklenen soganlar
belirlenen konsantrasyonlara alinarak koklendirilmistir. 24 saatin sonunda koklerin yarisi,
48 saatin sonunda kalan kokler fiksatife alinmistir. Preparatlardan mikroskopta goriintii
alarak sayim yapilmis, mitotik indeks hesaplanarak sitotoksisitesi, kromozomal aberasyon

indeksi hesaplanarak genotoksisitesi belirlenmistir.

3.1. Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Calisma esnasinda yararlanilan cihazlar ve cihazlarin markalar ¢izelge 3.1° de

verilmistir.



Cizelge 3.1. Caligmada kullanilan cihazlar ve cihazlarin markalari

Cihazin adx

Cihazin Markasi

Analitik Terazi

OHAUS ADVENTURER- PRO

Calkalamali Su Banyosu

MEMMERT

Manyetik Karistiric HEILDOPH MR 3001
SCHIMADZU UV-VIS
Spektrofotometre
SPECTROPHTOMETER UV 2550
Etliv BINDER
PCR VERITI™

Calkalamal1 Inkubator

LAB COMPANION SI 600R

Mikrodalga firin ARCELIK

Jel Elektroforez Sistemi CLIEVER SCIENTIFIC
Jel Goriintiileme Cihazi BIO-RAD

Derin Dondurucu ARCELIK

Buzdolab1 ARCELIK

Saf Su Cihazi MES

Elektron Mikroskobu NIKON ECLIPSE 801
Mikrotox SDI M 500

Vorteks STUART

pH Metre WTW PH/COND 3320
Pipet GILSON

Otoklav

HIRAYAMA HG-80
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3.2. Cahsmada Kullamlan Kimyasallar, Cozeltiler ve Besiyerleri

3.2.1. Cozeltiler ve kimyasal maddeler

3.2.1.1. Genomik DNA izolasvonunda kullanilan maddeler

Genomik DNA’nin izolasyon isleminde, ticari DNA izolasyon kiti kullanilmistir.

gDNA’ nin izolasyonu esnasinda kullanilan kimyasallar ve reaktifler sunlardir:

Digestion Solution:Pelet olarak ¢okmiis hiicreleri ¢ozmek amaciyla kullanilir.

2y

. Lysis Solution: DNA’nin hiicre zarinin parcalanmasi amaciyla kullanilmstir.

e

% 50 Etil alkol: DNA’nin sulu ¢ozeltide ¢okmesi amaciyla kullanilmistir.

=7

. Wash Buffer I: DNA’nin ilk yikamasinda kullanilmis soliisyondur.

e. Proteinaz K: Proteinleri par¢alamakta kullanilan bir enzimdir

bl

RNAse A Soliisyonu: RNA kalintilarinin par¢alanmasi i¢in kullanilmistir.

g. Wash Buffer II: DNA’ nin ikinci kez yikamasinda kullanilmis soliisyondur.

3.2.1.2. RAPD-PCR islemlerinde kullanilan Kimvasallar ve reaktifler

a) Genomik DNA (gDNA)

b) 1X TAE Tampon

¢) dNTP

d) Primerler (OPAR3, OPARS, AP4 ve Primer 640)
e) GoT ag® G2 Hot Start Green Master Mix

f) Nuclease Free Water

g) Molekiiler Grade Su

h) Taq Polimeraz Enzimi

i) Agaroz

j) Etidyum Bromiir (EtBr)
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3.2.1.3. Allium testi icin gereken Kimvasallar ve cozeltiler

Farmer cozeltisinin hazirlanmasi: Farmer ¢ozeltisi,3 kisim absolii alkol (etil alkol —
C,HsOH) ile 1 kisim glasial asetik asit (CHz — COOH)) karistirilarak hazirlanmistir.
Soganlarin atik sular ile muamelesinin ardindan, sogan kok uglari hidroliz asamasindan 6nce

hazirlanan Farmer ¢ozeltisine alinarak bir gece buzdolabinda bekletilmistir.

Feulgen boyasinin hazirlanmasi: Feulgen boyasi kromozomlar1 boyamak amaciyla
kullanilmigtir. Boyanin hazirlama asamasinda; 1 g kristal haldeki fuksin bazik havan
icerisinde ezilmistir. Toz haline gelen fuksin bazik kabn etrafina bulastirmadan 500 cm®’
liik bir erlenmayerin dip kismina konulmustur. Diger taraftan bagka bir erlenmayerde 200
cm?’ liik saf su kaynatilmistir Kaynamis saf su yavasca toz halindeki fuksin bazik iizerine
ilave edilmistir. Cam ¢ubuk ile boya 50 °C’ ye soguyuncaya kadar devamli karistirilmistir.
Soguyan boyaya 20 cm® IN HCl ilave edilerek siizme islemi gerceklestirilmistir. Ardindan
10 g potasyum metabisiilfit (K2S20s) ilave edilerek kahverengi bir siseye alinarak agzi hava
almayacak sekilde kapatilmistir. Boya 24 saat karanlik bir yerde (buzdolabinda)
bekletilmistir. Boya 24 saatin ardindan visne c¢liriigii renginden agik cay rengine donmiis ve

kullanima hazir hale gelmistir.

3.2.1.4. Mikrotoks vontemi icin kullanilan cozeltiler

a) Dilusyon (Diluent): Seyrelticidir. Ozel olarak hazirlanmis % 2’ lik NaCl

cozeltisidir. Numuneyi seyreltmek amaciyla kullanilmistir. Toksik degildir.

b) Ozmotik ayarlama sivis1 (OAS): Ozel olarak hazirlanmis % 22 NaCl
cozeltisidir. Numunenin ozmotik basincini yaklasgtk % 2 NaCl’ ye ayarlamak

amaciyla kullanilmistir. Toksik degildir.

¢) Sulandirma sivisi: Toksik degildir. Ultra Saf Su icin alternatiftir. Ozel
olarak hazirlanmaktadir. Deney reaktifinin sulandirilmasi amaciyla kullanilmustir.
Raf 6mrii oda sicakliginda bir yil olarak bildirilmistir. (Microtox® Acute Toxicity

Basic Test Procedure)
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3.2.2. Kullamilan besiyerleri

3.2.2.1. Nutrient agar (NA)

Kati bir besiyeridir. In vitro yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde genellikle
kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde liretim sonrasi a¢iga ¢ikan atik suyun genotoksisitesini
belirlemek amaciyla Klebsiella pneumoniae’ nin c¢ogaltilmasinda ve stok Kkiiltiiriin

olusturulmasinda kullanilmistir.

Saf Su 1000 mL
Nutrient Agar 20¢g

Bir erlenin igerisine nutrient agar konularak tlizerine belirtilen miktarda saf su

eklenmistir. Manyetik karistiricida karistirilmigtir. Steril edilmesi amaciyla 121 °C’ de 15 dk

otoklavlanmustir.

3.2.2.2. Nutrient broth (NB)

In vitro yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde mikroorganizmalarin gelisimi
amaciyla kullanilan genel sivi besiyeridir DNA izolasyonu gerceklestirilecek. Klebsiella

pneumoniae’ nin ¢ogaltilmasinda ve toksisite testlerinde nutrient broth kullanilmistir.

Saf Su 1000 mL

Nutrient Broth 8¢g

Bir erlenin igerisine nutrient broth konularak iizerine belirlenen miktarda saf su
eklenmistir. Manyetik karistiricida karistirilmistir. Steril edilmesi amaciyla 121 °C’ de 15 dk

otoklavlanmustir.
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3.2.2.3. Eozin metilen blue agar (EMB Agar)

In vitro yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde segici kati besiyeri olarak
kullanilmaktadir. Enterobacteriaceae familyasinin koliform grup bakterileri ve patojen
iiyelerinin ¢ogaltilmasinda kullanilmaktadir. Klebsiella pneumoniae’ nin identifikasyon

isleminde selektif besiyeri olarak kullanilmaktadir.

Distile Su 1000 ml
Metilen Mavisi 0,07 g
Eozn Y Yellowish 04 g
K>HPO4 2¢
Stikroz 5¢g
Laktoz 5g
Peptone 10 g
Agar Agar 13,5¢

Eozin metilen blue agar erlenin icerisine eklenmistir. Uzerine 1 1 distile su

eklenmistir. Steril edilmesi amaciyla 121 °C’ de 15 dk otoklavlanmustir.

3.3. Cahsmada Kullamlan Atik Su Orneklerinin Alnmasi

Calismada genotoksisitesi/sitotoksisitesi arastirilan aritim 6ncesi ve aritim sonrasi
atik su ornekleri Eskigehir ilinin Organize Sanayi Bolgesinde faaliyet gosteren gida iiretim
isletmesinden Kasim, 2021 tarihinde gerekli izinler alinarak ve gizlilik s6zlesmesi yapilarak

alinmustir.



30

3.4. Gida Atik Suyu Konsantrasyonlari

Calismada gida endiistrisi atik suyunun % 100, % 75, % 50, % 25, % 10 ve % 1

olmak tizere alt1 farkli konsantrasyonu hazirlanmistir.

3.5. RAPD (Rasgele Arttirilmis Polimorfik DNA) Teknigi

3.5.1. Klebsiella pneumoniae’ nin genel 6zellikleri

RAPD-PCR yoénteminde organizma olarak Klebsiella sinifinin Enterobacteriaceae
subesinin liyesi olan Klebsiella pneumoniae kullamlmistir. Klebsiella pneumoniae, gram
negatif, kapstllli, hareketsiz, fakiiltatif anaerobik, laktozu fermente eden ¢ubuk seklinde bir
bakteridir. Normal olarak toprakta bulunmaktadir. K. pneumoniae’ nin % 30’ u azot
fiksasyonu yaparak aneorob sekilde yasamlarini stirdiirmektedir. Azot fiksasyonunda ¢ok
onemli olan K. pneumoniae, diazotrof olarak serbest yasar. Tarim iirlinlerinin verimliginde

¢ok onemli bir rol tistlenmektedir.

3.5.2. Stok Klebsiella pneumoniae ¢ nin ¢cogaltilmasi

Hazirlanan EMB Agar secici besiyerlerine aseptik kosullarda +4 °C’ de muhafaza
edilen Klebsiella pneumoniae kiiltiiriinden inokiilasyon yapilmistir. Inokiilasyon igleminin
ardindan petriler 24 saat boyunca 37 °C” de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi

ticari izolasyon kiti kullanilarak DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
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3.5.3. Klebsiella pneumoniae’ nin farkh atik su konsantrasyonlarinda ¢ogaltilmasi

Mikroorganizmanin % 100, % 75, % 50, % 25, % 10 ve % 1 olmak {izere 6 farkli
arittm Oncesi ve aritim sonrasi atik su konsantrasyonlari ile hazirlanmis nutrient broth
besiyerlerine aseptik sartlarda inokiilasyon islemi gerceklestirilmigtir. Tiipler 16 saat
boyunca 37 °C’ de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan DNA izolasyon islemi

gergeklestirilmistir.

3.5.4. Klebsiella pneumoniae’ den DNA izolasyonu

Aritim Oncesi ve aritim sonrasi atik sulardan hazirlanan 6 farkli konsantrasyon ile
hazirlanan sivi besiyerlerinde (Nutrient Broth) iiretimi gergeklestirilen Klebsiella
pneumoniae’ nin gDNA izolasyonu yapilmistir. izolasyon ticari DNA izolasyon Kkiti
“Invitrogen by Thermo Fisher Scientific PureLink Microbiome DNA Purification Kit” ile
gergeklestirilmistir. Kontrol olarak saf su kullanilarak hazirlanmis s1vi besiyerlerinde tiretimi

gerceklesen Klebsiella pneumoniae’ den elde edilen genomik DNA (gDNA) kullanilmistir.

[zolasyon isleminin basarili olup olmadigini kontrol etmek amaciyla elde edilen
genomik DNA’ lar jel elektroforezinde yiiriitiilmistiir. “Invitrogen by Thermo Fisher
Scientific PureLink Microbiome DNA Purification Kit” prosediiriine uygun gercgeklestirilen

DNA izolasyon yonteminin asamalar1 agagida verilmistir.

1. Santrifiyj tiipine 180 pL Digestion Solution eklenmistir.

2. Petri kaplarindan 6ze ile alinan bakteriler santrifiij tiiplerine aktarilmistir.
(Kat1 besiyerinden izolasyon gerceklestirdigimiz icin ilk iki asama bu sekilde
gerceklestirilmistir.)

3. 20 pL Proteinaz K eklenerek pipetaj ile karigtirilmustir.

4. Tiplerin agiz kism1 parafin kagidi ile kapatilarak sicak su banyosunda 30

dakika bekletilmistir.
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5. Su banyosunun ardindan her bir tiipe 20 pL. RNAase eklenmis ve oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir.

6. 200 pL lysis solution eklenerek her bir tlip 15 saniye vortekslenmistir.

7. 400 pL % 50 etanol eklenmis ve pipetaj yapilarak karigtirmistir.

8. Santrifijj tiiptindeki karigimin tamami (toplam 820 pL) Purification colum’ a
aktarilmistir. Ardindan 1 dakika 6000g’ de santrifiij yapilmis, alttaki tiip
atilarak filtreli kisim yeni toplama tiiptine konulmustur.

9. 500 pL Wash Buffer I eklenerek 1 dakika 8000 g’ de santrifiij yapilmustir.
Ardindan siipernataant atilarak ayni tiipe devam edilmistir.

10. 500 pLL Wash Buffer II eklenerek. 3 dakika 12000 g’ de santrifiij yapilmistir.
Alttaki tiip atilarak yeni ependorf tiipiine filtreli kisim konulmustur.

11. 200 pL eliisyon buffer filtrenin tam orta kismina dikkatlice eklenerek oda
sicakliginda 2 dakika bekletilmistir. Ardindan 1 dakika 8000 g’ de santrifiij
islemi gercgeklestirilmistir.

12. Filtreli kolon atilarak altta kalan tiipte DNA’ nin varlig1 elektroforez islemi

gergeklestirilerek kontrol edilmistir.

Aritim Oncesi ve aritim sonrast DNA izolasyonlar1 kitte belirtilen prosediire gore
yapilmistir. DNA izolasyon isleminin ardindan % 1’ lik jel elektroforezinde yiiriitme islemi
gergeklestirilmistir. Ardindan jel goriintiileme cihazi ile genomik DNA’ nin varligi kontrol

edilmistir. Elde edilen genomik DNA 6rnekleri -20 °C’ de muhafaza edilmistir.

1 gram Agaroz 100 ml TAE 1X tampon ¢6zelti i¢erisine eklenerek mikrodalga firin
icerisinde ¢Ozdiiriilmiistiir. Cozlinen agaroz’ un 1sist elle tutulabilecek diizeye geldiginde
icerisine 5 pL EtBr eklenerek karistirilmigtir. Taraklar takilan tankin icerisine dokiilmiistiir.
Elektroforez isleminde kullanilacak jel kullanima hazir hale getirilmistir. Jel kuyucuklarina
Marker 2 pL, gDNA 5 pL (jel yiikkleme boyasi (2 pL) + genomik DNA(3 pL)) olacak sekilde
yiiklenmistir.
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Bu calismada toplam 10 bp oligoniikleotitlik primerler kullanilmistir. izole edilen

genomik DNA’ lar kullanilarak OPAR3, OPARS, AP4 ve Primer 640 primerlerinin optimize

edilmis sicakliklarda PCR islemi gerceklestirilmistir.

PCR islemi i¢in 15 reaksiyonluk PCR karisim1 hazirlanmistir. PCR karigimi, gDNA

ve primerlerin miktarlari ¢izelge 3.4° de ayrintili olarak verilmistir.

Cizelge 3.2. PCR karisimi i¢in gerekli bilesenler ve miktarlari

Bilesen Ad1 1 reaksiyon icin gereken 15 reaksiyon icin
miktarlar (uL) gereken miktarlar (uL)
Nuclease Free Water 1,875 uL 28,125 pLb

MgCl 2,5 uL 37,5 uL

Tampon (5X Go Taq 5uL 75 uL
Flexi)
PCR Karisim dNTP 2,5l 37,5 uL
Tag polymerase 0,125 uL 1,875 uLb
Primer Her bir primer igin 10 uL 150 uL
gDNA 3uL 3uL

Toplamda bir PCR tiipiiniin i¢erisinde 25 pL olmas1 gerekmektedir. Bu nedenle her

tiiplin igerisine 12 pL hazirlanan PCR karisimindan, 3 pL genomik DNA ve 10 pL primer

olacak sekilde eklenerek tiipiin igerigi 25 pl’ ye tamamlanmaktadir. PCR islemi i¢in

Veriti™ (Thermo Fischer Scientific, ABD) marka cihaz kullanilmistir.
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PCR kosullar1 asagidaki gibi ayarlanarak gerceklestirilmistir:

. 4 dk 94 °C’de 6n denatiirasyon (DNA zincirlerinin ayrilmast)

. 15 sn 94 °C’de denatiirasyon

o 1 dk 33 °C’de baglanma (primerlerin baglanmasi ) 30 déngii
. 1 dk 72 °C’de polimerizasyon (zincirlerin uzamasi)

. 9 dk 72°C’de polimerizasyon son dongiisii

% 1’ lik agaroz jelin hazirlanmasinda gerekli olan 1X TAE ¢ozeltisi, balon jojeye
100 ml 50X TAE ¢ozeltisi alinarak iizerine 4900 ml saf su eklenerek elde edilmistir. PCR
isleminin ardindan 6rnekler bekletilmeden. % 1’ lik agaroz jelde yiriitiilerek goriintii elde
edilmistir. Agaroz jeli hazirlamak amaciyla hassas terazide 2 g toz haldeki agaroz tartilarak
erlene aktarilmistir. Ardindan erlenin igerisine 200 ml hazirlanan 1X TAE c¢ozeltisinden
eklenerek mikrodalga firinda agaroz tamamen ¢oziilene kadar kaynatilmistir. El yakmayacak
sicakliga ulasinca jelin icerisine 5 pL. EtBr eklenerek karistirilmistir. Ardindan elektroforez
icerisinde yer alan yatakta bulunan tarak yerlestirilmis tanka dokiilmiistiir. 30 dk jelin

donmasi i¢in beklenmistir. Ornekler bekletilmeden jele yiiklenmis ve yiiriitiilmiistiir.

3.5.6. Jel goriintiilerinin alinmasi

PCR sonrasinda elde edilen jel goriintiileri Image Lab ve PyElph bilgisayar
programlart kullanilarak analiz edilmistir. Analiz edilmek amaciyla elde edilen jel
goriintiileri, BIO-RAD marka jel goriintiileme cihazi kullanilarak fotograflari ¢ekilmis ve

bilgisayara “.tif, .jpeg, ve .scn” formatlarinda kaydedilmistir.

3.5.7. RAPD-PCR yonteminde verilerin analizi

RAPD-PCR yonteminden elde edilen goriintiiler PyElph programi kullanilarak

analizi gergeklestirilmistir. PyElph programi kullanilarak, bantlarin varlik/yokluk durumuna
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gore dendrogramlar olusturulmus ve filogenetik aga¢ yapilmistir. Kontrol gruplarina gore
atik su ile muamele edilmis kiiltiirlerin genetik olarak DNA’ ya yakinlik, benzerlik ve

kararlilik bakimindan ne kadar yakin oldugu belirlenmistir.

Caligma sonrasi elde edilen jel goriintiilerinde bantlarin bulundugu yerler 1 (bir) ve
bantlarin bulunmadig yerler ise 0 (sifir) olarak kodlanmistir. Boylelikle yapilan ¢alismada
kontrol gruplarina gore atik su ile muamelesi sonucunda olusan degisimler belirlenmis ve

asagida verilen denklem kullanilarak matematiksel hesaplamalar1 yapilmistir.

GKS %  (Genomik Kalip Stabilitesi) hesaplamalarinda asagidaki denklem

kullanilmigtir:

GKS % = 100. (1 —3) (Atienzar vd., 1999)

a= analiz edilen atik su 6rneklerinde goriinen ya da kaybolan polimorfik DNA bant sayis1

n= kontrolde toplam bant sayis1
3.6.Mikrotoks Testi

Mikrotoks testi -20 °C’ de saklanmakta olan Vibrio fischeri kullanilarak
gergeklestirilmistir. Bu testte (% 100, % 75, % 50, % 25, % 10 ve % 1) atik su
konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Atik sularin akut toksisitesi absorbans degerlerindeki

degisiklikler baz alinarak belirlenmistir.

Bu test Microtox Analyzer 500 cihazi kullanilarak “Microtox® Acute Toxicity Basic
Test Procedure” yardimiyla gergeklestirilmistir. Sonuglar excel formatinda kaydedilerek

degerlendirilmistir.
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3.6.1. Mikrotoks testinde verilerin analizi

Farkl1 atik su konsantrasyonlarina uygulanan mikrotoks testinin sonunda kaydedilen
Excel dosyalarinda % ekti olarak belirlenen degerler, atik sularin Vibrio fischeri

biyoliiminesans’ i1 etkileme miktarin1 gostermektedir.

3.7. Allium Testi

Bu testte farkli atik su konsantrasyonlar ile muamele edilen soganlardan somatik
kromozomlar elde edilmistir. Calismada ticari arpacik sogan (Allium cepa) kullanilmistir.
Yontem Fiskesjo (1985)° e gore yapilmistir. Calismada kullanilan soganlar yaklasik olarak
esit bliyiikliikte ve hasar gormemis sekilde secilmistir. 100 adet sogan saf su igerisinde
koklenene kadar bekletilmis (24 saat), iyl koklenen soganlar deney materyali olarak
kullanilmigtir. Her konsantrasyon i¢in 6 adet sogan kullanilmistir. Soganlar gida endiistrisi
arittm Oncesi ve aritim sonrast atik su konsantrasyonlarinda 24 saat 25 °C’ de
koklendirilmistir. 24 saatin sonunda sogan koklerinin yaris1 kesilerek Farmer ¢ozeltisi
icerisine alinmis, kalan kokler 48 saatin sonunda yine Farmer ¢ozeltisi igerisine alinmistir.
Kokler Farmer ¢ozeltisi igerisinde bir gece +4 °C’ de bekletilmistir. Farmer ¢ozeltisi

hazirlanis1 boliim 3.2.1.3.” de anlatilmastir.

3.7.1. Materyalin elde edilmesi

Testte kullanilmas1 amaciyla yaklasik ayni boy ve biiyiikliikte soganlar secilmistir.
Secilen 100 adet sogan tartilarak tablalarinin ¢aplar1 Ol¢lilmiistiir. Kullanilan soganlar
ortalama agirliklart 3,436 g’ dir. Soganlar ilk olarak saf su bulunan cam tiiplerde oda
sicakliginda (25 °C) 48 saat koklendirilmistir. (Sekil 3.2.) Testte kullanilacak atik sularin %
100, % 75, % 50, % 25 ve % 1 konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Her bir konsantrasyon i¢in
alt1 adet tiip etiketlenerek hazirlanmistir. Ayni islem kontrol grubu icin de tekrar edilmistir.

48 saat saf suda koklenen soganlardan iyi kdklere sahip olan soganlar secilmistir. Se¢ilen



37

soganlardan kontrol ve hazirlanan konsantrasyonlar icin altigar adet tiiplere yerlestirilmistir.
(Sekil 3.3.) Konsantrasyonlarda bekletilen her sogandan 24 ve 48 saat sonunda kokler
kesilerek tespit ¢ozeltisi (Farmer) igeren tiiplere konulmustur. Tiipler konsantrasyon ve saati

yazilarak etiketlenmistir Kokler bir gece tespit ¢ozeltisinde bekletilmistir.

w—, ”h .|||;!;'JI*!_‘|!!']I: iy
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3.7.2. Materyalin tespiti

Bu caligsmada asetik alkol ya da Farmer adiyla bilinen tespit ¢ozeltisi kullanilmistir.

Tespit ¢ozeltisinin hazirlanigt boliim 3.2.1.3.” de verilmistir.

Tespit c¢ozeltisi, kromozomlarin canlinin hayattaki en yakin durumunda tespit
edilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Tespit ¢ozeltisi, hiicrenin canliyken sahip oldugu
durumunu bozmadan tespit edebilmesi i¢in ¢ozeltinin dokulara hizla girmesi gerekmektedir

(Korkmaz, 2003).

3.7.3. Hidroliz

Farmer ¢ozeltisinden alinan kokler, icinde 1N HCI bulunan tiiplere konularak agzi
tipa ile sikica kapatilmistir. Kokler, 60 °C’ lik su banyosunda 12 dakika hidroliz edilmistir.

Siire sonunda kokler vakit kaybetmeden Feulgen boya igerine aktarilmistir.

Materyaldeki hiicrelerin birbirlerinden ayrilarak daha iyi gézlenebilmesi amaciyla
hidroliz yapilmaktadir. Kullanilan kok ucu hiicreleri hidrolizle birbirinden ayrilmaktadir.
Hidroliz i¢in kullanilan HCI” nin konsantrasyonu, hidroliz siiresi ve sicaklik derecesi 6nemli
parametrelerdir. Kromozomlarin iyi boyanmasi i¢in hidroliz siiresini dogru ayarlamak ¢ok

onemlidir (Korkmaz, 2003).

3.7.4. Materyalin boyanmasi

Kromozomlarin daha net goriilebilmeleri amaciyla Feulgen boya kullanilarak
boyanmistir. Feulgen boyanin hazirlanis1 3.2.1.3.” de verilmistir. Hidrolizden ¢ikarilan kok
uclart Feulgen igerisinde oda sicakliginda bir saat bekletilmistir. Siire sonunda preparat

yapimina gec¢ilmistir (Korkmaz, 2003).
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3.7.5. Preparat yapimi

Feulgen boyasindan ¢ikarilan kokler saf suda 10 dakika bekletilmistir. Boyama
isleminin sonucunda kdokler kirmizi viyole renginde boyanirken meristem hiicrelerinin
bulundugu kok ucu daha koyu kirmizi bir renkte boyanmistir. Preparat yapiminda kokiin

daha koyu kirmizi boyanan kismi kullanilmistir.

Preparat yapilacak lamin iizerine bir damla % 45’ lik asetik asit damlatilmigtir.
Boyadan ¢ikarilip 10 dakika saf suda yikanan kok pens yardimi ile lam tizerine konulmus
ardindan keskin bir jilet yardimiyla daha koyu kirmiziya boyanan ug¢ kismi kesilerek ¢ok
kii¢iik pargalara boliinmiistiir. Preparatta hiicrelerin daha iy1 dagilabilmesi i¢in kok ucu ¢ok
kii¢iik parcalara boliinmesi gerekmektedir. Boliinen kdk ucu pargaciklar: lamin tizerindeki
bir damla % 45’ lik asetik asit ile karistirilarak {izerine lamel kapatilmistir. Lamel
oynamamasi i¢in bir elin bas parmag ile tutarak kursun kalemin arkasi ile lamele hafifce
vurulmustur. Lamel’ e hafif¢ce vurulmasiin amaci hiicrelerin yassilasip, hepsinin bir diizlem
iizerine gelerek daha 1yi dagilmasinin saglanmasidir. Lamel’ in digina tasan % 45’ lik asetik

asit kurutma kagidi ile alinmistir (Korkmaz, 2003).

3.7.6. Preparatlarin daimi hale getirilmesi

Hazirlanan preparatlari bozulmadan saklayabilmek amaciyla daimi hale getirmek

gerekmektedir. Daimi hale getirilmesi i¢in alkol buhar1 degis-tokus yontemi kullanilmistir.

Alkol buhar1 degis-tokus yonteminde, lam ve lamel arasina alkol buharinin girmesi
gerekmektedir. Bu amagla 5,5 cm x 5,5 cm x 10 cm Odlgiilerinde olan kapakli bir sale
kullanilmistir. Sale’nin iki kenarina ve kapaginin i¢ kismina kurutma kagidi yerlestirilerek
kurutma kagitlar1 absolii alkol ile nemlendirilmistir. Kabin alt kismina 4-5 mm yiikseklikte
absolii alkol konulmustur. Preparatlar bu kaba dizilmis ardindan kapaga vazelin siiriilerek
kapatilmigtir. Bu kaplar buzdolabinda bir gece 0 —4 °C’ de bekletilmistir. Siire sonunda petri

kutusunun i¢ine ve kapagina kurutma kagidi konularak absolii alkol ile nemlendirilmistir.
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Ardindan salelerden alinan preparatlar petri kutularina alinmugtir. Petri kabi igerisine
konulan preparatlarin iki kenarina karsilikli bir damla Kanada balsami1 damlatilarak lamel
kenar1 boyunca dagitilmigtir. Petri kabinin kapagi kapatilarak 4 veya 5 giin oda sicakliginda
bekletilmistir. Siirenin sonunda preparatlar daimi hale gelmistir. Ksilol kullanilarak
preparatlarin iizerine bulagsan fazla Kanada balsami temizlenmistir. Temizlenmesinin

ardindan preparatlar mikroskopta incelenmek iizere hazir hale getirilmistir (Korkmaz, 2003).

3.7.7. Sitotoksisite ve genotoksisite analizi

Allium Testi” nde Mitotik indeks (% MI) ile sitotoksisite, kromozomal aberasyon
indeksi (% CAI) ile de genotoksisitesi degerlendirilmektedir (Kaya, 2022). Mitotik indeksin
hiicre boliinme frekansinin tahmin edilmesini saglamaktadir (Marcano vd., 2004; Yildiz ve
Arikan, 2007). Kok biiylime oran1 ile mitotik indeksin arasinda iliski oldugu
disiinilmektedir (Liu vd., 1992; Yildiz ve Arkan, 2007). Mitotik indeks, test
organizmalarinda kontrole gore % 22’ sinin altina diistiigiinde letal etkiye neden olmaktadir
(Antonsie- wiez,1990; Yildiz ve Arikan, 2007). % 50’ nin altina diistiigiinde ise subletal etki
goriilmektedir (Panda ve Sahu, 1985; Yildiz ve Arikan, 2007). % 50’ nin altina diistiigii
degere sitotoksik sinir degeri denilmektedir (Sharma, 1983; Yildiz ve Arikan, 2007). Mitotik

indeks asagida verilen formiil ile hesaplanmastir.

Mitoz safhasindaki hiicre sayisi

Mitotik indeks=

x 100 (Kaya, 2022)

Toplam hiicre sayisi

(Mitoz safhasindaki hiicre sayisi: profaz, metafaz, anafaz, telofaz ve anomalileri,
Toplam hiicre sayisi: interfaz + mitoz sathasindaki normal ve anamoli hiicreleri)

Kromozomda meydana gelen anormaliler, DNA’ da meydana gelen zararin bir
sonucudur (Savage, 1993; Albertini, vd., 2000; Akyil ve Ozkara, 2015). Bitkiler ve
hayvanlarda, kimyasallarin DNA ile etkilesime girerek hasara neden olmasinin sonucunda

kromozom aberasyonlar1 goriilmektedir (Saxena, vd., 2005; Akyil ve Ozkara, 2015). Son
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yillarda yapilan c¢aligmalarda genotoksisitenin  degerlendirilmesinde  kromozom
aberasyonlarinin son derece giivenilir analizler oldugu bildirilmistir (Rieger, vd., 1990;

Angelis, vd., 2000; Panda, vd., 2002; Akyil ve Ozkara, 2015).

Kromozomal aberasyon indeksi asagida verilen formiil ile hesaplanmaistir.

Kromozomal aberasyona sahip hiicre sayisi

Kromozomal aberasyon indeksi= x 100 (Kaya, 2022)

Toplam hiicre sayisi

(Kromozomal aberasyona sahip hiicre sayisi: profaz, metafaz, anafaz, telofaz anomalileri,
Toplam hiicre sayisi: interfaz + mitoz sathasindaki normal ve anamoli hiicreleri)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada gida endiistrisi atik suyunun RAPD-PCR yontemi ile Klebsiella
pneumoniae DNA’ s1 {lizerindeki genotoksik etkisi, Vibrio fischeri kullanilarak yapilan
Mikrotoks Testi ile akut toksisitesi ve Allium cepa kok ucu hiicreleri kullanilarak yapilan
Allium Testi ile sitotoksik ve genotoksik etkisi belirlenmistir. Deneylerde gida endiistrisi
iiretim tesislerinden liretim sonucunda olusan atik suyun 6 farkli konsantrasyonu (% 1, %

10, % 25, % 50, % 75 ve % 100) kullanilmistir.

4.1. Gida Atik Suyu Analiz Sonuclar

Calismada kullanilan atik suyun gida fabrikasi” nin yapmis oldugu analiz sonuglar1
Cizelge 4.1.” de verilmistir. Analizde BOIs, bulaniklik, amonyum, askida kati madde,
iletkenlik (25°C), KOI, koku, permanganat indeksi (oksitlenebilirlik), renk, toplam organik
karbon, yag ve gres, aliiminyum, demir, nitrit, Fekal Streptokok (Enterokok) sayisi,
Pseudomonas aeruginosa, E. coli, toplam koliform bakteri sayisi, toplam koloni sayis1 (22

°C), toplam koloni sayis1 (37 °C) ve ugucu yag asitleri parametreleri incelenmistir.

Cizelge 4.1. Gida atik suyu analiz sonuglar1

Parametre Birim Ek-1 Olciilen Kullanilan Bilgi
deger analiz/Ol¢iim
Metodu
BOIs mg/L - 11.8 TS 4957-2 -
EN 1899-2
Tiiketicilerce 3.5
kabul edilebilir
Bulantklik NTU | herhangibir SM 2130 B :
anormal
degisim
olmamal1
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Amonyum mg/L <0.5 3.804 SM 4500- 1
NH;: B,F
Askida Kati mg/L - <10 SM 2540:D -
Madde
[letkenlik (25°C) puS/cm - 30 SM 2510:B 11
KOi mgO,/L - 49 SM 5220:B 1
Tiiketicilerce
kabul edilebilir
Koku - herhangi bir | K okusuz DEV B1/2 -
anormal
degisim
olmamali
Permanganat <5 TS 6288 EN
Indeksi mgO,/L 2.86 ISO 8467 -
(Oksitlenebilirlik)
pH 25°C - 6.5- 9.5 7.06 SM 4500- H:B
Tiiketicilerce
kabul edilebilir
Renk (Pt-Co) Pt-Co herhangi bir <5 SM 2120:C 8
anormal
degisim
olmamali
Toplam Organik mg/L Anormal 13 TS 8195 1
Karbon degisim yok EN 1484
Yag ve Gres mg/L - <10 SM 5520:B 1
mg/L - TS EN ISO
Aluminyum <0.01 17294-2 1
(ICP- MS)
mg/L - TS EN ISO 1
Demir 0.02 17294-2
(ICP- MS)
Nitrit mg/L <0.5 <0.05 SM 4110:B 1,8
10
Escherichia coli | kob/250m Tespit Tespit SM 9222:H 30
L Edilmemeli Edilemedi
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Fekal Streptokok | kob/250m Tespit Tespit
(Enterokok) L Edilmemeli Edilemedi SM 9230:C 30
Sayisi
Pseudomonas kob/250m Tespit Tespit ISO 16266 30
aeruginosa L Edilmemeli Edilemedi
Toplam Koliform | kob/250m Tespit Tespit SM 9222:B 30
Bakteri Sayisi L Edilmemeli Edilemedi
Toplam Koloni kob/mL - Tespit ISO 6222 30
Sayis1 (22 °C) Edilemedi
Toplam Koloni kob/mL - Tespit ISO 6222 30
Sayis1 (37 °C) Edilemedi
E Damitma
Ugucu Yag mg/L 19.2 tiSt(r):srjlzln 47
Asitleri yoluyla ugucu
yag asidi

(Metot: TS- Tiirk Standardi, SM- Standard Methods fort he Examination of Water and Wastwater
(WEF, AWWA, APHA) 21st Ed., EN- European Standard, ISO- International Organization for

Standardization, DEV- Deutsche Einheitsverfahren,

Bilgi: 11: Analiz laboratuvarda yapilmstir.,, 8: Ornek 0.45 pm gozenekli membran filtreden
siiziilmiistiir., 1: ISO 5667-3 standardina uygun olarak koruma yapilmistir. 47: Ilgili analiz onayli is
birligi yaptigimiz laboratuvarimiza yaptirilmistir. 30: ISO 19458 standardina uygun olarak Sodyum
Tiyostilfat ilave edilmistir. )

4.2.  Antim Oncesi ve Aritim Sonras1 Atik Su Konsantrasyonlarinda Biiyiitiilen

Klebsiella pneumoniae’ den Genomik DNA Izolasyonu

Kontrol olarak saf suda, aritim 6ncesi ve sonrasi 6 farkli konsantrasyonda biiyiitiilen

Klebsiella pneumoniae kiiltiirinden DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Izole edilen

genomik DNA” lar Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.” de gosterilmektedir.
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Sekil 4.1. Aritim 6ncesi atik su konsantrasyonlarinda biiyltiilen Klebsiella pneumoniae gDNA
profilleri (M: Marker, 1: % 1 Atik Su Konsantrasyonu, 2: % 10 Atik Su Konsantrasyonu, 3: % 25
Atik Su Konsantrasyonu, 4: % 50 Atik Su Konsantrasyonu, 5: % 75 Atik Su Konsantrasyonu, 6: %
100 Atik Su Konsantrasyonu)

SMCEL RN TS S 6 M

S

Sekil 4.2. Aritim sonrasi atik su konsantrasyonlarinda biiyiitiilen Klebsiella pneumoniae gDNA
profilleri (M: Marker, 1: % 1 Atik Su Konsantrasyonu, 2: % 10 Atik Su Konsantrasyonu, 3: % 25
Atik Su Konsantrasyonu, 4: % 50 Atik Su Konsantrasyonu, 5: % 75 Atik Su Konsantrasyonu, 6: %
100 Atik Su Konsantrasyonu)

4.3.  Aritim Oncesi Atik Su Konsantrasyonlarinda RAPD-PCR Verileri

Saf su ve atik su ile hazirlanan besiyerlerinde iiretilen Klebsiella pneumoniae DNA’
lar1 ile 4 farkli primer (OPAR3, OPARS, AP4 ve Primer 640) kullanilarak PCR islemi
gergeklestirilmistir. Kontrol DNA” s1 i¢in saf su kullanilarak hazirlanan besiyerinde tiretilen

Klebsiella pneumoniae DNA’ s1 kullanilmistir. PCR islemi sonrasinda jel elektroforezinden

elde edilen goriintiiler Sekil 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6’ te verilmistir.
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OPAR3

M1 2 3 4 5% 6 KM

Sekil 4.3.RAPD PCR isleminde OPAR3 primeri kullanilarak aritim 6ncesi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan {i¢ farkli calismanin sonucunda ulasilan profiller (A: Yapilan
1. Deneme, B: Yapilan 2. Deneme, C: Yapilan 3. Deneme. M: Marker, 1: % 1 atik su
konsantrasyonu, 2: % 10 atik su konsantrasyonu, 3: % 25 atik su konsantrasyonu, 4: % 50
atik su konsantrasyonu, S: % 75 atik su konsantrasyonu, 6: % 100 atik su konsantrasyonu,
K: Kontrol)

1 34 56 KM

Sekil 4.4. RAPD PCR isleminde OPARS primeri kullanilarak aritim 6ncesi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan ii¢ farkli ¢alismanin sonucunda ulasilan profiller (A: Yapilan
1. Deneme, B: Yapilan 2. Deneme, C: Yapilan 3. Deneme. M: Marker, 1: % 1 atik su
konsantrasyonu, 2: % 10 atik su konsantrasyonu, 3: % 25 atik su konsantrasyonu, 4: % 50
atik su konsantrasyonu, 5: % 75 atik su konsantrasyonu, 6: % 100 atik su konsantrasyonu,

K: Kontrol)
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M1 22 3 4 5 6 KM M1 2 3 4 5 6 KM

Sekil 4.5. RAPD PCR isleminde AP4 primeri kullanilarak aritim 6ncesi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan {i¢ farkli calismanin sonucunda ulasilan profiller (A: Yapilan
1. Deneme, B: Yapilan 2. Deneme, C: Yapilan 3. Deneme. M: Marker, 1: % 1 atik su
konsantrasyonu, 2: % 10 atik su konsantrasyonu, 3: % 25 atik su konsantrasyonu, 4: % 50
atik su konsantrasyonu, 5: % 75 atik su konsantrasyonu, 6: % 100 atik su konsantrasyonu,
K: Kontrol)

Primer 640

3 : 7 =
M12Z 3 4 5 6 KEM M1 3 4 56 EM M1 234 5 6EM

-
—

Sekil 4.6. RAPD PCR isleminde Primer 640 kullanilarak aritim oncesi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan ii¢ farkli ¢alismanin sonucunda ulasilan profiller (A: Yapilan
1. Deneme, B: Yapilan 2. Deneme, C: Yapilan 3. Deneme. M: Marker, 1: % 1 atik su
konsantrasyonu, 2: % 10 atik su konsantrasyonu, 3: % 25 atik su konsantrasyonu, 4: % 50
atik su konsantrasyonu, 5: % 75 atik su konsantrasyonu, 6: % 100 atik su konsantrasyonu,
K: Kontrol)
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4.4. Aritim Oncesi RAPD-PCR Goriintiilerinin Analizleri

RAPD-PCR c¢alismasi 3 tekrar olacak sekilde farkli zamanlarda yapilmistir. Calisma
sonucunda elde edilen jel goriintiileri Image Lab 5.0 ve PyElph 1.4 programlar1 kullanilarak
analiz edilmistir (Pavel ve Vasile, 2012). PyElph 1.4 programi kullanilarak matris
olusturulmustur. Bantlarin bulundugu yerler 1 (bir), bantlarin bulunmadig1 yerler ise 0 (sifir)
olarak kodlanmistir. 4 farkl primer kullanilarak gergeklestirilen 3 kez tekrarlanan RAPD-

PCR denemeleri sonucunda ¢ikarilan matrisler Cizelge 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5’ te gosterilmistir.

Cizelge 4.2. RAPD PCR isleminde OPAR3 primeri kullanilarak aritim 6ncesi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan {i¢ farkli calismanin sonucunda ulasilan matrisler (A:
Yapilan 1. Deneme, B: Yapilan 2. Deneme, C: Yapilan 3. Deneme.

a: % 1 atik su konsantrasyonu, b: % 10 atik su konsantrasyonu, c: % 25 atik su
konsantrasyonu, d: % 50 atik su konsantrasyonu, e: % 75 atik su konsantrasyonu, f: % 100
atik su konsantrasyonu, K: Kontrol)

A B C
a|b|c |d|e |f |KJa|b | |c |d|e f |KJa|b|c |d|e [f K
110 (00|01 1|1 |0 |0 |0 |0 |1 g1 |O]O |O |O |O |1
110 0J0O1|0O |1 g1 {1 |0 {0 |O |O |1 §1 |0 |O [O |O |O |O
11 (1 /0J(01{0|1 §1 {0 |0 |0 |0 |0 |01l |1 ]O |O]|]O |O |1
11 (1 (1j01{0 |1 g1 {1 ]01{0 |0 |0 |1 g1 |1 ]O0O |0 ]O |O |1
11 (1 (0j04{0 |1 g1 {1 |11]01]0 |0 |1 g1 |1 ]0 |0 ]O |O |1
oo f1r|1{04}{0j0o¢g1 |1 4{1 {14010 |1 g1 {0 {0 {0 |0 |0 |O
11 (1 (0j01{0 |1 g1 {1 |1 {00 |0 |1 JO |0 |O [0 |O |O |O
0|0 |0]|O0O]O0O |0 |OJO |0 |0 |1 |[O|O |1l JO |O |O [O |O |O |O
0|0 (0]|O0O]O0O|O0O]O¢f1 |1 |1 |0 |0 |O |1 JO |0 |O [O |O |O |O
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Cizelge 4.3. RAPD PCR isleminde OPARS primeri kullanilarak aritim dncesi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan ii¢ farkli ¢alismanin sonucunda ulagilan matrisler (A:
Yapilan 1. Deneme, B: Yapilan 2. Deneme, C: Yapilan 3. Deneme.

a: % 1 atik su, b: % 10 atik su, c: % 25 atik su, d: % 50 atik su, e: % 75 atik su, f: % 100
atik su, K: Kontrol)

A B C
a|b |c |d|e |f |[KJa|b|c |d|e |f |KJa |b |c [d|e |f |K
1 /00O |0J0O|O0O |1 g1 |1 ]0 {0 [0 |O |1 g1 |O |O [O |O |O |O
110 0j0j{0 |1 g1 1|1 {01010 |1 g1 |1 (O |O |0 |O |1
o0 /0J|0j0O |01 g1 |1 |1 (0|00 |1 g1 |1 |0 [0 |O |O |O
110 0j0}{0 |1 g1 |1 ]0{0 |0 |0 |1 g1 |O O |O O |O |1
1 /00|00 {0O |1 g1 |1 |0 |0 ]O0O]|O |1 g1 |1 O |O |0 |O |1
0|0 (0J|0O]O0O O OF1L |1 |1 |0 |0 |0 |1 g1 |1 |1 {0 |O |O |O
0|0 (0J]0O]O0O|O Ol |1 |1 ][O |0 |O (O F1 |1 |1 |0 |O |O |1
0o/0(0J|0O]O|O Ol |1 |1 |0 |O|O (L g1 |1 |1 |0 |O |O |1
0|0 (0]0O]O0O|O|OfF1 |1 |1 |0 |O |O (L J1 {1 |0 |0 |0 |O |1
0|0 (0J|0O]O0O|O Ol |1 |1 |0 |0 |O (L g1 |1 |1 {0 |0 |O |1
0|0 0]|0O]O0O|O0O|OfF1 |1 |0 |0 |0 |0 [0 JO |0 |O |0 |O |O |O
0|0 (0J|0O]O0O O[Ol |1 |1 |0 |0 |0 |1 JO |0 |O [O |O |O |O

Cizelge 4.4. RAPD PCR isleminde AP4 primeri kullanilarak aritim oncesi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan {i¢ farkli calismanin sonucunda ulasilan matrisler (A:
Yapilan 1. Deneme, B: Yapilan 2. Deneme, C: Yapilan 3. Deneme.

a: % 1 atik su, b: % 10 atik su, c: % 25 atik su, d: % 50 atik su, e: % 75 atik su, f: % 100
atik su, K: Kontrol)

A B C
a|b|c|dje |f | KJa |b |c |d|e |f | KJa |b | c |d]e |f |K
r{1r 70 (0 j0 |0 (1 g1 |1 |0 (0 |0 |O |1 g1 {1 (O O ]|O |O |1
r{1 70 (0 J|0 0|1 g1 |1 |0 (0 O |O|O QJO |O |O O |O |O |1
1{1 (0 (0|0 0O (Of1 |1 |O|O O |O |1 O |0 O O |O |O |1
r{1r ;0 (0 j0 |0 (Of1 |1 |00 |0 |O |1 g1 |1 (O O ]|O |O |1
r{1r 470 (0|0 |01 g1 |1 |0 (0 O |O |1 g1 {1 (O O ]|O |O |1
r{1r 70 (0 J|0 (0 (1 g1 |1 |0 (00O O |1 g1 {1 (1 (O ]|O |O |1
r{1r 70 (0 jJj0 |0 (1 g1 |1 |1 (0|0 |0 |1 g1 {1 (O [0 ]|O |O |1
r{1r {0 (0 jJj0 |0 (1 g1 |1 |1 (0|0 |O0O|O Q1T |1 |1 [0 ]O |O |1
1{1 {0 (0|00 OO |O0O]|O OO O |OQFL |1 |1 O ]O]|O |O
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Cizelge 4.5. RAPD PCR isleminde Primer 640 kullanilarak aritim 6ncesi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan ii¢ farkli ¢alismanin sonucunda ulagilan matrisler (A:
Yapilan 1. Deneme, B: Yapilan 2. Deneme, C: Yapilan 3. Deneme.

a: % 1 atik su konsantrasyonu, b: % 10 atik su konsantrasyonu, c: % 25 atik su
konsantrasyonu, d: % 50 atik su konsantrasyonu, e: % 75 atik su konsantrasyonu, f: % 100
atik su konsantrasyonu, K: Kontrol)

A B C
a|b|c |d|e |f |[KJa|b|c |d|e |f |KJa |b |c (d|e |f |K
1 {1rj1r (oo jo |1 g1 |1 {ojoj|o (0|1 g1 {1 |1 |1 |0 |0 |1
0|0 (0J|0O]O0O|O |1l g1 |1 |1 O |0 |O (L J1 |1 |1 |0 |O |O |1
r{1rj1r (oo jo |1 g1 |1 (1 joj|o |0 {1 g1 {1 |1 (0|0 |0 |1
r{1rj1r (oo jo |1 g1 |1 (1 joj|o (0 (1 g1 {1 |1 |1 |0 |0 |1
1 {1 |1 (0o o |1 g1 |1 (1 (0|0 (O |1 QgL {1 |1 |0 |O |0 |1
1 {10 (00O |1 §1 |1 (1 |O|O O |1 g1 {1 |1 |1 |0 |0 |1
0|0 (00|00 Ol |1 |1 |0 |0 |O (L g1 {1 |1 {0 |0 |O |1
0|0 (0OJ|0O]O0O O[Ol |1 |0 ]O |O|O (O F1 [T |1 |O |O |O |1
0|0 (0J|0O]O0O OOl |1 |1 |0 |0 |0 |1 O |O |O [O |O |O |O
0|0 0]|0O]|O0O|O0O|Of1 |1 |0 |0 |0 |0 |1l O[O |O [O |O |O |O

Tabloda belirtilen matrislerden yararlanarak ilgili primerler ve aritim oncesi atik su
konsantrasyonlar1 i¢in GKS hesaplamalar1 yapilmistir. GKS analizleri i¢in yapilan
denemelerde elde edilen polimorfik bant sayisi ve kontrolde yer alan toplam bant sayisi
degerlerinin ortalamalar Cizelge 4.6’ da verilmistir. Hesaplamalarin sonucunda elde edilen
GKS degerleri yorumlanarak gida endiistrisi atik suyunun genotoksik etkisi

degerlendirilmistir.



Cizelge 4.6.Aritim Oncesi atik suyun yapilan ti¢ farkli denemesinde GKS analizleri igin
elde edilen n ve a degerlerinin ortalamalar1
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OPAR3 OPARS AP4 Primer640

Konsantrasyonlar Nort Aort Nort QAort Nort QAort Nort Aort
% 1 6,00 1,33 7,33 2,00 6,66 2,66 7,66 0,66

% 10 6,00 0,66 7,33 2,66 6,66 2,66 7,66 0,66

% 25 6,00 3,66 7,33 4,66 6,66 6,33 7,66 1,33

% 50 6,00 5,33 7,33 7,33 6,66 6,66 7,66 6,66

% 75 6,00 6,00 7,33 7,33 6,66 6,66 7,66 7,66

% 100 6,00 6,00 7,33 7,33 6,66 6,66 7,66 7,66

n: Kontrolde bulunan toplam bant sayisi, a: Polimorfik bant sayisi

Sekil 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6’ da yer alan jel elektroforez isleminin ardindan elde edilen

goriintiiler analiz edilerek filogenetik agac (Dendrogram) olusturulmustur. Gida endiistrisi

attk suyundan hazirlanan farkli konsantrasyonlarin Klebsiella pneumoniae bakterisinin

genetik materyalinde gostermis oldugu etkinin kontrole gére meydana gelen degisimleri

gosteren dendogramlar Sekil 4.7, 4.8, 4.9 ve 4.10° da verilmistir.



OPARZ %10

OPART %61

OPARS kontrol

O Benna %10

[+}

ORpaRa %1
136

19.8 °LMR3 KONTRO!

136

OPARI %25

33.5

OPARZ %50

—a‘LOF‘AFB %10

33 opaR3 %1
10.9

15.9 L8 oPARE kentrol

157

OPAR3 %25

5.0 CQPAR3 %50

C

Sekil 4.7 RAPD PCR isleminde OPAR3 primeri kullanilarak aritim 6ncesi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan ti¢ farkli ¢alismanin kiimeleme analizi sonucunda ulasilan
dendogramlar (A: Yapilan 1. Deneme, B: Yapilan 2. Deneme, C: Yapilan 3. Deneme.)



13.5

19.0

5.6

5.6

OPARE kontrol

CPARE 961

OPARE %10

5.8

4.5

”'|E!:rmna %10

10.4

4.5

o

q)l’nﬂ:ﬂ %l

OPARE kontrol

OPARE %25

3.9

10.9

5.6

5.6

9.4

OPARE %10

COPARB %1

20.3

OPARE kontral

OPARBE %25

C

Sekil 4.8. RAPD PCR isleminde OPARS primeri kullanilarak aritim 6ncesi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan ti¢ farkli ¢alismanin kiimeleme analizi sonucunda ulasilan
dendogramlar (A: Yapilan 1. Deneme, B: Yapilan 2. Deneme, C: Yapilan 3. Deneme.)



0.8 pa 510
10.0
':'Lipa 41
na AP4 kantrol
B-8pa 2e10
10.0
"LN %1
13.9
10.0 AP4 kantral
239 AP %25
Oflpa %10
Mipa w1
25.4
IS | AP kantrol
A APA %25

Sekil 4.9. RAPD PCR isleminde AP4 primeri kullanilarak aritim 6ncesi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan ti¢ farkli ¢alismanin kiimeleme analizi sonucunda ulasilan
dendogramlar (A: Yapilan 1. Deneme, B: Yapilan 2. Deneme, C: Yapilan 3. Deneme.)



0'$r|mqr 640 %10 (A}

5.3 o qﬂrlmer 640 %1 [A)

2.6

Primer &40 kontrol (A)

B.O

Primer 640 %25 (A}

‘)ﬁhlmnr 640 %10 (C)

4.5

25 oh’ﬂmer G40 %%l (C)

4.5

Primer 640 kantral {C)

o Primer 640 %25 (C)

- Brirmer 640 kontrol (B)

0o

Primer 640 %25 (8)

227

Primer 640 %10 (8)

oo

[=]

gnmer 640 %1 {B)

22.7 Primer 640 %50 (B)

C

Sekil 4.10. RAPD PCR isleminde Primer 640 kullanilarak aritim 6ncesi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan ti¢ farkli ¢alismanin kiimeleme analizi sonucunda ulasilan
dendogramlar (A: Yapilan 1. Deneme, B: Yapilan 2. Deneme, C: Yapilan 3. Deneme.)
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Dendrogramlar incelendiginde, OPAR3 primeri kullanilarak aritim oncesi atik su
konsantrasyonlarinda gergeklestirilen ilk denemede kontrole oranla en fazla farkliligi % 10
konsantrasyonu gostermektedir. % 25, % 50, % 75 ve % 100 konsantrasyonlarinda bant elde
edilmemistir. Gergeklestirilen ikinci denemede kontrole oranla en fazla farkliligi % 50
konsantrasyonu gdostermektedir. % 75 ve % 100 konsantrasyonlarinda bant elde
edilememistir. Yapilan iiclincii denemede kontrole gore en fazla farklilik gosteren
konsantrasyon % 50 dir. % 75 ve % 100 konsantrasyonlarinda bant elde edilememistir.
OPARS primeri kullanilarak aritim dncesi atik su konsantrasyonlarinda gerceklestirilen ilk
denemede kontrole oranla en fazla farklilig1 % 10 konsantrasyonu gostermektedir. % 25, %
50, % 75 ve % 100 konsantrasyonlarinda bant elde edilememistir. Yapilan ikinci denemede
kontrole gore en fazla farklilik gosteren konsantrasyon % 25’ tir. % 50, % 75 ve % 100
konsantrasyonlarinda bant elde edilememistir. Yapilan iigiincii denemede kontrole gore en
fazla farklilk gosteren konsantrasyonlar % 25° tir. % 50, % 75 ve % 100
konsantrasyonlarinda bant elde edilememistir. AP4 primeri kullanilarak aritim 6ncesi atik su
konsantrasyonlarinda gerceklestirilen ilk denemede kontrole oranla en fazla %1 ve % 10
konsantrasyonlar1 farklilik gostermektedir.% 25, % 50, % 75 ve % 100 konsantrasyonlarinda
bant elde edilememistir. Yapilan ikinci denemede kontrole gore en fazla farklilik gdsteren
konsantrasyon % 25’ tir. % 50, % 75 ve % 100 konsantrasyonlarinda bant elde edilememistir.
Yapilan tigiincii denemede kontrole gore en fazla farklilik gdsteren konsantrasyon % 25 tir.
% 50, % 75 ve % 100 konsantrasyonlarinda bant elde edilememistir. Aritim 6ncesi Primer
640 ile yapilan ilk denemede kontrole gore en fazla farklilik gosteren konsantrasyon % 25’
tir. % 50, % 75 ve % 100 konsantrasyonlarinda bant elde edilememistir. Yapilan ikinci
denemede kontrole gore en fazla farklilik gosteren konsantrasyon % 25’ tir. % 50, % 75 ve
% 100 konsantrasyonlarinda bant elde edilememistir. Yapilan {igiincii denemede kontrole
gore en fazla farklilik gosteren konsantrasyon % 50 dir. % 75 ve % 100

konsantrasyonlarinda bant elde edilememistir.
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4.5.  Arntim Sonrasi Atik Su Konsantrasyonlarinda RAPD-PCR Verileri

Aritim sonrasi atik su konsantrasyonlarinda yapilan RAPD-PCR yontemi aritim
oncesindeki gibi yapilmistir. Calisma kosullar1 ve kullanilan primerler aynidir. PCR islemi
sonrasinda jel elektroforezinden elde edilen goriintiiler Sekil 4.11, 4.12, 4.13 ve 4.14’ te

verilmistir.

OPAR3

M1 23 15 6EM

M1 34568 KM

&

Sekil 4.11. RAPD PCR isleminde OPAR3 primeri kullanilarak aritim sonrasi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan {i¢ farkli calismanin sonucunda ulasilan profiller (D: Yapilan
1. Deneme, E: Yapilan 2. Deneme, F: Yapilan 3. Deneme. M: Marker, 1: % 1 atik su
konsantrasyonu, 2: % 10 atik su konsantrasyonu, 3: % 25 atik su konsantrasyonu, 4: % 50
atik su konsantrasyonu, 5: % 75 atik su konsantrasyonu, 6: % 100 atik su konsantrasyonu,
K: Kontrol)
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M1 2?3 4 56KM

Sekil 4.12. RAPD PCR isleminde OPARS primeri kullanilarak aritim sonrasi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan {i¢ farkli calismanin sonucunda ulasilan profiller (D: Yapilan
1. Deneme, E: Yapilan 2. Deneme, F: Yapilan 3. Deneme. M: Marker, 1: % 1 atik su
konsantrasyonu, 2: % 10 atik su konsantrasyonu, 3: % 25 atik su konsantrasyonu, 4: % 50
atik su konsantrasyonu, 5: % 75 atik su konsantrasyonu, 6: % 100 atik su konsantrasyonu,
K: Kontrol)

AP4

Ml 203 4 § 6K M

1))

Sekil 4.13. RAPD PCR isleminde AP4 primeri kullanilarak aritim sonrasi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan {i¢ farkli ¢alismanin sonucunda ulasilan profiller (D: Yapilan
1. Deneme, E: Yapilan 2. Deneme, F: Yapilan 3. Deneme. M: Marker, 1: % 1 atik su
konsantrasyonu, 2: % 10 atik su konsantrasyonu, 3: % 25 atik su konsantrasyonu, 4: % 50
atik su konsantrasyonu, 5: % 75 atik su konsantrasyonu, 6: % 100 atik su konsantrasyonu,
K: Kontrol)
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Primer 640

)

Sekil 4.14. RAPD PCR isleminde Primer 640 kullanilarak aritim sonrasi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan {i¢ farkli calismanin sonucunda ulasilan profiller (D: Yapilan
1. Deneme, E: Yapilan 2. Deneme, F: Yapilan 3. Deneme. M: Marker, 1: % 1 atik su
konsantrasyonu, 2: % 10 atik su konsantrasyonu, 3: % 25 atik su konsantrasyonu, 4: % 50
atik su konsantrasyonu, 5: % 75 atik su konsantrasyonu, 6: % 100 atik su konsantrasyonu,
K: Kontrol)

4.6. Aritim Sonrasi RAPD-PCR Goriintiilerinin Analizi

Ug farkli zamanda gergeklestirilen aritim sonrast RAPD-PCR isleminde aritim
oncesinde uygulanan islemler tekrar edilmistir. Calisma kosullari, kullanilan primerler ve
analiz i¢in kullanilan programlar aynmidir. Bantlarin bulundugu yerler 1 (bir), bantlarin
bulunmadig1 yerler ise 0 (sifir) olarak kodlanmistir. 4 farkli primer i¢in gerceklestirilen
RAPD-PCR denemeleri sonucunda ¢ikarilan matrisler Cizelge 4.7, 4.8, 4.9 ve 4.10° te

gosterilmistir.
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Cizelge 4.7. RAPD PCR isleminde OPAR3 primeri kullanilarak aritim sonrasi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan ii¢ farkli ¢alismanin sonucunda ulasilan matrisler (D:
Yapilan 1. Deneme, E: Yapilan 2. Deneme, F: Yapilan 3. Deneme.

a: % 1 atik su konsantrasyonu, b: % 10 atik su konsantrasyonu, c: % 25 atik su
konsantrasyonu, d: % 50 atik su konsantrasyonu, e: % 75 atik su konsantrasyonu, f: % 100
atik su konsantrasyonu, K: Kontrol)

D E F
a|b|c|d|e |f |KJa|b|c |d|e |[f |KJa |b|c |d|e |f |K
1|1 |1 |1 {1 {1 {1 g1 (1 {1 ({1 ({1 (1|11 |1 11|11 ]1

—_

—_

—_

—_

—_

—_

—_

()

S

[e)

S

o

(e)

(=)
S| O ©
o O ©
o o ©
o o ©
S| o ©
S| o ©
| o ©

Cizelge 4.8. RAPD PCR isleminde OPARS primeri kullanilarak aritim sonrasi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan {i¢ farkli calismanin sonucunda ulasilan matrisler (D:
Yapilan 1. Deneme, E: Yapilan 2. Deneme, F: Yapilan 3. Deneme.

a: % 1 atik su, b: % 10 atik su, c: % 25 atik su, d: % 50 atik su, e: % 75 atik su, f: % 100
atik su, K: Kontrol)

D E F
a|b|jc|d|e |f [ KJa|b|lc |d|e |[f |[KJa |b|c |d|e |f |K
! (14|11 {1 j1r{r g1 141 {1r ({1 j1rjrpg1r 11414111
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Cizelge 4.9. RAPD PCR isleminde AP4 primeri kullanilarak aritim sonrasi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan ii¢ farkli ¢alismanin sonucunda ulasilan matrisler (D:
Yapilan 1. Deneme, E: Yapilan 2. Deneme, F: Yapilan 3. Deneme.

a: % 1 atik su, b: % 10 atik su, c: % 25 atik su, d: % 50 atik su, e: % 75 atik su, f: % 100
atik su, K: Kontrol)

D E F
a|b|jc|d|e |f [ KJa|b |c |d|e |[f |[KJa |b|c |d|e |f |K

Cizelge 4.10. RAPD PCR isleminde Primer 640 kullanilarak aritim sonrasi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan {i¢ farkli ¢alismanin sonucunda ulasilan matrisler (D:
Yapilan 1. Deneme, E: Yapilan 2. Deneme, F: Yapilan 3. Deneme.

a: % 1 atik su konsantrasyonu, b: % 10 atik su konsantrasyonu, c: % 25 atik su
konsantrasyonu, d: % 50 atik su konsantrasyonu, e: % 75 atik su konsantrasyonu, f: % 100
atik su konsantrasyonu, K: Kontrol)

D E F
a|b|jc|d|e |f [ KJa|b|c |d|e |[f |[KJa |b|c |d|e |f |K

Tabloda belirtilen matrislerden yararlanarak ilgili primerler ve aritim sonrasi atik su
konsantrasyonlar1 i¢in GKS hesaplamalar1 yapilmistir. GKS analizleri i¢in yapilan

denemelerde elde edilen polimorfik bant sayisi ve kontrolde yer alan toplam bant sayis1
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degerlerinin ortalamalar1 Cizelge 4.11° da verilmistir. Hesaplamalarin sonucunda elde
edilen gida endistrisi atik suyunun GKS degerleri yorumlanarak genotoksik etkisi

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.11. Aritim sonrasi atik suyun yapilan ti¢ farkli denemesinde GKS analizleri i¢in
elde edilen n ve a degerlerinin ortalamalari

OPAR3 OPARS AP4 Primer640
Konsantrasyonlar | Nort QAort Nort QAort Nort QAort Nort Aort
% 1 5,33 0 5,66 0 5,66 0 6,33 0

% 10 5,33 0 5,66 0 5,66 0 6,33 0

% 25 5,33 0 5,66 0 5,66 0 6,33 0

% 50 5,33 0 5,66 0 5,66 0 6,33 0

% 75 5,33 0 5,66 0 5,66 0 6,33 0

% 100 5,33 0 5,66 0 5,66 0 6,33 0

n: Kontrolde bulunan toplam bant sayisi, a: Polimorfik bant sayisi
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0o

OPARD SR RARA}
D
0.0
OPARS HIARREE)
E
0.0
OPARS BEIAQIIL)
F

Sekil 4.15 RAPD PCR isleminde OPAR3 primeri kullanilarak aritim sonrasi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan ii¢ farkli galismanin kiimeleme analizi sonucunda ulasilan
dendogramlar (D: Yapilan 1. Deneme, E: Yapilan 2. Deneme, F: Yapilan 3. Deneme.)
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0.0
OPARS Sl AN |
D
0.0
OPARS BIORRER)
E
0.0
OPARS SRINGIIL)

F

Sekil 4.16. RAPD PCR isleminde OPARS primeri kullanilarak aritim sonrasi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan ii¢ farkli c¢alismanin kiimeleme analizi sonucunda ulasilan
dendogramlar (D: Yapilan 1. Deneme, E: Yapilan 2. Deneme, F: Yapilan 3. Deneme.)
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0.0
APA HERERALR)
D
oo
APA HIBAREE|
E
oo
AP4 WIRALIT)
F

Sekil 4.17. RAPD PCR isleminde AP4 primeri kullanilarak aritim sonrasi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan ii¢ farkli ¢alismanin kiimeleme analizi sonucunda ulasilan
dendogramlar (D: Yapilan 1. Deneme, E: Yapilan 2. Deneme, F: Yapilan 3. Deneme.)
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0.0
Primar 640 SESEARL)

D
0.0
Primer 640 SESils)
E
0.0
Primviar 640 WIGAREE)
F

Sekil 4.18. RAPD PCR isleminde Primer 640 kullanilarak aritim sonrasi atik su
konsantrasyonlarinda yapilan ii¢ farkli calismanin kiimeleme analizi sonucunda ulasilan
dendogramlar (D: Yapilan 1. Deneme, E: Yapilan 2. Deneme, F: Yapilan 3. Deneme.)
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Gida endiistrisi atik suyunun aritildiktan sonra atik su konsantrasyonlari i¢in ti¢ farkl
RAPD-PCR denemesi sonucunda elde edilen dendrogramlar incelendiginde kontrole gore
bantlarda farklilik goriilmemistir. Atik su aritildiktan sonra DNA materyali {izerinde higbir

etki gozlemlenmemistir.

4.7.  Aritim Oncesi ve Aritim Sonras1 GKS Degerlerinin Karsilastirilmasi

Cizelge 4.12° da arntim Oncesi ve aritim sonrasi atik sularmin GKS yiizdeleri

verilmistir.

Cizelge 4.12.Aritim Oncesi ve aritim sonrast atik sulariin GKS yiizdeleri

OPAR3 OPARS AP4 Primer640
GKS (%) GKS (%) GKS (%) GKS (%)

Kons. | AO | AS | AO | AS | AO AS AO AS

%1 | 77,78 | 100* | 72,73 | 100" 60 100* | 91,31 100°

% 10 | 88,89 | 100" | 63,64 | 100* 60 100* | 91,31 100*

% 25 | 38,89 | 100* | 36,37 | 100* 5 100* 82,61 100*

%50 | 11,12 | 100* 100 100 100 100 13,05 100*

% 75 100 100 100 100 100 100 100 100

% 100 | 100 100 100 100 100 100 100 100

AO: Antim 6ncesi atik su, AS: Aritim sonrasi atik su, *: Aritimdan sonra artan GKS degerleri

Cizelge 4.12° de yer alan genomik kalip stabilitesi degerleri incelendiginde, aritim
oncesi atik su konsantrasyonlarinin RAPD-PCR isleminin OPAR3 primeri kullanilarak
yapilan sonucunda elde edilen GKS degerlerine bakildiginda % 1 konsantrasyonunda %

77.78, % 10 konsantrasyonunda % 88.89, % 25 konsantrasyonunda % 38.89 ve % 50
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konsantrasyonunda % 11.12 olarak hesaplanmistir. Aritim sonrasinda ise GKS degerleri %
100> e cikmisti. OPARS primeri ile yapilan c¢aligmada GKS degerleri % 1
konsantrasyonunda % 72.73, % 10 konsantrasyonunda % 63.64, % 25 konsantrasyonunda %
36.37 olarak hesaplanmistir. Aritim sonrasinda ise GKS degerleri % 100’ e ¢ikmistir. AP4
primeri ile yapilan calismada GKS degerleri % 1 konsantrasyonunda % 60, % 10
konsantrasyonunda % 60, % 25 konsantrasyonunda % 5 olarak hesaplanmistir. Aritim
sonrasinda ise GKS degerleri % 100’ e c¢ikmistir. Primer 640 ile yapilan RAPD-PCR
sonucunda elde edilen GKS degerleri ise % 1 konsantrasyonunda % 91.31, % 10
konsantrasyonunda % 91.31, % 25 konsantrasyonunda % 82.61 ve % 50 konsantrasyonunda

% 13.05 olarak hesaplanmistir. Aritim sonrasinda ise GKS degerleri % 100’ e ¢ikmustir.

4.8. Mikrotoks Analizi Sonug¢lar:

Bu testte 5 dk ve 15 dk’ ya gore 6l¢timler gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda

belirlenen aritim 6ncesi ve aritim sonrasi toksisite degerleri Cizelge 4.13” de verilmistir.

Cizelge 4.13. Mikrotoks analizi sonucunda elde edilen toksisite degerleri

Atik Su Akut Toksisite Degeri Akut Toksisite Degeri
Konsantrasyonlari (% )5 dk (% ) 15 dk
AO AS AO AS
% 1 0 85 11 86
% 10 16 18 20 19
% 25 39 17 28 18
% 50 56 13 70 25
% 75 12 92 20 63
% 100 12 51 24 52

AOQO: Antim 6ncesi, AS: Aritim sonrast
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Mikrotoks analizi sonucunda cizelge 4.13.” deki degerler incelendiginde, % 1
konsantrasyonda aritim dncesi atik suda 5 dk’ da % 0 olan degerin 15 dk’ da % 11’ e ¢ikt1g1,
aritim sonrast atik suda ise 5 dk’ da % 85 olan degerin 15 dk’ da % 86’ ya c¢iktig
goriilmektedir. % 10 konsantrasyonda aritim dncesi atik suda 5 dk’ da % 16 olan degerin 15
dk’ da % 20’ ye ¢iktig1, aritim sonrasi atik suda ise 5 dk’ da % 18 olan degerin 15 dk’ da %
19° a ciktig1 goriilmektedir. % 25 konsantrasyonda aritim oncesi atik suda 5 dk’ da % 39
olan degerin 15 dk’ da % 28’ e diistiigli, aritim sonras1 atik suda ise 5 dk’ da % 17 olan
degerin 15 dk’ da % 18’ e ¢iktig1 goriilmektedir. % 50 konsantrasyonda aritim dncesi atik
suda 5 dk’ da % 56 olan degerin 15 dk’ da % 70’ e ¢ikti81, aritim sonrasi atik suda ise 5 dk’
da % 13 olan degerin 15 dk’ da % 25’ e ¢iktig1 goriilmektedir. % 75 konsantrasyonda aritim
oncesi atik suda 5 dk’ da % 12 olan degerin 15 dk’ da % 20’ ye ¢iktig1, aritim sonrasi atik
suda ise 5 dk’ da % 92 olan degerin 15 dk’ da % 63’ e diistiigi goriilmektedir. % 100
konsantrasyonda aritim oncesi atik suda 5 dk’ da % 12 olan degerin 15 dk’ da % 24’ e
ciktigl, aritim sonrasi atik suda ise 5 dk’ da % 51 olan degerin 15 dk’ da % 52’ ye ¢iktig1
goriilmektedir. Testte, 5 ve 15 dakikalik periyodlar igerisinde aritim 6ncesi ve aritim sonrast
degerler incelendiginde 15 dakikada go6zlemlenen degerlerin daha yiiksek c¢iktig1
goriilmektedir. Her bir konsantrasyon i¢in yapilan uygulamalarda aritim 6ncesi ve aritim
sonrasi atik sular karsilagtirildiginda belirgin bir farklilik olmadigi belirlenmis, dolayisiyla

akut toksik etki gézlenmemistir.

4.9.  Allium Test Analizi Sonuclari

Allium testinde, her bir konsantrasyon ve kontrol grubu i¢in 6 adet sogan
kullanilmigtir. Her bir sogandan 3 adet preparat yapilmis ardindan daimi hale getirilmistir.
Daimi hale getirilen preparatlar mikroskopta incelenerek rastgele iki bolgeden fotograf
cekilmistir. Cekilen fotograflar .jpg formatinda kaydedilmistir. Elde edilen goriintiilerdeki
hiicreler sayilarak mitotik indeks ve kromozomal aberasyon indeks hesaplanmistir. Elde

edilen veriler Cizelge 4.14. ve 4.15.” ye kaydedilmistir.



4.9.1. Antim oncesi atik suyun Allium Test analizleri

Cizelge 4.14. Allium cepa kok uglarmin aritim dncesi atik suyunun farkli konsantrasyonlarinda muamelesinden sonra toplam olarak sayilan
hiicre sayilari, toplam mitoz hiicre sayilari, mitotik fazlarin toplam ve anormal hiicre sayilarinin yiizdesi ve mitotik indeks

Mitotik Evreler (% ) Kromozom Aberasyon Tipleri (% )
Sure Kons. Toplam Toplam Mi N . o N - CAl
(saat) Hiicre Mitoz S 8| €| 8|y Ed2 |8 8c| 23
g s gl 8| &|8§ § 3 : 3
Profaz | Metafaz | Anafaz | Telofaz S | E|s|e|s|Sg¢e|g|Ss|e |z
Sayisi Sayisi Ort+SS o s | x| E § | g x| 2| £ 8 g Ort£SS
S s 5|3 S Sgcv| 8| 3s|e |
SB[ E|E| ey s e R E
Kontrol 5933 253 59,09 21,49 8,68 10,74 4,5612,23 002 | 0 |002| 0 | 0| 0] oO0]O 0 0 | 0 | 004£0,06
%1 6249 301 58,14 21,93 12,62 7,31 4,87+1,45 0,08 (008 0 | O | 0 | O |002]|002| O 0 | 0 | 020022
24 % 25 4837 296 56,04 25,50 4,36 14,09 6,11%1,05 0,33 /0,33 | 0,04 0,04|002| 0 | 0 | © 0 | 004 O | 080£0,54
% 50 5002 307 50,80 26,54 7,44 15,21 6,24£1,46 0,12 | 0,38/ 0,06 (0,04 [ 0,06| 0 |0,06| 0 0 0| 0 | 076£041
%75 4826 334 54,05 21,92 13,51 10,51 6,87£1,55 0,27 [0,23| 0,080,06 | 0 | 0,06/006| O | 002 | O | O | 082£0,33
% 100 5172 387 44,95 28,03 12,12 14,65 7,57£1,25" 0,33 |0,39| 0,10{0,21 | 0,02| 0 |0,20(|002| 0 | 002 0 | 1,25£0,82"
Kontrol 5257 168 70,12 15,85 7,31 6,71 3,7741,85 013004 0 | 0 [002] 0 | 0 | O 0 0 | 0 | 023£0,17
%1 4411 236 52,79 24,46 11,59 10,73 5,66£2,67 0,09 (0,14 | 0,07(0,04| 0 |0,02|0,02| 0 0 0 | 0,02 044£0.25
% 25 5100 422 57,82 26,78 8,06 7,35 8,4311,78" 0,10 [0,39| 0,02 0 |0,02|0,08|0,02| 0 0 | 002 0 | 068£033
48
% 50 4679 341 48,02 29,48 10,94 9,42 7,4£1,37 0,09 [031| 0 [011|0,15[0,04|009| 0 | 007 | 002 0 | 1,17+017"
%75 4132 333 48,35 27,63 12,61 10,81 8,07£1,72" 0,22 [0,36| 0,12/0,17| 0 | 0,17/0,19| 0 | 007 | 0 | O | 137043
% 100 3890 299 43,81 29,43 14,72 12,04 7,71%1,50" 0,23 [0,51| 0,08/020| 0 | 0,15/008| 0 | 008 | 0 | O | 1,38+0,58
*: Ml ve CAT’ da kontrole gore artig oldugunu ifade etmektedir. p<0.05 S
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Gida endiistrisi aritim Oncesi atik suyunun gosterebilecegi etkileri Allium test
kullanilarak 24 ve 48 saat uygulamalarinda kromozomlar iizerinde sitotoksik ve genotoksik
etkileri incelenmistir. Sonuglara SPSS 28.0.0.0 programi kullanilarak tek yonlii varyans
analizi ANOVA, Tukey post hoc testi uygulanmistir. Calismanin sonuglarini asagidaki
sekilde degerlendirebiliriz.

Her bir konsantrasyonda en az 3800 hiicre sayilmistir. En ¢ok anomali profaz ve
metafaz sathalarinda gézlemlenmistir. Telofaz sathasinda ise ¢ok az sayida anomaliye
rastlanmigtir. Maruz birakma siiresinin artmasi ile toplam hiicre sayisinda azalma meydana
gelmistir. Pozitif kontrol grubunda 24 saat uygulamasinda sadece profaz sathasinda anomali
rastlarken, 48 saat uygulamasinda profaz ve metafaz safhalarinda anomaliye

rastlanmaktadir. En ¢ok rastlanan metafaz anomalisi daginik metafazdir.

Cizelge 4.14 ve Cizelge 4.15 incelenecek olursa deneyde diizensiz profaz, daginik
metafaz, daginik anafaz, sikisik metafaz, c-metafaz, metatazda disarda kalmis kromozom,
multipolar anafaz, anafazda disarda kalmis kromozom, telofaz koprii ve mikroniikleus

anomalilerine rastlanmistir.

Cizelge 4.14 incelendiginde kontrol olarak saf suda 24 saat koklendirilen soganlarda
toplam 5933 hiicre sayilmistir. Toplam mitoz sayis1 253 dir. Mitotik evreler ve kromozom
aberasyon tipleri toplam hiicre sayisina gore (% ) oranlar1 hesaplanarak tabloya eklenmistir.
24 saat kontrol grubunda % 59,09 profaz, % 21,49 metafaz, % 8,68 anafaz ve % 10,74 telofaz
safhalar1 gozlenmistir. Mitotik indeks ortalamasi 4,56 ve standart sapmasi 2,23 olarak
hesaplanmigtir. Kontrol grubu i¢in saf suda 24 saat koklendirilen soganlarda % 0,02
diizensiz profaz ve % 0,02 daginik anafaz anomalisi gdzlemlenmistir. Kromozom aberasyon
indeks ortalamasi 0,04 ve standart sapmasi1 0,06 olarak hesaplanmistir. Aritim Oncesi atik
suyun % 1 konsantrasyonunda 24 saat koklendirilen soganlarda toplam 6249 hiicre
say1lmigtir. Toplam mitoz sayis1 301 dir. % 58,14 profaz, % 21,93 metafaz, % 12,62 anafaz
ve % 7,31 telofaz sathalar1 gézlenmistir. Mitotik indeks ortalamasi 4,87 ve standart sapmasi
1,45 olarak hesaplanmistir. Anomali olarak; % 0,08 diizensiz profaz, % 0,08 daginik
metafaz, % 0,02 anafaz koprii ve % 0,02 multipolar anafaz gozlemlenmistir. Kromozom
aberasyon indeks ortalamasi 0,20 ve standart sapmast 0,22 olarak hesaplanmistir. Aritim

oncesi atik suyun % 25 konsantrasyonunda 24 saat koklendirilen soganlarda toplam 4837
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hiicre sayilmistir. Toplam mitoz sayis1 296’ dir. % 56,04 profaz, % 25,50 metafaz, % 4,36
anafaz ve % 14,09 telofaz sathalar1 gézlenmistir. Mitotik indeks ortalamasi1 6,11 ve standart
sapmast 1,05 olarak hesaplanmistir. Anomali olarak; % 0,33 diizensiz profaz, % 0,33 daginik
metafaz, % 0,04 daginik anafaz, % 0,04 sikisik metafaz, % 0,02 c-metafaz ve % 0,04 telofaz
koprii gozlemlenmistir. Kromozom aberasyon indeks ortalamasi 0,80 ve standart sapmasi
0,54 olarak hesaplanmistir. Aritim Oncesi atik suyun % 50 konsantrasyonunda 24 saat
koklendirilen soganlarda toplam 5002 hiicre sayilmistir. Toplam mitoz sayist 307 dir. %
50,80 profaz, % 26,54 metataz, % 7,44 anafaz ve % 15,21 telofaz sathalar1 gozlenmistir.
Mitotik indeks ortalamasi 6,24 ve standart sapmast 1,46 olarak hesaplanmistir. Anomali
olarak; % 0,12 diizensiz profaz, % 0,38 daginik metafaz, % 0,06 daginik anafaz, % 0,04
sikisik metafaz, % 0,06 c-metafaz ve % 0,06 anafaz kopri gozlemlenmistir. Kromozom
aberasyon indeks ortalamasi 0,76 ve standart sapmasi 0,41 olarak hesaplanmistir. Aritim
oncesi atik suyun % 75 konsantrasyonunda 24 saat koklendirilen soganlarda toplam 4826
hiicre sayilmistir. Toplam mitoz sayis1 334 dir. % 54,05 profaz, % 21,92 metafaz, % 13,51
anafaz ve % 10,51 telofaz safhalar1 gézlenmistir. Mitotik indeks ortalamasi 6,87 ve standart
sapmast 1,55 olarak hesaplanmistir. Anomali olarak; % 0,27 diizensiz profaz, % 0,23 daginik
metafaz, % 0,08 daginik anafaz, % 0,06 sikisik metafaz, % 0,06 metaftazda disarda kalmis
kromozom, % 0,06 anafaz koprii ve % 0,02 anafazda disarda kalmis kromozom
gozlemlenmistir. Kromozom aberasyon indeks ortalamasi 0,82 ve standart sapmasi 0,33
olarak hesaplanmistir. Aritim Oncesi atik suyun % 100 konsantrasyonunda 24 saat
koklendirilen soganlarda toplam 5172 hiicre sayilmistir. Toplam mitoz sayis1 387 dir. %
44,95 profaz, % 28,03 metafaz, % 12,12 anafaz ve % 14,65 telofaz safhalar1 gozlenmistir.
Mitotik indeks ortalamasi 7,57 ve standart sapmasi 1,25 olarak hesaplanmistir. Anomali
olarak; % 0,33 diizensiz profaz, % 0,39 daginik metafaz, % 0,10 daginik anafaz, % 0,21
sikisik metafaz, % 0,02 c-metafaz, % 0,10 anafaz koprii, % 0,02 multipolar anafaz ve % 0,02
telofaz koprii gozlemlenmistir. Kromozom aberasyon indeks ortalamasi 1,25 ve standart

sapmasi 0,82 olarak hesaplanmustir.

Kontrol olarak saf suda 48 saat koklendirilen soganlarda toplam 5257 hiicre
sayllmistir. Toplam mitoz sayis1 168 dir. 48 saat kontrol grubunda % 70,12 profaz, % 15,85
metafaz, % 7,31 anafaz ve % 6,71 telofaz sathalar gozlenmistir. Mitotik indeks ortalamasi
3,77 ve standart sapmas1 1,85 olarak hesaplanmistir. Kontrol grubu i¢in saf suda 48 saat

koklendirilen soganlarda % 0,13 diizensiz profaz, % 0,04 daginik metafaz ve % 0,02 c-
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metafaz anomalisi gozlemlenmistir. Kromozom aberasyon indeks ortalamasi 0,23 ve
standart sapmast 0,17 olarak hesaplanmigtir. Aritim Oncesi attk suyun %1
konsantrasyonunda 48 saat koklendirilen soganlarda toplam 4411 hiicre sayilmistir. Toplam
mitoz sayisi 236’ tiir. % 52,79 profaz, % 24,46 metafaz, % 11,59 anafaz ve % 10,73 telofaz
sathalar1 gozlenmistir. Mitotik indeks ortalamasi 5,66 ve standart sapmasi 2,67 olarak
hesaplanmistir. Anomali olarak; % 0,09 diizensiz profaz, % 0,14 daginik metafaz, % 0,07
daginik anafaz, % 0,04 sikisik metafaz, % 0,02 metafazda disarda kalmis kromozom, % 0,02
anafaz koprii ve % 0,02 mikroniikleus gozlemlenmistir. Kromozom aberasyon indeks
ortalamasi 0,44 ve standart sapmasi 0,25 olarak hesaplanmistir. Aritim 6ncesi atik suyun %
25 konsantrasyonunda 48 saat koklendirilen soganlarda toplam 5100 hiicre sayilmistir.
Toplam mitoz sayis1 422 tiir. % 57,82 profaz, % 26,78 metafaz, % 8,06 anafaz ve % 7,35
telofaz sathalar1 gozlenmistir. Mitotik indeks ortalamasi 8,43 ve standart sapmasi 1,78 olarak
hesaplanmistir. Anomali olarak; % 0,10 diizensiz profaz, % 0,39 daginik metafaz, % 0,02
daginik anafaz, % 0,02 c-metafaz, % 0,08 metafazda disarda kalmis kromozom, % 0,02
anafaz kopri ve % 0,02 telofaz koprii gézlemlenmistir. Kromozom aberasyon indeks
ortalamasi 0,68 ve standart sapmasi 0,33 olarak hesaplanmistir. Aritim 6ncesi atik suyun %
50 konsantrasyonunda 48 saat koklendirilen soganlarda toplam 4679 hiicre sayilmistir.
Toplam mitoz sayis1 341’ tiir. % 48,02 profaz, % 29,48 metafaz, % 10,94 anafaz ve % 9,42
telofaz sathalar1 gozlenmistir. Mitotik indeks ortalamasi 7,40 ve standart sapmasi 1,37 olarak
hesaplanmistir. Anomali olarak; % 0,09 diizensiz profaz, % 0,31 daginik metafaz, % 0,11
sikisik metafaz, % 0,15 c-metafaz, % 0,04 metafazda disarda kalmis kromozom, % 0,09
anafaz koprii, % 0,07 anafazda disarda kalmis kromozom ve % 0,02 telofaz kopri
gozlemlenmistir. Kromozom aberasyon indeks ortalamasi1 1,17 ve standart sapmasi 0,17
olarak hesaplanmigtir. Aritim oncesi atitk suyun % 75 konsantrasyonunda 48 saat
koklendirilen soganlarda toplam 4132 hiicre sayilmistir. Toplam mitoz sayist 333 tiir. %
48,35 profaz, % 27,63 metafaz, % 12,61 anafaz ve % 10,81 telofaz sathalar1 gézlenmistir.
Mitotik indeks ortalamasi1 8,07 ve standart sapmasi 1,72 olarak hesaplanmistir. Anomali
olarak; % 0,22 diizensiz profaz, % 0,36 daginik metafaz, % 0,12 daginik anafaz, % 0,17
sikisik metafaz, % 0,17 metafazda disarda kalmis kromozom, % 0,19 anafaz koprii ve %
0,07 anafazda disarda kalmis kromozom gdzlemlenmistir. Kromozom aberasyon indeks
ortalamasi 1,37 ve standart sapmasi 0,43 olarak hesaplanmistir. Aritim dncesi atik suyun %
100 konsantrasyonunda 48 saat koklendirilen soganlarda toplam 3890 hiicre sayilmustir.

Toplam mitoz sayis1 299’ tiir. % 43,81 profaz, % 29,43 metafaz, % 14,72 anafaz ve % 12,04
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telofaz sathalar1 gézlenmistir. Mitotik indeks ortalamasi 7,71 ve standart sapmasi 1,50 olarak
hesaplanmistir. Anomali olarak; % 0,23 diizensiz profaz, % 0,51 daginik metafaz, % 0,08
daginik anafaz, % 0,20 sikistk metafaz, % 0,15 metafazda disarda kalmis kromozom,
% 0,08 anafaz koprii ve % 0,08 anafazda disarda kalmis kromozom gozlemlenmistir.
Kromozom aberasyon indeks ortalamast 1,38 ve standart sapmasit 0,58 olarak

hesaplanmigtir.

Analiz sonuglar istatistiksel olarak tek yonlii varyans analizi ANOVA, Tukey post
hoc testi kullanilarak degerlendirilmistir. Aritim 6ncesi 24 ve 48 saat uygulamalar1 kendi
icerisinde P degeri P=0,05" e gore degerlendirilmistir. Aritim 6ncesi 24 saat uygulamasinda
P<0,05 oldugundan dolay1 konsantrasyonlarin ve kontroliin mitotik indeksi ve kromozomal
aberasyonlar1 arasinda anlamli bir farklilik oldugu belirlenmistir. Mitotik indekste kontrol
ile % 100 konsantrasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli1 bir farklilik gézlemlenmistir.
Kromozomal aberasyon indeksinde ise kontrole ile % 100 konsantrasyonlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goézlemlenmistir. Aritim Oncesi 48 saat
uygulamasinda P<0,05 oldugundan dolay1 konsantrasyonlarin ve kontroliin mitotik indeksi
ve kromozomal aberasyonlar1 arasinda anlamli bir farklilik oldugu belirlenmistir. Mitotik
indekste kontrol ile % 25, % 50, % 75 ve % 100 konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gozlemlenmistir. Kromozomal aberasyon indeksinde ise kontrole
ile % 50, % 75 ve % 100 konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlemlenmistir.



4.9.2. Antim sonrasi atik suyun Allium Test analizleri

Cizelge 4.15. Allium cepa kok uglarin aritim sonrasi atik suyunun farkli konsantrasyonlarinda muamelesinden sonra toplam olarak sayilan
hiicre sayilari, toplam mitoz hiicre sayilari, mitotik fazlarin toplam ve anormal hiicre sayilarinin yiizdesi ve mitotik indeks

Mitotik Evreler (%) Kromozom Aberasyon Tipleri (%) CAl
.. el
Sire Kons. Toplam Toplam Ml £ . Ort+SS
o
saat Hiicre Mitoz N 3 = S| e Medyan
(saat) Profaz | Metafaz | Anafaz Telofaz S 5 ~§ & s | § & 2| 8 Y
Sayisl Sayisl Ort+SS s gl 2|8 O I I N B TP B (Min-
3 x x g % S S &R S 2 Maks )
S S| 5| x| 8 g &l 819 & ¢ .
X )g‘ 2 :‘: € 9 g g S g s ° =
S Q Q & ¢ Sy < S < = QR N
Kontrol 4103 188 31,91 32,98 20,74 14,36 4,61+1,41 0 olo |o o| oo 0 0 0 0 00
%1 4295 207 39,05 24,29 16,19 19,05 4,72+1,33 0,19 [0,09| 0 (002 | 0 | 0 |002]|0 0 0 0 0,32£0,25
24 %25 4072 205 57,56 25,37 5,85 11,22 5,02+2,03 0,07 [0,27| 0 (0,12 | 0 | 0 |0,02]| 0 0 0 0 0,38+0,36
%50 4339 204 37,38 34,47 10,68 17,96 4,69£0,83 0,07 [007| 0 [007 | 0 | 0 |O 0 0 0 0 0,23£0,23
%75 4527 205 46,08 29,41 13,73 10,78 4,53%0,96 0,07 (004 0 |0 0| 0o (0040 0 0 0 0,15+0,18
%100 4500 233 36,48 33,91 17,17 11,16 5,27+1,27 0,04 |0,11/0,04 (004 | 0 | 0 |011]| 0 0 0 0 0,38£0,29
Kontrol 4758 136 39,13 24,64 15,22 21,01 3,05+2,00 002 [004|0 |0 0|0 |o 0 0 0| o 0+0-0,31
%1 4382 201 45,23 27,64 18,09 9,05 4,60+1,96 0,02 0,04 |0,02| 0 0 |0 |002| 0 0 0 | 0 | 0,05£0-0,55
%25 3973 204 58,25 31,55 10,68 12,62 5,1541,17 0,10 [0,15| 0,02(0,15 | 0 (0,02 | 0 0 0 0,02| 0 | 0,45+0-1,09
48
%50 4416 197 35,02 39,09 14,72 10,66 4,44%2,08 0,02 007|0 |0 0 |0 |002| 0 0 0,02| 0 | 0,13£0-0,25
%75 4256 169 40,83 34,32 20,71 4,14 4+1,09 0,09 0,02 |0,05| 0 0|0 |o 0 0 0 | 0 | 0,21£00,32
%100 4549 150 35,33 30 24,67 8,67 3,30+1,05 0,04 0,02 | 0,02| 0 0|0 |o 0 0 0 | 0 | 0,05%0-0,29
P<0.05 ~

Ul
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Gida endiistrisi aritim sonrasi atik suyunun gosterebilecegi etkileri Allium test
kullanilarak 24 ve 48 saat uygulamalarinda kromozomlar iizerindeki sitotoksik ve
genotoksik etkileri incelenmistir. Sonuglara SPSS 28.0.0.0 programi kullanilarak tek yonlii
varyans analizi ANOVA, Tukey post hoc testi uygulanmistir. Calismanin sonuglarini

asagidaki sekilde degerlendirebiliriz.

Her bir konsantrasyonda en az 4000 hiicre sayilmistir. Kromozom anomalileri daha
cok profaz, metafaz ve anafaz safhalarinda gézlemlenmistir. Telofaz sathasinda ise ¢ok az
anomaliye rastlanmistir. Kontrol grubunda 24 saat uygulamasinda anomaliye rastlanmazken,
48 saat uygulamasinda profaz ve metafaz sathalarinda anomaliye rastlanmaktadir. Atik
suyun konsantrasyonunun artmasi ile kontrole gore mitotik indekste artig

gozlemlenmektedir.

Cizelge 4.15 incelendiginde kontrol olarak saf suda 24 saat uygulamasinda
koklendirilen soganlarda toplam 4103 hiicre sayilmistir. Toplam mitoz sayis1 188’ dir.
Mitotik evreler ve kromozom aberasyon tipleri toplam hiicre sayisina gore (% ) oranlari
hesaplanarak tabloya eklenmistir. 24 saat kontrol grubunda % 31,91 profaz, % 32,98
metafaz, % 20,74 anafaz ve % 14,36 telofaz safhalar1 gozlenmistir. Mitotik indeks
ortalamasi 4,61 ve standart sapmasi 1,41 olarak hesaplanmistir. Kontrol grubu i¢in saf suda
24 saat koklendirilen soganlarda anomaliye rastlanmamistir. Kromozom aberasyon indeks
ortalamasi 0,00 ve standart sapmasi 0,00 olarak hesaplanmistir. Aritim sonrasi atik suyun %
1 konsantrasyonunda 24 saat koklendirilen soganlarda toplam 4295 hiicre sayilmistir.
Toplam mitoz sayis1 207 dir. % 39,05 profaz, % 24,29 metafaz, % 16,19 anafaz ve %
19,05 telofaz safhalar1 gézlenmistir. Mitotik indeks ortalamasi 4,72 ve standart sapmasi 1,33
olarak hesaplanmistir. Anomali olarak; % 0,19 diizensiz profaz, % 0,09 daginik metafaz, %
0,02 sikisik metafaz ve % 0,02 anafaz koprii gozlemlenmistir. Kromozom aberasyon indeks
ortalamasi 0,32 ve standart sapmasi 0,25 olarak hesaplanmistir. Aritim sonrasi atik suyun %
25 konsantrasyonunda 24 saat koklendirilen soganlarda toplam 4072 hiicre sayilmistir.
Toplam mitoz sayis1 205° tir. % 57,56 profaz, % 25,37 metafaz, % 5,85 anafaz ve % 11,22
telofaz sathalar1 g6zlenmistir. Mitotik indeks ortalamasi 5,02 ve standart sapmas1 2,03 olarak
hesaplanmistir. Anomali olarak; % 0,07 diizensiz profaz, % 0,17 daginik metafaz, % 0,12
sikisik metafaz ve % 0,02 anafaz koprii gdzlemlenmistir. Kromozom aberasyon indeks

ortalamasi 0,38 ve standart sapmasi 0,36 olarak hesaplanmigtir. Aritim sonrasi atik suyun %
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50 konsantrasyonunda 24 saat koklendirilen soganlarda toplam 4339 hiicre sayilmistir.
Toplam mitoz sayis1 204’ dir. % 37,38 profaz, % 34,47 metafaz, % 10,68 anafaz ve % 17,96
telofaz sathalar1 gézlenmistir. Mitotik indeks ortalamasi 4,69 ve standart sapmasi 0,83 olarak
hesaplanmistir. Anomali olarak; % 0,07 diizensiz profaz, % 0,07 daginik metafaz ve % 0,07
sikisik metafaz gozlemlenmistir. Kromozom aberasyon indeks ortalamasi 0,23 ve standart
sapmasi 0,23 olarak hesaplanmistir. Aritim sonrasi atik suyun % 75 konsantrasyonunda 24
saat koklendirilen soganlarda toplam 4527 hiicre sayilmistir. Toplam mitoz sayis1 205’ tiir.
% 46,08 profaz, % 29,41 metataz, % 13,73 anafaz ve % 10,78 telofaz sathalar1 gozlenmistir.
Mitotik indeks ortalamasi 4,53 ve standart sapmast 0,96 olarak hesaplanmistir. Anomali
olarak; % 0,07 diizensiz profaz, % 0,04 dagimik metafaz ve % 0,04 anafaz kopri
gozlemlenmistir. Kromozom aberasyon indeks ortalamasi1 0,15 ve standart sapmasi 0,18
olarak hesaplanmistir. Aritim sonrasi atik suyun % 100 konsantrasyonunda 24 saat
koklendirilen soganlarda toplam 4500 hiicre sayilmistir. Toplam mitoz sayist 233 tiir. %
36,48 profaz, % 33,91 metafaz, % 17,17 anafaz ve % 11,16 telofaz sathalar1 gézlenmistir.
Mitotik indeks ortalamasi 5,27 ve standart sapmasi 1,27 olarak hesaplanmistir. Anomali
olarak; % 0,04 diizensiz profaz, % 0,11 daginik metafaz, % 0,04 daginik anafaz, % 0,04
sikistk metafaz ve % 0,11 anafaz koprii gézlemlenmistir. Kromozom aberasyon indeks

ortalamas1 0,38 ve standart sapmas1 0,29 olarak hesaplanmistir.

Kontrol olarak saf suda 48 saat koklendirilen soganlarda toplam 4758 hiicre
say1lmistir. Toplam mitoz sayis1 136’ dir. 48 saat kontrol grubunda % 39,13 profaz, % 24,64
metafaz, % 15,22 anafaz ve % 21,01 telofaz safhalar1 gozlenmistir. Mitotik indeks
ortalamasi 3,05 ve standart sapmasi 2,00 olarak hesaplanmistir. Kontrol grubu i¢in saf suda
48 saat koklendirilen soganlarda % 0,02 diizensiz profaz ve % 0,04 daginik metafaz
anomalisi gozlemlenmistir. Medyant 0 ve minimum-maksimum degeri 0- 0,31 olarak
hesaplanmigtir. Aritim sonrasi atik suyun % 1 konsantrasyonunda 48 saat koklendirilen
soganlarda toplam 4382 hiicre sayilmistir. Toplam mitoz sayis1 201 dir. % 45,23 profaz, %
27,64 metafaz, % 18,09 anafaz ve % 9,05 telofaz safthalar1 gézlenmistir. Mitotik indeks
ortalamasi 4,60 ve standart sapmas1 1,96 olarak hesaplanmistir. Anomali olarak; % 0,02
diizensiz profaz, % 0,04 daginik metafaz, % 0,02 daginik anafaz ve % 0,02 anafaz koprii
gbézlemlenmigtir. Medyant 0,05 ve minimum-maksimum degeri 0-0,55 olarak
hesaplanmigtir. Aritim sonrast atik suyun % 25 konsantrasyonunda 48 saat koklendirilen

soganlarda toplam 3973 hiicre sayilmistir. Toplam mitoz sayis1 204’ tiir. % 58,25 profaz, %
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31,55 metafaz, % 10,68 anafaz ve % 12,62 telofaz safhalar1 gézlenmistir. Mitotik indeks
ortalamast 5,15 ve standart sapmasi 1,17 olarak hesaplanmistir. Anomali olarak; % 0,10
diizensiz profaz, % 0,15 daginik metafaz, % 0,02 daginik anafaz, % 0,15 sikisik metafaz,
% 0,02 metafazda disarda kalmis kromozom ve % 0,02 telofaz koprii gézlemlenmistir.
Medyani1 0,45 ve minimum-maksimum degeri 0-1,09 olarak hesaplanmistir. Aritim sonrast
atik suyun % 50 konsantrasyonunda 48 saat koklendirilen soganlarda toplam 4416 hiicre
sayillmistir. Toplam mitoz sayist 197’ tiir. % 35,02 profaz, % 39,09 metafaz, % 14,72
anafaz ve % 10,66 telofaz safhalar1 gbzlenmistir. Mitotik indeks ortalamasi 4,44 ve standart
sapmas1 2,08 olarak hesaplanmistir. Anomali olarak; % 0,02 diizensiz profaz, % 0,07
dagimik metafaz, % 0,02 anafaz koprii ve % 0,02 telofaz koprii gozlemlenmistir. Medyani
0,13 ve minimum-maksimum degeri 0-0,25 olarak hesaplanmistir. Aritim sonrasi atik suyun
% 75 konsantrasyonunda 48 saat koklendirilen soganlarda toplam 4256 hiicre sayilmistir.
Toplam mitoz sayis1 169’ tiir. % 40,83 profaz, % 34,32 metafaz, % 20,71 anafaz ve %
4,14 telofaz sathalar1 gozlenmistir. Mitotik indeks ortalamasi 4 ve standart sapmasi 1,09
olarak hesaplanmistir. Anomali olarak; % 0,09 diizensiz profaz, % 0,02 daginik metafaz ve
% 0,05 daginik anafaz gozlemlenmistir. Medyani 0,21 ve minimum-maksimum degeri 0-
0,32 olarak hesaplanmistir. Aritim sonrasi atik suyun % 100 konsantrasyonunda 48 saat
koklendirilen soganlarda toplam 4549 hiicre sayilmistir. Toplam mitoz sayist 150° tiir. %
35,33 profaz, % 30 metafaz, % 24,67 anafaz ve % 8,67 telofaz sathalar1 gozlenmistir.
Mitotik indeks ortalamasi 3,30 ve standart sapmasi 1,05 olarak hesaplanmistir. Anomali
olarak; % 0,04 diizensiz profaz, % 0,02 dagimik metafaz ve % 0,02 daginik anafaz
gozlemlenmistir. Medyam1 0,05 ve minimum-maksimum degeri 0-0,29 olarak

hesaplanmustir.

Analiz sonuglar istatistiksel olarak 24 saat uygulamasinda ve 48 saat uygulamasinin
mitotik indeksinde tek yonlii varyans analizi ANOVA, Tukey post-hoc testi kullanilarak
degerlendirilmistir. 48 saat uygulamasinin kromozomal aberasyon indeksi normal dagilim
gostermedigi i¢in nonparemetrik test olan Kruskal Wallis analiz yontemi kullanilarak
degerlendirilmistir. Aritim sonras1 24 ve 48 saat uygulamalar1 kendi icerisinde P degeri
P=0,05"e gore degerlendirilmistir. Aritim sonrasi 24 saat uygulamasinda P>0,05 oldugundan
dolay1 konsantrasyonlarin ve kontroliin mitotik indeksleri arasinda anlamli bir farklilik
olmadig1 belirlenmistir. Mitotik indekste kontrol ile konsantrasyonlar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklihik goézlemlenmemistir. 24 saat uygulamasmin kromozomal
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aberasyon indeksi P>0,05 oldugundan dolay1 konsantrasyonlarin ve kontroliin arasinda
anlamli bir farklilik gézlemlenmemistir. Kromozomal aberasyon indeksinde ise kontrole ile

konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlemlenmemistir.

Aritim sonrasi 48 saat uygulamasinda P>0,05 oldugundan dolay1 konsantrasyonlarin
ve kontroliin mitotik indeksi ve kromozomal aberasyonlar1 arasinda anlaml bir farklilik
olmadig belirlenmistir. Mitotik indekste kontrol ile konsantrasyonlar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gozlemlenmemistir. Aritim sonrasi 48 saat uygulamasinin
kromozomal aberasyon indeksi normal dagilim gostermedigi i¢in nonparametrik test

uygulanmuistir.

Artim Oncesi atik suyunda daha ¢ok anomali profaz ve metafaz safhalarinda
gozlenirken, aritim sonrasi atik suyunda profaz ve metafaz safhalari ile anafaz safhasinda da
anomaliye rastlanmistir. Her iki suda da telofaz sathasinda anormali ¢ok az goriilmiistiir.
Preparatlarda gozlemlenen normal ve anomali hiicrelerin goriintiileri bolim 4.9.3° de

verilmistir.

4.9.3. Allium Test normal ve anomali hiicreleri

Sekil 4.19. Gida atik suyu konsantrasyonlarindaki normal mitoz safhalari (a: interfaz, b:
profaz, c: metafaz, d: anafaz, e: telofaz. Olgek 5 um’ yi gdstermektedir.)
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Sekil 4.20. Gida endiistrisi aritim Oncesi atik suyu % 1 konsantrasyonu 24 saat
uygulamasinda diizensiz profaz.

Sekil 4.21. Gida endiistrisi aritim Oncesi atik suyu % 50 konsantrasyonu 48 saat
uygulamasinda daginik metafaz.
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Sekil 4.22. Gida endiistrisi aritim Oncesi atik suyu % 50 konsantrasyonu 24 saat
uygulamasinda daginik anafaz.

Sekil 4.23. Gida endiistrisi aritim dncesi atik suyu % 1 konsantrasyonu 48 saat
uygulamasinda sikigik metafaz.
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Sekil 4.24. Gida enddistrisi aritim Oncesi attk suyu % 25 konsantrasyonu 24 saat
uygulamasinda c-metafaz.

Sekil 4.25. Gida endiistrisi aritim Oncesi atik suyu % 50 konsantrasyonu 48 saat
uygulamasinda metafazda disarda kalmis kromozom.
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Sekil 4.26. Gida endiistrisi aritim dncesi atik suyu % 75 konsantrasyonu 24 saat
uygulamasinda anafaz koprii.

Sekil 4.27. Gida endiistrisi aritim Oncesi atik suyu % 1 konsantrasyonu 24 saat
uygulamasinda multipolar anafaz.



Sekil 4.28. Gida endiistrisi aritim oncesi atik suyu % 100 konsantrasyonu 48 saat
uygulamasinda anafazda digsarda kalmis kromozom.

Sekil 4.29. Gida endiistrisi aritim Oncesi atik suyu % 100 konsantrasyonu 24 saat
uygulamasinda telofaz koprii.
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Sekil 4.30. Gida endiistrisi aritim Oncesi atik suyu % 1 konsantrasyonu 48 saat
uygulamasinda mikroniikleiis.
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5. SONUC VE ONERILER

Gida endiistrisi atik suyunun genotoksik ve sitotoksik etkileri RAPD-PCR,
Mikrotoks ve Allium test kullanilarak test edilmistir. RAPD yontemi ile genotoksik etkisi,
Mikrotoks yontemi ile akut toksisite etkisi, Allium test yontemi ile mitotik indeksi
belirlenerek sitotoksisitesi, kromozomal aberasyon indeksi belirlenerek genotoksisitesi
degerlendirilmistir. Gida endiistrisi atik suyunun genotoksisitesinin bu ¢alismada kullanilan
testlerle analiz edilmesi ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢calisma bulunmamistir. Bu agidan
caligmanin literatiire katki saglayacagi diisiiniilmektedir. Calismanin sonuglar1 su sekilde

degerlendirebiliriz.

RAPD-PCR analizi sonuglarina gore aritim 6ncesi konsantrasyonlarda polimorfik
bant gozlemlenirken aritim sonrasi atik suyunun hi¢bir konsantrasyonunda polimorfik bant
gbézlemlenmemistir. Aritim sonrast atitk su konsantrasyonlarinda polimorfik bant
olmadigindan dolay1 kiimeleme analizi sonucunda dendogram elde edilememistir. Aritim
sonrasi atik su konsantrasyonlarinin aritim 6ncesi atik su konsantrasyonlarina gére genomik
kalip stabilitesinde artma gozlemlenmektedir.

Mikrotoks analizi ile gida endiistrisi atik suyun akut toksisitesi 5 ve 15 dakikalik
periyodlarda incelenmistir. Aritim dncesi ve aritim sonrasi atik su érnekleri arasinda belirgin
bir farklilik olmadigi belirlenmistir. Her bir konsantrasyon i¢in yapilan uygulamalarda yakin

degerler elde edilmis, akut toksik etki goriilmemistir.

Allium testi analizinde aritim Oncesi ve aritim sonrasi atik sularinin belirlenen
konsantrasyonlarina iki farkli maruz kalma siiresi (24 ve 48 saat) uygulanarak sonuglar
degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda diizensiz profaz, daginik metafaz, daginik anafaz,
sikisik metafaz, c-metafaz, metafazda disarida kalmis kromozom, anafaz koprii, multipolar
anafaz, anafazda disarida kalmis kromozom, telofaz koprii ve mikroniikleus olusumu gibi
kromozomal aberasyonlar gozlemlenmistir. A//ium testi sonuglarina gore aritim dncesi atik
suya maruz birakma siiresi arttikca kromozomlarda goriilen anomalilerde anlamli bir artis
gozlemlenmektedir. Mitotik indekste kontrole gore konsantrasyona bagli olarak anlamli bir
artts meydana gelmistir. Mitotik indeks, sitotoksisiteyi belirlemede toksisite testlerinde

siklikla kullanilan en temel yontemlerden birisidir (Kanev, vd., 2017).
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Allium testinde kullanilan aritim oncesi atik suyun 24 ve 48 saat uygulamalarinda
p<0.05 oldugu i¢in konsantrasyonlarin kontrole gore mitotik indeksi ve kromozomal
aberasyonlar1 arasinda anlamli bir farklilik oldugu ortaya ¢ikmistir. Mitotik indekste 24 saat
uygulamasinda sadece kontrol ile % 100 konsantrasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik gézlemlenirken, 48 saat uygulamasinda kontrol ile %25, %50, %75 ve %100
konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlemlenmistir. Aritim
oncesi atik suyun bu konsantrasyonlari mitotik indeksi anlamli bir sekilde artirmistir.
Kromozomal aberasyon indeksinde 24 saat uygulamasinda kontrol ile sadece % 100
konsantrasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlemlenirken, 48 saat
uygulamasinda kontrol ile % 50, % 75 ve % 100 konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gbzlemlenmistir. Aritim 6ncesi atik suyun bu konsantrasyonlari
kromozomal aberasyon indeksini anlamli bir sekilde artirmistir. Dolayisiyla bu
konsantrasyonlarin genotoksik etki gosterdigini sdyleyebiliriz. Aritim sonrasi atik suyun 24
ve 48 saat uygulamalarinda p>0.05 oldugundan dolay1 konsantrasyonlarin kontrole gore
mitotik indeksi ve kromozomal aberasyonlar1 arasinda anlamhi bir farklilik
gozlemlenmemistir. Bu da aritim sonrasinda genotoksik etkinin ortadan kalktigin

gostermektedir.

Yapilan {i¢ testin analiz sonuglarina gore aritim sonrasi atik suyun aritim dncesi atik
suyuna gore toksik etkisinde bir azalma gozlemlenmektedir. Elde edilen sonuglar
karsilagtirilacak olursa Allium testinde elde edilen sonuglar RAPD yonteminde elde edilen
sonuglar ile paralellik géstermektedir. Deney sonuglar1 g6z 6niinde bulunduruldugunda gida
enddistrisi atik suyunun aritma iglemi gergeklestirilmeden dogaya saliverilmemesi gerektigi
Oonemle vurgulanabilir. Ayrica endiistriyel atik sularin cesitli aritma ydntemleriyle
aritilmalarinin genel olarak bir¢cok toksik maddeyi bertaraf ederek toksik etkiyi ortadan
kaldirdig1 sdylenebilir.
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