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Ozet

Ulkemizin en 6nemli tarim iiriinleri endiistrilerinden biri zeytin ve zeytinyag: iiretimidir. Artan zeytinyag
iiretimine karsilik zeytinyagi isleme atik suyu (Zeytin karasuyu) miktar1 da artis gostermektedir. Zeytin karasuyu azot
ve potasyum gibi 6nemli bitki besin maddeleri ve organik maddeler igerdiginden dolay1 sivi ve kati giibre olarak
kullanilabilmektedir. Ancak bu atik su aritimi yapilmadan desarj edildigi takdirde ¢evre ve canli saglig agisindan biiytik
bir tehdit olusturabilmektedir. Zeytin karasuyu, Kimyasal Oksijen Ihtiyaci (KOI), Biyolojik Oksijen Ihtiyac1 (BOJ),
Askida Katt Madde (AKM) degerlerinin yiiksek olmasi nedeniyle de bilyiik bir g¢evresel problem olarak karsimiza
cikmaktadir. Ayrica yiiksek miktardaki asidite ve fenolik madde igerigi nedeniyle de gevre sagligini tehdit eden bir
ozellik gostermektedir. Bu ¢alismada zeytin karasuyu Ames Test Sistemi Plak Inkorporasyon Yontemi ile, Salmonella
typhimurium TA98 ve TA100 suglari kullanilarak, S9 karaciger enzimi fraksiyonu varhiginda ve yoklugunda test
edilmigtir. Zeytin karasuyunun %100-75-50-25-10-1 konsantrasyonlar1 hazirlanmis ve sitotoksik konsantrasyon %50
olarak belirlenmistir. TA98 susu ile yapilan mutajenite deneylerinde hem S9’suz hem de S9’lu ortamda sadece %50
konsantrasyonda; TA100 ile yapilan deneylerde ise, S9’suz ortamda %50 ve %25 konsantrasyonlarda revertant koloni
sayilarinin, spontan revertant koloni sayilarindan iki katindan fazla degere ulastigi, mutajenik oldugu belirlenmistir.
Ancak bu konsantrasyonlar disindaki bazi konsantrasyonlar da istatiksel degerlendirmeler sonucunda kontrole gore
anlamli derecede farklilik gostermistir.
Anahtar Kelimeler: Zeytin karasuyu, endiistriyel atik su, mutajenite, toksisite, Salmonella typhimurium

Determining the Mutagenic Effects of Olive Oil Mill Effluent using the Ames Test

Abstract

One of the most important agricultural industries in Turkey is olive and olive oil production. Olive
oil processing wastewater discharge (olive oil mill effluent) increases as olive oil production rises. Qil mill
effluent can be used as liquid and solid fertilizer thanks to its contents like carbon and potassium, which
are important plant nutrients, and other organic matter. But this waste can pose an environmental and a
public health risk if it is discharged without processing. Qil mill effluent comes up as an environmental
problem because of its high Chemical Oxygen Demand (COD), Biochemical Oxygen Demand (BOD) and
Total Suspended Solids (TSS) values. Moreover, it threatens the environment with its high levels of acidity
and phenolic matter content. In this study, oil mill effluent was tested with and without the presence of S9
liver enzyme using the Ames Test System, Plate Incorporation Technique and Salmonella typhimurium
TA98 and TA100 strains. %100-75-50-25-10-1 concentrations of oil mill effluent were prepared and the
cytotoxic concentration was determined as %50. It was found that in experiments done with TA98 strain,
with or without S9 present, only in %50 concentration; in experiments done with the TA100 strain without
S9 present in %50 and %25 concentrations, revertant colony count doubled the spontaneous revertant
colony count and that it was mutagenic. Although some other concentrations showed meaningful difference
compared to control as well after statistical evaluations.

Keywords: Olive oil mill effluent, industrial wastewater, mutagenicity, toxicity, Salmonella typhimurium
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GIRIS

Zeytin (Olea europaea L.), tarih
Oncesi zamanlardan bugiine kadar
Onemini koruyan ve bilinen en eski ve en
uzun siire iirlin veren meyve agacidir.
Zeytinin hem meyvesi hem de yagi
Tirkiye tariminda onemli bir iiriin ve
besin kaynagidir. Ulkemiz tariminda
zeytin ve zeytinyagina verilen 6nem her
gecen giin artmaktadir (Esetlili ve ark.,
2021). Akdeniz iilkelerinin ¢ogunda
yetistirilen ve ¢ok degerli bazi besin
elementleri ile kendine has yagi igeren
zeytin bitkisi ¢ok yillik bir bitkidir.
Genellikle zeytinyagi iretimi igin
yetistirilmekte ve sofralik olarak da
tiketilmektedir.  Zeytinyag1  iiretimi
asamasinda agiga c¢ikan ve bertaraf
edilmesi ¢ok zor olan siv1 atik materyale
karasu, bununla birlikte olusan kati
atiklara ise pirina denilmektedir (Dogan
ve ark., 2018). Diinyada zeytinyagi
liretimi biiyiik oranda Ispanya, Italya,
Yunanistan ve Tirkiye gibi Akdeniz
ilkelerinde yapilmaktadir.
Zeytinyagmin  Uretim  asamalarinda
ortaya c¢ikan zeytin karasuyunun sebep
oldugu sorunlar birgok arastirmaci
tarafindan ortaya konmustur (Tunalioglu
ve Bektas, 2010; Orug, 2012; Dogan ve
ark., 2016). Yine ayn arastirmacilardan
bazilari, zeytin karasuyunun belirli
oranlarda organik maddelerle birlikte
kullanilmast durumunda toprak igin
yararli  olabilecegini  bildirmektedir
(Dogan ve ark., 2016; Orug, 2012).
Organik tarimda  kimyasal  giibre
kullanilmamasi, iretimde girdi
maliyetinin azalmasina, toprak
verimliligine ve siirdiiriilebilirligine
katk1 saglamaktadir. Ancak mevcut
verimli topragimizin gelecek nesillere
aktarilmast ve gelecekteki beslenme
sorunlart halen dikkat ¢eken sorunlar
arasinda yer almaktadir. Artan diinya
niifusunu  beslemek i¢in uygulanan
yogunlastirilmig tarimsal isleme
yontemleri, topraklarin tretkenliklerini
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ve verimliliklerini olumsuz yodnde
etkilemektedir (Sarioglu ve ark., 2017).
Topraklarin ~ kaybettikleri ~ organik

maddeleri geri vermek icin en iyi yontem
organik madde uygulamalandir. Zeytin
karasuyu riskli bir organik materyal
olmasma karsin, uygun oranlarda
solucan giibresi ve c¢iftlik gilibresiyle
karistirildiginda toksisitesi diistiriilmekte
ve yararli bir organik giibreye
dontstiiriilebilmektedir  (Orug, 2012;
Dogan ve ark., 2018). Azot ve Potasyum
bakimindan zengin bir materyal olan
zeytin  karasuyu, diger  organik
maddelerle karistirilarak kompost haline
dontstiiriilebilen ve humik maddelerin
izole edilebilecegi iyi bir kaynak ve
organik maddeler bakimindan c¢ok
zengin bir materyaldir (Celik, 2010).
Ayrica baz1 spesifik 6zelliklere sahip
humik ve fulvik asitler iceren zeytin
karasuyunun topraklarda diizenleyici bir
etkisi vardir (Orug, 2012). Zeytin
karasuyunun 1sil islem gormis ve
gormemis solucan gilibresi ve c¢iftlik
giibresi ile belirli oranlarda karistirilip
topraklara uygulandigi bir calismada,
uygulamanin mikrobiyal a¢idan olumlu
sonuglar verdigi bildirilmistir (Dogan ve
ark., 2018). Zeytin karasuyu hayvan
yemi katki maddesi olarak
kullanilabilmektedir. Etlik pilic
yemlerinde zeytin karasuyu ve vitamin E
kullanirmimin  piliglerin =~ et kalite
ozelliklerinden bazilarini olumlu yonde
etkilemistir (Durgut, 2008). Diger
taraftan literatiirde zeytin karasuyu
biyogaz iiretimi icin baglica biyokiitle
kaynaklarindan biri olarak
gosterilmektedir (Senol ve ark., 2017).
Zeytin karasuyunun anaerobik olarak
aritilmast hem biyogaz iiretimi hem de
stirdiiriilebilir ¢evre i¢in umut verici bir
yontem olarak goriilmektedir (Tufaner,
2020). Zeytinyag1 ekstraksiyonu ve
sofralik zeytin hazirlanmasina dayali
gida  isleme sanayisi  Akdeniz
Bolgesi’nde ekonomik agidan 6nemli bir
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aktivitedir. Ispanya, Italya, Yunanistan
gibi baslica  {iretici tilkelerde
zeytinyagmin yillik diretimi 2,5x10° ton
ve sofralik zeytinin ise 10° ton oldugu
tahmin edilmektedir. Zeytin Karasuyu
(ZKS) olarak ifade edilen atik suyun
miktar1 ve bu atik suyun cevresel etkisi
kullanilan  zeytinyagi  ekstraksiyon
metoduna baglidir. Geleneksel soguk
pres metodu zeytinlerin ilk agirliklari ile
iliskili olarak ZKS’nin
yaklagik  9%50’sini iiretirken siirekli
santrifiij prosesi ZKS’nin %80-110’unu
tiretmektedir. Bu, zeytin ezmesinden
yagin ayrilmasindan o6nce 1lik su ile
zeytin ezmesinin siirekli yikanmasindan

kaynaklanmaktadir. Akdeniz
Bolgesi’nde yillik ZKS iiretiminin
30x10°m® oldugu diisiiniilmektedir.

ZKS, 220 g I kadar KOI degerine sahip
olabilir ve organik madde ozellikle
polisakkarit, seker, polifenol, polialkol,
protein, organik asit ve yagdan
olugmaktadir. (Mantzavinos ve
Kalogerakis, 2005). Diger iilkelerde
oldugu gibi ililkemizde de zeytinin yaga
dontstiiriilmesi yani zeytinyagi lretimi
sirasinda ciddi bir karasu sorunu ortaya
cikmaktadir (Ozkaya ve ark., 2010).
Zeytin karasuyu KOI, BOI, AKM
degerlerinin yliksek olmasi nedeniyle
bliylik bir c¢evresel problem olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Ayrica yiiksek
miktardaki asiditeye ve fenolik madde
icerigine sahip oldugu icin de ¢evre
sagligimi  tehdit eden bir oOzellik
gostermektedir. Endiistriyel atik sular,
proseste  kullanilan hammadde ve
kimyasallar ile proses tiirline gore ¢ok
cesitli kirleticileri icermektedir. Bu
nedenle, bu atitk sularin c¢evresel
etkilerini kontrol amaciyla fiziksel ve
kimyasal parametrelerin yaninda
toksisitesinin de izlenmesi
yonetmeliklerde yer almistir (Bahadir ve
Pagano, 2013). Zeytinyagi iretiminde
kullanilan {iretim teknolojisine bagh
olarak ortaya cikan karasu miktar1 ve
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karasuyun kirlilik 6zellikleri; zeytininin
yetistirildigi bolgenin toprak ve iklim
Ozelliklerine, {iriin alinan agacin yasina,
hasat sezonuna, zeytin g¢esidine,
isletmede kullanilan suyun kimyasal
ozelliklerine ve ekstraksiyon
yontemlerine bagl olarak
degismektedir.  Zeytinyagi  iiretimi
sirasinda agiga cikan atik su miktar
genellikle 0,5-1,5 m® ton! zeytin
olmaktadir (Celik, 2008). Kirleticilerin
risklerinin  tek tek veya birlikte
belirlenmesi  ayrintili  toksikolojik
caligmalar gerektirmektedir. Endiistriyel
ve evsel desarjlarin toksikolojik etkisini
belirlemek i¢in biyolojik testler 6nemli
bir alternatiftir (Aleem ve Malik, 2003).
Genotoksisite ve mutajenite testleri
kompleks karigimlarin  hassas  bir
kimyasal analize gerek kalmadan
genotoksisitesini  6lgmek i¢in 1yl bir
aractir. Genetik hasar organizmalarin
kompleks karigimlara maruz
birakilmasiyla belirlenmektedir (Lah ve
ark., 2008). Sigan ve fare gibi kiigiik
memelilerde yapilan toksisite testlerinin
cogu oldukca pahali, zaman gerektiren
ve etik acidan problemlidir. Bu nedenle
bakteri veya bitki testleri gelistirilmistir

(Fatima ve Ahmad, 2006).
Genotoksisitenin incelenmesinde
mutajenitte ve  DNA  hasariin
belirlendigi  Ames/Salmonella  testi,
Comet testi, hayvan hiicre kiiltiirii ve
bitki  dokular1  siklikla  kullanilir
(Chakraborty ve Mukherjee, 2009).

Ames/Salmonella testi genotoksisitenin
belirlenmesinde  siklikla  kullanilan
yontemlerden biridir (Lah ve ark., 2008;
Mathur ve ark., 2007). Bu yontemde ¢ok
sayida Salmonella typhimurium susu,
hiicre duvarlarmin  gegirgenligindeki
degisiklikler ~ yoluyla  mutajenlerin
etkilerine daha duyarli hale getirilmistir
(Durgo ve ark., 2005). Ames testi gibi
kisa zamanli genetik biyo-analizlerin
genotoksik calismalarda onemli bir arag
oldugu kanitlanmistir. Ciinkii basit,
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genetik hasara duyarli, az maliyetli ve az
miktarda numune gerektiren bir testtir
(Mathur ve ark., 2007). Oldukc¢a hizli ve
ucuz bir yontem olmasina karsin énemli
bir dezavantaji Okaryotik metabolik
enzim sistemlerinin olmamasidir. Bu
olumsuzluk S9 enzim aktivasyonunun
kullanilmasiyla giderilmistir (Lah ve
ark., 2008; Maron ve Ames, 1983;
Mortelmans ve Zeiger, 2000).Bu
calismada zeytin isleme fabrikalarinin
¢ok bulundugu Balikesir ilinin Edremit
ilgesindeki bir fabrikadan alinan zeytin
karasuyunun mutajenik etkisi, kisa
zamanl bir bakteriyel test sistemi olan
Ames testi ile degerlendirilmistir.

MATERYAL ve YONTEM
Calismada  Balikesir/Edremit’te
bulunan bir fabrikadan alinan zeytin
karasuyunun mutajenitesi, kisaca Ames
Testi olarak bilinen, uzun ismiyle
Ames/Salmonella/Mikrozom  Testi’nin
Plak-inkorporasyon yontemiyle
belirlenmigtir.  Deneysel organizma
olarak Salmonella typhimurium’dan in
vitro mutasyonlarla gelistirilen TA98
(hisD3052, rfa, uvrB, pkM101) ve
TA100 (hisG46, rfa, uvrB, pkM101)
suslari kullanilmastir. Testin
giivenilirligi agisindan, test suslarinin
genotipik Ozellikleri kontrol edilmis ve
kendiliginden geriye doniis sikliginin
kontrolii yapilarak spontan revertant
koloni sayis1 belirlenmistir (Maron ve
Ames,1983; Mortelmans ve Zeiger,
2000; OECD, 1997). Pozitif kontrol
olarak Sodyum azid (NaNs3)ve 4-nitro-O-
fenilendiamine (NPD) kullanilmustir.
Sitotoksik konsantrasyon belirleme

Sitotoksik konsantrasyonun
belirlenmesi amaciyla once zeytin
karasuyunun %1-10-25-50-75-100

konsantrasyonlari hazirlanmigtir. 2ml’lik
top agar iceren deney tliplerine 100 pl
bakteri, 100 pl zeytin karasuyunun
degisik konsantrasyonlarindan eklenmis,
nutrient agar plaklarma dokiilmiis ve
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homojen olarak dagilmasi saglanmstir.
Plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakildiktan sonra ortalama koloni
sayilart belirlenmistir. Koloni sayilari
kontrol plaklariyla karsilastirilmis ve
zeytin karasuyunun %50 konsantrasyonu
sitotoksik bulunmustur. Bu ve bunun
altindaki konsantrasyonlar mutajenite
testine tabi tutulmustur.
Mutajenite testi

Icinde 2 ml top agar (iist agar)
bulunan tiiplere 100 pl hazirlanan
konsnantrasyonlarda zeytin karasuyu,
200 ul histidin-biyotin ¢ozeltisi ve 100
ul bir gecelik bakteri kiiltiirii (1-2x10°
bakteri mL™) eklenmis, Minimal Glikoz
Agar (MGA) plaklarina dokiilmiistiir.
Plaklar, hizla ¢evrilerek homojen
dagilim saglanmis ve 15 dakika
bekletildikten sonra 37°C'de 48 saat
inkiibasyona  birakilmistir. S9
fraksiyonu varliginda yapilan deneylerde
2 ml' lik st agara 100 pl bakteri kiiltiiri,
100 pl zeytin karasuyu, 200 ul histidin-
biyotin soliisyonu ve 500 pl S9
fraksiyonu  eklenmistir. Iyice
calkalanarak yine 37°C 'de 1sitilmis
MGA plaklarina dokiilerek 37°C 'de 48-
72 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu
stire sonunda her plaktaki revertant
koloni sayilar1 belirlenerek aritmetik
ortalamasi alinmistir. Her konsantrasyon
3 paralelli ¢alisilmistir. (Maron ve Ames,
1983; Mortelmans ve Zeiger, 2000;
OECD, 1997)
Istatiksel Analiz

Calisma sonucunda elde edilen
veriler, standart sapmalar1 ile birlikte
ortalamalar1 alinarak SPSS Windows
paket programinda Student’s t-testi ile
p<0,05 diizeyinde degerlendirilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Zeytin karasuyunun S.
typhimurium TA98 ve TA100 suslari ile
S9 varliginda ve yoklugunda revertant
koloni sayilar1 Tablo 1’de verilmistir.
Sekil 1 ve 2’de ise test sonuglari



MAS Journal of Applied Sciences 6(2): 380-387, 2021

karsilastirmali  olarak  gdsterilmistir.
Mutajenite deney sonuglarina
bakildiginda, TA98 susunda hem S9
fraksiyonu  varligimnda  hem  de
yoklugunda zeytin karasuyunun
sadece %250’lik konsantrasyonlarinin;
TA100 susunda ise, sadece S9
yoklugunda %25 ve %50
konsantrasyonlarinin verdigi revertant
koloni sayilarinin, spontan revertant
koloni sayilariin iki katindan fazla
oldugu goriilmektedir. Ames testi
degerlendirme  kriterlerinde  spontan
revertant koloni sayilarinin iki kati ve
fazlas1 degerlere ulasan test maddeleri
mutajenik kabul edilmektedir. Ayrica bu

test sisteminde S.typhimurium TA98
susu ¢er¢eve kaymasi tipi mutasyonlari,
TAI100 susu ise baz ¢ifti degisimi
mutasyonlarini belirlemek icin
kullanilir. Bu  nedenle, zeytin
karasuyunun %50 konsantrasyonunun
hem S9 yoklugunda, hem de S9
varliginda  gerceve  kaymast  tipi
mutasyonlart1  olusturabilecek  etki
gosterdigini, dolayisiyla da mutajenik
oldugu sdylenebilir. Ayrica zeytin
karasuyunun %25 ve %50
konsantrasyonlarinin  S9 yoklugunda,
baz ¢ifti degisimi mutasyonlarini
olusturabilecek  potansiyele sahip
mutajenik etki gosterdigi ifade edilebilir.

Cizelge 1. Zeytin karasuyunun S. typhimurium TA98 ve TA100 suslari ile S9 varliginda
ve yoklugunda revertant koloni sayilari (revertant koloni sayisi/plak+SS)

Revertant Koloni Sayilar1 £SS

Konsantrasyon % TA98 TA100

-S9 -S9 +S9
1 39+9.56 62+2.1 198+22.2* 158+15.5
10 58+4.1* 73+11.9*% 304+74.4* 188+7.5
25 63+14.4* 69+2%* 385+21.7* 227+17%*
50 116+17* 89+8.1* 583+59.3* 251+31.8*
Spontan 33+9.5 41+6.2 163+19.2 170+15.5

Pozitif Kontrol NPD 2775+476.4
Pozitif Kontrol NaN3 -

2990+509.7 -

*Student’s t-testine gore p<0.05 anlamlilik diizeyinde kontrole gore fark gosterenler; NaNj: Sodium azid; NPD: 4-nitro-O-

phenylenediamine; SS: Standart sapma
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Sekil 1. Zeytin karasuyu konsantrasyonlarinin S9 varliginda ve yoklugundan S. typhimurium TA98 susu

icin revertant koloni sayilarinin karsilagtiritlmasi
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Sekil 2. Zeytin karasuyu konsantrasyonlarinin S9 varliginda ve yoklugundan S. typhimurium TA100 susu

i¢in revertant koloni sayilarinin karsilagtiritlmasi

Test sonuclar1 istatiksel olarak
analiz edildiginde, TA 98 susunda, S9
hem  yoklugunda hem de S9
varliginda %10 ve %25
konsantrasyonlarinin; T100 susunda ise,
S9 yoklugunda %1 ve %10, S9
varliginda ise %25 ve %50
konsnatrasyonlarinin verdigi revertant
koloni sayilarinin spontan revertant
koloni sayilarinin iki kat1 ya da fazlasina
ulasmadigr halde p<0.05 anlamlilik
diizeyinde kontrole gore anlamli bir fark
olusturdugu goriilmektedir (Tablo 1). Bu
konsantrasyonlarin mutajenik olmasa
bile mutajenik etkiyi uyarici bir 6zellikte
oldugu soylenebilir. Zeytin karasuyunun

toksisitesi bagka arastirmacilar
tarafindan da ¢alisilmistir. Bunlardan bir
tanesinde, zeytin  karasuyunun ve

icerigindeki alti major fenolik bilesigin
genotoksisitesi Vicia faba microniikleus
testi ile c¢alisilmis ve gallik acid ve
oleuropein’in mikroniikleus frekansini
Oonemli Olclide arttirmis ve zeytin
karasuyu genotoksisitesi ile
iligkilendirilmistir (El Hajjouji ve ark.,

2007). Bagka bir c¢alismada zeytin
karasuyunun genotoksisitesi ve
histopatolojisi Lepomis  gibbosus

hiicrelerinde denenmis, balik dokusu
tizerinde zararli bir etkisi oldugu
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belirlenmis ve bu nedenle de zeytin
karasuyunun suya  birakilmamasi
gerektigi onemle vurgulanmistir (Koca
ve Koca, 2016. Zeytin karasuyu
toksisitesinin ¢alisildigi bir arastirmada,
bu atik suyun toksisitesinin genellikle
yiikksek oldugu belirtilmis, ancak bu
konudaki bilgilerin halen eksik oldugu
ve bireysel ve coklu test sistemleri ile
test edilmesi gerektigi vurgulanmistir
(Justino ve ark., 2012). Bu agidan
bakildiginda bizim c¢alismamizin da

literatiirdeki bu eksigin giderilmesi
konusunda  bir katki  sagladigini
diistinebiliriz. Literatiire
arastirmalarinda zeytin  karasuyunun

toksisitesinin bakteriyel sistem tlizerinde
denendigi bir ¢aligmaya rastlanmamuistir.

SONUC

Bu ¢alismada zeytin karasuyunun
belirli konsantrasyonlarda mutajenik etki
gosterdigi saptanmistir. Bu nedenle bu
attk suyun ve diger c¢evresel ve
endiistriyel atiksularin toksik etkilerinin
farkli organizmalar {izerinde, farkli test
sistemleriyle belirlenmesi ve desarj
edilmeden once fiziksel, kimyasal ve
ozellikle de biyolojik aritima tabi
tutulmas1 ¢evre ve insan sagligi
acisindan oldukca Onemlidir. Ayrica
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organik materyal agisindan oldukca iyi
bir kaynak olan zeytin karasuyundan
tarimda ve hayvancilikta yaralanmak
imkant da mutlaka degerlendirilmesi
gereken Onemli konular arasinda yer
almaktadir.
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