KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BALIKCILIK TEKNOLOJiSi MUHENDISLiGi ANABILiM DALI

Artemia salina’da TiO,, AgTiO, ve ZnOTiO; NANOPARTIKULLERININ
SULU SUSPANSIYONLARININ TOKSISITESI, BIRIKIMI VE
KUMELESMESININ BELIRLENMESI

DOKTORA TEZi

Uzman Biyolog Yesim OZKAN

OCAK 2014
TRABZON



KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BALIKCILIK TEKNOLOJiSI MUHENDISLiIGi ANABILiM DALI

Artemia salina’da TiO,, Ag TiO, ve ZnOTiO, NANOPARTIKULLERININ
SULU SUSPANSIYONLARININ TOKSISITESI, BIRIKIMi VE
AGREGASYONUNUN BELIRLENMESI

Uzman Biyolog Yesim OZKAN

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri_Enstitiisiince
“DOKTOR (BALIKCILIK TEKNOLOJiSI MUHENDISLIGI)”
Unvam Verilmesi i¢cin Kabul Edilen Tezdir

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih : 23/12/2013
Tezin Savunma Tarihi 1 21/01/2014

Tez Damismani : Prof. Dr. ilhan ALTINOK

Trabzon 2014



Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Balik¢ilik Teknolojisi Miihendisligi Anabilim Dalinda
Yesim OZKAN tarafindan hazirlanan

Artemia salina’da TiO,, AgTiO; ve ZnOTiO; NANOPARTIKULLERININ
SULU SUSPANSIYONLARININ TOKSISITESI, BIRIKiMi VE
AGREGASYONUNUN BELIRLENMESI

bashikh bu ¢alisma, Enstitii Yénetim Kurulunun 25/12/2013 giin ve 1535 sayih
karariyla olusturulan jiiri tarafindan yapilan sinavda

DOKTORA TEZi

olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri

Baskan : Prof.Dr. Muhammet BORAN

Oye : Prof.Dr. ilhan ALTINOK Sk %{ ............
Uye : Prof.Dr. Biilent VEREP

Uye : Prof.Dr. Bilal KUTRUP e

Uye : Do¢.Dr. Erol CAPKIN | A L

Prof. Dr. Sadettin KORKMAZ

Enstitii Miidiirii



ONSOZ

Bu tez calismasi Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitisii Balik¢ilik
Teknolojisi Miihendisligi Anabilimdali doktora programinda yiiriitilmustiir. “‘Artemia
salina’da TiO,;, AgTiO, ve ZnOTiO; nanopartikiillerinin sulu siispansiyonlarinin
toksisitesi, birikimi ve kiimelesmesnin belirlenmesi’’ adli bu ¢alisma Ordu Universitesi
Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

Doktora Ogrencisi olarak beni kabul eden ve doktora tezi olarak sundugum bu
calismanin arastirma konusunun belirlenmesi ve tez haline getirilmesinde yol gdsteren
degerli danismanim Prof. Dr. ilhan ALTINOK ’a igtenlikle tesekkiir ederim. Dog. Dr. Erol
CAPKIN ve K.T.U Siirmene Deniz Bilimleri Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji Laboratuvar
ekibine yardimlar i¢in tesekkiir ederim. Nanopartikiilleri temin eden Prof. Dr. Miinevver
SOKMEN’e, laboratuvar asamasinda yardimini esirgemeyen Ars. Gor. Hasan ILHAN ve
Uzman ilhan IRENDE’ye, deney diizeneginin kurulmasinda yardim eden Leyla
UZUNLAR ve Senol SAHIN’e tesekkiir ederim

Egitimimin her agsamasinda maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen degerli aileme
ve isimlerini sayamadigim arkadaslarima ve her zaman yanimda olan Volkan YILMAZ’a

miitesekkirim.

Yesim OZKAN
Trabzon 2014



TEZ BEYANNAMESI

Doktora Tezi olarak sundugum “Artemia salina’da TiO,, AgTiO, ve ZnOTiO;
nanopartikiillerinin sulu siispansiyonlarinin toksisitesi, birikimi ve kiimelesmesinin
belirlenmesi” bashikli bu calismayr bastan sona kadar danigsmanim Prof. Dr. ilhan
ALTINOK’un sorumlulugunda tamamladigimi, verileri ve 6rnekleri kendim topladigima,
analizleri ilgili laboratuvarlarda yaptigimi, bagka kaynaklardan aldigim bilgileri metinde ve
kaynakc¢ada eksiksiz olarak gosterdigimi, c¢alisma siirecinde bilimsel arastirma ve etik
kurallara uygun davrandigimi ve aksi bir durumun ortaya ¢ikmasi halinde her tiirlii yasal

sonucu kabul ettigimi beyan ederim. 23/12/2013

Yesim OZKAN



ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOZ oottt bbb bbbt s bbbttt I
TEZ BEYANNAMEST . ....cooouiiiiiiiiiiiiies s \Y
ICINDEKILER .....oocviiitiiiiiie ittt \Y
OZET ot \l
SUMMALRY VIl
SEKILLER DIZINT ...ocviviieiieieiceeceee ettt IX
TABLOLAR DIZINI....oiiiiiiiiiiiiisiies s X
SEMBOLLER DIZINT ...ccooiiiiiiiiiiiieiseessi e XI
1. GENEL BILGILER ....ccoooiiiiiiiiiiciscieecissississ s 1
1.1. (€51 TP PR TP 1
1.2. Nanopartikiiller ve Kullanim Alanlart .........cccooocveiiiiiiiiiiieiie e 3
1.3. TOKSTKOIOJT -ttt 4
1.4, TOKSIKOIOJIK TESEIET ...t 5
1.5. TOKSIKOIOJININ AL GIUPLATT ... 7
1.6. Cevre Toksikoloji (EKOtOKSIKOIOJ1) ...vvevvieiiiiiiiiiieeiee e 7
1.7. NANOTOKSTKOIOJT ...t 7
1.8. AKUALTK TOKSIKOIOJI 1.vveuvieiieiiiciir ettt 9
1.9. Nanopartikiillerin Toksisitesini Etkileyen Faktorler...........ccccooiiiiiiiiniiicnnns 9
1.10. Nanopartikiillerin Canlilardaki Toksik Etki Mekanizmasi...........cccooveviiiiinnnnnn. 10
1.11.  Nanopartikiillerin Alict Ortamlara Salinimi ..........cccoooieiiiiieni e 11
1.12.  Toksikolojik Caligmalarda Deney Organizmalarinin Se¢imi ..........ceevrerriinnnnne. 13
1.13.  Tuzlusu Karidesi (Artemia Salina)...........cocvieiiieiiniiisiree e 14
1.14.  Nanopartikiiller ile ilgili Onceki Yapilan Calismalar.............ccocoevrvverriererinnennnne, 15
1.14.1. TiO2 Nanopartikiilii ile Yapilan Caligmalar...........ccccoovriiininiineneneseeseeee, 15
1.14.2. ZnO Nanopartikiilii ile Yapilan Caligmalar ............cccoceviiiiniiiiiiiiii 17
1.14.3. Ag Nanopartikiilii ile Yapilan Calismalar............ccoceviiiiiiiiiiiiieccc e 18
1.15.  Calismanin ONemi V& AMAC.......oevivivieieeeieieeeeeeeeeeesessssesessesessesesesssesss s sssessees 19
2. MATERYAL VE METOT ..o 21
2.1. Nanopartiklil TeMINI.......coviiiiiiiieii e 21
2.1.1.  ZnOTiO; Nanopartikiillerinin Hazirlanisi .........ccocooovviiiniiiiniinceceee, 21

\Y



2.1.2. AgTiO; Nanopartikiillerinin Hazirlanist...........cccccveveiveriiieieese e 21
2.2. TeSt OTZANIZIMAST ...t b e 21
2.3. Nanopartikiillerin Sulu Siispansiyonlarinin (Test Cozeltilerinin) Hazirlanisi....... 22
2.4. Nanopartikiillerin Boyut Dagilim1 ve Karakterizasyonu ...........c.ccccvveiveniincnnn, 22
2.5.1. Deney Diizeneginin Hazirlanmasi .........cccovvveiiiiiiiiie i 23
2.6. Nanopartikiillerin Akut Toksisitesinin Belirlenmesi ...........cccoccevveiiiiinicniicnnn, 24
2.7. Nanopartikiillerin Akiimiilasyon ve Eliminasyon Deneyi ...........ccccccoeevvevvinennen, 25
2.8. IStatiStikSEl ANALIZIET .......vvevecveveieeeeceete et eecee et en s 26
3. BULGULAR ...ttt bttt 27
3.1 AKUE TOKSISITE TS ....cveviieiiiiirieese s 27
3.2. Kullanilan Nanopartikiillerin ICP-MS ANalizi...........cccccooovvviieviiiiiceceecce, 31
3.2.1. AgTiO; Nanopartikiilii [CP-MS ANAHIZI.........cccoocoiiiiiiiiiicee e 31
3.2.2.  ZnOTiO, Nanopartikiiliit ICP-MS ANALIZI ...cccovviiiiiiiieceec e 36
3.2.3.  TiOz Nanopartikiilii [CP-MS ANANZI........cccooiiiiiiiiiiiiiecee e 41
3.3. Nanopartikiillerin Hidrodinamik Boyutu..........c.cocooiiiiieniiieeec e 43
3.4. Kuru Nanopartikiillerin Boyutlari..........cccooooiiiiiiiiiiiieceee e 44
4. TARTISMA .ottt ettt b et b e b 46
5. SONUGLAR ..ottt ettt ettt st nbe e b e e sbeeenee e 53
6. ONERILER ..ottt 56
7 KAYNAKLAR L.ttt teesee s e nteenaeareenseeneeaneennes 57
8. EKLER ...ttt bbb 66
OZGECMIS

Vi



Doktora Tezi

OZET
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Bu ¢alismada, TiO, AgTiO; ve ZnOTiO, nanopartikiillerinin Artemia salina naupli
larvalar1 iizerine olan toksik etkileri ve akuatik stabilitesi arastirilmistir. Akut maruziyet
deneyleri deniz suyunda naupli organizmasinda 0,0003125 den 100 mg/l’e degisen
konsantrasyonda 24, 48, 72 ve 96 saat siiresince yiiriitilmistiir. Elde edilen sonuglar probit
analiz yontemine gore 24, 48, 72 ve 96 saat i¢in belirlenmis olup LCso degerleri sirasiyla,
TiO; i¢in, 381,600; 70,122; 41,263; 18,771; AgTIiO, i¢in 23,027; 3,743; 1,064; 0,785 ve
ZnOTiO, i¢in 5,111; 0,296; 0,143 ve 0,119 olarak hesaplanmigtir. Ayrica, ¢oklu
karsilastirma testi sonuglarina gore; AgTIO, deki Ag nanopartik miktar1 agisindan
konsantrasyonlar arasinda fark bulunamazken, Ti’nin 0,01-0,1 mg/L ve 0,01-1 mg/I
arasinda istatistiksel fark vardir. ZnOTiO;’de Ti miktar1 0,01-0,5 mg/l anlamli fark 0,1-1
mg/l ¢ok anlamli fark, Zn’nin 0,01-0,1 ile 0,1-1 mg/l ve TiO,’de 100-50 mg/l arasinda
anlamli fark vardir. Nanopartikiil miktar1 agisindan konsantrasyonlar ve birikim arasinda
AgTiO2’nin Ag ve Ti, ZnOTiO2’nin Zn ve Ti miktar1 arasinda anlamli fark varken
TiO2’nin Ti miktar1 agisindan anlamli fark gézlenmemistir. Mikroskop incelemelerinde ise
nanopartikiillere maruz kalan Artemia’larin gézlerinde degisim, bagirsaklarinda genisleme,

dis kabuk seklinde bozulma ve ekstremite kayb1 ve malformasyon tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiil, TiO,, AgTiO; ve ZnOTiO,, Artemia salina, Akut
toksisite
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PhD. Thesis

SUMMARY

EFFECTS OF AQUEOUS SUSPENSIONS OF TiO,, AgTiO; ve ZnOTiO;
NANOPARTICLES ON Artemia salina: ASSESSMENT OF NANOPARTICLE
AGGREGATION, ACCUMULATION, AND TOXICITY

Yesim OZKAN
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Fisheries Technology Engineering Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Ilhan ALTINOK
2014, 67 Pages, 2

Aquatic stability and toxic effects of TiO,, AgTiO; and ZnTiO, nanoparticles were
investigated on nauplii larvaes of Artemia salina. Acute exposure tests were conducted for
24, 48, 72 and 96 hours on nauplii organisms with the concentrations ranges between and
0,03125-100 mg/L for TiO,, 0,003125 and 10 mg/L for AgTiO, and 0,0003125 and 1 mg/L
for ZnTiO,. The results were obtained according to probit analyzes and LCsq values for 24,
48, 72 and 96 hours were 381,600, 70,122, 41,263 and 18,771 mg/L for TiO,. 23,027,
3,743, 1,064 and 0,785 mg/l for AgTiO,. 5,111, 0,296, 0,143 and 0,119 mg/L for ZnOTiO,,
respectively. Also, according to multiple comparison test; there were significant
diffrerences between the Ag concentration in AgTiO; nanoparticles. There were significant
differences between 0,01 and 1 mg/L, and 0,01 and 0,1 mg/L of Ti. There were significant
differences 0,01-0,5 mg/L, 0,1-1 mg/L of Ti, and 0,01-0,1 with 0,1-1 mg/L amount of Zn
and 100-50 mg/L of TiO,. There were significant differences between the amount of Ag
and Ti in AgTiOy, Zn and Ti in ZnOTiO,. There was no difference in terms of the amount
of Ti in TiO, nanoparticles. After exposing nauplii to nanoparticles, morphological changes
such as dilatation of intestine, distortions in the shape of the hull structure, limb loss and

malformation were observed.

Key Words: Nanoparticle, TiO,, AgTiO,, ZnOTiO,, Artemia salina, Acute toxicity
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Nanoteknoloji, nanometre boyutundaki nesneleri inceleyen bilim dali olup biyoloji,
kimya, fizik ve ¢esitli mithendislik programlariyla biitiinlesmis bir bilim olarak bilim
diinyas1 tarafindan kabul edilmektedir (Lehn, 2002). Bu sebeple de degisik disiplinler
degisik sekillerde nanoteknolojiyi tanimlamistir. Yaygin olarak kullanilan tanim ise; 100
nanometre (nm) ve daha kiigik nm o6l¢ekli madde imalati, manipiilasyonu, hassas
yerlestirme 6l¢iim veya modelleme olarak tanimlanir (Meyer ve Kuusi, 2000).

Nanoteknoloji uygulamalar1 geleneksel materyallerin temel, fiziksel, kimyasal
Ozelliklerinin degismesine sebep olur. Bu degisiklikler, geleneksel materyallerin
boyutlarinin nano dlgeklere indirgenmesinden kaynaklanir ki boylece mitkemmel elektrik,
optik ve mekanik 6zellikleri olan yeni materyaller/malzemeler olusturulur (McWilliams,
2006).

Nanopartikiiller, dogada dogal olarak; orman yanginlari, volkanik patlamalar gibi
doga olaylar tarafindan tiretilen atmosferik par¢anin bir kismi, hem de mevcut endiistriyel
stirecler sonucu 6rnegin kaynak, metal erimesi, otomobil egzozu ve endiistriyel siiregler
boyunca firetilen dumanlardan da meydana gelebilir (Nel, 2005). Ayrica Fullerenler ve
karbon nanotiipleri kretase-tersiyer zaman sinirinda maden ocaklarinda ve jeolojik
tortularda da tespit edilmistir (Chijiva vd., 1999).

Insanoglu evrimsel asamalar1 boyunca havadaki nano boyutlu pargaciklara maruz
kalmasina ragmen, son yiizyilda antropojenik kaynaklardan dolay1 bu maruziyeti 6nemli
6l¢iide artmistir. Son yillarada ise nanopartikiillerin sagliga etkileri diinya genelinde endise
yaratmakta ve bu durum hizla dikkat ¢ekmektedir (Chen vd., 2006).

Cevredeki nanomateryallerin {i¢ biiyik kaynagi vardir. Bunlar antropojenik
kaynaklar, kasitsiz (unintentional) kaynaklar ve miihendislik nanomateryallerinin tiretimi
ve kullanimidir. Karbon temelli nanomateryaller miihendislik nanopartikiili olup tek
katmanli/duvarli karbon nano tiip, ¢ok katmanli karbon nano tiip, ve ¢ift katmanl karbon
nano tiip olmak tizere ii¢ sekilde siniflandirilir. Metal ve metal oksit nanopartikiiller
miihendislik nanopartikiilii olabildigi gibi dogal olarakta bulunmaktadir. Kuantum

noktalar1 miithendislik nanopartikiilii olup CdTe, CdSO4 ve CdSe 6rnek olarak verilebilir.



Bu nanopartikiiller igerisinde 6zellikle son birkag yil i¢inde, miithendislik nanopartikiillerin
toksikolojik oOzellikleri iizerinde aragtirmalar da biliylik bir artis olmustur ¢esitli
miihendislik nanopartikiillerinin olduk¢a yaygin kullanimi sonucu potansiyel maruz
kalmay1 da artirmistir. Imal edilen nanopartikiillere karsi canlilar nefes alma, deri ve oral
yolla maruz kalmaktadir (Borm vd., 2006).

Malzemenin boyutlar1 nano 6lgek diizeyine yaklastik¢a ortaya cikan yeni 6zellikleri
sayesinde, nanomalzemeler endiistride genis kullanim alan1 bulmus ve gelistirilen {riinler
hizla giindelik yasama girmistir (Handy vd., 2008). Tekstil sektoriinde giyim iirlinlerinin
yant sira teknik iirinlerde de nanomalzemeler kullanilmaktadir. Zirai tekstiller, insaat
tekstilleri, spor tekstilleri, endiistriyel tekstiller, tibbi tekstiller gibi teknik tekstil {irtinleri
nanomalzemeler kullanilarak gelistirilmektedir. Ayrica boya sanayinde de nanoteknolojik
malzemelerden yararlanilmis, binalarin ¢ogunlukla dis cephelerinde ve gerektiginde ic
cephelerinde kullanilmak iizere; kendi kendini temizleme, yiiksek koruma, koku giderme,
antimikrobiyal ve antibakteriyal gibi oOzellikler tasiyan boyalar gelistirilmistir.
Nanoteknolojiden yararlanan bir baska sektér de kozmetik sektoriidiir. Nanomalzemeler
kullanilarak iiretilen dis macunu, giines kremleri, ruj, goz far1, tirag losyonu, nemlendirici,
deodorant gibi c¢esitli {irlinler raflarda yerlerini almistir. Diger bir endiistri dali olan
otomotiv endistrisi de; hafif motor ve cergeve parcalarinin yapimi, siirtiinmeye karsi
direncli boyalarin iiretimi, asinmaya karst koruyucu tabakalar gelistirilmesi gibi alanlarda
nanoteknolojiden  faydalanmigtir ~ (Scenihr, 2006). Bu nanomateryallerin  ve
nanopartikiillerin giivenligi/toksisitesi hakkinda bilgiler ise giinimiizde hala yetersizdir.
Simdiye kadar yapilan ¢aligmalar da nanopartikiillerin boyutu, sekli, kimyasi, kristalinitesi,
zeta potansiyeli, yiizey Ozellikleri ve yigilma (kiime/agregat olusturma) durumu
toksisitesini degistiren kritik parametreler oldugunu rapor etmistir.

Nanopartikiillerin toksik ozellikleri, onlarin kimyasal kompozisyonuna miktarina,
¢oziiniirliigiine, sekline, ylizey alanina ve yiizey yikleri gibi parametrelerine baglhdir.
Ayrica nanopartikiillerin tiretimi sirasinda kaynaklanan safsizliklarida toksisitesini biiyiik
oranda etkilemektedir (Kaplan vd., 2007).

Nanoteknolojinin  hizli  gelismesi ile iiretilen/miihendislik nanopartikiillerin
potansiyel sagliga ve ¢evreye tehlikeleri son yillarda endige yaratmaktadir (Service, 2005;
Nel vd., 2006). Nanoteknolojinin saglik iizerine etkileri konusunda bu alanda ilerlemis
iilkelerde farkli derecelerde hassasiyetlerini gostermektedirler. Ornegin, Rusya

nanoteknoloji alanindaki gelismis olmasina ragmen, insan sagligi ve cevre tlizerindeki



nanomalzemelerin etkileri ile ilgili konulara yeterince onem vermemistir (Tretyakov, 2007;
Krysanov vd., 2010). Oysa Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa Toplulugu bu
problemleri ¢ozmek i¢in 6zel programlar gelistirmistir (Service, 2005).

Nanoteknolojinin ve nanomalzemelerin uluslararasi arenada 6nem kazanmasi ve
kullaniminin artmasiyla ABD’de ve Avrupa’da c¢ok sayida kurulus bu iriinlerin risk
haritasin1 ortaya ¢ikarma ¢aligmalarina baslamistir (Wiesner vd., 2006). Nanoteknolojinin
kullanim alanmin genisligi ve hizla gelisip yayilmasi goz Oniinde bulunduruldugunda,
nanomalzemelerin ekotoksikolojik etkilerinin belirlenmesi ¢evre ve halk saghigini

korumada 6nemlidir (Moore, 2006).

1.2. Nanopartikiiller ve Kullanim Alanlar:

1981 yilinda taramali tlinelleme mikroskobunun (STM), daha sonra 1985 yilinda
atomik kuvvet mikroskobunun (AFM) kesfi, ylizeyde bulunan atomlarin ve molekiillerin
gbzlenmesine, atomsal diizeyde tepkimelerin izlenmesine olanak tanimistir. Boylece 20.
yiizyilin son c¢eyreginde nanoteknolojiyle tanisilmis ve dogada bulunmayan yeni
nanoyapilarin atomsal diizeyde sentezlenmesine baglanmistir (TUBITAK, 2004).

Son yillarda, diinya lilkeleri nanoteknoloji alanindaki yatirimlara oldukg¢a yiiklii
kaynaklar ayirmaktadir. Bu tlkelerin basinda ABD gelmekte, sirasiyla Japonya Rusya,
Almanya Fransa, Cin, Giiney Kore ingiltere, Hollanda ve Kanada takip etmektedir. 21.
yiizyilda bilgi alma teknolojileri, malzeme bilimi, biyoteknoloji, ¢evre miithendisligi, kimya
miihendisligi, elektrik miihendisligi ve molekiiler kimya gibi bir¢ok farkli bilim dalindaki
gelismeler nano olgekte ilerlemektedir (Nowack ve Bucheli, 2007). Nano alan gelecekteki
miithendislik ve bilim ¢aligmalarinin temelini olusturacak bilimler arasi aragtirmalarin ve
egitimin esas basamagi olarak goriilmektedir.

Imal edilmis nanopartikiillerden olan karbon 60 (fulleren, buckyballs), bir karbon
allotropu ailesidir. Saf karbondan olusan fulleren molekiilii futbol topunu andiran bir
yapiya sahiptir. Bunlara otomobillerde ve spor malzemelerinde kullanilan karbon
kompozitler ve donme hareketi yapan elektronik elemanlar 6rnek verilebilir (Nowack ve
Bucheli, 2007; Ju-Nam ve Lead, 2008). Karbon nanotiipler (buckytubes), grafitin 1-10 nm
capinda ve birkag mikrometre uzunlugunda bir silindir olusturacak sekilde
yuvarlanmasiyla elde edilmis yapilardir (O’Connel, 2006; Nowack ve Bucheli, 2007). Bir

baska deyisle karbon nanotiipler, fullerenlerin silindir seklindeki formlaridir ve



nanoelektronik ve nanomekanik devrelerde kullanilmak icin elverislidirler (Ju-Nam ve
Lead, 2008).

Nanotozlar, biiyiikliigii 1-100 nm aras1 degisen bilesiklerdir. Nanotoz olarak iiretilen
materyaller; metaller, metal oksitler, boritler, karpitler, nitritler ve siilfitler iken metal
olmayan materyaller ise karbon, kalay, silika ve silikon karpitler olarak siralanabilir
(Pritchard, 2004). Titanyum dioksit ve ¢inko oksit nanotozlari; giines losyonu, kozmetik,
boya ve kaplamalar, ayrica i¢cme sularindaki kontaminantlarin uzaklastirilmasinda
kullanilmaktadir. Gozliik camlarinda, merceklerde kullanilan ¢izilmeyi 6nleyen kaplamalar
ve tibbi amagli kullanilan camlara kendi kendini temizleme o6zelligi veren kaplamalar
titanyum dioksit nanotozlari igermektedir. Mikro Olcekli tozlar yerine aliiminyum
nanotozlar, patlayict maddelerde ve havai fiseklerde yanma niteliklerini artirmak amaciyla
kullanilmaktadir. Elmas nanotozlar; zimpara, macun, mercek ve ayna gibi optik aletlerde
istenilen yiiksek parlakligi elde etmek i¢in kullanilmaktadir. Yaglarin, yaglama
Ozelliklerini gelistirmek amaciyla da elmas nanotozlar kullanilmaktadir. Boyalara ilave
edilen glimiis ve elmas nanotozlar1 boyanin dis etkenlerle aginmasini 6nlemek ve koruma
saglamak i¢in kullanilmaktadir. Nanobakir, asinmayi oOnleyici yag katkilari, elektriksel
materyaller, bilgisayar donanimlar1 ve askeri malzemelerde kullanilmaktadir. Nanogiimiis
ise daha ¢ok antimikrobiyal 6zelligiyle bilinmektedir. Bu nedenle tekstil sanayinde bakteri
eliminasyonu koku onleyici, gida paketleme ve beyaz esya sanayisinde de
kullanilmaktadir (Mark vd., 2007). Nanoteknoloji alanindaki iiriin ¢esitliligi, teknolojinin
gelismesine paralel olarak hizli bir seklide artmaktadir. Uriin sayis1 2005 yilinda 54 iken
2010 yilinda bu say1 1317 ye ulasmistir (Xue ve Hwang, 2011).

1.3. Toksikoloji

Toksikoloji kimyasal ve fiziksel etmenlerin canli organizmalar ve ekosistemler
tizerindeki zararli, tahrip edici etkilerini inceleyen ve bu etmenlerden dolayi ortaya ¢ikan
riskleri belirleyen bilim dalidir. Toksikoloji kelime anlami olarak zehir bilimini ifade eder
ve maddelerin canli organizmalar {izerine istenmeyen, zararli ve olumsuz etkilerini inceler.
Her y1l endiistriyel, ilag, kozmetik ve gida katki maddesi olarak iiretilen pek ¢ok kimyasal
madde bir yandan avantaj saglarken bir yandan da daha ¢ok kimyasal maddeye maruz
kalinmasina neden olmaktadir. Son yillarda ise hizla yasantimiza her giin nanoteknolojiyle

tiretilen Urlinler girmektedir. Bu maddeler ve iirlinler az veya ¢ok oranda toksik etki



meydana getirebilirler ve saglik i¢in tehlikeli sonuglar ortaya ¢ikabilir. Bu kimyasal
maddelerin etkilerini bilmek ve onlara toksik diizeyde temas1 6nlemek toksik etki olusum
riskini azaltmaktadir. Bu anlamda zararli etkenlerden korunmak, olasi riskleri belirlemek
ve bilgilendirmek ve zehirlenmelerde yeni tedavi yaklagimlar1 gelistirmek toksikolojinin
ugraslar1 arasindadir (Giiner, 2008).

Nanopartikiiller, kimyasal maddeler ve radyasyon formunda ki fiziksel ajanlar gibi
biitiin yabancit maddeler ksenobiyotikler olarak adlandirilir ve bunlar toksikolojinin ilgi
alanma girer. Ksenobiyotik, organizmanin normal metabolizmas1 i¢in gerekli olmayan
cesitli yollarla disaridan viicuda alinan tiim yabanci maddelere denir. Ksenobiyotiklerin
biyolojik sistemlerde olusturduklari olumsuz, istenmeyen etkileri toksik etki olarak

tanimlanir. Toksisite ise ksenobiyotiklerin toksik etki olusturmasidir (Giiner, 2008).

1.4. Toksikolojik Testler

Toksisite deneyleri, toksik maddelerin zararli etkilerini ve su kalitesini belirlemek,
atiklar1 ve bu atiklarin bosaltildig: alic1 ortamlart izlemek, gida zincirinin iist seviyesindeki
canlilar1 korumak, insanlar tarafindan tiiketilen su iirlinlerinin saglik agisindan zararli olup
olmadiklarini belirlemek ve toksik maddelerin organizmalar {izerindeki uyarict etkilerini
ve biyolojik birikimini gozlemlemek i¢in kullanilmaktadir. Ayrica, farkli toksik
maddelerin canli organizmalara olan etkilerini karsilastirmak ve bu toksik maddelere karsi
tepkilerini 6l¢gmek amaciyla da bu testler yaygin olarak kullanilmaktadir (Klauning, 2000;
Leblond vd., 2001).

Uygun yol ve dozda alinmayan her madde zehir etkisi yapabilir. Bu etki bir yap:
degisikligi seklinde olabilecegi gibi biyokimyasal lezyon seklinde de olabilir. Ortaya ¢ikan
etki, geri doniisiimlii olabilecegi gibi hiicre 6liimii seklinde de olabilir (Vural, 1996). Canli
hiicreler iizerinde kimyasal maddelere bagli 6nemli yap1 ve fonksiyon degisikliklerinin
saptanmas1 ve yorumlanmasi amaciyla deneysel toksikolojik c¢aligsmalar yapilmaktadir
(Loomis, 1978).

Toksisite testleri, sadece kimyasal maddelerin canli organizmalar iizerindeki zararli
etkilerini aciklamak i¢in yapilmaz. Bu maddelerin toksik etkilerinin goériilmeyecegi doz
degerlerini saptamak icin de yapilir. Eger uzun siireli madde maruziyetine bagl toksik
etkiler arastirilacak ise, deneyin yapildigi zaman periyodu igerisinde de aym Ozellikte

maddelerin, su hacimlerinin ve test kosullarinin uygulanmasi gerekir (Altinok vd., 2011).



Beklenen toksik etkinin goriilmesine yonelik testlerde, bu etkiyi olusturdugu bilinen bir
kimyasal maddenin, pozitif kontrol grubuna uygulanmasi ve deneyin saglikli islediginin
test edilmesi gerekir (Saygi vd., 1991; CPMP, 2000).

Toksikolojik testlerde kullanilan deney hayvanlar1 farkli konsantrasyonlarda toksik
maddelerin bulundugu ortamda tutularak bu maddelerin hayvanlar {izerindeki etkileri
aragtirilir. Bu aragtirmalarda; Oliimler, iireme ve denge bozukluklari, gelisme durumlari,
ylizme yetenekleri, histolojik ve biyokimyasal degisimler ve organlarin aktiviteleri gibi
faktorler incelenir. Testlerde kullanilan materyal tek bir kirletici olabilecegi gibi birden
fazla madde igeren kompleks bir karisim da olabilir (APHA, 1992; Laufer ve Nation,
1999). Toksik maddenin belirli miktarlarda ¢ozeltileri kullanilacagi i¢in bu maddenin bir
¢oziicli yardimiyla ¢oziilebilir olmas1 gerekmektedir. Kullanilan bu ¢6ziicii maddelerin de
toksik etkilerinin dikkate alinmas: gerekir (EPA, 1993; Unsal, 1998; Altinok, 2004).

Toksisite testleri; testin siiresine, test ortamina, toksik madde ilavesine ve amaglarina
gore siniflandirilmaktadir. Test siirelerine gore yapilan siniflandirmada testler, akut ve
kronik olmak {iizere iki sekilde gruplandirilir. Akut toksikolojik testler, deney siiresi 24, 48,
72 ve 96 saatlik zaman dilimleri kullanilarak yapilmaktadir. Deney siiresi, deneyde
kullanilacak canli tiiriine gore de degisiklik gostermektedir. Bu siire boyunca kullanilan
organizmanin biiylime ve gelisimi de goz Oniinde bulundurulmalidir. Kronik testlerde
deney siiresi bir hafta ile bir ay arasinda olabilir veya daha uzun stireler de kullanilabilir.
Bu test tiirlinde genellikle farkli toksik madde miktarlarinin organizmalarin lireme ve
gelismeleri {izerine etkileri incelenmektedir (FAO, 1987; Unsal, 1998).

Toksikolojik testler, deney ortamina Kkirletici ilavesine gore statik, yari statik ve
siirekli akis sistemli olacak sekilde ii¢ gruba ayrilmaktadir. Statik testlerde deneye tabi
tutulacak organizmalar uygun bir diizenek igerisinde hazirlanmis deney ortamina konur ve
deney siiresi boyunca herhangi bir degisiklik yapilmaz. Bu deneylerde metabolizma
sonucu olusan atiklarin su kalitesinde meydana getirecegi olumsuzluklar1 gidermek
amactiyla genellikle 96 saatlik siire tercih edilmektedir. Yar: statik toksik testlerde, deney
ortami belirli zaman araliklariyla yenilenmekte olup, bu zaman araliklar1 toksik madde ve
deneyde kullanilan organizma tiirtine gore degismektedir. Bu test tiiriinde genellikle farkli
zaman dilimleri tercih edilmektedir. Bu sayede, statik testlerde metabolizma atiklar1 ve
diger bazi nedenlerden kaynaklanan su kalitesindeki degisimlerin olumsuz etkileri ortadan
kaldirilmis olmaktadir. Siirekli akis sistemli testlerde ise, deney ortami devamli olarak

yenilenir ve deney siiresince su kalitesinde metabolizma atiklari nedeniyle herhangi bir



degisiklik meydana gelmez. Bu testler kisa siireli toksik deneyler igin tercih edilmekle

birlikte, dogal ortam sartlarini en iyi sekilde temsil etmektedir (FAO, 1987; Unsal, 1998).

1.5. Toksikolojinin Alt Gruplan

Toksikoloji gelisme siirecinde olan bir bilim dali oldugu icin alt dallar1 sayica ve
kapsam olarak degisim gostermektedir. 1974 yilinda Loomis toksikolojiyi ¢evre
toksikolojisi, ekonomik toksikoloji ve forensik toksikoloji olarak 3 gruba ayirmistir. 1987
yilinda ise bu smiflama Hodgson tarafindan cevre toksikolojisi, besin toksikolojisi,
endistriyel toksikoloji, klinik toksikoloji ve forensik toksikoloji olarak yeniden
diizenlenmistir. Giiniimiizde bu sayiy1 arttirmak miimkiindiir son yillarda ise yeni bir bilim

dali olarak nanotoksikoloji bilim dali ortaya ¢cikmistir.

1.6. Cevre Toksikoloji (Ekotoksikoloji)

Cevre toksikolojisi, ¢evrede bulunan kimyasal maddelerin yayilimlarini ve canlilar
ve ekosistem Ulzerindeki zararli etkileri ile bu zararli etkilerin Onlenmesi konusunda

calismalar yapan toksikolojinin alt dalidir.

1.7. Nanotoksikoloji

Nanotoksikoloji, nanopartikiilllerden kaynaklanan sagliga zararl etkilerin agiklandigi
toksikolojinin yeni bir dal olarak ifade edilmektedir (Donaldson vd., 2004). Nanoteknoloji
endiistrisi, maddelerin nano 6lgekte alisilmamis 6zellikler kazanmasinin kesfedilmesiyle
hizli bir gelisme gostermistir ve nanopartikiillerin bu 6zellikleri ayn1 zamanda potansiyel
toksisiteleri ve ekotoksikolojileri hakkinda endiselere sebep olmustur. Degisen kuantum
davraniglar1 ve reaktivitelerinin artmasi, imal edilmis nanopartikiilleri sanayide pek ¢ok
uygulamada kullanilabilir hale getirmistir, fakat bu maddeler ¢evre ve canli organizmalar
tizerinde beklenmedik etkiler meydana getirebilmektedir (Handy vd., 2008). Bunun
yaninda, nanopartikiiller kiiclik boyutlar1 sayesinde bir bariyer olusturarak diger
ksenobiyotiklerin membran ve hiicrelerarasi baglantilardan gecerek canli organizma

hiicrelerine  girisini  engellemektedirler. Nanopartikiillerin reaktivitelerinin  artmasi



potansiyel olarak zararli hiicresel etkiler olusturabilmekte ve canli organizmalara zarar
verebilmektedir. Bugiine kadar imal edilmis nanopartikiillerin, 6zellikle sucul ortamlardaki
canli organizmalar tizerindeki etkilerinin arastirildigi pek az c¢alisma mevcuttur
(Oberdorster vd., 2007; Crane vd., 2008; Griffitt vd., 2008; Kroll vd., 2009). Bu
nanopartikiillerin bilinen maddelerden farkli ve essiz Ozellikler gostermesi ve bu
Ozelliklerinin iyi derecede bilinememesi toksisite deneylerinde bazi istenmeyen durumlara
sebep olabilmektedir. Bu yilizden, nanopartikiillerin 6zelliklerini belirlemek i¢in detayli
karakterizasyon c¢aligsmalar1 yapilmaksizin giiniimiizde yapilan in vitro toksik test metotlari,
nanopartikiil toksisite degerlendirme ¢aligmalari i¢in elverisli degildir (Schulze vd., 2008).
Nanopartikiillerin bilinen kimyasallardan farkli 6zellikler gostermesi, toksisite testlerinde
kullanilan malzeme ve destek malzemeler ile etkilesime girmelerine neden olmaktadir, bu
nedenle nanopartikiil risk degerlendirme ¢alismalarinda farkli maruz birakma teknikleri
kullanilmal1 ve uygun bir kontrol sistemi olusturulmalidir.

Risk  degerlendirmesi  yapilan in vitro nanotoksikolojik  caligmalarda
nanopartikiillerin fizikokimyasal o6zellikleri uygun bir test sisteminin kurulumunu
sinirlamaktadir. nanopartikiillerin toksisitelerini belirlemek ic¢in kullanilan test metotlar
nanospesifik ozelliklerden etkilenmeyecek sekilde dizayn edilmelidir (Nel vd., 2006).
Bunun yaninda, son zamanlarda gergeklestirilen nanopartikiillerin risk degerlendirme
calismalarinda kullanilan test sistemlerinin standardizasyon eksikligi nedeniyle, elde edilen
sonuglar bakimindan farkli laboratuarlar arasinda onemli farkliliklar gbéze ¢arpmaktadir
(Lilienblum vd., 2008). Bu calismada nanopartikiiller i¢in sulu fazda yapilmasi diisiiniilen
toksisite testlerini standart hale getirecek ve farkli laboratuarlar tarafindan yapilan ¢calisma
sonuglart arasindaki karsilastirilabilirlik sorununu ortadan kaldiracak yeni bir test sistemi
gelistirilmistir.  Yapilan degerlendirme ve dogrulama c¢aligmalari sonucunda, yeni
gelistirilen bu test sisteminin nanopartikiillerin spesifik 6zelliklerinden etkilenmedigi ve
genel bir in vitro toksisite test prosediir standardi olusturdugu kanitlanmstir.
Nanopartikiillerin yapiskanlik ve ¢okelme 6zelliklerinden dolay: toksisite denemelerinde
tekrarlanabilir ve giivenilir sonuglar elde edilememektedir. Bu nedenle, toksisite
deneylerine baglamadan ©once nanopartikiillerin karakteristik 6zelliklerinin dikkatli bir
sekilde belirlenmesi ve risk degerlendirmesi i¢in metot olusturulacagi zaman ayrintili bir

dogrulama igleminin yapilmasi gerekmektedir.



1.8. Akuatik Toksikoloji

Akuatik toksikoloji, ekotoksikoloji biliminin bir alt dali olup kimyasal ve diger
antropojenik (insan etkisiyle olusan) veya biyotik olmayan maddelerin akuatik (sucul)
organizmalara kars1 toksik etkilerini kalitatif (nitel) ve kantitatif (nicel) olarak inceleyen
calismalarin biitiiniidiir (Forbes ve Forbes., 1994). Toksik etkiler dldiiriicii olabildigi gibi
canlilarin biiyiime, iireme, gelisme, biyokimyasi, fizyolojisi ve davraniglar1 iizerinde
degisikliklere neden olabilmektedir. Akuatik toksikoloji sucul ekosisteminin parcalari olan
su, sediment ve besin maddelerindeki kimyasal maddelerin konsantrasyonlariyla yakindan
iligkilidir (Bat ve Raffaelli., 1998a, b) .

Genel olarak akuatik organizmalar akut (kisa siireli) ve kronik (uzun siireli) olarak
toksik maddelere maruz birakilir. Akut toksik etkiler 7-9 giin veya daha kisa siireli olup
genellikle 96 saattir. Akut etkiler genellikle Sldiiriicti olarak incelenir. Kronik etkiler ise
genellikle diisiik konsantrasyonlardaki kirleticilerin uzun siireli (hafta, yil, ay) etkileri
incelenerek degerlendirilir. Bu siire genellikle 28 giin olarak uygulanir. Kronik etkiler
oldiiriicti olabildigi gibi toksik olup Oldiiriicii olmayabilir. Bu etkiler genellikle canlinin
embriyo veya larval donemlerinde veya lireme donemlerinde yada canlinin 6mri kisa ise
tim hayatt boyunca incelenebilir. Toksik olup o6ldiiriicii olmayan etkiler ise davranis
(ylizme, beslenme, av-aver iliskisi, kirleticilerden kagis), fizyolojik (biiylime, iireme ve
gelisme), biyokimyasal (kan enzimleri, iyon diizeyleri) ve histolojik olarak gézlenir (Rand,
1995; Rand vd., 1985). Bazi toksik etkiler ise dolayli yoldan 6liime neden olabilmektedir.
Ornegin; yiizme yeteneginin yavaslamasi ile avcilara yem olmasi veya beslenememesi
veya bentik olan tiirlerin kendisini sedimente gdmerek koruyamamasi sebebiyle dliimlere

neden olabilir (Bat, 1997; Bat, 1998; Bat ve Rafffaelli., 1998a, b).

1.9. Nanopartikiillerin Toksisitesini Etkileyen Faktorler

Miihendislik nanopartikiillerinin sira dig1 6zelliklerinin potansiyel tehlikelerini
(toksisite) degerlendirmek igin yeni arastirmaci yaklasimlara gereksinim vardir.
Partikiillerin boyutu kii¢iildiigii zaman, toksisite egiliminin artti1 hatta ayni materyalin
toplu/y1gin (bulk) (6rnegin, siyah karbon, TiO,) halde nispeten atil (etkisiz) durumda
oldugu yapilan calismalarla kaydedilmistir. Bulara ek olarak, partikiillerin boyutunu,
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kaplama etkisi, yiizey islemleri, morotesi 1sin (UV) ile yiizey uyarim ve partikiil toplama
pargacik boyutunu degistirilebilir (Farre vd., 2009).

Klasik (mikro 6l¢ek) maddeler ile kiyaslandiginda nanopartikiillerin, biiyiik yiizey
alan1 ve nano 6l¢eklerinden dolay: ciddi toksisite tireten biyolojik sistemlerle daha verimli
sekilde etkilesebilir. Ciinkii nanomaddelerin nano boyutlu yiizey alanlari, ylizey 6zellikleri
(nanoapartikiil atomlarmin yaklagik %40-50’si yiizey iizerinde bulunur), kimyasal
reaksiyon, fiziksel absorbsiyon yetenegi, vb gibi pek c¢ok temel Ozellikleri ile ve
nanopartikiillerin boyutlar1 ile iligkilidir. Tim bu faktorler in vivo’da giicli
nanotoksikolojik davraniglara hitkmeder (Zhao vd., 2007). Bununla birlikte, geleneksel
toksikolojik arastirma yaklasimlari genellikle fiziksel boyutu ve yiizey alanmin etkilerini

g6z ontinde bulundurmaz (Farre vd., 2009).

1.10. Nanopartikiillerin Canhlardaki Toksik Etki Mekanizmasi

Nanopartikiiller canli organizmalarda birka¢ farkli mekanizmayla toksik etki
olusturabilirler. In vivo nanotoksisitenin ana molekiiler mekanizmasi, olusan serbest
radikaller nedeniyle canli viicudunda hiicresel oksidatif stres meydana gelmesidir (Lanone
ve Boczkowski, 2006). Nanopartikiillere asir1 miktarda maruz kalma durumunda, serbest
radikaller; lipid, protein ve DNA’nin oksidasyonuna sebep olarak biyolojik bilesenlerde
hasar meydana getirirler. Oksidatif stres, hiicresel inflamasyonun olusmasi ve artmasinda
onemli rol oynar. Iltihaplanma olustugunda redoks duyarl transkripsiyon faktorii, protein-
1 aktivatorii ve kinaz miktarinda artis meydana gelir (Rahman, 2000; Rahman vd., 2005;
Lanone ve Boczkowski, 2006). Serbest radikaller, yabancit maddelere karsi fagositik hiicre
etkisi, antioksidan madde miktarinin yetersiz olmasi, gecis metallerinin varligi, gevresel
faktorler ve bazi nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri gibi birkag¢ farkli faktdrden
meydana gelebilir (Lanone ve Boczkowski, 2006). Nanopartikiillerin iirettigi potansiyel
serbest radikallerin yavas temizlenmesi ve dokularda birikim olusturmasi, ayrica
retikiiloendotelyal sisteme ait organlarda cok sayida fagositik hiicrenin yaygin olarak
bulunmasi, karaciger ve dalak gibi organlar1 oksidatif stresin ana hedefi haline
getirmektedir. Bunun yaninda, bobrek ve akciger gibi yiiksek miktarda kan akisi olan
organlar da nanopartikiillere maruz kalindiginda olumsuz etkilenebilen organlardir.

Nanopartikiiller canli hiicre igerisindeki hiicresel bilesenlerle etkilesime girebilir,

hiicresel fonksiyonlar1 bozabilir veya degistirebilir ve reaktif oksijen tiirleri olusturabilirler.
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Nanopartikiillerin mitokondri ve hiicre ¢ekirdegi ile etkilesime girmelerinin zehirlenmenin
ana kaynagit oldugu disiiniilmektedir. Giimiis ile kaplanmis altin nanopartikiiller,
fullerenler, blok kopolimer tanecikleri ve karbon nanotiipler hiicre igerisindeki
mitokondriye yerlesebilir ve apoptozise (programli hiicre oliimii) ya da reaktif oksijen
tiirlerinin olugmasina neden olabilirler. Bunun sonucunda da olusan hiicresel DNA hasari,
hiicre dongiisiinde aksama, mutagenez ve apoptozis zehirlenmenin ana kaynagimi teskil
eder (Unfried vd., 2007). Giiniimiizde hala tartisilan bir durum olmasma ragmen,
nanopartikiillerin makrofaj ve noétrofillerdeki serbest radikal kaynaklari olan NADPH
oksidaz ve ksantin oksidazin artmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Lanone ve
Boczkowski, 2006).

Nanopartikiillerin diger toksisite mekanizmalarinin, bulunduklar1 ortamla ¢ok hizli
bir etkilesime girmelerinden kaynaklandigi diisliniilmektedir. Nanopartikiiller dolasim
sistemine girdiklerinde kan bilesenleriyle etkilesime girerek hemoliz ve trombozise sebep
olabilirler. Bununla birlikte, nanopartikiillerin bagisiklik sitemi ile etkilesimi sonucunda
canlilarda immiinotoksisiteyi arttirdiklar1 tespit edilmistir (Dobrovolskaia ve McNeil,
2007).

1.11. Nanopartikiillerin Alic1 Ortamlara Salinim

Nanopartikiillerin sucul ortamlara karigmasi arastirilmasi1 gereken yeni cevresel
problemlere neden olmaktadir. Bilim adamlar1 6ncelikli olarak arastirilmaya gerek duyulan
alanlar; kiiciik partikiillerin hidrodinamik davraniglari, nanopartikiillerin daha biiyiik
sedimentler ve kolloit partikiillerle iligkisi, lipofilik organik bilesiklere ve metallere
baglanma 6zellikleri, diger kimyasal kirleticilerle olusan ve toksisitenin artmasina sebep
olan sinerjistik etki, nanopartikiillerin canli organizmalar tarafindan viicuda alinma yollari,
parcacik biiyilikligii ve yiizey 6zelliklerinin 6nemi ve nanopartikiillerin sucul ekosistemler
tizerindeki etkileri olarak siralanmaktadir (Moore, 2006).

Endiistriyel atiklarin ¢ogunun ve sehirsel atiksu desarjlarinin nehirlere, gollere ve
kiyisal sulara karistig iyi bilinen bir gergektir. Bu nedenle, nano 6l¢ekli endiistriyel tirtinler
ve yan Uriinlerin de sucul ortamlara karigsmasi kaginilmazdir (Daughton, 2004). Bununla
birlikte, c¢evresel izleme tekniklerinin yetersiz olmasi ve maddelerin normal ve nano
formlarinin ayirt edilmesindeki zorluklardan dolayr nanopartikiillerin ¢evreye salinimi ve

miktar konusunda ¢ok az bilgi mevcuttur. Giiniimiizdeki modelleme teknikleri
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nanopartikiillerin ¢evresel konsantrasyonlarini pg/L diizeylerinde tespit edebilmektedir
(Boxall vd., 2007). Ornegin, TiO,-nanopartikiillerin iskandinav sucul ekosistemlerinde
tahmin edilen konsantrasyonu 0,0007 ile 0,0245 ng/L arasinda degismektedir (Mueller ve
Nowack, 2008; Perez vd., 2009).

Yapilan ¢aligmalar farkli sucul ortamlarda askida kati maddelerin, kimyasal
kirleticilerin ayirimi ve uzak mesafelere tasinimi konusunda 6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Ayrica, nehirlerin ve kiyisal bélgelerin hidrodinamik ve morfolojik
Ozellikleri de nanopartikiillerin dagilim sinirlarini belirlemektedir (Smedes, 1994). Denizel
ve kiyisal sucul ¢evrelerde; seker, protein ve lipid iceren deniz yiizey suyu mikrotabakasi
nanopartikiillerin davranislarinda énemli rol oynamaktadir. Ozellikle lipid kismu, lipofilik
nanopartikiillerin ayrigsmasinda Onemli bir faktér olmaktadir (fullerenler ve karbon
nanofiberler). Siiphesiz bu durum nanopartikiillerin su ekosistemlerindeki davraniglarini ve
biyolojik olarak kullanilabilirligini etkilemektedir. Yiizeyalt1 denizel ve kiyisal
ekosistemleri, pekgok omurgasiz canli ve balik tiirlerine ait pelajik yumurta ve larvalar
iceren genis mikrobiyal topluluklara sahiptir (Wurl ve Obbard, 2004). Nanopartikiillerin
sucul organizmalar tarafindan viicuda alimim yollart; direkt olarak yutma, solungaclar
aracilifiyla giris, koku alma organlar1 ve deri yoluyla viicut duvarindan gegis seklindedir.
Protista ve metazoanlar gibi 6karyotik organizmalar nano (<100 nm) ve mikro (100 nm-
100,000 nm) Olgekli partikiillerin hiicresel olarak igsellestirilmesi i¢in endositoz ve
fagositoz olarak ifade edilen ¢ok gelismis siireclere sahiptir (Pelkmans ve Helenius, 2002;
Reiman vd., 2004). Omurgasiz canlilarda hiicresel bagisiklik sistemi, bagirsak epiteli ve
hepatopankreas, yutulan nanopartikiiller i¢in muhtemel hedef bélgeleri iken (Moore,
1990), baliklarda 1ise karaciger nanopartikiiller i¢in muhtemel hedef organdir.
Nanopartikiiller bagirsak epitelinden endositik tasgiim yoluyla gecerek hepatik portal
dolasim sistemi araciligiyla hepatositlere ulasir ve endositoz islemiyle siire¢ sonlanir

(Smedsrud vd., 1984).
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1.12. Toksikolojik Calismalarda Deney Organizmalarinin Secimi

Akuatik toksisite ¢alismalarinda deney organizmalarinin se¢imi oldukca 6nemlidir.
Toksikolojik testlerde giincel ve anlamli sonuglar elde etmek i¢in sadece uygun test tipinin
degil ayn1 zamanda uygun test organizmasininda se¢ilmesi gerekmektedir (Rand, 1995).
Onceleri sadece balik tiirleri secilirken simdilerde daha duyarli olduklari kanitlanan
omurgasiz hayvanlar se¢ilmektedir. Genel olarak bu organizmalarda aranan ozellikler
sOyledir; secilecek organizmanin ekolojik ve ekonomik olarak 6neme sahip olmasi, genis
cografik dagilim gostermesi ve yilin tiim zamanlarinda istenildiginde bulunabilmesi,
kimyasal maddelere karsi duyarli olmasi, kullanilan bireylerin genel olarak parazitten ve
hastaliklardan etkilenmemis olmas1 ve fiziksel olarak herhangi bir zarar gormemis olmasi,
kullanilacak tiir hakkinda yeterli biyolojik ve fizyolojik bilgilere sahip olunmasi ve son
olarak kullanilan deney o tiir i¢in uygun olmas: gerekmektedir (Bat ve Rafffaelli., 1998;
Bat vd., 1999). Yine bu organizmalarin tiir i¢i ve tiirler arasinda duyarlilik farklilig1
gosterdiginde miimkiin oldugunca genis bir duyarliliga sahip olmalidir. Tiirlerin laboratuar
calismalarina adaptasyon kabiliyetlerinin yiiksek ve kiiltiirlerinin yapilabilir olmasi
gerekmektedir. Secgilecek tiirler en az bir ay slireyle laboratuarda saglikli sartlarda
muhafaza edilmelidir. Tirlerin biyolojilerinin, tuzluluk, pH ve sicaklik isteklerinin
onceden bilinmesi gerekmektedir. Organizmanin gida zincirindeki diizeyi, ekonomik
yonden 6nemi ve en hassas evresi bilinmelidir. Ayrica, denemde kullanilacak organizmalar
uygun boyda olmalidir (Greenberg vd., 1985; Rand, 1995).

Akuatik toksikolojide test tiirlerinin se¢imi daha ¢ok arastirmanin amacina bagh
olmakla birlikte, omurgalilar igerisinde baliklar temel grubu olusturmaktadir. Toksikolojik
testlerde yaygin olarak kullanilan balik tiirleri; kaynak alabaligi, gokkusag: alabaligi, japon
baligi, sazan baligi, golyan baligi, kanal yaymn baligi, giines baligi, turna baligi, dikence
balig1 zebra balig1 ve lepistes baligidir. Baliklarin yani sira bakteriler, algler, yiiksek yapili
bitkiler, protozoa, sdlenterata, rotifer, annelidler, krustasea, su bocekleri ve yumusakgalar
da testlerde kullanilan diger gruplardir (Pascoe ve Edwards, 1989).

Bu c¢alismada, tuzlu su karidesi (Artemia salina)’da maruz birakma c¢alisilmalari
yiirlitiildii bu tiirlin, laboratuar sartlarina uyum kabiliyetlerinin yliksek olmasi ve kolay
yasatilabilmesi, kimyasallara kars1 duyarli olmasi, genel fizyolojisi ve davraniglarinin iyi
bilinmesi hayat evresinin kisa olmasi, yumurtalarmin (kistlerin) kolaylikla yilin her

mevsiminde temin edilebilmesi ve laboratuarda yumurtalarinin kolay agilabilmesi, eskiden
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beri toksisite ¢aligmalarinda indikator tiir olarak kullanilmasi gibi 6zellikleri sebebiyle

tercih edilmistir.

1.13. Tuzlusu Karidesi (Artemia salina)

Ergin bir Artemia yaklasik olarak 8-10 mm boyunda uzun bir viicut, iki tane sapli
g6z, dokusal bir sindirim sistemi, duyusal antenler ve 11 ¢ift toraks (giigiis) uzantisina
sahiptir. Erkekler karninin arka kisminda 1 ¢ift tireme organina sahiptir. Disi Artemia’ lar
karinlarinin altinda 11. uzantinin hemen arkasinda bulunan yumurta kesesi sayesinde
kolayca ayirt edilebilir. Ayrica karin igersinde ovaryumlar bulunur. Normalde olgunlagan
yumurtalar yumurta kesesine dokiiliir, burada dollenir, kulucka evresini tamamlar ve naupli
olarak disiyi terk eder. Ancak olaganiistii kosullarda (6rnegin ¢ok yiiksek tuzluluk ve ¢ok
diisiik oksijen seviyesi) embriyo sadece gastrula evresine kadar gelisir ve etrafi yumurta
kesesi etrafinda bulunan bir bez tarafindan salgilanan kalin bir kabukla g¢evrilir. Kist ad1
verilen dayanikli yumurtalar, yumurta kesesini terk ederek suya gecerler. Optimum sartlar
altinda Artemia birkag ay yasayabilir. 8 giinde ergenlik evresine ulasir ve her dort giinde
300 yumurta (kist) ya da naupli tretir. Artemia diinyada 500 civarinda dogal ve yapay
gblde yasayabilmektedir. Tropik, suptropik ve iliman iklim gollerindeki kiyisal ve i¢
sularda yasamini siirdiirebilir. Her ne kadar tuzlu su karidesi olarak bilinirse ve yasadigi
sular genelde yiiksek tuzluluga sahipse de tiim yiiksek tuzlu gollerde rastlanmayabilir.
Ornegin iilkemizdeki Tuz Géliinde fazla yaygin degildir. Yasadigi sularin sicaklign 6-35°C
arasinda degisebilirken, %o35'lere kadar ulasan tuzluluklarda yasayabilirler. Besin
partikiillerini filtre ederek beslenirler fakat secici degildirler yani uygun biiyiikliikteki canli
cansiz organik, inorganik materyalleri (bakteri, mikroalg, detritus) tiikketebilir. Fakat birinci
derecede tercih ettikleri gida fitoplanktondur. Tiim hayatlar1 boyunca planktonik
formdadirlar yani su hareketleri ile tasinirlar (MEGEP, 2008).

Erkekler 7. abdominal segmentin ilkinde bir ¢ift penise sahiptir disi Artemia ayni
segmentte tam olarak 11. torakopodda bulunan yumurta kesesi veya uterusla kolayca ayirt
edilebilir. Ergin disiler yetisme kosullarina ve embriyo gelisimini bagli olarak ya ovipar ya
da ovovivipar olarak yaklasik her 140 saatte bir yumurtlarlar. Disilerde ovulasyondan
(ciftlesme sonucu dollenme) sonra meydana gelen yumurtlamayi bir kabuk degistirme
takip eder. Dollenmis yumurtalar genelde anne tarafindan birakilan serbest yiizen

Naupli’lere dogru (ovovivipar iireme) bir gelisim gosterir. Sira dis1 kosullarda (6rnegin
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yiiksek tuzluluk, diisiik oksijen seviyelerinde) embriyolar sadece gastrula safhasina kadar
geligir. Bu durumda (uterusta bulunan kahverengi kabuk bezleri tarafindan salgilanan)
kalin bir kabuk ile ¢evrelenirler, metabolik uyku haline (kisuykusu) gecerler ve sonra disi
tarafindan birakilirlar (ovipar lireme).

Prensipte hem oviparlik hem de ovoviviparlik tim Artemia wrklarinda bulunur ve
disiler gelecekteki tek bir yumurtlamadan itibaren iireme modlarini degistirebilirler. Disiler
hem ovovivipar hem de ovipar olarak tiremek i¢in genetik egilimlerinde farklilasabilirler.
Higbir Artemia’'min ovovivipar Naupli tretme Kkabiliyetini tamamen kaybetmedigi
bilinmektedir. Yumurtalar yiiksek tuzlu sularda ¢ogunlukla ylizerler ve biriktikleri ve
kuruduklart kiyilara siiriiklenirler. Bu dehidrasyon (suyunu kaybetmesi) islevi sonucu
olarak kis uykusu mekanizmasi genelde inaktif hale geger; kistler bu anda hareketsiz bir
durumdadir ve en uygun kuluckalama sartlarinda su aldiginda daha sonraki embriyonik
gelisimlerini yeniden kaldig1 yerden baglatabilirler. En iyi kosullar altinda tuzlu su karidesi
naupliustan yaklasik 8 giinde ergin hale kadar biiyiidiigii, birkac¢ ay kadar yasayabilirler ve
her 4 giinde bir 300 Naupli veya yumurtadan fazla bir hizda tireyebilirler.

1.14. Nanopartikiiller ile ilgili Onceki Yapilan Cahsmalar

Nanopartikiillerin zararli etkilerininin arastirildigi toksikolojik calismalar oldukga
stnirhdir. Fullerenler (Cegg), boyutlart ve fizikokimysal 6zellikleri 1yi bilinen nanoyapilar
olmalar1 nedeniyle yapilan ilk ¢aligmalarin pek ¢ogunda kullanilmistir. Son yillara kadar
nanopartikiillerin toksisiteleri hakkinda ¢aligmalarin ¢ogu memeli hayvanlar (fare, domuz
vb.) ile yapilan ¢aligmalarken son zamanlarda calisiimasi daha kolay olan omurgasiz

canlilar kullanilmaya baglanmastir.

1.14.1. TiO; Nanopartikiilii ile Yapilan Calismalar

TiO; nanopartikiillerine maruz kalan gokkusagi alabaliklarinin beyinlerinde herhangi
bir hasar olusmamasina ragmen, solungag¢larinda oksidatif stres kaynakli hasarlar tespit
etmislerdir. Bu da gostermektedir ki, beyinde bir hasar olusumu nanopartikiil tiiriine bagl

olarak degismektedir (Federici vd., 2007).
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Zebra baligi, dafniya ve alg tiirleri titanyum oksit nanopartikiiliine hemde ¢oziiniir
tuzlar olarak glimiis, bakir, aliminyum ve kobalta maruz biraktiklar1 ¢aligmalarinda, nano
glimiis ve nano bakir test edilen tiim organizmalarda 48 saat i¢inde 40 ve 60 ug/L kadar
diisiik bir ortalama letal konsantrasyonlarda toksisiteye neden olmustur. Oysaki, Daphnia
pulex yetiskinlerinde titanyum oksit testlerin higbirinde toksik olmadigi goézlenmistir.
Metallerin nanopartikiil formlar1 ve yigin formlar1 ¢6ziiniir formlarindan daha az toksik
oldugu rapor edilmistir (Griffitt vd., 2008).

TiO,, diger nanopartikiillere gore daha diisiik oranda toksik etki gostermektedir.
Yavru sazan baliklariyla (Cyprinus carpio) yapilan deneylerde yiiksek nanopartikiil
konsantrasyonlarinda dahi 6liim goriilmezken solunum sisteminde doza bagl olarak stres
olusumu ve oksidatif stres etkisi ve nedeniyle siiperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz ve
laptoperoksidaz enzim miktarinda digisiklikler tespit edilmistir (Hao vd., 2009).

Daphnia magna, TiO; nanopartikiiliniin akiimiilasyon (birikim) analizi ve kronik
toksisite (21 giin) ve modifiye akut (72 saat) toksisitesini c¢alismiglardir. TiO;
nanopartikiilii geleneksel 48 saat maruz kalma siiresi iginde Dafniya’a minimal toksisite
uygulandiginda toksik etki olmadigi bulunmustur, fakat maruz kalma siiresi 72 saate
uzatildigi zaman yiiksek toksisite gosterdigi gozlenmistir. Dafniyalarda, 21 giin TiO;
nanopartikiiliine kronik mazuriyete bagl tireme kusurlarinin yaninda agir biiyiime geriligi
ve oliim gozlemlenmistir. TiO, nanopartikiiliiniin 6nemli bir miktar1 dafniyalarda biriktigi
bulunmustur (Zhu vd., 2010).

Zebra baligi embriyolarin1 dollenmeden serbest yiizme evresine kadar TiO;
nanopartikiillerine maruz birakildigr c¢alismada kulucka evresi, yasam kalitesi ve
malformasyon (sakatlik) oraninin TiO; nanopartikiilii tarafindan etkilenmedigi rapor
edilmistir. Ancak ortalama ve maksimum hiz ve aktivite diizeyi de dahil olmak {izere larva
ylizme parametrelerini 6nemli dlgiide etkiledigi kaydedilmistir (Chen vd., (2011),.

Bakteri hiicrelerinde metal oksitin mutajenik potansiyeli ve hiicresel alimini,
Salmonella typhimurium da agleramasyon olmadan ¢iplak ZnO ve TiO; nanopartikiillerini
kullanarak gozlemlemislerdir. Hiicre igindeki nanopartikiilerin tekdiize dagilimi ve
icsellestirmesi TEM analiziyle gosterilmistir. ZnO ve TiO nanopartikiil konsantrasyonuna
bagl olarak Salmonella typhimurium hiicrelerinde 6nemli olgiide igsellestridigi akim
sitometre verileri ile kanitlamistir. Bu nanopartikiillerin S. typhimuriu ‘un TA98, TA1537
ve E. Coli (WP2uvrA) suslarinda kullanilmistir mutajenik potansiyellerinin zayif oldugu
gosterilmistir (Kumar vd., 2011).
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Titanyum dioksit nanopartikiillerinin (TiO2) akut toksisitesi ve oksidatif stresi olgun
deniz kulagi (Haliotis diversicolor supertexta)’inda akut etkisini gozlenmemistir.
Antioksidan enzim siliperoksit dismutaz aktivitesini Onemli Olgiide 1,0 mg/l
konsantrasyonundaki TiO, nanopartikiilinde arttigi enzimatik olmayan antioksidan
iceriginin 6nemli Glglide 0,1 ila 10 mg /I arasinda degisen TiO, gruplarinda azaldigini
bulmustur. Lipid peroksidasyonu seviyesinin ise TiO, nanopartikiillerinde doza bagimli
olarak arttig1 bulunmustur (Zhu vd., 2011).

TiO, nanoaprtikiillerinin (10-30 nm) etkisi ve akuatik stabilitesini Artemia salina
tizerinde arastirmiglardir. Akut maruziyet hem yetiskin hemde larval formda
yiiriitiilmiistiir. TiO, nanopartikiilii tiim siispansiyonlarinda hizli agregasyonu gézlenmistir.
Fakat hem larva hemde yetiskin bireylerde 6nemli birikim olmamuistir. Nanopartikiiller
bagirsaklarda depolanmistir. Fakat 24 saat de calisilan konsantrasyonlarda dnemli toksisite

ve 6lim kaydedilmemistir (Ates vd., 2012).

1.14.2. ZnO Nanopartikiilii ile Yapilan Caliymalar

Hiicre ic¢inde (in vivo)’ da bakir nanopartikiillerinin (3.5 nm) toksisitesi, LDsy,
morfolojik degisiklikleri ve patolojik incelemeleri degerlendirmek i¢in deney farelerin kan
biyokimyasal indeksleri mikro bakir pargaciklar1 (17 um) ve bakir iyonlar1 (CuCl, - 2H,0)
ile karsilagtirmali olarak incelemislerdir. Sonuglar nano ve iyonik bakir pargaciklarinin
toksisitesinin orta seviyede, mikro bakirin ise toksik olmadigini géstermektedir. Nano
bakir pargaciklart bobrek, karaciger ve dalakda birikmesinden dolay1 bu organlarda ciddi
toksikolojik etkiler bulunmustur (Chen vd., 2006).

Suda ¢6ziinlir ZnO nanopartikiillerinin mutajenitesini ames testinde Salmonella
typhimurium TA98, TA100 ve TA1537 ve Escherichia coli WP2 uvrA/pKM101 suslar
kullanarak preinkiibasyonda S9’lu metabolik aktivasyon varlifinda ve yoklugunda test
edilmis olup tiim bu suslarda mutajenite bulunmamistir (Yoshid vd., 2009).

ZnO partikiillerinin zebra baliginin larva ve embriyo gelisimi {stiine toksisitesi
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda; 48 saat icinde mikro Olgekli ZnO nanopartikiil
agregatlar1 zebra baliginda embriyo ve larvalart icin doza bagimli toksisite gosterdigi
kaydedilmis ve yine yumurtadan ¢ikma oraninin azalttifi ve perikardiyal 6deme neden

oldugunu rapor etmislerdir (Zhu vd., 2009).



18

Zebra baliginda dollenmeden sonra 96 saatlik embriyo larva testi nano ZnO
stispansiyonu’nun zebra baligi embriyolarini 6ldirdiigic (50 ve 100 mg/l) ve hasarli
embriyolarda kulugka larvalarin viicut uzunlugununu kisalttigi ve 96 saat maruziyetinden
sonra kuyruk malformasyonuna sebep oldugunu kaydetmislerdir (Bai vd., 2010).

Sediment organizmalarinda kritik yasam dongilisii parametrelerinde Zn’nin nano
Olgekli, y1gin ve ¢oziliniir formlarimi karsilastirmiglardir. Amfipod Corophium volutator 'un
tam bir yasam dongiisii boyunca (100 giin), ZnO nanopartikiilii (35 £ 10 nm), yigin (bulk)
(160 = 81 nm ) ve Zn iyonlar1 (ZnCl,)’nin etkilerini sedimentte lireme, biiyiime ve 6liim
oranlart incelendiginde, su ile maruz kalan ¢inkonun 0,2-1,0 mg/l araliginda tim formlar1
icin maruz kalan canlinin lireme oranini etkiledigi ve biiyiime de gecikme oldugu
gdzlenlenmistir. Cinko mineralinin elemental bilesimi ZnO nanopartikiilii, Zn" ve y18in
7Zn0O’a maruz kalan organizmalarda da farkli sonuglar gézlenmemistir (Fabrega vd,, 2012).

Chlorella vulgaris ve Scenedesmus dimorphus iki alg tiriinde ZnO
nanopartikiillerinin toksik etkisini incelemislerdir. Chlorella tiirleri i¢in ZnO nanopartikiil

toksisitesi Scenedesmus tiirlerinden ¢ok daha fazladir (Pendashte, vd., 20013).

1.14.3. Ag Nanopartikiilii ile Yapilan Calismalar

Toksik veya toksik olmayan nanomateryallerin maruziyetini takiben zebrabaligi
solungaclarinin yanit1 iizerine nanoparcacik kompozisyon etkilesimi ve c¢oziinmesi
incelenmistir. Disi zebrabaligi 48 saatte nanobakir, nanogiimiis yada ¢oziiniir bakir ve
giimils maruziyetinde gozlenen konsantrasyonlarda toksik olmadigini kaydetmislerdir
(Griffitt vd., 2009).

Giimiis nanopartikiillerinin aerobik metabolizmasini siirdiiremeyen baliklarda kritik
oksijen basinci ve bazal metabolizma hiz1 tarafindan ifade edilen oksijen tiikketimi iizerine
etkisini Avrasya levrek (Perca fluviatilis)’inde incelediler ve sonuglar glimiis
nanopartikiillerinin bazal metabolizma hizina etkisi yoktur (Bilberg vd., 2010).

Giumiis (Ag) nanopartikiillerinin baliklarda toksik etkilerinin degerlendirildigi
caligmalarinda, golyon baligi embriyolarinda 96 saat LCsy degerleri 35 ve 100 nm
boyutlarindaki nanopartikiiller i¢in sirasiyla 9,4 ve 10,6 mg/l olarak hesaplanmistir. Ayrica
konsantrasyona bagli olarak larva anormalliklerinde artis gortilmistiir (Laban vd., 2010).

10, 35 ve 600-1,600 nm boyutunda Ag nanopartikillerinin etkisini gokkusagi

alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’inda incelemislerdir. Solungaglari, karaciger ve bobrekler
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icine nanopartikiil alimi optik emisyon spektrometresi (ICP - OES) ile odlgiildiigiinde
birikim en fazla solungaglarda ve karacigerde oldugu tespit edilmistir (Scown vd., 2010).
Polyalthia longifolia yapraginindan D-sorbitol kullanilarak sentezlenen giimiis
nanopartikiillerinin antimikrobiyal aktivitesi oldugunu bulmuglardir. Ag
nanopartikiillerinin gram pozitif bakterilerden ziyade gram negatiflerde daha genis

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bulmuslardir (Kaviya, vd., 2011).

1.15. Calismanin Onemi ve Amaci

Ozellikle sucul ¢evreler nanpartikiillere maruz kalma konusunda risk altinda bulunan
ortamlardir. Nanopartikiillerin su ortamindaki davraniglari, sucul organizmalar tarafindan
viicuda alinma kapasitesi ve olusabilecek potansiyel toksik etkileri konusunda halen ¢ok az
calisma vardir. Nanopartikiillerin ¢evremizde olusturdugu risklerin belirlenebilmesi igin
oncelikle sucul organizmalar iizerindeki etkilerinin detayli olarak arastirilmasi
gerekmektedir. Sucul ortamda organizmalar tizerindeki etkilerin anlasilabilmesi igin
nanopartikiillerin viicuda alinim mekanizmasi, davraniglar1 ve maruz kalma yonteminin iyi
anlasilmas1 gerekir. Sucul canlilarin su ortamindaki muhtemel nanopartikiil aliniminm
tahmin edilebilmek i¢in bunlarin su slitunundaki kiime olusturma egilimi, uzun émiirliligii
ve ¢evrede bulunan dogal organik maddelerle olan etkilesimi gibi fiziksel 6zelliklerinin de
Iyi bilinmesi gerekir. Nanopartikiiller suda ¢oziinme oOzelligine sahip degillerdir, bu
nedenle bulunduklar1 su ortam1 hareketsiz ise tabana ¢okme ya da ortamda bulunan diger
materyallere tutunma egilimindedirler. Bu yiizden nanotoksikolojik ¢aligmalarda
geleneksel statik  toksikolojik test diizenekleri kullanilamamaktadir. Dolayisiyla,
nanotoksikoloji denemeleri i¢in hareketli su ortami saglayan yeni bir test sisteminin
gelistirilmesi gerekmektedir.

Bu c¢alismada, Artemia salina (naupli) kullanilarak ticari amagla imal edilen
TiOz’niin ve TiOy’ye yiiklenen ZnO ve Ag nanopartikiillerin yeni bir test sistemi
gelistirilerek genel ekotoksikolojik ve karakteristik Ozelliklerinin belirlenmesi ve bu
nanopartikiillerin akuatik stabilitesinin tespit edilmesi hedeflenmistir. Bu amagla;

Kullanilan test canlilarina zarar vermeden homojen bir karigim ortami saglayan
nanopartikiil test sistemi gelistirilmesi,

Doz-etki deneyleri yapilarak nanopartikiillerin  letal (LCsp) ve subletal

konsantrasyonlarinin belirlenmesi,
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Testlerde kullanilan nanopartikiillerinlerin akuatik stabilitesinin (Hidrodinamik
boyutunun) konsantrasyon ve zamana bagl olarak degisiminin belirlenmesi ve bunlarin
birbiriyle kiyaslanmasi,

Test organizmasinin 24 saat maruz birakma sonunda ne kadarini bilinyesini aldig1 ve
yine 24 saat siire sonunda bagirsaklardan ne kadarini elimine ettiginin belirlenmes,

Test organizmasinin maruz birakma sonunda olast morfolojik degisimlerinin

elirlenmesi amag¢lanmustir.



2. MATERYAL VE METOT

2.1. Nanopartikiil Temini

Toksikolojik deneylerde TiO,, ZnOTiO,, AgTiO, nanopartikiilleri kullanildi. Saf
anataz formundaki TiO; (Titanyum dioksit) (%99,0 saflikta) nanopartikiilii Sigma Aldrich,
Almanya’dan temin edildi. ZnOTiO,, (¢inkooksit titanyum dioksit) AgQTiO, (glimiis
titanyum dioksit) nanopartikiilleri ise KTU Fen Fakiiltesi kimya laboratuarinda Prof. Dr.
Miinevver SOKMEN tarafindan sentez edildi.

2.1.1. ZnOTiO; Nanopartikiillerinin Hazirlanis

ZnO metal oksit TiO, fotokatalizoriine %1 oraninda yiiklendi. 10 g TiO, katalizorii
ile 10 ml su karistirilarak bulamag haline getirildi. 0,3355 gr ZnO, karisima ilave edilerek
400 °C de 6 saat kalsine edildi. Daha sonra desikatdrde sogutularak koyu renkli agz1 kapali
sisede saklandi.

2.1.2. AgTiO;, Nanopartikiillerinin Hazirlanisi

%1 oraninda Ag’iin TiO, fotokatalizoriine yiiklendi. 10 g TiO; ile 9,2 ml 0,1 M
AgNO; ¢ozeltisi karigtirilarak bulamag haline getirildi. Karistma 10 ml %1 NayCOs;
karistirilarak 400°C’lik kiil firminda 6 saat araliksiz kalsine edildi. Daha sonra desikatdrde

sogutularak koyu renkli agz1 kapali sisede saklandi.

2.2. Test Organizmasi

Artemia salina kistleri (salt lake aquafeed premium artemia cysts) deniz suyunda
inkiibe edildi. Deniz suyu olarak Karadeniz deniz suyu (Ordu Kiyilari/merkez) ve yapay
okyanus tuzu kullanildi. Alinan deniz suyu bir giin laboratuarda dinlendirildikten sonra 30-
um milipor seliiloz filtre ile siiziildii kist halindeki Artemia’lar 12 saat boyunca 4°C de

distile suda hidratland: ve batan kistlerden yiizenleri ayirt etmek igin yikandi. Batan kistler
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soguk deiyonize suyla yikandi ve huni ya da pipet yardimiyla toplandi. Yaklasik 3 gram
onceden temizlenmis kistler 1,5 litre deniz suyu igeren ve hava taslariyla havalandirilan
konik plastik siselerde 30+£1°C‘de inkiibe edildi ve Artemia 24 saat iginde yumurtadan
c¢ikt1. Florasan lambalar tarafindan devamli 1.500 Ix aydinlatmayla giinisig1 saglandi.
Artemia sayimi, Sorgeloos (1980) tarafindan belirlenen prosediire gore yapildi.
Yapilan her ¢aligma i¢in Artemia sayisi ayri ayri belirlendi. Kisaca, yumurutadan g¢ikan
Artemia naupli larvasini igeren ¢6zeltiden temiz bir beher igerisine 100 ml konuldu.
Homojenligin saglanmasi bakimindan siirekli karistirma altinda bu stok ¢ozeltiden 1 ml
alind1 ve deniz suyu ile 100 ml’ye seyreltildi. Yine siirekli karistirma altinda seyreltilen bu
yeni ¢ozeltiden 0,1 ml alinip sayim igin petri tabagina konuldu. Naupli’nin sayisi bu
hacimde stereo mikroskop (Leica S8APO) altinda sayim yapilarak tespit edildi. Bu sayim,
her eliminasyon (bagirsaktan atma), akiimiilasyon (bagirsakta biriktirme) ve LCsg

calismalari i¢in ayr1 ayr1 gergeklestirildi.

2.3. Nanopartikiillerin  Sulu  Siispansiyonlarinin  (Test  Cozeltilerinin)
Hazirlamisi

Istenilen konsantrasyonlarda stok ¢ozeltilerini, hazirlamak igin test maddeleri olan
TiO,, ZnOTiO, ve AgTiO; nanopartikiil tozlarin1 deiyonize suda dispersiyonla hazirlandi.
Daha sonra bu ¢o6zelti 20 saniye vortekslendi ve nanopartikiillerin stok c¢ozeltileri
hazirlanirken, suda dagilimi artirmak ve suda nanopartikiillerin maksimum dagilimini
saglamak i¢in ultra sonik su banyosu (Bandelin, sonorex) kullanildi. Tiim bu asamalardan

sonra belirlenen test konsantrasyonlari stok ¢ozeltiden seyreltme yoluyla hazirlandi.

2.4. Nanopartikiillerin Boyut Dagilimi ve Karakterizasyonu

TiO,, AgTiO; ve ZnOTiO; nanopartikiillerin boyut dagilimi ve morfolojisi SEM
(Scanning electron microscope), Master Sizer (Malvern Hydro 2000 mu) partikiil boyut
Olgiimii ve XRD (x 1sm1 difraktometre) ile karakterize edildi. MasterSizer ile sulu
siispansiyonlarinin boyut dagilim 3 farkli zamanda Ol¢iim degerleri alinarak boyut
degisimleri belirlendi. Ilk 6lgiim siispansiyonlar hazirlandiktan hemen sonra (taze stok

soliisyonu) digeri 24 saat sonunda liciincii ise 96 saat sonra yapildi. Nanopartikiillerin kuru
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(toz halinde) boyut 6l¢iimii ise XRD ile belirlendi (Tablo 1). SEM ile de nanopartikiillerin

agregasyon (kiime/y1gin olusturma) morfolojisini belirlemek i¢in goriintii alindi.

Tablo 1. Yiikleme yapilan katalizérlerde Bragg esitligi ile hesaplanan tanecik boyutu

Katalizorler FWHM (B) Radyan (R) 2-Theta D (tanecik boyutu, nm)

TiO, 0,197° 3,43x10° 25,580 44,01
(%1) AgTiO; 0,186° 3,24x10® 25,332 43,0
(%1) ZnOTiO, 0,180° 3,14x10°® 25,253 45,2

2.5. Akut Toksisite Calismasi

2.5.1. Deney Diizeneginin Hazirlanmasi

Nanopartikiiller bilinen maddelerden ¢ok daha farkl fiziksel ve kimyasal 6zelliklere
sahiptirler. Bulunduklar1 sulu ortam igerisinde kiime olusturma ve tabana ¢okme
egiliminde olduklarindan sulu fazda toksik etkilerinin arastirilmasinda hareketli sistem
kullanilmalidir. Bu nedenlerle toksik testler i¢in hareketli bir ortam saglayan ancak test
canlilarin1 etkilemeyecek sekilde yeni bir test sistemi gelistirilmesine ihtiyag vardir.

Bu amagla maruz birakma deneylerinde 2 litrelik konik polietilen siseler kullanildi.
Bu siselerin kapaklarindan ince plastik boru girebilecek sekilde delik agildi. Deney
sirasinda kapaktan sivinin ¢ikmasinin Onlenmesi i¢in distan silikon ve parafilm ile
kapatildi. Bu plastik borunun diger ucu ise akvaryum hava pompasina baglandi. Kapaga
takilan borunun ucuna artemia’larin kolay toplanmasi ve hava girigini kontrol edilebilmesi
icin vana takildi. Bir akvaryum hava pompasi ile akiimiilasyon ve eliminasyon deneyleri
i¢in 2 sise (1000 ml), LCsp icin ise 4 sisenin (100 ml) havalandirilmasi saglandi. Boylelikle
hava pompasi vasitasiyla organizmalarin zarar gormeyecegi sekilde devamli karistirma ile
homojen karisim saglanirken, ayn1 zamanda artemia i¢in siirekli oksijen saglandi. Hava
pompasini birden fazla sisede kullanmak i¢in motorun ¢ikis yerine ince boru takildi ve bu
borunun serbest ucu T ile takilarak ¢ogaltma saglandi ve her bir siseye giden borunun
ucuna ise suyun geri kagmasini 6nlemek igin ¢ekvalf takildi (Sekil 1). Ayrica zamanla su

buharlagsmasint dnlemek amaciyla sistemin iist kismina plastik kapak konuldu. 24 ve 96
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saatlik test siiresince bu sistemler kullanildi. Deney siiresince su degisimi yapilmadi ve

herhangi bir miidahalede bulunulmadi.

Sekil 1. Artemi salina larvalari igin oksijen ve siirekli karistirma ile
nanopartikiillerin ¢dkmesini Onleyerek homojen karigim ortami
saglayan toksikolojik test sistemi.

2.6. Nanopartikiillerin Akut Toksisitesinin Belirlenmesi

Akut maruz birakma, OECD 202 test rehberine gére (OECD 2004) 24, 48, 72 ve 96
saat Artemia naupli larvasi igin yiiriitiildii. Her bir zaman dilimi i¢in deneme diizenegi ayr1
ayrt kuruldu. TiOp AgTiO; ve ZnOTiO; nanopartikiillerinin toksik konsantrasyonunu
belirlemek igin farkli konsantrasyonlarda nanopartikiiller kullanildi (Tablo 2). Kontrol
gruplaria ise hi¢bir kimyasal eklenmedi. Calismalar konik plastik siselerde (i¢ hacmi 0,5
ve 2 litre) iiclii Olgtimlerle (ii¢ tekrarl) gerceklestirildi. Akiimiilasyon ve eliminasyon
deneyleri i¢in maruz birakma deneyi, 1000 ml de yiritiilirken, LCso deneyleri i¢in Her
konsantrasyon 100 ml olarak hazirlandi. Denemelerde 2. giiniin sonunda stereo mikroskop
altinda en hareketli, tim ekstremiteleri tam saglikli oldugu goézlenen bireyler secilerek
herbir siseye 50 birey konuldu. Calisilan tiim konsantrasyonlar 24, 48, 72 ve 96. saatlerde

mikroskop altinda olen canlilarin (naupli) sayimi yapildi. Deneme ii¢ tekerriir halinde
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yapildi. Havalandirma maruz birakma sirasi boyunca siispansiyondan nanopartikiillerin
¢okmesini 6nlemek i¢in konik sisenin dibine kadar uzanan bir hat ile saglandi. Deneyler 16
saat aydmlik 8 saat karanhk ortamda 24+2°C de sicaklikta yapildi. Ortamm pH’st maruz
kalmanin sonunda ve basinda 6l¢iildii ve bu deger 7,80+2 olarak belirlendi. Maruz birakma

stiresince Artemia’lara yem verilmedi.

Tablo 2. Artemia’lar tizerine nanopartikiillerin toksik etkisini belirlemek tizere kullanilan
nanopartikiillerin konsantrasyonlari

Nanopartikiiller Calhisilan konsantrasyonlar (mg/l)

AQTIO, 31,25 x10™: 6,25 x10™; 0,125:0,025; 0,05; 0,1; 1, 5 ve 10

ZnOTiO, 31,25 x10™: 6,25 x10™: 1,25 x10; 25 x10% 5 x10%; 0,01; 0,1 ve 0,5

TiO; 31,25 x10°%; 6,25 x10%; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 10; 50 ve 100

Akut toksisite ¢aligmasindan sonra nanopartikiillere maruz birakilan larvalar (naupli)
da gozlenen degisimler faz kontrast mikroskobu (Nikon Eclipse 80i) altinda mikroskobik
incelemelerle kaydedilmistir. Maruz birakilan her grup, kontrol grubu ile kiyaslanarak olasi

anormallikler belirlenerek resimleri ¢ekildi.

2.7. Nanopartikiillerin Akiimiilasyon ve Eliminasyon Deneyi

Onceden belirli miktarda tartilan artemia kistleri yukarida belirtilen prosediire gore
deniz suyunda yumurtadan ¢ikarildi ve 1,5 litre deniz suyuna 3 gr artemia yumurtasi
konularak naupli elde edildi. Eliminasyon ve akiimiilasyon ¢alismasi i¢in artemia sayisini
belirlemeden 6nce ¢ikmayan yumurtalar ¢ozeltiden temizlemek amaciyla yaklasik 48 saat
sonunda konik siselerdeki yumurta naupli karisimi genis bir kaba bosaltildi. Bu karisimda
c¢itkmayan yumurtalarin {istte nauplinin altta kalmasi i¢in bir siire ¢okmeye birakildi.
Bekleme sonrasi, istte ince bir tabaka halinde yumurtlar goriildii. Bu yumurtalar uygun
g0z agikligia sahip kepge ve spatul yardimiyla toplandi. Yumurtalar toplandiktan sonra 12
litrelik artemia stok ¢ozeltisinden 100 ml alindi ve daha sonra 100 mililitreden de 1 ml
alinarak stereo mikroskop altinda sayim yapilarak her konsantrasyona ne kadar canli
diistiigli hesaplandi. Eliminasyon i¢in 1 ml’de 376 canli sayilirken akiimiilasyon i¢in 50

birey sayildi ve maruz birakma c¢aligmasi yapildi. Toplanan artemialar icerisindeki gercek
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metal konsantrasyonlarini belirlemek amaciyla Indiiktif Eslesmis Plazma-Optik Emisyon
Spektrometresi (XSERIES 2 ICP-MS) ile analizi yapild.

Maruz birakma sonunda toplanan Artemia’lar plankton agi tizerinde deiyonize suyla
iyice yikandi. Temiz 6rnekler 0.45 mm whatman filtre kagidindan gegirildi. Bu toplanan
numuneler analize kadar cam sisede -20°C’de saklandi. Enstriimantal analizler Arslan vd.
(2000 ve 2011) protokoliine gore yapilmistir; Her bir numune hassas terazide 0,1 gr olacak
sekilde tartildi, tartilan bu numuneler teflon krozelere konuldu. Bu teflon krozeler
kullanilmadan 6nce saf suyla yikandi ve 80°C’de 1 saat etiivde kurutuldu. Tartilan
numunenin iizerine 2 ml konsantre HNO3 (nitrik asit) ve 0.5 ml HF (hidrojen floriir)
eklendi. Havalandirmali ¢eker ocak igine konulan 60°C’ye ayarlanan hot plate de 2 saat
bekletildi. Numuneler sogduktan sonra krozelerde kalan tortu agzi kapatilarak analize
kadar saklandi.

Yakma islemi yapilan Ornekler cihaz analizinden hemen oncesinde kiilleri ¢ozmek
i¢in %65°lik HNOj3 den her 6rnege 3 ml konuldu, daha sonra tizerine 12 ml saf su konuldu
boylelikle her numune 5 kat seyreltilmis oldu. Daha sonra bu numunelerden 2 ml alind1 ve
0,22 um’lik (por c¢api) filtreden gegirilerek {izerine 6,6 ml deiyonize su eklendi boylelikle
ornegin icerisindeki nitrik asit %2 oranina diigiirtildii. Son seyreltmeden sonra cihaz analizi
yapildi. Analiz sonucunda cihaz okumayi yapamadigindan Orneklereden 10 pl alinarak

tizerine 10 ml %2 HNO; konularak 100 kat ek seyreltme yapilarak analiz yapildi.

2.8. Istatistiksel Analizler

Tim deneyler bagimsiz olarak ii¢ kez tekrarlandi ve veriler standart sapma ile
ortalama olarak kaydedildi. LCsy degeri probit analizi ile hasaplandi. ANOVA, Tukey ve
Dunnet ¢oklu karsilastirmalar ile varyans tek yoOnlii analiz ile maruz kalan gruplar ve
kontrol gruplar1 arasinda akiimiilasyon ve eliminasyon ile konsantrasyonlar arasinda
anlaml farkliliklart tespit etmek icin SPSS 18 paketi kullanildi. Tiim veri analizlerinde

0,05 ve 0,01 anlamlilik seviyesine gore degerlendirildi.



3.  BULGULAR

Artemia salina’da letal konsantrasyonu belirlemek i¢in LCsy ¢alismasi, 24 saat
sonunda nanopartikiillerin biriken miktarini belirlemek i¢in akiimiilasyon (A) ve 24 saat
icinde biinyesine aldig1 nanopartikiiliin 24 saat sonunda ne kadarini ¢ikarttigini belirlemek
icin eliminasyon (E) deneyleri yapildi. Nanopartikiillerin sudaki stabilitesini belirlemek
icinde nanopartikiillerin hidrodinamik boyut 6l¢timii, yine nanopartikllerin toz halinde
(kuru) boyutlarin1 belirlemek i¢cin XRD (x ray diffraction) Olglimii yapildi.
Nanopartikiillerin agregasyonunu gézlemlemek i¢cin SEM (scanning electron microscope)
goriintlisii alind1. Yapilan tiim istatistik ve grafik ¢alismalari SPSS paket programi ve Exel

programi kullanilarak yapildi.

3.1. Akut Toksisite Testi

Denemede AgTiO;, ZnOTiO, ve TiO, nanopartikiillerin dokuz farkli
konsantrasyonda naupli bireylerinde toksik etkisini saptamak igin 24, 48, 72 ve 96 saatlik
zaman dilimleri dikkate alinarak her biri zaman igin probit analiziyle LCsy degerleri
belirlendi (Tablo 3). Biyodeneylerde, deneyin yapildigi ortam ve sartlarla birlikte kontrol
grubu kullanildi. Her kontrolde, deney ortamiyla ayni sayida naupli (50 birey) konuldu,
kontrol grubundaki naupli bireyleri nanopartikiillerin degisik konsantrasyonlarina maruz
kalanlar arasindaki degisimler deney siiresince karsilastiridi ve kaydedildi. Deney
canlilarinda zaman ve konsantrasyon artigiyla birlikte davranig bozukluklari, harketlerde

yavaslama ve viicut ekstremitelerinde sekilsel bozukluklar gozlendi.
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Tablo 3.Nanopartikiillerin Artemia salina (naupli) bireylerine etkisinin LCsy degerleri

LCso degerleri
Nanopartikiiller 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
TiO; 381,600 mg/I 70,122 mg/I 41,263 mg/I 18,771 mg/l
AQTIO; 23,027 mg/l 3,743 mg/I 1,064 mg/I 0,785 mg/I
ZnOTiO; 5,111 mg/I 0,296 mg/I 0,143 mg/I 0,119 mg/I

TiO,, AgTIO, ve ZnOTiO, nanopartikiilleri i¢in 24 saat akut toksik etki igin
belirlenen LCsy degerleri diger zamanlar i¢n belirlenen LCsy degerlerine goére ¢ok
yiikksektir. Bu da sunu gostermektedir ki nanopartikiillerin 24 saat i¢in toksik etkisi
calisilan tim konsantrasyonlarda olduk¢a disiiktiir. Zaman artisiyla birlikte
nanopartikiillerin toksik etkisi artmistir.

Kontrol grubundaki artemialarda viicut boyunca uzanan sindirim sistemi norma
kalinlikta gézlenen bir degisim yoktur ve bagirsagin i¢i hemen hemen bostur. Ekstremiteler
(anten)’de herhangi bir eksilme veya malformasyon gozlenemedi (sekil 3). Buna karsilik,
AQTiO,, ZnOTiO, ve TiO; nanopartikiillere maruz birakilan artemia’larin kontrol grubu
bireyleri ile kiyaslandiginda 6zellikle goz yapisinda degisim (gbz yuvarlaliginin seklinin
degismesi, goz yuvarlaginin kiigiilmesi ve goz siyahliginin renginin siliklesmesi; sekil 2),
bagirsak geniglemesi (sindirim sisteminindeki degisim; sekil 3), dis kabuk yapisinin
seklinde bozulma ve ekstremite (anten vb) kaybi ve malformasyon (sekil 3) mikroskobik

incelemelerde ilk gozle goriinen degisimleridir.
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Sekil 2. Farkli konsantrasyonlarda ki nanopartikiillere maruz kalan Artemia salina
larvalarinin gozlerinde goriilen anormallikler. Normal gbz yuvarlak ve
siyah renkte iken (kontrol), nanopartikiillere maruz kalan artemialarin goz
rengi kayb1 (A3, A4, B3, C4), goz sekinde degisim (Al, A2, A4, B1, B2,
B3, B4, C1, C2, C3) ve gozde siliklesme (A3, B3)



30

Sekil 3. Nanopartikiillerin artemia salina’da sebep olduklari
morfolojik degisimler. A) hicbir nanopartikiile maruz
kalmamig Artemia salina, B) nanopartikiillere maruz
kalan Artemia’larda bagirsak genislemesi ve dis kabuk
yapisinda goriilen anormallikler C) nanopartikiillere
maruz kalan Artemia’larda anten kaybi ve deformasyon
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3.2. Kullanilan Nanopartikiillerin ICP-MS Analizi

3.2.1. AgTiO; Nanopartikiilii ICP-MS Analizi

Artemia’larin 24 saat maruz birakildigi AgTiO; nanopartikiiliinii slispansiyondan
alma miktar1 (A) ile yine 24 saat sonra bagirsaklarindan ¢ikardiklar1 (E) nanopartikiil
miktarinin konsantrasyonlara bagli olarak anlamli bir fark olup olmadigini belirlemek igin
coklu karsilastirma testi ile uygulandi. Bu testte AgTiO, nanopartikiilii iginde Titanyum
(Ti) ve Giimis (Ag) miktarlar1 ayr1 ayri belirlendi ve her konsantrasyon diger
konsantrasyonlar ile birikim ve eliminasyon bakimindan teker teker istatistiki olarak
karsilastirildi. AgTiO, nanopartikiiliiniin i¢indeki Ag miktar1 konsantrasyona bagli olarak
coklu karsilastirma tesiti yapildi ve tiim konsantrasyonlarin Ag miktari1 bakimindan anlaml
farkliligin olmadigi belirlendi (Tablo 4). Titanyum miktari bakimindanda yapilan ¢oklu
karsilagtirma testinde ise 0,01 mg/l ile 0,1 mg/l konsantrasyonlari arasinda anlamli fark,
0,01 mg/l ilel mg/l konsantrasyonlar1 arasinda ise ¢ok anlamli fark vardir (Tablo 5).
Bagimli degiskene goére yapilan istatiskte ise, AQTiOz’nin igerdigi Ag (giimiis)
nanopartikiil miktar1 agisindan konsantrasyonlar ve birikim (akiimiilasyon ve eliminasyon)
arasinda anlamli fark vardir (Sekil 5). AgTiO; nanopartikiilii i¢indeki Ti (titanyum)
miktarma gore konsantrasyon ve birikimi (akiimiilasyon ve eliminasyon) arasinda ¢ok

onemli fark gozlendi (Sekil 6).
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Tablo 4. Coklu karsilastirma testi (Tukey): AgTiO; nanopartikiilii i¢indeki Ag miktar1

Gruplararast  95% Giiven Araligi
Ortalama Standart

(1) doz (J) doz Anlamlilik .
Fark (1-J) Hata Alt Stmir  Ust Sinir
Farki
1 mgl/l 57,37 34,32 0,479 163,36 48,62
0,1 mg/l. 5 mg/l -6,19 34,32 1,000 112,18 99,80
10 mg/I 25,26 34,32 0,945 -80,73 131,24
0,1 mg/l 57,37 34,32 0,479 -48,62 163,36
1 myg/l 5 mg/l 51,18 34,32 0,583 -54,81 157,17
10mg/I 82,63 34,32 0,167 -23,36 188,61
0,1 mg/l 6,19 34,32 1,000 -99,80 112,18
5 mg/l 1 mg/l 51,18 34,32 0,583 157,17 54,81
10 mg/I 31,45 34,32 0,886 -74,54 137,43
0,1 mg/l 25,26 34,32 0,945 131,24 80,73
10mg/l 1 mg/l 82,63 34,32 0,167 188,61 23,36
5 mg/l 31,45 34,32 0,886 137,43 74,54

Yukaridaki ¢oklu karsilagtirma tablosunda Tukey testi sonuglarina gére, AgTiO,
icindeki Ag miktar1 agisindan konsantrasyonlar arasinda P<0,05 anlamlilik seviyesinde

fark gorilmemistir.
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Sekil 4. AgTiO; nanopartikiiline 24 saat maruz birakilan Artemia’larin biinyesine
aldigt Ag miktar1 (A) ve bu siire sonunda temiz deniz suyuna alinarak 24
saat sonra bagirsaktan attig1 Ag miktari (E)

AgTiO,’de Ag (glimiis) nanopartikiil miktar1 agisindan konsantrasyonlar (P=0,041)

ve birikim (P=0.026) (akiimiilasyon ve eliminasyon) arasinda P<0,05 seviyesinde anlamli

fark vardir.



Tablo 5. Coklu karsilastirma testi (Tukey): AgTiO; nanopartikiilii igindeki Ti miktar1

Gruplararast  95% Giiven Aralig1
(1) doz (J) doz Ortalama Standart anlamlilik .
Fark (1-J) Hata Alt Stmir  Ust Sinir
Farki
1 mg/l -0,63° 0,165 0,01 -1,12 -0,13
0,1 mg/l. 5 mg/l -0,46 0,165 0,07 -0,96 0,03
10 mg/l -0,92" 0,165 0,00 -1,42 -0,42
0,1 mg/l 0,63 0,165 0,013 0,13 1,12
1 mg/l 5 mgl/l 0,17 0,165 0,752 -0,33 0,66
10 mg/l -0,30 0,165 0,334 -0,79 0,20
0,1 mg/l 0,46 0,165 0,07 -0,03 0,96
5 mg/l 1 mg/l -0,17 0,165 0,75 -0,66 0,33
10 mg/l -0,46 0,165 0,07 -0,95 0,04
0,1 mg/I 0,92 0,165 ,000 0,42 1,42
10 mg/l. 1 mg/l 0,30 0,165 ,334 -0,20 0,79
5 mgl/l 0,46 0,165 ,073 -0,04 0,96

Yukaridaki ¢oklu karsilastirma tablosunda Tukey testi sonuglarina gore AgTIO,

igindeki Ti miktar1 agisindan; 0,1 mg/l ile 1 mg/l konsantrasyonlar1 arasinda P<0,05

seviyesinde anlamli fark vardir, 0,1 mg/l ilel0 mg/l arasinda ise P<0,01 seviyesinde ¢ok

onemli fark vardir.
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Sekil 5. AgTiO, nanopartikiiliine 24 saat maruz birakilan Artemia’larin biinyesine
aldig1 Ti miktar1 (A) ve bu siire sonunda temiz deniz suyuna alinarak 24

saat sonra bagirsaktan attig1 Ti miktar1 (E)

AgTiO; nanopartikiilii i¢indeki Ti (titanyum) miktarina gére konsantrasyon (P=0,01)
ve birikimi (akmiilsayon ve eliminasyon, P=0,00) arasinda P<0,01 seviyesinde ¢ok 6nemli

fark gozlenmistir.

Tablo 6. AgTiO, nanopartikiiliine 24 saat maruz birakilmis Artemia’larin, normal deniz
suyunda 24 saat sonunda ¢ikarttiklart Ag ve Ti nanopartikiil yiizdeleri

Konsantrasyonlar (mg/l)

0,1 mg/l 1 mgl/l 5 mgl/l 10 mg/I
Titanyum (%) 67 63 81 77
Gimis (%) 0,5 21,5 0,5 0

Artemia’nin, Ti ve Ag konsantrasyonlarinin kendi arasinda degerlendirildiginde
nanopartikiilleri elimine etme (bagirsaktan atma) farki gorilmezken, AgTiO;
nanopartikiilii i¢indeki biriktirdigi (bagirsaga alinma) Ti’nin tiim konsantrasyonlarda
biiytik bir kismin1 bagirsaktan atmasina ragmen Ag’nin 1 mg/l (%21,5) konsantrasyonu

hari¢ diger tim konsantrasyonlarda bagirsaklardan atildig: belirlenmistir.
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3.2.2. ZnOTiO; Nanopartikiilii ICP-MS Analizi

Artemia’larin 24 saat maruz birakildigi ZnOTiO, nanopartikiiliinii siispansiyondan
alma miktar1 (A) ile yine 24 saat sonra bagirsaklarindan g¢ikardiklar1 (E) nanopartikiil
miktarinin konsantrasyonlara bagli olarak anlamli bir fark olup olmadigini belirlemek i¢in
¢oklu karsilagtirma testi ile uygulandi. Bu testte ZnOTiO; nanopartikiilii i¢inde Cinko (Zn)
ve Titanyum (Ti) miktarlar1 ayr1 ayr1 belirlenmis ve her konsantrasyon diger
konsantrasyonlar ile birikim ve ecliminasyon bakimindan teker teker istatistiki olarak
karsilagtirildi. ZnOTiO, nanopartikiiliiniin igindeki Ti miktar1 konsantrasyona bagli olarak
coklu karsilastirma tesiti sonucu 0,1 mg/l ile 0,01 mg/l, 0,5 mg/l konsantrasyonlar1 arasinda
anlamli fark, 0,1 mg/l ile 1 mg/l konsantrasyonlar1 arasinda ise ¢ok anlaml fark vardir
(Tablo 7). ZnOTiO; i¢indeki Zn miktar1 degerlendirmesinde ise 0,01 mg/l ile 0,1 mg/l ve
0,1 mg/l ile 1 mg/l konsantrasyonlar arasinda istatistiki olarak énemli fark vardir (Tablo 8).
Bagimli degiskene gore yapilan istatistikte ise, ZNOTiO,’de titanyum nanopartikiil miktari
acisindan konsantrasyonlar ve birikim (Eliminasyon ve Akiimiilasyon) arasinda ¢ok 6nemli
fark bulunmustur (Sekil 7). ZnOTiO,’de Zn (titanyum) nanopartikiil miktar1 agisindan

konsantrasyonlar ve birikim arasinda ¢ok énemli fark vardir (Sekil 8).



Tablo 7. Coklu karsilastirma testi (Tukey): ZnOTiO; nanopartikiilii i¢indeki Ti miktari

Gruplararas1  95% Giiven Araligi
(1) doz (J) doz Ortalama Standart anlamlilik .
Fark (1-J) Hata Alt Stir  Ust Sinir
Fark:
0,1 mg/l 2,85 0,73 0,01 -5,03 -0,67
0,01 mg/l 0,5 mg/I 0,17 0,73 0,10 -2,01 2,36
1 mg/l 1,02 0,73 0,52 -1,16 3,21
00lmg/l 285 0,73 0,01 0,67 5,04
0,1 mg/l 0,5 mg/l 3,02 0,73 0,00 0,84 5,21
1mgl/l 3,87 0,73 0,00 1,69 6,06
0,01 mg/l  -0,17 0,73 0,10 -2,36 2,01
05mg/l 0,1 mg/l -3,02° 0,73 0,00 -5,21 -0,85
1mg/l 0,85 0,73 0,66 -1,34 3,03
0,01 mg/l  -1,02 0,73 0,52 -3,21 1,16
1mg/l 0,1 mg/l 3,87 0,73 0,00 -6,06 -1,69
0,5 mg/I -0,84 0,73 0,66 -3,03 1,34

Yukaridaki ¢oklu karsilagtirma tablosunda Tukey testi sonuglarina gore ZnOTiO,

igindeki Ti miktar1 agisindan; 0,1 mg/l ile 0,01 mg/l, 0,5 mg/l konsantrasyonlar1 arasinda

P<0,05 seviyesinde anlamli fark varken 0,1 mg/l ile 1 mg/l konsantrasyonlari arasinda

P<0,01 seviyesinde ¢ok dnemli fark vardir.
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Sekil 6. ZnOTiO; nanopartikiiliine 24 saat maruz birakilan Artemia’larin biinyesine
aldig1 Ti miktar1 (A) ve bu siire sonunda temiz deniz suyuna alinarak 24
saat sonra bagirsaktan attig1 Ti miktar1 (E)

ZnOTiOy’de Ti (titanyum) nanopartikiil miktar1 agisindan konsantrasyonlar ve

birikim (Eliminasyon ve Akiimiilasyon) arasinda ¢ok 6nemli fark vardir (P<0,01).
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Tablo 8. Coklu karsilastirma testi (Tukey): ZnOTiO, nanopartikiilii i¢indeki Zn miktari

Gruplararast  95% Giiven Aralig1
Ortalama Standart

(1) doz (J) doz anlamlilik .
Fark (1-J) Hata Alt Stmir  Ust Sinir
Farki
0,1 mg/I 57,37 18,12 0,039 -111,91  -2,83
0,01 mg/l 0,5 mg/l -6,19 18,12 0,986 -60,73 48,35
1 mg/I 2526 18,12 0,528 29,29 79,80
0,01 mg/ 57,37 18,12 0,039 2,83 111,91
0,1mg/l 0,5 mg/l 51,18 18,12 0,068 -3,36 105,72
1mg/l 82,63° 18,12 0,004 28,08 137,17
0,01mg/l 6,19 18,12 0,986 -4835 60,73
0,5mg/l 0,1 mg/l 51,18 18,12 0,068 -105,72 3,36
1mg/l 3145 18,12 0,352 2310 85,99
0,01 mg/l -2526 18,12 0,528 79,80 29,29
1mg/l  0,1mgll -82,63" 18,12 0,004 -137,17  -28,08
0,5 mg/l 31,45 18,12 0,352 -8599 23,10

Yukaridaki ¢oklu karsilagtirma tablosunda Tukey testi sonuglarina gore ZnOTiO,
igindeki Zn miktar1 ag¢isindan; 0,01 mg/l ile 0,1 mg/l ve 0,1 mg/l ile 1 mg/l

konsantrasyonlar arasinda anlami fark vardir (P<0,05).
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Sekil 7. ZnTiO; nanopartikiiliine 24 saat maruz birakilan Artemia’larin biinyesine
aldig1 Zn miktart (A) ve bu siire sonunda temiz deniz suyuna alinarak 24
saat sonra bagirsaktan attig1 Ti miktar1 (E)

ZnOTiOy’de Zn (titanyum) nanopartikiil miktar1 agisindan konsantrasyonlar
(P=0,00) ve birikim (Eliminasyon ve Akiimiilasyon) (P=0,00) arasinda ¢ok onemli fark
vardir (P<0,01).

Tablo 9. ZnTiO; nanopartikiiliine 24 saat maruz birakilan Artemia’larin, normal deniz
suyunda 24 saat sonunda ¢ikarttiklar1 Zn ve Ti nanopartikiil yiizdeleri

Konsantrasyonlar (mg/l)

0,01 mg/I 0,1 mg/l 0,5 mg/l 1 mg/l
Titanyum (%) 83 72 76,7 44
Cinko (%) 57,5 9 89,2 84,5

Artemia’nin, Zn konsantrasyonlar arasinda nanopartikiilleri elimine etme
(bagirsaktan atma) farki bakimidan sadece 0,1 mg/l konsantrasyonun da ¢ok diisiik deger
gozlendi. Zn ve Ti kendi arasinda kiyaslandiginda da Zn’nin yiizde atim orani daha

fazladir.
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3.2.3.TiO; Nanopartikiilii ICP-MS Analizi

Artemia’larin 24 saat maruz birakildigi TiO, nanopartikiilii siispansiyondan alma
nanopartikiilii alma miktar1 (A) ile yine 24 saat sonra bagirsaklarindan ¢ikardiklar1 (E)
nanopartikiil miktarinin konsantrasyonlara bagli olarak anlamli bir fark olup olmadigim
belirlemek i¢in ¢oklu karsilastirma testi yapildi. Bu testte TiO, nanopartikiilii i¢inde
Titanyum (Ti) miktarlar1 belirlenmis ve her konsantrasyon diger konsantrasyonlar ile
birikim ve eliminasyon bakimindan Kkarsilastirildi. Bu karsilastirmada, TiO;
nanopartikiiliiniin i¢indeki Ti miktar1 100 mg /I konsantrasyonu ile 50 mg/l konsantrasyonu
arasinda anlamli bir fark oldugu bulundu (Tablo 10). Bagimli degiskene gore yapilan
istatistikte ise, TiO,’de Ti (titanyum) nanopartikiil miktari agisindan konsantrasyonlar ve
birikim (Eliminasyon ve Akiimiilasyon) arasinda anlamli fark olmadig: kaydedildi (Sekil

9).

Tablo 10. Coklu karsilastirma testi (Tukey): TiO, nanopartikiilii igindeki Ti miktari

Gruplararas1  95% Giiven Aralig1
Ortalama Standart

() doz (J) doz anlamlilik .
Fark (I-J) Hata Alt Stir ~ Ust Sinir
Farki
10 mg/l -0,13 0,45 0,99 -1,48 1,22
1 mg/l 50 mg/I 0,04 0,45 1,00 -1,30 1,39
100 mg/l  -1,35 0,45 0,05 -2,70 0,01
1 mg/l 0,13 0,45 0,99 -1,22 1,48
10 mg/l 50 mg/l 0,17 0,45 0,98 -1,18 1,52
100 mg/l  -1,22 0,45 0,08 -2,57 0,13
1 mg/l -0,04 0,45 1,00 -1,39 1,31
50mg/l 10 mg/Il -0,17 0,45 0,98 -1,51 1,18
100 mg/l  -1,39" 0,45 0,04 -2,74 -0,039
1 mg/l 1,35 0,45 0,051 -0,01 2,70
100 mg/l 10 mg/I 1,22 0,45 0,081 -0,13 2,57

50mg/l. 1,39" 0,45 0,043 0,04 2,74
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Yukaridaki ¢oklu karsilastirma tablosunda Tukey testi sonuglarina gore gore TiO;
igindeki Ti miktar1 agisindan; 100 mg /I konsantrasyonu ile 50 mg/l konsantrasyonu

arasinda ananlamli bir fark oldugu bulundu (P<0,05).
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Sekil 8. TiO; nanopartikiiliine 24 saat maruz birakilan Artemia’larin biinyesine aldigt Ti
miktar1 (A) ve bu siire sonunda temiz deniz suyuna alinarak 24 saat sonra
bagirsaktan attig1 Ti miktar1 (E)

TiOy’de Ti (titanyum) nanopartikiil miktar1 agisindan konsantrasyonlar ve birikim

arasinda fark bulunamadi (P >0,05).

Tablo 11. TiO; nanopartikiiliine 24 saat maruz birakilan Artemia’larin normal deniz
suyunda 24 saat sonunda ¢ikarttiklar1 Ti nanopartikiil yiizdeleri

Konsantrasyonlar Ti (%)
1 mg/l 96,5
10 mg/l 49
50 mg/l 27,8

100 mg/l 61
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Artemia’nin, Ti (titanyum) konsantrasyonlar: arasinda nanopartikiilleri bagirsaktan
cikarma orani artan konsantrasyonlarla birlikte azalma gozlenmistir, fakat 100 mg/l

konsantrasyonunda bir artis s6z konusudur.

3.3. Nanopartikiillerin Hidrodinamik Boyutu

MasterSizer cihaz dl¢imiinde nanopartikiillerin tahmini hidrodinamik boyutlarinin
ortalama olgtimleri alinmistir (Tablo 12). Tabloyu inceledigimizde zamanla birlikte boyutta
kiigilme gortilmektedir. Nanopartikiillerin 6l¢iilen en yiiksek hidrodinamik boyut TiOo,
9,014 pum olup taze hazirlanan stok soliisyonunda, dlgiilen en kiigiik hidrodinamik boyut
TiO,, olup 0,267 pum dir.

Tablo 12. Nanopartikiillerin sulu siispansiyonlarinin MasterSizer’daki boyut 6l¢timii

(um)
Konsantrasyonlar 0. Saat 24. Saat 96. Saat
0.01 mg/l ZnOTiO, 4,548 1,236 0,806
0.1 mg/l ZnOTiO, 6,709 6,158 6,055
0.5 mg/l ZnOTiO, 5,990 - 5,195
1 mg/l ZnOTiO, 6,990 - 4,134
1 mg/l TiO, - 1,234 0,791
10 mg/l TiO, 4,919 0,416 0,267
50 mg/l TiO, 3,611 0,934 0,291
100 mg/I TiO, 9,014 2,446 1,236
0.1 mg AgTiO; 2,162 1,786 1,437
1 mg AgTiO; 1,989 1,785 1,616
5 mg AgTiO, 4,620 4,550 4,427
10 mg AgTiO, 3,333 1,484 1,049
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3.4. Kuru Nanopartikiillerin Boyutlari

Toz (kuru) haldeki TiO,, AgTiO, ve ZnOTiO, nanopartikiillerinin karakterizasyonun
kiimelesmesinin ve morfolojisini (yiizey O6zelliklerini) belirlemek i¢in 100 ve 200 kat
oranlarda biiyiitillerek SEM (taramal1 elekton mikroskobu) analizi yapilmis olup Sekil 10’
de goriildiigii tizere ZnOTiO; nanopartikiil tanelerinin irili ufakli kiimeler olusturup, bu
kiimelerin gozenekli yapida oldugu goriilmektedir. AgTiO, nanopartikiiliiniin ise daha iri
kiimeler olusturmus ve yiizeyi piristizdiir (Sekil 11). TiO,’nin ise diger nanopartikiillere
kiyasla olusturdugu kiimeler daha kii¢ilk ve nanopartikiillerin bir araya gelmesiyle

yiizeyinde olusan gozenekler kiigiiktiir (Sekil 12).

WA

100 pm EHT=10.00KVY  Signal A= SE1

- Karadeniz Technical University
| Probe = 200 pA
WD =11.0 mm Mag= 100X

Metallurgical & Materials Engineering

Sekil 9. Kuru haldeki ZnOTiO, nanopartikiiliiniin SEM goriintiisii
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100 pm EHT =10.00 kV Signal A = SE1 Karadeniz Technical University

| Probe = 200 pA

WD =11.0mm Mag= 200X Metallurgical & Materials Engineering

Sekil 10. Kuru haldeki AgTiO; nanopartikiiliiniin SEM goriintiisii

100 um EHT = 10.00 kV Signal A = SE1
WD =11.0 mm Mag= 100X

Karadeniz Technical University
| Probe = 100 pA
R P Metallurgical & Materials Engineering

Sekil 11. Kuru haldeki TiO, nanopartikiiliiniin SEM goriintiisii



4. TARTISMA

Nanopartikiillerin toksik etkileri ve biyobirikimlerini belirlemek igin yapilan
toksikolojik c¢alismalarinda genellikle balik tiirleri kullamilmistir. Bu ¢alismada ise,
uygulanabilirligi daha kolay olan kabuklu omurgasiz tiirii olan Artemia salina larvasi
kullanildi. Artemia, 50 um den kiigiik ince partikiilleri kolayca yiyebilen filtre beslenen bir
tirdiir (Hund-Rinke ve Simon, 2006; Zhu vd., 2010). Nanoboyutlu TiO, iiretilen
nanopartikiillerin en popiiler olanlardan biri olup giderek tiiketici {iriinlerinin ¢ogunda yer
almaktadir. TiO, nanopartikiilii glines kremi, kozmetik, boya, yiizey kaplama ve hava
kirliliginin 6nlenmesi ve medikal uygulamalar gibi pek ¢ok kullanim alani bulunmaktadir.
Bu kadar genis uygulama alan1 olmasindan dolay1 son alici ortama olan sucul c¢evrede
etkisinin degerlendirilmesi gerekmektedir.

Artemia salina TiO; nanopartikiilii (44,1 nm)’ne maruz birakildiginda LCs degerleri
381,600- 18,771 mg/l araliginda degismektedir. Bu degerlere bakildiginda maruziyet
stiresinin uzamastyla TiO2 nanopartikiiliiniin letal konsantrasyon degeri diismektedir. LCsg
24 saatte hesaplanan letal konsantrasyonunu 96 saatte gosterebilmesi i¢in 20,3 kat azalmasi
gerekmektedir. Ates vd. (2012) Artemia salina yetiskin ve larvalarinda TiO; nanopartikiilii
(10-30 nm)’niin toksik etkisini degerlendirdikleri c¢aligmalarinda maruz kalma siiresi
arttikca hem naupli hemde yetiskin Artemia’larda istatistiksel olarak toksik etkinin
degismedigini ve 6liim oranmnin nauplide %6°dan %18’e, yetiskin artemia’da%?5’den %14’
(LCs50>100 mg/l) ¢ikmaktadir. Ayrica organizmalarin olgunluk durumlarina bagl olarak
toksik etkilerinin uzayan maruziyet siiresi boyunca degistigi ve larvanin yetigkin artemia’
dan daha duyarli oldugu rapor edilmistir. Daha 6nceki ekotoksikolojik ¢aligmalarda, TiO2
nanopartikiilin maruz kalkma siiresi, maruz kalma konsantrasyonu, fiziko kimyasal
ozelligi ve nano boyutuna ve canlmin tiirline bagli olarak farkli degerlendirmeler
yapilmigtir. 25-100 nm TiO2’nin 3 mg/l den az konsantrasyonlarda dafniyalarin
hareketsizligine az bir etkisi oldugunu ve giines 15181 verilen ortamada toksik etkisinin fazla
oldugunu kaydetmislerdir (Hund-Rinke ve Simon, 2006). D. magna’da 48 saatlik akut
toksisitesinin 30 nm TiO;’nin 100-500 nm’ye oranla ¢ok yiiksek oldugunu gostermislerdir
(Lovern ve Klaper 2006). TiO, nanopartikiiliiniin D. magna tistiinde statik akut toksisite
testinde ECso degerini bulmak igin 0,1- 100 mg/l konsantasyonlar1 arasinda 48 saatin

sonunda etkilenmedigini ve TiO; nanopartikiiliniin sucul c¢evrede diisiik tehlike
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gosterdigini kaydetmislerdir (Warheit vd., 2007). Deniz kulagi (Heliotis diversicolor
supertexta)’da TiO, nanopartikiiliiniin 1-10 mg/l maruz kalmada akut toksik olmadigini
(Zhu vd., 2011), D. magnada nano ve nano boyutlu olmayan TiO, naopartikiillerinin 48
saatlik akut toksisite ¢alismasinda letal etkili olmadigini kaydetmislerdir (Wiench vd.,
2009). Naupli i¢in TiO; nanopartikiiliinde ki Ti miktar1 1-100 mg/l siispansiyonlarinin 24
saat maruz kalma birikimi 2,963- 0,915 (ppb) arasinda olup 24 saat bagirsaklarin
partikiillerden temizlenmesi saglandiktan sonra olgiilen Ti miktar1 2,027-0,508 degerleri
arasinda ol¢iilmiistiir.

Artemia’nin, Ti konsantrasyonlar1 arasinda nanopartikiilleri bagirsaktan g¢ikarma
miktart artan konsantrasyonlarla birlikte azaldig1 kaydedilirken 100 mg/l konsantrasyonda
digerlerine oranla bir artis s6z konusudur 6rnegin, 100 mg/l Konsantrasyonda canlt %96,5
atmay1 basarirken 50 mg/1’de %27,8 atmistir. Tiim bu degerlere bakildiginda, TiO,’deki Ti
miktar1 akiimiilasyon ve eliminasyon arasinda sadece 100 mg /I ile 50 mg/l konsantrasyonu
arasinda anlamli bir fark oldugu ve yine TiO;’de Ti (titanyum) nanopartikiil miktar
acisindan konsantrasyonlar ve birikim arasinda istatistiksel olarak fark olmadig
kaydedilmistir. Onceki yapilan galigmalara paralel olarak bu tez ¢alismasinda da benzer
sonuglar elde edilmis olup zamana ve konsantrasyona bagli olarak oSlgiilen Ti miktart
artmustir, fakat bu artisin 24 ve 96 saat i¢in istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig
bulunmustur. Eliminasyon i¢in bu deger TiO, igeriginde %3-12 azalmaya karsilik
gelmektedir (Ates vd., 2012,). Bu calismayla kiyaslandiginda ise 24 saat maruz kalmada
Ti miktar1 daha fazladir, fakat titanyumun bagirsaktan atilma orani bizim ¢aligmamiza gore
cok daha az orandadir, bu farkliligin nanopartikiil boyutundan kaynaklanabilecegini
diistiniilmektedir. Her iki ¢alismada da istatistiksel olarak zaman ve konsantrasyona bagl
olarak sonuglarda anlamli farklilik yoktur. Artemia’larla ayni takson ig¢inde yer alan
Daphnia magna (su piresi)’da TiO, nanopartikiillerini viicut da dnemli miktarda biriktigini
bulmuslar (0.1 mgl™ i¢in 5,66x10% vel mgl™ icin 1,18x10°%) ve D. magna’nmn yutulan tim
nanopartikiillerin disar1 atamakta yetersiz kaldigr ve bu sebeple gozlenen toksisitenin
viicuttaki TiO, birikimi ile iligkili olabilecegini diisiinmektedirler (Zhu vd., 2010). TiO,
nanopartikiiliiniin yiikksek birikimi ve diisiik atim oran1 (bagirsaktan atma) TiO;
nanopartikiilii ile kronik maruz birakilan D. magna’da besin alim1 ve filtre etme oraninda
azalmaya sebep oldugu goriilmiistiir (Hanazato, 2001).

Zn0O nanopartikiili UV korumali glines kremleri, elektronik uygulamalar seffaf UV

koruma filmleri, kimyasal sensorler, seramik emici malzeme ve son olarakta kisisel bakim
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tiriinleri, i¢in kullanilmaya baslandi (Auffan vd., 2011; Pendashte vd., 2013). Endiistriyel
ve endiistriyel olmayan ¢inko nanopartikiillerin artan uygulamalar1 dikkate alindiginda,
bunlarin sucul c¢evreye girmesiyle sonuglanan potansiyel toksik etkisini arastirmak
gerekmektedir.

Bu ¢alismada titanyum {izerine yiikklenen ZnO nanopartikiiliiniin (ZnOTiO; 45,2 nm)
omurgasiz tuzlu karidesi (Artemia salina)’da akut toksik etkisi, birikimi ve eliminasyonu
degerlendirilmistir. ZnOTiO, nanopartikiilii i¢inde ki Ti ve Zn nanopartikiil miktarinin
canlida birikimi ve eliminasyonu konasantrasyonlara gore degistigi gozlenmistir. Ti
miktarinin 0,1 mg/l ile 0,01 mg/l, 0,5 mg/l ve 0,1 mg/l ile 1 mg/l, Zn miktarmnin ise 0,01
mg/l ile 0,1 mg/l ve 0,1 mg/l ile 1 mg/l konsantrasyonlar arasinda birikim ve eliminasyon
arasinda ve ZnOTiO;’de Ti ve Zn nanopartikiillerinin miktar1 agisindan konsantrasyonlar
ve birikim (eliminasyon ve akiimiilasyon) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
kaydedilmistir.

Artemia’nin, Zn ve Ti nanopartikiillerinin konsantrasyonlar arasinda nanopartikiilleri
elimine etme (bagirsaktan atma) oranina baktigimizda Zn ve Ti’nin asagi yukari ayni
oranlarda ve oldukc¢a yliksek oranlarda bagirsaktan atiliminin gergeklestigi goriilmektedir
(Tablo ek 2). Sadece Zn’nin 0,1 mg/l konsantrasyonundaki eliminasyonda ciddi oranda
diisiik deger gozlenmistir. Genel olarak Zn’nin artan konsantrasyonla birlikte bagirsaktan
atim orani artma egilimindedir. Zn ve Ti’nin artemia’da birikimine bakildiginda da bu
nanopartikiiller arasinda ciddi oranda farklilik oldugu goriilmektedir 6rnegin, 0,01 mg/l
konsantrasyon da ¢inko birikimi 120,2 iken aymi konsantrasyonda Titanyumun birikimi
2,963 ppb olup ¢ok yiiksek oranda nanopartikiilleri alim farklilig1 vardir, bu farkliligin tim
konsantrasyonlarda oldugu goriilmektedir. Bu birikim degerlerine bakildiginda Zn’nin 0,5
mg/l konsantrasyonda 165,8 ppb ile Ti’nin ise 0,1 mg/l ile 7, 149 ppb ile en etkin sekilde
bilinyesine almaktadir.

ZnOTIiO, nanopartikiiliiniin zamana ve konsantrasyona bagli olarak toksik etkisi
degerlendirildiginde, akut toksik etkisinin zamanla artmakta olup 24. saatte 5.111 mg/l
iken 48. saatte 17 kat azalarak ayni toksik etkiyi 0,296 mg/l de gostermektedir. Kisaca,
zaman artistyla birlikte ZnOTiO; nanopartikiilii akut toksik etkiyi gostermek i¢in ¢ok daha
az konsantrasyonlarin (miktar) yeterli oldugu goriilmektedir. Ayrica, mikroskobik
incelemelerde ZnO nanopartikiiliine maruz birakilan artemia’larin tim konsantrasyonlar da

bagirsaklarin normalden fazla genislemesi bazi maruz birakilan konsantrasyonlarda g6z
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kiiciilmesi ve siyahinin siliklesmesi goz yuvarlagmin seklinin degismis ve dis kabuk
yapisinda bozulma gibi morfolojik degisimlere sebep oldugu gozlenmistir.

Karasal omurgasiz isopod (Porcellio scaber)’de ZnO nanopartikiilii, soliisyondaki
ZnCl, ve makrotoz ZnO formunda biyoakiimiilasyonunu degerlendikleri ¢alismalarinda,
¢inkonun bu ii¢ kaynaginda P. Scaber tarafindan alinan ¢iinko miktar1 biyoakiimiilasyon
faktorli ve Zn’nin alim verimliligi ¢inko kaynagina bagl olarak degigsmedigi gozlenmistir
yani sonuglar her ii¢ ¢inko kaynaginda da benzerdir. Alinan ¢inkonun miktar1 ve
biyoakiimiilasyonu doza bagimli olmadig1 ve ¢inkonun bazi istisnalar hari¢ her
konsantrasyonda benzerdir. Ayrica, P. scaber tarafindan alinan ortalama ¢inko verimliligi,
%10 dur (Pipan-Tkalec vd., 2009). Bu sonuglar bu yapilan tez ¢aligmasiyla kiyaslandiginda
farkliliklar oldugu goriilmektedir, bizim ¢alismamizda konsantrasyona bagli olarak alim
miktar1 degisirken, Pipan-Tkalec vd. (2009)’un yapmis oldugu g¢alismada doza bagl
olmadig1 kaydedilmistir. Zebrabaligi embriyo ve larva gelisimi {izerine ZnO
nanopartikiillerinin toksisitesi ve kiiltlir ortaminda ZnO kiimelesmesini (agragasyon)
degerlendirildigi calismada 48 saatte mikro dlgekli ZnO nanopartikiilleri kiiltlir ortamina
yerlestigi ve bu ZnO agregasyonunun (kiimelesmesinin) larva ve embriyo {izerine doza
bagli toksik etkisinin, yumurtlamayi azaltmasi1 ve perikardial 6deme sebep oldugu
bulunmustur (Zhu, vd., 2009).

30 nm boyutlu ZnO nanopartikiiliiniin 6zellikleri sulu siispansiyonda karakterize
ettikleri ¢alismalarinda, zebra baligi embriyo-larva fertilizasyondan 96 saat sonra ZnO
nanopartikiiliiniin toksisitesini degerlendirdiler. 50 ve 100 mg/l ZnO nanopartikiilii ve Zn*?
maruz kalmada embriyonik oOliim sirasiyla %28,3 + 14,5 ve 65,0 = 8,9 oldugu
kaydedilmistir. 0,598-6,305 mg/l konsantrasyon arahginda Zn*? embriyo Sliimiine yol
agmamustir. 1-10 mg/l artan konsantrasyonda nano ZnO’a maruz kalan embriyolarda
yumurtlama oram1 azalmistir, 0,598 mg/l de Zn*?de etkilenmemisken Zn*"®artan
konsantrasyonlarinda yumurtlama orani azalmistir (Bai vd., 2010). Zebra baliginda ZnO
nanopartikiilii, yigin (bulk) ZnO ve Zn®" artan partikiil konsantrasyonunyla akut toksik
etkisinin doza bagimli oldugunu gostermislerdir (Xiong vd., 2011). Konsantrasyon 2 mg/I’i
gectiginde Zebra baligi 6limii, partikiil kansantrasyonu artmasiyla birlikte artmaktadir.
ZnO nanopartikiilii ve yigin ZnO i¢in 30 mg/l de %100 o6lim gozlendi. 96 saat igin
hesaplanan LCsp degerleri ise ZnO nanopartikiilii i¢in 4,92 mg/l ve y1gin ZnO ig¢in 3,31
mg/l dir. Zn?* ¢ozeltisi igin 8,062 mg/l olarak kaydedilmistir. Daphnia magna’da ZnO ve

ZnO nanopartikiiliiniin toksik etkisini degerlendirdikleri c¢aligmalarinda 48 saat maruz
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birakmada ECsg degeri 1 mg/1 olarak bulmuslardir (Wiench vd., 2009). Sedimentte yasayan
Corophium volutator’un gelisimi, iretkenligi ve hayatta kalmasi iizerine etkilerini ve
kronik etkilerini ZnO nanopartikiiliiniin ¢6ziiniir ve y18in (buluk) ve iyon formlar1 halinde
incelediler. C. volutator’un yasam siiresi tizerine ¢inkonun tiim formlarimin etkili oldugu ve
spesifik gelisimini ise maruz birakmanin 23. Giiniinden sonra 6nemli Slgiide azalttigini
kaydetmislerdir (Fabrega, 2011). Sedimentte ¢oziiniir ¢inko ve yigin ¢inkonun yiiksek
konsantrasyonuyla uzun siireli temasi sonucu bu azalan gelisim oraninin sonucu
olabilecegini belirtmektedirler. Cinkonun yavas gelisime sebep olan subletal etkileri,
gecikmeli cinsel olgunlagsma ve indirgenmis dogurganliga, 0,2-1 mg/l konsantrasyon
araliginda sebep olmaktadir. Tiim bu sonuglara bakildiginda ¢inkonun az veya ¢ok oranda
toksik etkili oldugu goriilmektedir. Bu toksik etkinin farkli ¢aligmalarda farkli oranlarda
oldugu goriilmektedir. Bu toksik etkinin farkliliginin 6ncellikle ¢inkonun boyutuna bagl
olabilecegi, konsantrasyon/doz miktari, maruz kalma siiresi (akut/kronik) canlinin
kiitlesine ve yasam sekline maruz kalma sekline ve ¢inko nanopartikiiliiniin formuna
(y181n, toz yada iyon ) bagli olarak degismekte oldugu sdylenebilir.

Glimiis partikiilleri sterilizasyon ve antibakteriyel 6zellikleri gibi olumlu etkileri
sebebiyle c¢esitli tiiketici Urtinlerinde olduk¢a fazla kullanilmaktadir. Bununla birlikte Ag
nanopartikiillerinin ¢esitli hiicreler lizerinde giiclii akut toksik etkileri oldugu daha 6nceki
calismalarda bildirilmistir (Bae, 2010). Son zamanlarda akuatik c¢evreye giimiis
nanopartikiilii iceren nano iriinlerin atilmasi, ¢esitli organizmalar {izerinde katalitik ve
biyosidal etkilerinden dolay1 potansiyel toksisitesi ile ilgili kaygilari artirmistir (Asharani
vd.., 2009; Naddy vd., 2007). Simdiye kadar giimiis (Ag) nanopartikiilii ile yapilan
calismalar daha ¢ok omurgali (balik ve fare) canlilar ve bakteriler kullanilarak yapilmis
olup bu calismada Ag nanopartikiiliiniin omurgasiz canlida birikimi {izerine yapilmis ikinci
caligmadir. Bu ¢alismada kullandigimiz Ag nanopartikiilii TiO, nanopartikliine yiiklenerek
giimiis titanyum dioksit (AgTiO;) nanopartikiilii olarak ¢aligiimustir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda, titanyum dioksit (Ti0O7) tizerine yiiklenen giimiis (Ag)
nanopartikiilii (43 nm)’niin omurgasiz tath su karidesi (Artemia salina) larvalarinda 24, 48,
72 ve 96. saatlerde akut toksik etkilerini degerlendirmek amaciyla 0,003125 mg/l’den 10
mg/l konsantrasyon araliginda maruz birakilarak LCsp degerleri hesaplanmistir. Bu
degerlere bakildiginda 24. saatte akut toksik etkisini oldukca yiiksek konsantrasyonda
gosteriyorken zaman artisiyla birlikte (48, 72 ve 96) akut toksik etkisini oldukca diisiik
konsantrasyonlarda gosterdigi sdylenebilir. AgTiO, nin 24. saatte gosterdigi akut toksik
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etkiyi 48 saatte gosterebilmek i¢in konsantrasyonunun 6 kat azalmasi, 72 saatte
gosterebilmesi i¢in 21,6 kat ve 96. saatte ise 29,3 kat azalmas1 gerekmektedir, dolayisiyla
bu sonuglara bakildiginda giimiis nanopartikiiliiniin toksik etkisinin zamanla artti1
sOylenebilir. Yapilan bu tez ¢alismasinin aksine, filtre beslenme yapan Daphnia magna’da
su bazli giimiis nanopartikiilii ve AgNOj3 (giimiis nitrat)’a 20- 500 pg/l konsantrasyon
araliginda 48 saatlik akut maruziyete birakarak LCsp degerini hesaplandigi ¢alismada Ag
nanopartikiiliiniin 48 saatlik maruz birakmada o6lim gozlenmediginden LCsy degeri
hesaplanamamistir dolayisiyla 48 saatte toksik etkili olmadigr kaydedilmistir (Zhao ve
Wang 2011). Ayn1 ¢alismada AgNOj i¢in bu deger 2,51 pg/l olarak hesaplanmistir. Bu
sebeple, herhangi bir giimiis nanopartikiiliiniin potansiyel toksik etkisinin ¢ozelti igine
salman Ag iyonlarindan kaynaklanabilecegini belirtilmistir.Yine yapilan bu tez
calismasinda paralel sonuglar1 olan, Allen vd., (2010) ¢alismasinda, Daphnia magna’da
cesitli glimlis nanopartikiiliiniin toksisitesini yiyecegin varliginda ve yoklugunda
degerlendirmisglerdir. Buna gore cesitli AgNO3; ve Ag nanopartikiillerinin 48 saatlik akut
maruz birakma sonunda belirlenen dokuz farkli kombinasyonunun LCsq degerleri sdyledir;
AgNO; i¢in LCsg degeri filtresiz 1,1; filtreli 0,7; sitrat yiiklenmis 1,1; kahve yiiklenmis 1,0;
Ag nanopartikiilii i¢in yiikli filtreli 4,4; yiikli filtresiz 31,5; besin varliginda yiikli 176,4
ve filtreli yiiklenmemis igin 1,4 pg/l olarak hesaplanmistir. Burada D. manga’nin giimiis
nanopartikiiliine bagl toksik etkisi doza bagimli olarak degistigini kaydedilmistir. Zebra
baliginin embriyonik gelisiminde Ag nanopartikiiliiniin lethal dozunu belirlemek icin
bolinme safhasinda ve hayati gelisim sathalarinda cesitli konsantrasyonlarda maruz
biraktiklar1 caligmalarinda, maruz kalan Zebra baliklarinda yiliksek doza bagiml
anormalikler gézlenmistir (Lee vd., 2007). Ag nanopartikiillerin diisiik konsantrasyonda ise
normal gelisen zebra baliklarinda yiiksek ytlizdelerde deformasyon ve 6liim gozlenmistir.
Yapilan bu tez calismasinda Ag nanopartikiiliiniin toksik etkisini maruz kalan
Artemia’larin mikroskobik  incelemelerindede  goriilmektedir.  Calisilan  tiim
konsantrasyonlarda az yada ¢ok oranda anormallikler gbzlenmis olup, genellikle dis kabuk
seklinin bozulmasi, géz seklinin ve biiyiikliigiiniin degismesi, ekstremite kayb1 seklinde
degisimlere sebep olmustur.

Yapilan bu tez calismasinda, AgTiO, sentez nanopartikiili i¢in ¢alisilan
kosantrasyonlarda Ag ve Ti’nin birikim ve eliminasyon miktarlarinin, konsantrasyonlara
gore, Ag i¢cin anlamli farklilik kaydedilmezken Ti nanopartikiilii i¢in 0,1 mg/l ile 1 mg/l ve
0,1 mg/l ile 10 mg/l arasinda anlamli farklilik kaydedilmistir. Konsantrasyonlar1
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akiimiilasyon ve eliminasyon a¢isindan karsilastirildiginda ise Ag ve Ti nanopartikiilii i¢in
anlamli fark oldugu kaydedilmistir. Konsantrasyonlara gore Ti ve Ag’nin akiimiilasyon ve
eliminasyon degerlerine bakildiginda naupli’nin, Ag’nin Ti’a kiyasla viicuduna gilimiis
biriktirme oran1 hem daha az hem de bagirsagindan daha az oranda attig1 goriilmistiir. Ag
ve Ti’nin ’nin bagirsaktan atma oraninin yiizdelerine bakildiginda Ag i¢in %0-0,5 Ti i¢in
ise %63-81 oraninda degistigini goriilmektedir (Tablo 1). Kisaca, viicuda alinan Ti’nin
biiyiik bir oran1 viicuttan atimi basarilmisken Ag’nin 1mg/ | (%21,5) konsantrasyonu harig
diger tim konsantrasyonlarda neredeyse Ag’yi atmakta basarili olmadigr goriilmektedir.
Bu tez calismasinin aksine, Ag nanopartikiiliiniin biiyiikk bir kismini biriktirdigini
kaydetmisler ve Daphnia magna’da Ag nanopartikiil birikim miktarin1 48 saat maruz
birakma sonrasinda Ol¢miislerdir. Bu birikimin sadece doku degil ayn1 zamanda
bagirsaklarda tutulan ve hatta absorplanan yikanamayan nanopartikiilleri de igerdigini
belirtmistir (Zhao, vd., 2011). Ag nanopartikillerinin ortamdaki konsantrasyonu ile
dafniya’lardaki konsantrasyonlart arasinda dogrusal ve pozitif iliski oldugunu
kaydetmislerdir. Ortamdaki nanopartikiillerin sadece %23’liikk kismini alamamistir,
dolayistyla Ag nanopartikiillerinin yiliksek birikimi basardigi bununda sebebinin Ag
nanopartikiiliinii yemesinden dolayidir. Ayrica, Ag nanopartikiillerinin birikimi,
dafniyalarin yiyecek aliminin engellenmesi ve bagirsaklarinda nanopartikiillerin atilmasina
sebebi oldugu diisliniilmektedir.

Nanopartikiillerin hidrodinamik boyutlariin ortalama o6l¢timleri alinmistir. Genel
olarak nanopartikiillerin zamana ve konsantrasyona bagli olarak agregasyon (kiime/y1gin)
artma egilimindedir fakat zamanla birlikte bunun tam aksi goriilmiistiir, nanopartikiillerin
agregasyonunda yani boyutunda azalma gozlenmistir. Genel olarak nanopartikiillerin
zaman artisiyla birlikte boyut kiiglilmesininin  sebebini; nanopartikiillerin = sulu
siispansiyonlarin1 hazirlanmasinda ultrasonik banyo (sonikatdr) kullanulmasi bdoylelikle
sonikasyonun nanopartikiillerin agregasyonu onlemede ve iyi bir dispersiyon (dagilim)
sagladigini, ayrica havalandirma ile siispansiyonlarin homojenliginin saglanmasi yani etkili

bir siirekli karigtirmanin saglandig soylenebilir.



5. SONUCLAR

Bu calismada, yeni bir nanopartikiil test sistemi gelistirilerek TiO,, ZnOTiO, ve
AQTiO; nanopartikiillerinin sulu siispansiyonlarinin toksik etkilerini arastirmak igin test
modeli olarak filtre beslenme yapan tuzlu su karidesi Artemia salina larvalarinda doz etki
deneyleri yapilmistir. TiO,, ZnOTiO, ve AgTiO; nanopartikiillerinin letal (LCsp)
konsantrasyonu, canlidaki biyobirikimi ve eliminasyonu c¢aligmalari ile bu nanopartikiillere
maruz kalan naupli larvalarinin morfolojik degisimlerini saptamak i¢in faz-kontrast
mikroskobu ile incelemeler yapilmistir. Bunun yaninda, nanopartikiillerin
karakterizasyonunu i¢in nanopartikiillerin maruziyet ortaminda deney siiresine bagli olarak
hidrodinamik boyut Olgiimii ile ylizey Ozelliklerini belirlemek i¢in taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve toz boyutunu belirlemek i¢in ise X 1511 difraktometresi (XRD)
kullanilmistir.

Gelistirilen test ortami canlilara zarar vermeden homojen bir karisim ortami saglayan
nanopartikiil test sistemi i¢in gore LCso deneylerini yliriitmek i¢in 300 ml, birikim ve
eliminasyon deneyleri i¢in ise 1500 ml polietilen siseleri ile canliya oksijen saglamak ve
nanopartikiillerin ¢okmesini engellemek ve devamli karistirma saglamak icin akvaryum
hava pompas1 kullanilmistir. Bu statik test sistemi ile nanopartikiillerin akut toksik etkisini
belirlemek igin 24, 48, 72 ve 96. saatlerde LCso degerleri hesaplanmistir. Bu degerler
sirastyla TiO, i¢in 0,03125; 0,0625;0,125; 0,25; 0,5; 1, 10; 50 ve 100 mg/l
konsantrasyonlarda; 381,600; 70,122;41,263 ve 18,771 mg/l, ZnOTiO; i¢in, 0,0003125;
0,000625; 0,00125; 0,0025; 0,005; 0,01; 0,1; 0,5 ve 1 mg/L konsantrasyonlarda, 5,111;
0,296; 0,143 ve 0,119 mg/l ve AgTiO; i¢in ise 0,03125; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 10; 50
ve 100 mg/l konsantrasyonlarda 23,027; 3,743; 1,064 ve 0,785 mg/l olarak hesaplanmistir.

TiO,, ZnOTiO, ve AgTiO; nanopartikiillerin artemia larvasinda 24 saatte birikimi
(akiimiilasyon) ve 24 saat bu nanopartikiillere maruz birakildiktan sonra temiz deniz
suyuna alinan artemia larin 24 saat sonra bagirsaktan bu nanopartikiilleri bagirsaktan atma
(eliminasyon) miktarlart ICP-MS metal analizleri sonuncunda belirlenmistir.

TiO, nanopartikiiliinde Titanyum (Ti) birikim miktar1 1, 10, 50 ve 100 mg/l
konsantrasyonlarda 24 saat maruz kalma sonunda ortalama degerleri sirasiyla 2,963, 7,149;
2,536; 0,915 ppb dir. Eliminasyon i¢in dlgiilen Ti miktar ise 0,508;2,027;0,591 ve 0,514

olarak 6l¢iilmiistiir. TiO,’deki Ti miktar1 akiimiilasyon ve eliminasyon arasinda sadece 100
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mg /I konsantrasyonu ile 50 mg/l konsantrasyonu arasinda anlamli bir fark oldugu (P<0,05)
ve yine TiO,’de Ti (titanyum) nanopartikiil miktar1 agisindan konsantrasyonlar ve birikim
arasinda istatistiksel olarak fark olmadig kaydedilmistir.

AQTiO; igindeki Ag miktarinin, konsantrasyonlarin ¢oklu karsilastirma testinde fark
gbzlenmemisken, konsantrasyonlarin akiimiilasyon ve eliminasyon ile karsilagtirilmasinda
P<0,05 seviyesinde fark gozlenmistir. Ti miktar1 agisindan  bakildiginda,
konsantrasyonlarin ¢oklu karsilastirilmasinda 0,01 mg/l ile 0,1 mg/l arasinda P<0,05
seviyesinde anlamli fark varken, 0,01 mg/l ile 1 mg/l arasinda P<0,01 seviyesinde ¢ok
onemli fark vardir. AgTiO, nanopartikiilii igcinde Ti miktarina gore konsantrasyon (P=0,01)
ve akiimiilasyon ile eliminasyon (birikim, P=0,00) arasinda ¢ok 6nemli fark vardir.
Konsantrasyonlara goére Ti ve Ag’nin akiimiilasyon ve eliminasyon arasinda P<0,01
seviyesinde ¢ok 6nemli fark vardir.

ZnOTIiO, nanopartikiilii iginde ki Ti miktarini istatistiksel olarak konsantrasyonlarin
kendi aralarinda karsilagtirmasinda 0,1 mg/l ile 0,01 mg/l, 0,5 mg/l konsantrasyonlari
arasinda P<0,05 seviyesinde anlamli fark varken 0,1 mg/l ile 1 mg/l konsantrasyonlari
arasinda P<0,01 seviyesinde ¢ok oOnemli fark vardir. ZnOTiO,’de Ti (titanyum)
nanopartikiill miktar1 acisindan konsantrasyonlar (P=0,01) ve birikim (eliminasyon ve
aktimiilasyon) (P=0,01) arasinda ¢ok onemli fark vardir (P<0,01). ZnOTiO; nanopartikiilii
icinde ki Zn miktar1 karsilastirmasinda ise 0,01 mg/l ile 0,1 mg/l ve 0,1 mg/l ile 1 mg/I
konsantrasyonlar arasinda anlami fark vardir (P<0.05). ZnTiOj’de Zn (titanyum)
nanopartikiil miktar1 agisindan konsantrasyonlar (P=0,00) ve birikim (eliminasyon ve
akiimiilasyon) (P=0.00) arasinda ¢ok 6nemli fark vardir (P<0,01).

TiO,, ZnOTiO, ve AgTiO, nanopartikiillerine 24 saat maruz birakilan Artemia
(naupli)’larin  mikroskobik incelemeleri yapilmistir. Genel olarak kontrol grubu ile
kiyaslandiginda nanopartikiillere maruz birakilan gruplarin 6zellikle goz yapisinda degisim
(g6z yuvarlahiginin seklinin degigmesi, goz yuvarlaginin kiiciilmesi ve goz siyahliginin
renginin siliklesmesi), bagirsak genislemesi (sindirim sistemindeki degisim), dis kabuk
yapisinin seklinde bozulma ve ekstremite kaybi bu incelemelerde ilk gozle goriinen
malformasyonlardir. Sonu¢ olarak deneylerde kullanilan bu nanopartikiillerin degisik
konsantrasyonlarda zamana bagl olarak toksik etkili oldugu, viicutta birikme 6zelligine
sahip oldugu tespit edilmistir. Ozellikle akuatik ortamdaki sucul omurgasiz canlilar
iistinde nanopartikiilllerin  davraniglari, organizmalar tarafindan viicuda alinma

mekanizmasi ve potansiyel toksik etkileri hakkinda halen ¢ok az bilgi mevcuttur. Yapilan
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bu calisma, nanopartikiillerin ¢evremizde olusturdugu risklerin tespit edilebilmesine
kolaylik saglayabilecek ve gelecekte yapilmasi diisliniilen ¢aligmalara 151k tutabilecektir.
Nanopartikiillerin hidrodinamik boyutlarinin ortalama 6l¢timleri alinmistir. Zamanla
birlikte kiimelesme artmistir, nanopartikiil siispansiyonu hazirlandiktan hemen sonra alinan
Ol¢iimlerde kiimelesme (agregasyon) en yiiksekken zamanla birlikte (24 ve 96. saatler)
agregasyon azalmakta en az ise 96. ssaate oldugu kaydedilmistir. En yiiksek ve en diisiik
boyutlar TiO,, i¢in AgTiO, ve ZnOTiO, nanopartikiilleri i¢in sirasiyla 9,014-0,267; 4,620-
1,437 ve 6,990-0,806 pm dir. Ozellikle TiO, i¢in zamanla ¢ok bliylik oranda nanopartikiil

boyutunda kii¢lilme olmustur.



6. ONERILER

Nanoteknoloji giinlimiiz diinyasinda ekonomik biiylimede, saglik sektoriinde ve
iiretim teknolojilerinin gelistirilmesinde onemli rol oynamaktadir. Bu durum goz Oniinde
bulunduruldugunda nanomalzemelerin iiretim, gelistirme, tasinma, kullanim ve sonrasinda
imha islemleri esnasinda farkli ekosistemlerle temasi kagmilmazdir. Bundan dolayi
nanomalzemelerin ¢evre sagligi iizerinde olusturabilecegi riskler g6z Oniinde
bulundurulmalidir.

Nanopartikiillerin ¢evresel diizeylerinin giiniimiizde ¢ok diisiik seviyelerde oldugu
diisiiniilmekle birlikte bu konuda yapilmis ¢aligmalar olduk¢a sinirlidir. Bu nedenle yeni
izleme, Olgme ve goriintiileme tekniklerinin gelistirilerek ekotoksikolojik caligsmalar
vasitastyla cevresel seviyelerinin zararli diizeyde olup olmadigi belirlenmelidir.

Nanopartikiillerin  ekosistemlerde izleyecekleri yollarin tanimlanmasinda ve
etkilerinin belirlenmesinde kiime olusturma ve sedimantasyon ozelliklerinin agikliga
kavusturulmasi1 gerekir. Yapilacak calismalarda nanopartikiillerin kolloidal ¢dzeltilerinin
dogal ekosistemlerde gosterecekleri kararliligin ve kiimelenme iizerinde diger organik
maddelerin etkisinin arastirilmasi i¢in yiizey suyu orneklerinden yararlanilmalidir. Ayrica,
kiimelenmenin ardindan nano boyutlarint koruyup korumadiklart ve kiimelenen
parcaciklarin sedimente tasinip burada yasayan canlilarla etkilesimleri konularinin ayrintili
olarak degerlendirilmesi gerekir.

Maruz kalma siiresini artirarak gerceklestirilecek deneylerle canlilarin uzun vadede
davraniglarindaki degisikliklerin incelenmesi de nanopartikiillerin sucul ekosistemler
tizerindeki etkilerinin ortaya ¢ikarilmasinda dnemli bulgular saglayabilir. Av-aver iligkisi
icinde olan canlilarla yiiriitiilecek kronik testler vasitasiyla uzun vadede nanopartikiillerin
izleyecegi yollar ve besin zincirinde olusturacag: etkilerin arastirilmasi ekotoksikolojik
caligmalara 151k tutabilecektir.

Nanopartikiillerin ekosistemler T{izerindeki etkilerini tartismak ic¢in uluslararasi
kuruluslarn diizenledigi bircok kongre ve toplantilar bulunmaktadir. Ulkemizde ise
nanopartikiillerin ekotoksikolojisi konusuna yeterince ilgi gosterilmemektedir.

Ulke genelinde bu konu iizerindeki ¢aligmalara hiz verilmesi ve konuya gereken

Oonemin gosterilmesi gerekmektedir.
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8. EKLER

Ek 1. Artemia’nin AgTiO, iginde 24 saat sonraki Ti (titanyum) ve Ag (glimis)
nanopartikiillerinin A (akiimiilasyon) ve E (eliminasyon) miktarlar1 (PPb)

AQTIO,(Giimiis titanyumdioksit) Ti (titanyum) Ag (giimiis)
0,1 mg/L A 1,462 0,637
E 0,481 0,634
1 mg/L A 2,334 0,634
E 0,862 0,498
5 mg/L A 2,403 0,638
E 0,463 0,632
10 mg/L A 2,838 0,633
E 0,944 0,633

Ek 2. Artemia’nin ZnOTiO, iginde 24 saat sonraki Ti (titanyum) ve Zn (glimiis)
nanopartikiillerinin A (akiimiilasyon) ve E (eliminasyon) miktarlar1 (PPb)

ZnOTiO, (Giimiis titanyumdioksit) Zn (¢inko) Ti (titanyum)
0,01 mg/L A 120,2 2,963
E 51,16 0,508
0,1 mg/L A 158,1 7,149
E 128 2,027
0,5 mg/L A 165,8 2,536
E 17,94 0,591
1 mg/L A 104,6 0,915
E 16,25 0,514
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Ek 3. Artemia’nin TiO, i¢inde 24 saat sonraki Ti (titanyum) nanopartikiillerinin A
(akiimiilasyon) ve E (eliminasyon) miktarlar1 (PPb)

TiO, (Titanyumdioksit) Ti (titanyum)
1 mg/L A 2,630
E 0,118
10 mg/L A 1,983
E 1,014
50 mg/L A 1,544
E 1,115
100 mg/L A 2,630
E 1,907
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