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OZET

TiCARi NANOPARTIKULLERIN P. SUBCAPITATA YESIL-ALG TURU
UZERINDEKI AKUT TOKSISITESININ INCELENMESI

Merve OZKALELI

Yiiksek Lisans Tezi, Cevre Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Yrd. Dog. Dr. Ayca ERDEM
Aralik 2014, 88 sayfa

Nanoteknoloji; boyutlart 1-100 nm arasinda degisen nanopartikiillerin
(NPlerin) 6zelliklerini, yapilarint kontrol edip degistirebilme yetenegine sahip
olan, ayn1 zamanda bu 0zellikleri kullanarak yeni {iriinlerin iiretilmesine olanak
saglayan bilim dalidir. Metal oksit NPler giinlimiizde boya endiistrisinden
savunma sanayisine, ila¢ endiistrisinden otomotiv sanayisine bir¢ok alanda
kullanilmaktadir. Diinya genelinde NPlerin iiretimi ve ekonomiye olan katkilari
her gecen giin artmaktadir. Ancak NPlerin alici ortamlardaki canlilar ve insan
sagligina verecegi olumsuz etkiler heniliz agiklanamamaistir. Avrupa Birligi basta
olmak tizere pek ¢ok uluslarasi ¢evre organizasyonlar: tarafindan NPlerle ilgili
mevzuat calismalar1 baglatilmistir. Aynt zamanda insan ve c¢evre sagligi
tizerindeki arastirmalar devam ediyor olsa da olast etkiler heniiz
belirlenememistir.

Bu tez ¢alismasinda, farkli konsantrasyonlardaki(1- 500 mg/L)metal oksit
TiO,, CuO ve ZnO NPlerinin farkli su kalite 6zelliklerine sahip (Yumusak- ¢ok
sert, disiik - yiiksek alkalinite, pH 6,5-8,5) sentetik yiizeysel su Orneklerinde,
farkli dispersiyon metodlar1 (karistirma, problu sonikasyon ve banyo sonikasyon)
kullanilarak, c¢esitli gevresel sartlar altinda (pH, iyonik gili¢ vs), yesil- alg
Pseudokirchneriella subcapitataiizerindeki ekotoksik etkileri arastirilmistir.Etki
analizleri kapsaminda alg inhibisyonu, hiicre membraninda degisim, hiicresel
solunum aktivitesi ile morfolojik gozlem gerceklestirilmistir. Doz-tepki
analizlerinden elde edilen sonuglarkullanilarak  Etki ~ Konsantrasyon
(ECso)seviyeleri her bir NP igin hesaplanmis ve alglerde akut toksisiteye sebep
olan etkili metal oksit NP tiirii belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Metal oksit nanopartikiiller, yesil-alg, ekotoksisite,
membran deformasyonu, solunum aktivitesi
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ACUTE TOXICITY OF COMMERCIAL
NANOPARTICLES ON GREEN-ALGAE P. SUBCAPITATA

Merve OZKALELI

Master of Science Thesis in Environmental Engineering
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ayca ERDEM
December 2014, 88 pages

Nanotechnology deals with nanoparticles (NPs), which is in the range of 1 to 100
nm, to understand theirnovel properties, to increase their controllability and to improve
the processes using this technology. Metal oxide NPs are being used in manyproducts;
from paint industry to military, and from pharmaceutical industry to automotive
industry. The contributions of NP production and their economical value globally
increase.However, the adverse effects of NPs on human and environmental health
remain questionable. European Union and many other international environmental
organizations have started legislative actions on NPs. In the meantime, although the
research on the effects of NPs on human and environmental health has still been carried
out, the possible effects have not been determined, yet.

In this thesis, the ecotoxic effects of TiO,, CuO and ZnO metal oxide NPs with
different concentrations (1- 500 mg/L) dispersed (mixing, probe sonication and bath
sonication) in synthetic surface water samples with different water quality parameters
(Soft- very hard, low- high alkalinity, pH 6,5-8,5) on green algae Pseudokirchneriella
subcapitata under ambient conditions were investigated. Within the scope of end point
analyses, algal inhibition, cell membrane deformation, cellular respiration activity and
morphological examination were conducted. Effect Concentration (ECsp) values from
each NP were calculated using dose- response results, and the effective metal oxide NP
causing acute toxicity on algae was determined.

KEYWORDS: Metal oxide nanoparticles, green algae, ecotoxicity, membrane
deformation, cellular respirotary
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ONSOZ

Son yillarda biiylik gelisme gosteren nanoteknoloji, kullanima olanak sundugu
tiriinleriyle birlikte yaygin bir uygulama alani bulmustur. Bu gelisme liretiminden
tiketimine tiim ana ve ara yollardan ¢evreye yayilan atiklarimin artiglar1 da benzer
paralellik gostermektedir. Dagilim ortami olarak sucul ortamlarda etkilerinin var oldugu
bilinmekle beraber heniiz tam olarak yeterli bilgi diizeyine ulasilamamustir.

“Ticari Nanopartikiillerin P. subcapitata Yesil-Alg Tiirii Uzerindeki Akut
Toksisitesinin Incelenmesi” baslikl1 tez ¢alismasinda metal oksit nanopartikiillerin farkli
yiizeysel su Ornekleriyle, farkli dispersiyon metodlariyla muamele edilmis ve, sucul
organizma olanPseudokirchneriellasubcapitata yesil alg tiirii {lizerindeki ekotoksik
etkileri incelenmistir.

Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢aligmam siiresince ilminden faydalandigim, insani
degerleri ile ornek aldigim, birlikte calismaktan onur ve gurur duydugum ayrica
tecriibelerinden faydalanirken gostermis oldugu sabir ve ilgisinde dolayi, bilgi ve
tecriibesini esirgemeden benimle paylasan, degerli danisman hocam Yrd.Do¢.Dr. Ayca
ERDEM’e tesekkiir ederim.
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ederim.

Nanopartikiil karakterizasyonunun gerceklestirilmesine olanak sunan, Akdeniz
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Boliimii’nden Yrd.Dog¢.Dr. Mustafa YAVUZ ve ekibine yardimlarindan dolay1 tesekkiir
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1. GIRIS

Nanoteknolojik faaliyetler son 20 yilda oldukg¢a hizli bir gelisme gostermistir. Bu
faaliyetler sonucu iretilen nanopartikiillerin (NP) sahip olduklari islevselyapi, sekil,
boyut ve reaktivite gibi 6zgiin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile giiniimiiz teknolojisi
birlestirildiginde NPIlerin ila¢ sanayisinden savunma sanayisine, kisisel iiriinlerden yap1
malzemelerine kadar hemen her alanda genis bir kullanim alanma sahiptir.
Nanoteknolojik uygulamalarin hizli bir sekilde gelismesi beraberinde NP iiretimini de
hizlandirmistir. NPlerin yiiksek miktarlarda ve ¢ogu zaman kontrolsiiz bir sekilde
kullanimi, bu malzemelerden kaynaklanabilecek olasi olumsuz etkilerin de arastirilmasi
gerekliligini ortaya ¢ikarmistir.NPlerin ham madde olarak kullanimi, tiretimi, dagitima,
tilkketimi ve ¢evreye salinimlarini igeren yasam boyu dongiileri incelendiginde hemen
her asamada dolayli ve/veya dolaysiz yollardan cesitli etkilere neden oldugu
goriilmiistiir. Ancak ulusal ve uluslararasi literatiir incelendiginde NPlerin cevre
iizerindeki olas1 olumsuz etkilerinin arastirildig1 az sayida bilimsel ¢alismanin oldugu
ve NPler ile ilgili yirtrliige girmis heniiz bir ¢evre standardi veya diizenlemesinin
bulunmadigi goriilmektedir. Bununla beraber Avrupa Birligi (AB)'nin yayinladigi sinirli
sayidaki teknik raporlarda NP soliisyonlarinin hazirlik agamasina yonelik bir standart
metodun gelistirilmesi Onerilmektedir. Ayrica NPlerin davranis ve akibetlerinin
belirlenmesi  amaciyla  ¢alismalarin  Ozellikle gergek  ¢evresel  kosullarda
gerceklestirilmesi gerektigi vurgulanmaktadir. Bu nedenle basta AB olmak {izere pek
cok gelismis lilke, NPlerin insan ve c¢evre saglifina yonelik potansiyel etkilerinin
toksikolojik ve ekotoksikolojik ¢alismalarla belirlenmesi, NPlerin etkilerinin
izlenebilmesi ve en aza indirilebilmesi i¢in uygun metot ve cihazlarin uygulanmasi ve
NPlerle ilgili diizenlenmekte olan g¢erceve yonetmeliklerinin mevcut diizenlemelere
adapte edilmesi amaciyla calismalar yiiriitmektedir.Ulkemizde ise NPlerin olumsuz
etkilerinin incelendigi sinirl sayida calisma bulunmakta olup, ¢ogunlukla yeni NP ve
nanoproses iiretimi yoniinde faaliyetler gerceklestirilmektedir.

NPlerin 6zellikle sucul ortamlarda yasayan organizmalar (algler, su piresi, balik
vh.) tlizerindeki ekotoksik etkilerinin belirlenmesine yonelik sinirli sayida bilimsel
caligma yapilmis olup, (i) sucul organizmalarin inaktivasyonuna neden olan ana
mekanizma, (ii) NPlerin inaktivasyondaki rolleri (NP-alg iliskisi) ve ekotoksisiteye
neden olan 6zellikleri, (iii) farkli ¢cevre kosullarinda NPlerin davranisi (NP-NP iliskisi),
(iv) farkli dispersiyon yontemlerinin NPlerin davranigina etkisi konularina agiklik
getirilememistir. Sucul ortamlarda yasayan algler, ekosistemin ve besin piramidinin
onemlibasamaklarindan olup, biyokimyasal dongiiniin temel elemanlaridir. Bu nedenle,
model olarak segilen alglerin NPler ile olan karsilikli iliskilerinin anlasilmasi biiyiik
Oonem tasimaktadir.

Bu tez calismasmin amaci,farkli dispersiyon yontemleri kullanilarak sentetik
yiizeysel su (SYS) orneklerinde hazirlanmis ticari metal oksit NPlerin (TiO2, ZnO ve
CuO), farkli g¢evresel kosullar (pH, iyonik gii¢, sertlik vb) altinda, ylizeysel su
kaynaklarinda birincil iiretici ve list organizmalar i¢in birincil besin niteligi tagiyan
yesil-algler (Pseudokirchneriella subcapitata) iizerindeki ekotoksik etkilerinin
arastirilmasi ve toksisiteye neden olan mekanizmalarin agikliga kavusturulmasidir. Bu
kapsamda metal oksit NPleri farkli dispersiyon metodlar1 (karigtirma, problu



sonikasyonve banyo sonikasyon) ile farkli konsantrasyonlarda (1, 10, 50, 100 ve 500
mg/L), farkli su kalite 6zelliklerine sahip (Yumusak, orta sert, cok sert, diislik - yiiksek
alkalinite, pH 6,5-7,5) SYS o6rnekleri i¢inde hazirlanmis ve P. subcapitata yesil-algleri
tizerindeki etkileri belirlenmistir. Etki analizleri kapsaminda alg inhibisyonu, hiicre
membraninda degisim, hiicresel solunum aktivitesi ile morfolojik gbézlem
gerceklestirilmistir.Doz-tepki  analizlerinden elde edilen sonuglarkullanilarak Etki
Konsantrasyon (ECso) seviyeleri her bir NP igin hesaplanmis ve alglerde akut
toksisiteye sebep olan etkili metal oksit NP tiirii belirlenmistir.



2. KURAMSAL BILGIi VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. Nanoteknolojinin Gelisimi ve Nanoteknolojik Faaliyetler

Nanoteknoloji kavrami; malzemelerin atomik veya molekiiler bazda ayrilmasi,
birlestirilmesi ve bozulmasi olarak tanimlanmasindan sonra literatiirdeki yerini almistir
(Taniguchi, 1974). Bir bagska tamima gore nanoteknoloji, 1- 100 nm arasindaki
boyutlarda olan nanomalzemelerin 6zelliklerini inceleyip anlama, kontrol edebilme ve
bu teknolojiyi  kullanan sistemleri  gelistirmek amaciyla uygulanan bir
teknolojidir.Nanoteknolojik faaliyetler ise 1986 yilinda fulleren ve karbon nanotiiplerin
kesfinden sonra hizli bir gelisme gostermistir. Ozellikle 2001 yilinda ABD’nin
‘National Nanotechnology Initiative (NNI- Ulusal Nanoteknoloji Girigimi)’i kurmasi ve
464 milyon US-$ biitge ayirmasi diinya genelinde farkindalik yaratmis, nanoteknolojik
caligmalarin baglamasini saglamistir (NNI 2010).

Gilinlimiizde nanoteknolojinin diinya ekonomisine katkisi tartisilmaz durumdadir.
Ozellikle 2000 y1l1 itibariyle hizla gelisen nanoteknoloji, bugiin diinya genelinde &ncelik
verilen teknolojik faaliyetlerin ilk sirasinda yer almaktadir. Renn ve Rocco
(2006)nanoteknolojiyi ve nanoteknolojik ¢alismalarin gelisimlerini yillarmana gore 4
farkli nesile ayirmistir. Pasif nesil olarak adlandirilan ilk kisimda (2000-2005 yillari
arasi), nanomalzeme iiretimi ile ilgili kaplama ¢alismalarimin yogun oldugu, patlama
nesli olan ikinci kisimda (2005-2010 yillar1 arasi) calismalarin ilag, kimyasal ve lazer
teknolojileri iizerinde yogunlastign goriilmektedir. Ugiincii nesilde (2010-2015 yillart
arasi) nanobiyoteknoloji ¢alismalarinin hizlandigi, yapay organ ve hiicre dokularinin
sentez ¢aligmalarmin yiiritiildiigi bildirilmektedir. Dordiincii ve son nesilde (2015 ve
sonrast yillar) ise biyomedikal ve mikroelektronik uygulamalarda nanoteknolojinin
onemli bir yer tutacagi belirtilmektedir.

Mart 2006- Agustos 2009 tarihlerini kapsayan bir envanter calismasina gore
nanoteknoloji ile tretilmig 212 adetiiriin bulunmaktadir. 2013 verilerine gore ise 30
iilkede faaliyet gosteren 587 sirket, 1317 tane nanotabanli iirlinii tiikketicilere sunmustur.
2014 yii Ekim ayinda yapilan c¢alismaya gore bu saymin 1801'e ulastigi
goriilmiistiir(PEN 2014). S6z konusu nanotiriinlerin ¢esitliligi (Cizelge 2.1) ve piyasasi
degerlendirildiginde, 2012,yilinda elde edilen gelirin 207 milyar $ oldugu ve bu
gelirin2017  yilinda%18,7 birlesik yillik biyiime oranm1 ile 48,9 milyar $
ulasacagibeklenmektedir. Gelecek yillarda ise bu oranin daha da artacagi, nanoteknoloji
bazli iriinlerden elde edilecek gelirin  trilyonlar mertebesinde olacagi
ongoriilmektedir(BCC 2014). Bununla beraber 2010-2014 yillar1  arasindaki
nanoteknolojik gelisimin degisimini tespit etmek amaciyla Google arama motoru
kullanilarak “nanotechnology development (nanoteknoloji gelisimi)” aramasi yapilan
caligmada 2009 yilinda 5,320,000 adet(J.D 2010), 2014 yili Aralik ayinda ise
36,400,000 adet farkli sonucun ¢iktig1 goriilmiistiir (Google 2014). Buna gore aradan
gecen dort yillik siiregte sonucun yaklasik 7 kat biiylik ¢ikmasi, nanoteknolojinin hem
tiiketici hem de bilim diinyasini uzun yillar mesgul edecegini gostermektedir.



Cizelge 2.1. Nanoteknoloji kullanilarak {iretilen tiriin 6rnekleri (USEPA 2005)

SO%::;:H::CI Si?t?e%rl:ll; i Bilesimler Tal\)/:;;arl Donanim Goriintiileme
Tenis topuve Ilag Kaplama Modelleme Kaplama Mikroskop
raket Sprey Malzemeleri Bilgisayar Konumlayici Elektron
Giysi Onarici ilag Katk1 maddesi destekli Prop ve Isinlart
Kamera Saglik araglar1 ~ Katalizleyiciler dizayn engelleyiciler X-Ray
Filtre Koruyucular Baski
Tras bigaklar1 (tampon, maskeleri ve
Kozmetik ¢camurluk) korumalar1
Giines Boya
kremleri Koruyuculari
Cam sigeler Yakit Hiicreleri

Ekim 2014’de Web of Science veri tabani kullanilarak yapilan genel bir
bibliyometrik analizde “toxicity (toksisite)” anahtar kelimesi sabit tutularak Alga*(Alg),
Daphnia*(Su piresi), Vibrio* (Vibrio) ve Fish* (Balik) kelimeleri taranarak 2000-2014
yillar1 arasindaki yayin sayilari tespit edilmistir (Sekil 2.1a). Buna goére en fazla
yayminNPlerin baliklardaki toksisitesi lizerine yapilan ¢alismalar oldugu goriilmiistiir.
Ayrica yayin igerigi agisindanBalik>Alg>Su piresi>Vibrio seklinde bir siralama oldugu
ortaya ¢ikmistir.

Web of Science’de yapilan diger bir taramada ise adres satir1 ‘Turkey (Tirkiye)’ ve
anahtar kelime olarak ‘toxicity (toksisite)’sabit tutulup alga, fish, vibrio, daphnia,
mussel (midye), bacteria (bakteri) kelimeleri aranmistir. Toplamda 4552 adet yayin
oldugu saptanmistir. Bu yayinlarda canlilara ait yayin sayilarinin dagilimiSekil 2.1b'de
verilmigtir.

Alg;

Su piresi;
4,371

3,586——

Vibrio ;
1,605

Balik;
8,567

(@) (b)

Sekil 2.1.Web of Science'da NPlerin canlilar lizerindeki "toksisite"sinin ¢alisildig1 genel
yayin (a) ve Tiirkiye (b) 6l¢eginde yapilmis yayin sayilari



2.2. Nanopartikiiller
2.2.1. Nanopartikiillerin genel 6zellikleri

Boyutlar1 100 nm ve altinda kalan tozlar olarak tanimlan NPler, nanoboyutlu
malzemelerin ve dolayisiyla nanoteknolojinin temelini olusturmaktadir (Miller 2004,
Rao 2005). NPler, ayn1 ismi tasiyan diger kimyasallardan genelde farkli ve tistiin kabul
edilen Ozellikler gostermektedir. Kuantum boyut etkileri, elektronik yapisinin boyut
bagimliligi, yiizey atomlarinin benzersiz karakterleri ve yliksek yiizey/hacim orani
(Liveri 2006) gibi oOzgiin Ozellikleri nedeniyle yiiksek aktiviteli katalizorler,
siperiletkenler, ylizey aktif maddeler, ilag tasiyicilar, biyosidal {iriinler gibi bir¢ok
teknolojik ve farmakolojik iirlinlerin hazirlanmasinda yer almaktadirlar.

NPler, fiziksel ve kimyasal davranislarina baglh olarak sekil, yiizey alani,
partikiil yiikii ve kristal dizilisleri modifiye edilebilir (Brar vd 2010) ve kompozisyonlari
da formiilasyonlarma baglh olarak farklilik gostermektedir. Sekil 2.2incelendiginde,
fullerenler ve karbon nanotiiplerin (CNT) karbon-bazli, kuantum noktalarin (QD)
yariiletken ve metaloksitlerin inorganikNP olarak degerlendirildigi goriilmektedir
(Fadeel ve Garcia-Bennett 2010)

imal edilmis NMler
|

o N
Organik ‘ inorganik
N B N —
I 1 1 1 1
Fullerenler Karbon Nanotiipler _Metal oksitler Metaller KuantumNoktalar
(Cen, Cr) (MWCNT, SWCNT) (TiO5, Zn0O4, Ce0y) (Au, Ag) (CdSe)

Sekil 2.2. Fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore nanomalzemelerin siniflandirilmasi

NPler, yiizeyindeki atomlarin istenildigi gibi diizenlenebilir olmasi nedeniyle
birbirinden bagimsiz nanometrik birimlerde sentezlenebilir ya da NPlerin yapilar1 bir
takim metod ve coziiciilerle degistirilerek tel, levha, disk, halka veya lif haline
getirilebilmektedir (Casals vd 2008, Klaine vd 2008). Sekil 2.3’te NPlerin boyut,
morfoloji, kompozisyon ve uniformluk durumlarina gore siniflandirilmasi verilmektedir
(Bystrzejewska-Piotrowska vd 2009).

NPlerin kendilerine has yapilari, genis yiizey alan1 ve yiiksek reaktivite gibi
ozelliklerinin gelistirilebilir ve/veya modifiye edilebilir olmasi, kullanim alanlarini
genisletmektedir. Ancak yiiksek reaktiviteye sahip NPler su igerisinde dagilirken,
yiiksek Van der Waals kuvvetlerinin etkisiyle hizla agregasyona ugrayabilirler. Kisa
siirede y18in (bulk) partikiiller olusturmasi sonucunda ise NPler istenilen fiziksel
ozelliklerini kaybederler. Bu kayiplarin enaza indirilmesi i¢in, reolojisi kontrollii su
veya organik ¢ozeltiler icinde NPlerin stabil hale getirilmeleri gerekmektedir. Sucul
sistemlerde bu islem iki sekilde gerceklestirilir; (i) sistemin pH’sinin ayarlanmasi ile
NPlerin ylizey ytikii degistirilerek, NP etrafinda bir elektriksel ¢ift yiizey (EDL)
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agregasyondurumlarina gore siniflandirilmasi

olusturulur ve NPleraras1 itme giiclinlin artmasi ile stabilizasyon saglanir (itme
giiclinlin biiyiikligli zeta potansiyel ile tespit edilir), (ii) NPlerin polimerik veya
molekiiler bir tabaka ile enkapsiilasyonudur. Boylelikle cekirdek-kabuk (core-shell)
halini alan kaplanmig NPlerin Van der Waals kuvvetleri etkisiz hale getirilerek sterik
stabilizasyon gergeklestirilir. Bu haliyle NPler, ileri diizeyde optik, mekanik ve
manyetik ozellikleri tasir hale gelebilmektedir (Bottero vd 2011, Caruso 2001).

NPlerin hareketliligi genel olarak agregasyona ve birikme hizlarina bagli olarak
degismektedir. Bilindigi tizere, DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) teorisi,
sucul ortamlarda yiiklii yiizeylerin birbirleriyle olan etkilesimlerini suyun pH ve iyonik
glicii verilerine bagli olarak agiklar (Thio vd 2010).Ayni sekilde NPler de yiiklii
parcaciklar oldugundan, sucul ortamin pH’si, iyonik giicli ile NPnin EDL kalinlig
NPlerin agregasyonu ile ilgili fikir vermektedir. Ornegin, sucul sistemin pH’si sifir yiik
noktasina (PZC) ulastiginda, NPler arasindaki itme giicii belirgin bir sekilde azalir ve
boylelikle NPler hizla agrega olmaya baslarlar. Agregasyonun artmasi, yigin boyutunu
biiyiitlir ve toprak veya sedimentte birikim meydana gelir. Benzer sekilde, pH’s1 bilinen
bir sucul ortamin iyonik giicii artirildiginda, NPleri ¢cevreleyen EDL tabakas1 zayiflar ve
agregasyon meydana gelir. Baz1 durumlarda meydana gelen yi1gin NPler, mikron veya
daha biiyiik kolloidler halini alirken, NP 6zelliklerini kaybedebilirler(Zhou ve Keller
2010).




2.2.2. Metal oksit nanopartikiiller

Metal oksit NPler, farkli ve cesitli Ozellikleri ve potansiyel uygulamalari
nedeniyle nanobilim ve nanoteknolojinin en temel yapitasini olusturmaktadir (Pinna ve
Niederberger 2008). Metal oksitler, kimyasal kompozisyon ve davranig ag¢isindan
oldukga farkli 6zellikler (yiizeysel yiik, reaktivite, optik karakteristik, ylizey morfolojisi,
kristal yapi1, hidrofilik/hidrofobik olma durumu, yiizey kimyasi) tasiyan gesitli ve ¢ok
sayida NPlerden olusmaktadir (Farre vd 2011). Ornegin TiO2, ZnO, CuO ve CeO- gibi
metal oksit NPler enerji, kataliz, biyomedikal, saglik tiriinleri, kendi kendini temizleyen
yiizeyler, su ve atiksu aritimi gibi pek ¢ok farklt uygulamada siklikla kullanilmaktadir
(Keller vd 2010, Nowack ve Bucheli 2007, Pinna ve Niederberger 2008, Sharma 2009).

TiO2NPlerinin ti¢ farkli fazi (anataz, rutil ve brukit) bulunmakta ve herbir faz
farkli fotokatalitik 6zellik gostermekle birlikte anataz fazdaki TiO2 NPleri en yliksek
aktiviteye sahiptir (Fadeel ve Garcia-Bennett 2010). TiO> bir ¢ok alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Fotokataliktik Ozelliklerinden dolayr giines kremleri ve transparan
ozelliginden dolay1 farkli birgok kozmetik iiriinlerde, su aritim sistemleri ve yeni nesil
solar hiicrelerde kullanilmaktadir. Fonksiyonel ozellikleri ile TiO2 uygulamalarinin
gelistirilmesi amaciyla 151k uygulamalarinda katalitik aktivitenin zenginlestirilmesi i¢in
TiO2’in katkili versiyonlar1 sentezlenmektedir (Wang vd 2008). Genellikle TiO2 NPleri
relatif olarak daha diisiik toksisiteye sahiptir, ancak Ozellikle ultraviyole (UV) 151k
altinda TiO2 NPleri reaktif oksijen tiirlerini (ROS) iiretebilmekte ve sonug olarak
toksisiteleri artmaktadir.

CuO NPler yar iletken olup, mono klinik bir yapiya sahiptir (Ren vd 2009).
Kristal yapisinda bosluklu ve dar yapilar mevcuttur (Xu vd 1999). Yiiksek
iletkenliklerinden Gtiirii; gaz sensorleri, katalizor, manyetik faz gegislerinde ara madde,
siiper iletkenler ve seramik pigmentlerinde kullanilmaktadir (Marino vd 2007, Zhu vd
2004). Ayrica son zamanlarda koku yapmayan coraplar basta olmak iizere
antimikrobiyal tekstil adi altinda, hastane ekipmanlari, ahsap koruma ve ciirlimeyi
onleyici boya malzemelerinde katki maddesi olarak yaygm kullanimlart mevcuttur

(Gabbay vd 2006).

Zn element olarak Ti ve Cu gibi periyodik cetvelin gecis elementleri arasinda yer
almaktadir. Diisik kaynama noktasina sahiptir (Wikipedia 2014). Yiiksek
konsantrasyonlarda zehir etkisi artmaktadir ancak bununla beraber yasamsal
faaliyetlerde onemlidir. ZnO NPleri Zn’nin oksit halde olusumudur. Yaygin olarak
kigisel bakim iriinlerinde, gida katki maddelerinde ve kaplama ile boya
endiistrisi(Brayner vd 2010, Lin ve Xing 2008); elektronik uygulamalarda, dis
macunlarinda ve TiO gibi transparan 6zelligi ile birlikte antibakteriyel 6zelliginden
dolay1 giines kremlerinde UV filtre olarak (Becheri vd 2008, Serpone vd 2007) ve son
yillarda sensor ve katalist (Strunk vd 2009) sistemlerde kullanilmaktadir. S6z konusu
uygulamalarin yan1 sira ZnO NPleri baz1 organik bilesikler ile agir metallerin
uzaklastirilmasinda da yer almaktadir (Horie vd 2009, Yang ve Xing 2009). Ancak ZnO
NPlerinin giivenlik ve/veya toksik etkilerine yonelik olduk¢a sinirl sayida ¢alisma yer
almaktadir (Sharma vd 2009).



2.2.3. Nanopartikiillerinkarakterizasyonu

NPlerin yapisal o6zelliklerinin belirlenebilmesi i¢in fiziksel ve kimyasal
karakterizasyonlarinin yapilmasi, hem wuygulamalar agisindan hem de olumsuz
etkilerinin degerlendirilmesi agisindan olduk¢a Onemlidir (Ju-Nam ve Lead 2008).
OECD-WPMN (Working Party for Manufactured Nanomaterials) ve 1SO/TC229 un
birlikte yirittiigi c¢alisma sonucunda toksisite testlerinden ©Once NPlerde
degerlendirilmesi gereken fiziko-kimyasal 6zelliklerin bir listesi olusturulmustur.S6z
konusu listenin basinda partikiil boyutu ve dagilimi, agregasyon durumu,
kompozisyonu, sekil, ¢ozlniirliik, yiizey alani, yiizey kimyas1 (6rnegin hidrofobiklik
durumu) ve yiizey yiikii gelmektedir (OECD-WPMN 2009). Cizelge 2.2'de NPlerin
karakterizasyonu sirasinda incelenen fiziksel ve kimyasal parametreler (SCENIHR
2009) goriilmektedir.

Cizelge 2.2. Nanopartikiillerin karakterizasyonu sirasinda incelenen parametreler

Fiziksel Parametreler Kimyasal Parametreler
¢ Boyut, sekil, spesifik yiizey alani, o Yapisal formiil / molekiiler yap1
en/boy oram o Kompozisyon (saflik derecesi, bilinen katki maddeleri)
e Agregasyon durumu e Fazlar
e Boyut dagilimu ® Yiizey kimyasi (yiik, gerilme durumu, aktif bolgeler,
¢ Yiizey morfolojisi / topografyasi fiziksel yapi, fotokatalitik 6zellikler, zeta potansiyel)
e Yapi, kristalinite ve yap1 kusuru o Hidrofilik / lipofilik olma durumu

o Coziiniirliik

Faz safligi, partikiil veya yigin boyutu, yiizey kimyasi, ¢oziiniirliik, yiik ve
kristalinite gibi 0zelliklerin bilinmesi, NPlerin farkli ortamlardaki homojenligi,
stabilitesi, reaktivitesi, biyolojik dayanikliligi ve potansiyel uygulamalarinin
belirlenmesi agisindan 6énemlidir (Kahru ve Dubourguier 2010). Ancak alict ortamda,
NPlerin diger biiyiik partikiiller, NPler ve dogal organik maddelerle etkilesim i¢inde
olmasinin  yanisira 151k, oksidantlar ve canli  organizmalarm  (6zellikle
mikroorganizmalar) varliginda degisime ugramalari nedeniyle, NPler birtakim
degisimler gecirebilmekte ve yukarida belirtilen O6zelliklerin tespit edilmesi zor
olmaktadir (Silva vd 2011).

NPlerin fiziksel ve kimyasal karakterizasyonlarini yapmak {iizere g¢esitli
yontemler kullanilmaktadir. Yapisal durum, morfolojik 6zellikler, agregasyon durumu
ile NPlerin difraksiyon (kirilim) verilerini tespit etmek iizere elektron mikroskobi
tekniklerinden; transmisyon elektron mikroskopisi (TEM) ve taramali elektron
mikroskopisinin (SEM) yanisira atomik gili¢ mikroskopisi(tAFM) de kullanilmaktadir
(Karlsson vd 2009). TEM’de, SEM’e gore daha yiiksek c¢oziiniirlikte goriintii
alinabilmektedir. Ancak TEM’de yiiksek vakum tekniklerinin kullanilmasi, &rnek
hazirlama sirasinda canli hiicre ve islak-partikiil yapilarinin zarar gérme ihtimalinin
yiiksek olmasi, NPlerin karakterizasyonunu kisitlamaktadir. Bunun yaninda, SEM ise
organizma-NP o6rneklerinin dogal ortam kosullarina yakin bir sistemde incelenmesini
saglayabilmektedir (Tiede vd 2009). AFM, hava veya su 0rnegi i¢inde bulunan NPler
ile AFM ucu arasinda olusan Van der Waals kuvvetinden yola ¢ikarak, yiizey



morfolojisinin ii¢ boyutlu ve yiiksek c¢oOziiniirliikte goriintiilenmesini saglayan bir
cihazdir (Ju-Nam ve Lead 2008) .

Spektroskopik bir teknik olan dinamik 1s1k sacilimi (DLS) yontemiyle NPlerin
boyut, agregasyon durumu ve elektroforetik hareketliligi hakkinda bilgi edinilebilir.
DLS, sulu ortamda silispanse edilmis NPlerin Brownian hareketlerini 6lgerken ayni
zamanda yiizey yiikii gibi elektrokinetik 6zelliklerin de belirlenmesine yardimci olur
(Karlsson vd 2009).

Hassellov vd (2008), nanometroloji, partikiil boyut analizi ve analitik kimya ile
ilgili alanlar1 metodolojik ag¢idan incelemislerdir. Calismalarinda, boyut dlgiimleri
(uzunluk, cap, a¢1 orani vb) ile ortalama veya dagilimsal bilgi veren spesifik 6l¢iim
metotlarini1  karsilastirmiglardir.  Elektron mikroskopi ve AFM gibi tekil partikiil
metotlarinin  avantajlarinin  yani1 sira sayimlama ve Ornek hazirlama acisindan
eksikliklerini de irdelemislerdir. Ayrica c¢alismada, birbirini tamamlayan metotlar
iizerinde durulmus ve fiziko-kimyasal Ozelliklerin belirlenmesinde kullanilan
uygulamalarin bir tablosu verilmistir. Tiede vd (2008) yaptiklar1 derlemede, iiriin
hazirlama, ¢evresel matrisler ve gida ile ilgili tirlinlerin karakteriasyonunda 6ne ¢ikan
fiziksel ve kimyasal ozellikleri incelemek iizere kullanilan analitik metotlar iizerinde
durmuglardir. Derlemede, gidalarda bulunan sentezlenmis NPler ile ilgili sinirh sayida
caligma oldugu, ham firiinler ile ¢evresel matrislerde NPler ile ilgili literatiir bilgisine
erisimin kolay oldugu bildirilmektedir.

ENRHES (2009) final raporunda NPlerin fiziko-kimyasal 6zelliklerinin (sayi,
boyut dagilimi, sekil, agregasyon durumu, ylizey alani, kimyasal kompozisyon, saflik
durumu, ylizey kimyasi, yiizey ylikil ve kristal yapis1) karakterizasyonu i¢in uygulanan
metotlar Cizelge 2.3’te 6zetlenmistir.

NPIlerin biyolojik etkilerinin belirlenebilmesi igin ¢evreye birakilan (veya ¢evreye
dagilan) miktarmin dogru tespit edilebilmesi gerekmektedir. NPlerin iiretiminden
tilketiciye, tiikketiciden bertarafina ve en son olarak da alic1 ortamda yayilmasina kadar
gecen yasam dongiisii i¢inde gecen siireclerde olusabilecek riskler de ayrica
degerlendirilmelidir. NPlerin ¢esitli alici ortamlardaki etkilerinin farkli olacagi g6z
ontlinde bulundurulursa, 6zellikle de sucul ortamlarda meydana gelebilecek ylizey yiikii
ve reaktivite degiskenligi nedeniyle NPlerin biyolojik hayata olas1 olumsuz etkilerinin
dikkatle incelenmesi gerekmektedir. Ancak NPlerin sucul ortamlardaki yiizey alani,
ylizey yiikii ve reaktiviteleri arasindaki iligkinin tam olarak anlagilamamasi nedeniyle,
NPlerin toksik etkileri hakkinda halen daha cevaplanmamis pek ¢ok soru bulunmaktadir
(Auffan vd 2009a, Auffan vd 2009b).



Cizelge 2.3. NPlerin fiziko-kimyasal 6zelliklerini belirlemede uygulanan metotlar

g c g _ g = &
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SEM X X X X X

TEM X X X X X

AFM X X X X

Confocal M X X X

DLS X

BET X X

Zeta Potansiyel X

X-ray difraksiyon X X

Auger Elektron S. X X

FTIR S. X X X

UV-VIS S. X X X X

Raman S. X X X X

NMR S. X X X X

TOF-MS X X X X

lon Mass S. X

ICP-MS X

LC- GPC X X X

2.2.4. Nanopartikiiller ile ilgili yasal durum

Avrupa Birligi (AB) iilkeleri biinyesinde 2004 yilinda “Nanoteknoloji i¢in Avrupa
Strateji  Yaklasimi  (Towards a FEuropean Strategy for Nanotechnology,
COM(2002)338)” basghigi altinda bir dizi ¢alismalara baglanmistir.Bu strateji yaklagimi
ile nanobilim ve nanoteknolojiyi akademik alanda gelistirerek, Avrupa igin entegre bir
yaklasim gelistirme hedeflenmistir (EU 2004).

AB 2005 yilinda “Nanobilim ve Nanoteknolojiler: Avrupa i¢in Aksiyon Plani
(Nanosciences and nanotechnologies: an Action Planfor Europe 2005-20009,
COM(2005)243yiiriirlige  koymustur. Bu planinc  bendinde nanobilim ve
nanoteknolojilerin, 6zelliklesentezlenmis NPlerin insan ve ¢evre sagligina yonelik
potansiyel etkilerinin toksikolojik ve ekotoksikolojik galismalarla belirlenmesi, NPlerin
etkilerinin izlenebilmesi ve minimize edilebilmesi i¢in uygun metot ve cihazlarin
uygulanmasi esas gosterilmistir (EU 2005).

AB Cevre ve Saglik Aksiyon Plan1 (The European Union Environment and Health
Action Plan, 2004-2010) ve AB 67/548/EEC yonetmeligine adapte edilen REACH
(Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemical substances)
teklifinde sentezlenmis NPler ile ilgili olasi zararlarinin incelenmesine yonelik
calismalara hiz verilmesine deginilmistir (EU 2003).
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AB kapsaminda NMlerin diizenleme kosullarinin belirlendigi Komisyon final
raporunun (Regulatory Aspects of Nanomaterials, COM(2008)366) son kisminda
“NPlerin c¢evre, saglik ve gilivenlige yonelik etkilerinin yasal diizenlemelerle
belirlenebilmesi  i¢in  yapilacak  her tiirli  arastirmaya ihtiyag  oldugu”
belirtilmektedir.Ozellikle NPlerin ¢esitli cevre kosullarindaki fiziko-kimyasal ve
biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi, mevcut ve gelistirilecek yeni test metotlariyla
insan ve g¢evre saghgr lizerindeki toksik, ekotoksik ve genotoksik etkilerinin ortaya
cikarilmasi gerekliligi izerinde durulmaktadir (EU 2008).

Haziran 2005 yilinda, OECD’ye bagli Kimya Komisyonu (CC) ile Kimyasallar,
Pestisitler ve Biyoteknoloji ¢alisma gruplart (WPCPB) biraraya gelerek sentezlenmis
NMlerin insan saghigi ve cevresel giivenlik lizerindeki etkilerinin tartisildigi 6zel bir
calistay diizenlemislerdir. Bu ¢alistay ayn1 zamanda OECD’ye iiye iilke temsilcilerinin
konu ile ilgili olarak ilk defagzlemcil ve davetli bilim insanlariyla biraraya gelmelerine
olanak saglamistir. Calistayin ¢iktilarinda; NMlerin kisa, orta ve uzun vadede meydana
gelebilecek etkilerinin belirlenmesi i¢in gerekli tiim ¢aligmalarin ve degerlendirmelerin
yapilmasi 6nerilmektedir (OECD 2006).

Eylil 2006 yilinda, ilk c¢alistaymn hemen ardindan, OECD biinyesinde
Sentezlenmis NMler Calisma Grubu (OECD-WPMN) kurulmustur. WPMN, OECD iiye
iilke temsilcileri, iiye olmayan iilkelerden gdzlemciler, Diinya Saglik Orgiiti (WHO),
Uluslararas1 Standartlar Organizasyonu (ISO), ¢evre sivil toplum kuruluslart vb. kurum
ve kuruluslarin temsilcilerinden olusan yaklasik 100 kisilik bir ¢alisma grubudur. Grup,
sentezlenmis NMlerin insan sagligi ve cevre gilivenligine yonelik uygulamalar ile bu
uygulamalarin olas1 toksik etkilerini ve risk degerlendirmelerini yapmak {izere
caligmalarint yiiriitmekte olup, 2006-2011 yillar1 arasinda hazirladiklari ¢alisma
raporlarint OECD’nin websayfasinda diizenli olarak paylasmislardir.

A.B.D.’nin Bilim ve Teknoloji Politikalar1 Biirosu, Yonetim ve Biitge Biirosu’na
bagl Bilgi ve Diizenleme Birimi ile Ticaret Temsilcilik Biirosu’nun Haziran 2011°de
ilan ettigi genelgede nanoteknolojik faaliyetlerin diizenlenmesi ile ilgili temel ilkeler
aciklanmistir. Buna gore; ekonomik biiyiime, risk yonetimi ve bilimsel faaliyetlerin
birlikte tesvik edilmesi ve yiiriitiilmesi sirasinda halk sagliginin korunmasi ile ¢evresel
giivenligin saglanmasi Oncelikler arasinda olmasi gerekliligi 6ne siiriilmiistiir. Bununla
birlikte, bilimsel olarak kanitlanmamis nanoteknolojik tiriinlerin faydalari ile risklerinin
tam olarak belirlenmesi gerektigi bildirilmektedir. Raporda ayrica A.B.D. Hiikiimetine
bagl bir calisma grubunun NMler ile ilgili terminolojinin tamamlanmasi1 ve yasal
diizenlemelerin olusturulmasi i¢in Cevre Koruma Ajansi (EPA) ile birlikte caligmalara
baglayacagi da verilmektedir (WhiteHouse 2011).

A.B.D. Gida ve llag Idaresi (FDA) Haziran 2011°de hazirladig: taslak ¢alismayz,
FDA-lisansli {irlinlerde uygulanacak nanoteknolojik uygulamalarin  yonetimsel
durumlari, verimlilikleri veya halk saglig1 yoniinden olasi tehlikelerinin belirlenebilmesi
icin endiistriyel kurum ve kuruluslara bildirilmistir. Taslakta NM veya nanoteknoloji
terminolojileri net bir sekilde tanimlanmamakla birlikte, taslak A.B.D. hiikiimetinin
“malzemenin en az bir boyutunun nano Olgekte olmasi veya malzemenin geligmis
ozellikler gbstermesi” yaklagimi ile daha uyumlu oldugu goriilmektedir. Ayrica FDA,
gelismis 6zelliklerini degerlendirmek amaciyla malzemelerin incelenmesi sirasinda goz
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oniinde bulundurulmas1 gereken boyutun en fazla 1000 nm olmasi gerektigini
onermektedir (FDA 2011). Haziran 2014’te yayinlanan final raporunda ise 2001 yilinda
yayinlanan rapora ek olarak FDA iiriinlerine 6zel, pazarlama dncesinde nanoteknoloji
uygulamalarini igeren iiriinlerde davranig ve 6zelliklerini daha net belirlemek amaciyla
gereklilikleri belirlenmistir. Boylece tiretimin, diizenleme siniflandirmalari, giivenlik ve
gecerlilikleri ya da halk sagligi iizerindeki etkisi hakkindaki tiim sorulara cevap
verilebilir ve yeterli tanimlamalar1 yapabilir hale gelmistir (FDA 2014).

Mayis 2011 tarihinde ISO bir teknik rapor yayinlayarak, sentezlenmis NMlerin
gelistirilmesi, iiretilmesi ve kullanilmasi sirasinda olusabilecek risklerin belirlenmesi,
degerlendirilmesi ve yonetilmesi konularinda kurum ve kuruluslara destek olmayi
hedeflemistir. ISO TR13121 (2011) Nanotechnologies - Nanomaterial Risk Evaluation
(Nanoteknolojiler—Nanomalzeme Risk degerlendirmesi) isimli raporda yasam
boyu/iirlin yonetimi tanimlamasi ile imal edilmis NMlerin risk profillerini olusturma
amaclanmaktadir. Ayrica NMlerin fiziksel, kimyasal ozellikleri ile olusturabilecekleri
tehlike ve maruz birakma yollarinin da belirlenmesi hedeflenmektedir. Bunun yaninda
hizla ilerleyen nanoteknoloji sektoriinde meydana gelebilecek sorunlarin ¢éziimii i¢in
bir yol da raporda Onerilmektedir. Rapordaki yonetim modeli, ISO 14001- Cevre
Yonetim Sistemi veya ISO 9001- Kalite Yonetim Sistemi ile uyumlu bir sekilde
uygulamayi da saglamaktadir (ISO 2011).

Kanada Miihendislik Standartlar1 Birligi (Canadian Engineering Standards
Association— CSA)tarafindan 2012 yilindayayinlanan “Nanoteknolojiler- sentezlenmis
NMler i¢in maruziyet kontrol programi (CSA 2012)” isimli raporda nanoteknoloji
iriinii olan NMler is sagligi ve giivenligi acisindan degerlendirilmis ve stirekli
iyilestirme modeli gelistirilmistir.

2.2.5. Nanoteknolojik faaliyetlerin Tiirkiye’deki durumu

AB’ye uyum asamasinda agilan ¢evre fash ile birlikte lilkemizde uygulanmakta
olan mevzuat, yonerge ve yonetmeliklerin biiylik bir ¢ogunluguAB normlaria uygun
hale getirilmeye calisilmaktadir. Ancak gelismelerin bu kadar hizli olmasina karsin
nanoteknolojik faaliyetler ile ilgili heniiz bir diizenleme bulunmamaktadir. AB REACH
yonetmeligine benzer sekilde Yeni Kimyasallar Politikasini olusturan “Kimyasallarin
Kaydi, Degerlendirilmesi, Izni ve Kisitlanmasina iliskin REACH Tiiziigii” ile kimyasal
maddeler i¢in ayr1 bir kayit mekanizmasi olusturulmasina karar verilmis, kullanimdan
kaynaklanan risklerin degerlendirmesini ise kullanan endiistriye birakilmistir (ABB
2013).

(TUSIAD 2008) tarafindan hazirlanan raporda, nanoteknolojinin diinyadaki
gelisimi ve farkli alanlarda Tiirkiye i¢in yaratabilecegi firsatlara yer verilmistir. Bunun
yan1 sira Tirkiye icin yeni bakis acilar1 ve teknolojik gelismelerin Avrupa normlarina
daha kolay wuyum saglanmast acisindan iilkemize saglayacagi faydalar
degerlendirilmistir. Ancak s6z konusu raporda uygulanmasi Onerilen nanoteknolojik
faaliyetlerin ¢evresel boyutlar ile ilgili ulusal bir ¢evre politikasinin gelistirilmesine
yonelik bir hedef bulunmamaktadir.
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Ulkemizde de gergeklestirilen Ar-Ge calismalar1 19 farkliiiniversite, kurum ve
kuruluslarda kurulan nanoteknoloji laboratuvarlari ve iiriinlerinin kullaniminin
gelisimini amaglayan ve c¢alismalarin her gegen giin gelistigi bir alan haline gelmistir.
Ayni gelisimci politika Vizyon 2023 (TUBITAK 2004) ve Devlet Planlama Teskilatimin
koordinasyonu ile hazirlanan 9. Kalkinma Plan1 (DPT 2006) c¢ercevesinde de
olusturulmus nanoteknoloji ve iriinlerinin gelecekyillarda biiylik bir gelisme
saglayacagina yonelik Ongoriiler sunulmus ve bu alanlara yonelik yatirimlarin
arttirllmasi konusuna dikkat ¢ekilmistir.

2.2.6. Nanopartikiillerin ekotoksik etkileri

Sucul organizmalar ¢esitli sebeplerden dolayr ekotoksisite testlerinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. OECD (1994) ve USEPA (2002a)’nin Onerdigi standart
toksisite testlerinde besin zincirinin farkli basamaklarindan tiirler kullanilmaktadir. En
cok kullanilan organizmalar: su piresi (Daphnia magna ve Ceriodaphnia dubia), balik
(Pimephales promelas ve Oncorhynchus mykiss) ve yesil algler (Pseudokirchneriella
subcapitata) olup, buorganizmalarbasit yasam dongiileri, ¢esitlilikleri ve kolaylikla
tiretilebilmeleri nedeniyle ekotoksisite testlerinde siklikla tercih edilmektedir.

Metal oksit NPlerin ¢evre ve insan saglig1 iizerindeki etkilerinin arastirildigi
caligmalar her gecen giin artmaktadir. Metal oksit NPlerden ozellikle TiO2 ve ZnO en
cok calisilan NPler olmasia ragmen, ekotoksik mekanizmalarinin agiklandigi yeterli
sayida calisma bulunmamaktadir.

TiO2 benzeri metaloksit NPlerin ticari uygalamalarinin artigina paralel olarak
dogada goriilme riskleri de artmaktadir. TiO2 genellikle fotokatalizor ve UV emici
olarak giines kremi ve sterilizasyonda katalizor olarak kullanilmaktadir (Fujishima vd
2000, Meng vd 2005, Pena vd 2005). Metaloksit NP’lerin kullanimi son yillarda artis
gosterdigi icin heniiz sucul ortamdaki etki ve akibetleri biiyiik oranda bilinmemektedir
(Maynard vd 2006, Nowack ve Bucheli 2007). Pseudokirchneriella subcapitata ve
Desmodesmus subspicatus gibi alglere TiO2, ZnO ve CuO NPlerin ekotoksisitesi Aruoja
vd (2009)tarafindan ¢aligmistir. Titanyum igeren NPler saf kiiltiir igeren tatlisu
algleriyle (Hartmann vd 2010, Ji vd 2011, Peller vd 2007) ve deniz algleri (Miller vd
2010) tizerinde pekgok caligma yiiriitiilmiistiir. Sadiq vd (2011a) sentezlenmis NPlerin
ekotoksikolojik etkilerinin arastirildigi ¢calismalarinda aluminyum NPlerin tathisu algleri
icin biiylime inhibisyonuna etkisi (72 saat ECso degeri Chlorella sp. i¢in 45,4 mg/L;
Scenedesmus sp. i¢in 39,4 mg/L) oldugunu tespit etmislerdir.

Zn ve Nano-TiO: sinerjistik etkisini inceleyen c¢alismada (Tang vd 2013)
Anabaena sp.iizerinde 96 saatlik toksisite testi uygulanmistir. Calisma siirecinde
klorofil-a igerigi ve fotosentez verimleri gézlemlenmistir. 96 saat sonunda yalniz Zn
varliginda ECso degeri 0,38+0,004 mg/L, Zn nano-TiO; ile katkilandirildiginda ECso
0,29+0,003 mg/L olarak tespit edilmistir.

Yapilmis bir ¢alismada antibakteriyal iirlinlerde sikg¢a kullanilan AgNPlerinin
Staphylococcus aureus bakterisinin mikrobiyal biiyiimesine etkisi izlenmistir. Calisma
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sonunda AgNP konsantrasyonunun 4 pg/mL oldugunda bakteriyel biiyiimeyi tamamen
inhibe ettigi tespit edilmistir (Mirzajani vd 2011).

CeO2 NPlerinin 3 farkli boyuttaki (14, 20 ve 29 nm) partikiillerinin 4 farkli canl
tirti (Pseudokirchneriella subcapitata, Daphnia manga, Thamnocephalus platyurus ve
Danio rerio) {izerindeki akibet ve etkisini incelemek igin sucul toksisite testi
kullanilmistir. 14, 20 ve 29 nm partikiil capina ait yapilan deneysel ¢alismalar sonunda
Pseudokirchneriella subcapitata igin ECsp degerleri sirastyla 10,2 4,4 mg/L, 11,7+ 4.9
mg/L ve 19,1+ 6,8 mg/L olarak tespit edilmistir (Van Hoecke vd 2009).

Tatlisularda yasayan mikroalglerden izole edilen Scenedesmus sp. ve Chlorella
sp. lzerine nano boyutlu TiOz'lerin etkisinin incelendigi bir c¢aligmada, biiyiime
inhibisyon etkisi olarak 72 saat ECso degeri Chlorella sp. i¢in 16,12 mg/L ve
Scenedesmus sp. i¢in 21,2 mg/L elde edilmistir(Sadiq vd 2011b).Calismada ¢ogunlugu
mikron boyutlu TiOzvarliginda daha az degerler elde edilmistir (72 saat ECso degeri
Chlorella sp. i¢in 35,5 mg/L,Scenedesmus sp. i¢in 44,4 mg/L). Scenedesmus sp.ve
Chlorella sp. arasinda TiO2NPlere karsi hassasiyette degiskenlik gézlenmistir. Klorofil
igeriginde azalmaya bagli biiytime inhibisyonu etkisi konsantrasyona bagimli oldugu
acikca ortaya konulmustur.

Nano-boyutlu ve nano-boyutlu olamayan TiO2 ve ZnO pargaciklarinin su piresi
Daphnia magna iizerinde etkilerini gormek {izere yiiriitiilen bir aragtirmada {i¢ farkl: test
araglari, ¢esitli pigment formulasyonlar1 ve farkli 6n hazirlik adimlar kullanilarak 48
saat akut toksisite testleri yiritilmiistir (Wiench vd 2009). Ayrica ¢alismada TiO>
kaplanmis NPler kullanilarak 21 giinliik kronik D. magna iiremesi arastirilmistir.
Arastirmada nano ve nano olmayan boyutlu TiO2 pigmentlerinin D. magna tizerinde 25
akut toksiste testinden (48 saat) 19 tanesinde etkisi (ECs0>100 mg/L), gzlemlenmemis,
alt1 akut testte her iki boyut TiO2 pigment i¢in de kiiciik dlgekde etki (ECio, 0,5-91,2
mg/L) tespit edilmistir. Nano ve nano olmayan boyutlu ZnO pigmenteleri i¢in ise 48
saat akut toksisite ECso degerleri 1 mg/L seviyesinde bulunmustur. Genel olarak akut
testlerdeki toksisitenin pargactk boyutuna, partikiiliin kaplanmasina, parcacik
agregasyonu, ortamin ¢esidi, veya test ¢ozeltilerinin 6n hazirilik uygulamasina bagl
olmadig1 belirtilmistir. Benzer sekilde TiO> NPlerin su piresi tizerine akut etkileri
oldugunu gozlemleyen pekgok calisma (Adams vd 2006a, Adams vd 2006b, Hund-
Rinke ve Simon 2006, Lovern ve Klaper 2006, Lovern vd 2007) bulunurken,Griffitt vd
(2008) Daphnia pulex iizerinde olgiilebilir bir etki bulamamiglardir. Heinlaan vd
(2008),nano ve nano olmayan boyutlu TiO2’ye maruz birakilan D. magna tizerindeki
akut etkilerin 6nemsiz oldugu belirtmistir. TiO2 NPler toksisitesi iizerinde ¢alismalar
farkli bulgular gosterirken, ZnO {iizerinde yapilan ¢alismalarda etkinin varligi tutarl bir
sekilde gosterilememistir (Adams vd 2006a, Heinlaan vd 2008, Zhu vd 2009).

TiO2 NP toksisitesinin belirlenmesinde boyut 6nemli bir parametredir. Pargacik
boyutu kiiciildiikge yiizeylerin kaplanmasinda penetrasyon ve biyoerisilebilirlik
kolaylagsmakta ve boylece hiicre igerisinde daha fazla pargacik birikmektedir (Limbach
vd 2005, Rothen-Rutishauser vd 2006). 25 nm’den kiigiik TiO2 NPler algde
(Desmodesmus subspicatus) daha yiiksek biiyiime inhibisyonuna neden olmakta ve 100
nm’den biiyiiklerde Daphnia magna’da daha fazla hareketsizlik goriilmektedir (Hund-
Rinke ve Simon 2006). Ayrica 0.22 pm-filtrelenmis TiO2 NPler filtrelenmemislere
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oranla D.magna’da daha fazla 6liime sebebiyet vermesi toksisitenin ¢oziilmiis NPlerin
boyutu ile dogrudan iligkili oldugunu gostermektedir (Lovern ve Klaper 2006). Fakat
tam olarak TiO2 NP parcacik boyutu dagiliminin olumsuz etkileri tam olarak agikliga
kavusturulmamistir (Kim vd 2010).

TiO2 NPlerin yesil alg Desmodesmus subspicatus iizerine etkisinde NPnin
spesifik yiizey alanina 6nemli oranda bagli oldugu Navarro vd (2008) tarafindan ifade
edilmistir. Kiigiik pargaciklarda agik olarak konsantrasyon-etki iligkisi goriiliirken,
biiyiikk olanlar daha az toksisiteye neden olmaktadirlar (Hund-Rinke ve Simon 2006).
Bununla birlikte inhibisyon etkisi yaratabilecek agregasyon boyutunun o&lgiimiine
yonelik bir ¢alisma da bulunmamaktadir. A1,03 NPlerin kok biiyiimesi iizerine etkisinde
boyutun kimyasal kompozisyonundan daha etkili oldugu tespit edilmistir (Yang ve
Watts 2005).

Aruoja vd (2009) Pseudokirchneriella subcapitata iizerinde ZnO, TiO2 ve CuO
NPlerin toksisitelerini OECD 201 algal biiylime inhibisyon testini (OECD, 1984) 151k
golgesini de dikkate alinarak kullanilarak aragtirmiglardir. Elde edilen sonuglar NPlerin
golge etkisinin Onemsiz oldugunu gostermektedir. ZnO NPler en toksik olup bunu
sirastyla CuO ve TiO2 NPler takip etmektedir. Yigin ve nano ZnO parcaciklarinin
toksisiteleri ZnSOs degerine benzerdir (72 saat ECso ~0.04 mg Zn/L). Boylece diisiik
konsantrasyon araliginda toksisitenin dogrudan ¢oziinmiis Zn?* iyonlarindan
kaynaklandig1 anlagilmaktadir. Yigin TiO2 (ECs0=35,9 mg Ti/L) ve yigin CuO
(ECs0=11,55 mg Cu/L) kendilerinin nano formulasyonlarindan (ECs0=5,83 mg Ti/L ve
0,71 mg Cu/L) daha az toksik oldugu belirlenmistir. Risk degerlendirmesi amaciyla
kullanilan NOEC (etki konsantrasyonunun goézlenmeme durumu) degeri (~0,02 mg
Zn/L) y18in ve nano ZnO igin bir fark yaratmadigi gézlenmistir. Nano CuO i¢in NOEC
degeri 0,42mg Cu/L ve y1gin CuO i¢in 8,03 mg Cu/L elde edilmistir. Ayrica nano TiO>
icin NOEC degeri 0,98 mg Ti/L ve yigin TiOz i¢in 10,1 mg Ti/L olarak bulunmustur.
Olusan nano TiO. agregasyonu ile alg hiicrelerinin siiriiklenmesi engellenerek alglere
olan toksik etkinin artmasina neden olabilmektedir. Nano ve y1gin CuQO’larin 72 saat
ECso degerleri incelendiginde %25 bakirin nano CuO i¢in biyolojik olarak uygun
olurken yanlizca %0.18 bakir yigin CuO i¢in elde edilmistir. Bu da bakirin nano
CuO’da iken 141 kez daha yigin CuO’dan biyolojik olarak uygun oldugunu
gostermistir.

Sucul risk  degerlendirmesindealgbiiylimeinhibisyontestiyaygin ~ olarak
kullanilmaktadir (Blinova 2004, Radix vd 2000). OECD alg biiyiime inhibisyon testi
tathsu algleri i¢in Pseudokirchneriella subcapitata model organizma olarak ele
alinmakta ve USEPA yesil alg biiyiime inhibisyon testi (US EPA, 1996) i¢in de yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu canli tiirleri agir metallar icin de ¢ok hassas olduklari
bilinmektedir (Blinova 2004). Fakat birkag¢ sinirli ¢alismada algler ilizerinde NP
toksisitesi arastirilmistir. Hund-Rinke veSimon (2006) 25 nm ve 100 nm boyutlu TiO-
parcaciklarin Desmodesmus subspicatus yesil algleri {izerine etkisini incelemis ve daha
kiigiik boyutlu pargaciklarin daha fazla toksik oldugunu tespit etmislerdir (72 saat ECso
degeri 25 nm parcaciklari i¢cin 44 mg/L, ve 100 nm parcaciklar icin ise >50 mg/L). Ayni
caligmada golgelemenin onemli bir etkisi olmadig1 goriilmistiir. Warheit vd (2007)
yaptiklart ¢alismada TiO2 pargaciklarii P. subcapitata algleri iizerinde test
yiriitmiislerdir. Cok ince ve ultra-ince parcaciklar i¢in sirasiyla 16 mg/L ve 21 mg/L
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elde edilen ECso degerlerinde diisiik farklilik bulunmustur. Bir baska ¢alismada ZnO
parcaciklarinin P. subcapitata iizerinde etkisi ZnO’da elde edilen ¢oziinmiis Zn
konsantrasyonlari kullanilarak arastirilmistir (Franklin vd 2007). ZnO pargaciklar1 kadar
ZnCly'nin de toksisitesinin ¢dziinmiis Zn’den 6tiirii oldugu belirlenmistir.

Model organizma olarak Daphnia magna’nin kullanildigt TiO2’nin toksisite
degerlendirilmesinin yapildig1 arastirma akut (72 saat) ve kronik (21 giin) testleri Zhu
vd (2010) tarafindan gegeklestirilmistir. Daphnia 48 saat TiO2’ya maruz birakildiginda
cok az olan toksisite, 72 saate uzatildiginda yiiksek toksisite gozlemlendigi
belirtilmistir. Bdylece maruz birakilma zamaninin NP toksisitesinde etken oldugu
ortaya konulmustur. Bunun yanisira 21 giin kronik maruziyette yiiksek biiyiime geriligi
ve Oliimle birlikte iireme bozukluklar1 da goriilmustiir.

Hartmann vd (2010) yaptiklart bir ¢alismada ti¢ farkli boyutta TiO>
parcaciklarinin (10, 30, ve 300 nm) tatlisu yesil algi Pseudokirchneriella subcapitata
tizerinde ekotoksisitesini incelemislerdir. Her {i¢ boyut i¢in de alg bliylime inhibisyonu
gozlenmis. Bununla birlikte NPlerin ekotoksisite etkisinde c¢evresel Kirleticilerin
varliginin da 6nemlice etkisi oldugu belirtilmistir.

Quik vd (2010) NPlerin ¢evredeki davranislarini tespit etmek ve gelecekte suda
meydana gelebilecek konsantrasyonlarini tahmin edebilmek amaciyla farkli
konsantrasyon ve boyut dagilimlarinda bulunan CeO; NPleri kullanmislardir. CeO2
NPlerini alg biiylime besiyeri ve deiyonize suda farkli konsantrasyonlarda ve iki tiir
dogal organik madde (DOM) ile birlikte hazirlamislardir. Deneyler sonucunda DOM
varliginda, stispansiyondaki NPlerin stabilize oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica DOM
iceren siispansiyonlarin 12 giinliikk ¢okeltilmesi sonucunda, deiyonize suya eklenen
CeO> NPlerinde %88 ve alg besiyerine eklenen NPlerde %41 oraninda askida hal
gozlendigi belirtilmektedir. Bunun yaninda adsorplanmis organik maddelerin, zeta
potansiyel degerini 15 mV’dan 55 mV’a yiikseltmesi sonucunda elektrostatik itme
giiciinde artis meydana gelmis ve NP agregasyonunun azaldig: tespit edilmistir.

Peng vd (2011), ZnO NPlerinin deniz diatomlar1 (Thalassiosira pseudonana,
Chaetoceros gracilis,Phaeodactylum tricornutum) tizerindeki toksik etkilerini
incelemislerdir. Calismada kullanilan nano-ZnO partikiil boyutlar1 kiiresel olanlar i¢in
6,3-15,7 nm arasinda degisirken, ¢ubuksu sekildeki NPlerin boyutlar1 242-862 nm
arasinda bulunmaktadir. Deneyler sonucunda, 72 saat i¢inde Zn NPlerinin %#4,1-4,9
oraninda, sekil ve konsantrasyondan bagimsiz olarak, test ortaminda ¢6ziindiigiinii tespit
etmiglerdir. Ayrica kullanilan tiim NP konsantrasyonlarinin, T. pseudonana ve C.
gracilis diatomlarinda meydana gelen biyoakiimiilasyon nedeniyle biiylimelerini
durdurdugunu, P. tricornutum’a ise enaz etkisi oldugunu gézlemlemislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Calismada Kullamlan Alg tiirii: Pseudokirchneriella subcapitata

Pseudokirchneriella subcapitata, mavi-yesil alg grubunun yesil alg
ailesindendir. Biyolojik seceresine gore Chlorophyta subesi, Chlorophyceae sinifi,
Chlorococcales takimi, Chlorellaceae familyasi, Pseudokirchneriella cinsi ve
Pseudokirchneriella subcapitata tiiriindedir. ilk kez 1914 yilinda Selenastrum
Capricornutum olarak isimlendirilen tiir, daha sonraKirchneriella subcapitata (1953),
Raphidocelis subcapitata (1977), Kircneria subcapitata (1988), Pseudokirchneriella
subcapitata (1990) (Aruoja 2011) veRaphidocelis subcapitata (2014) (SAG 2014)
isimlerini almastir.

P. subcapitata'nin hiicreleri ¢ogunlukla tek olarak bulunmakta ve uzunluklar: 8-
14 um arasinda degisirken, genislikleri 2-3 um arasinda degismektedir. Sekil 3.1°de
gortldiigi lizere, hiicreler genelde sarmal (kavisli yarim daire, hilali andiran) sekilde
bulunmaktadir (Algalweb 2014). Cogalmalar1 genelde anne hiicrenin 2, 4 ya da 8’e
boliinmesi ile ger¢eklesmektedir (Aruoja 2011).

10pm.

Sekil 3.1. P. subcapitata alg tiiriiniin genel goriintimii

3.2. Stok Alg Kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Testlerde kullanilan P. subcapitata alg kiiltiirleri Géttingen Universitesi Alg
Kiltiir Koleksiyonundan (SAG61.81) temin edilmis olup, igerigi Cizelge3.1'de
tanimlanan alg besiyerinde, AB'nin Onerdigi alg iiretim yOntemi esas alinarak
iiretilmistir (OECD 2002). Yaklasik 10* alg/mL igeren stok kiiltiirden alian algleri 500
mL’lik erlenmayerlericerisinde son hacimleri 100 mL olacak sekilde ayarlanip stirekli
151k altinda (151k akisi: toplam 6000 Im, 151k rengi: 4300 K) ve 23+2 °C sicaklikta glinde
2-3 defa calkalama yontemi ile inkiibe edilmistir. Ortalama 4 giin sonunda istenilen
popiilasyon yogunluguna (10* alg/mL veya 0,5 mg/L kuru agirlik) ulasildiktan sonra
etki analizleri (alg inhibisyon, lipid peroksidasyon ve solunum aktivitesi analizleri) i¢in
deneylere baglanmistir.
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Cizelge 3.1. Alg kiiltiirtiicin hazirlanan besiyer igerigi

Stok No Eklenen Kimyasal Miktar (mg/L)
NH4CI 1,5
Stok 1. MgCl.. 6H.0 1,2
Makrobesin CaClz. 2H20 18
Elementleri MgSQOs. 7H,0 15
KH2PO4 0,16
Stok 2. FeCls.6H,0 0,08
Fe-EDTA Na;EDTA.2H,0 0,1
H3BOs 0,185
MnClz. 4H20 0,415
Stok 3. ZnCl; 0,003
Eser elementler CoCl,. 6H20 0,0015
CuCly. 2H,0 0,00001
Na;Mo0O.. 2H,0 0,007
Stok 4 NaHCO3 50,0

3.3. Calismada Kullanilan Metal Oksit Nanopartikiiller

Deneysel ¢alismalarda kullanilan TiO2, ZnO ve CuO metal oksit NPlerinin genel
ozellikleri Cizelge 3.2'de, SEM goriintiileri Sekil 3.2°de verilmektedir. Molekiiler
agirliklart birbirine yakin olan NPler yiiksek bant bosluk enerjisine sahip olup, uygun
UV dalga boyunun saglanmasi halinde fotoaktiviteleri sirasiyla ZnO>TiO2>CuO
seklindedir (Wikipedia 2014).

Cizelge 3.2. TiO2, ZnO ve CuO metal oksit NPlerinin genel 6zellikleri

TiO2 Zn0O CuO
Boyut araligi 32 nm 40 — 100 nm 30-50 nm
Yiizey alani 45 m?/g 25 m?/g 13 m?/g
Molekiiler Agirlik 79,866 g/mol 81,408 g/mol 79,545 g/mol
Goriiniim Beyaz toz Beyaz toz Siyah toz
Yogunluk 3,78 g/cm® (Anataz) 5,606 g/cm?® 6,315 g/cm?®
Buharlagma Noktasi 1843 °C 1975 °C 1326 °C
Kaynama Noktasi 2972 °C 1975 °C 2000 °C
Sudaki ¢oziintirlik Cozlinmez Cozlinmez Cozlinmez
Bant Bosluk Enerjisi 3,2 eV (Anataz) 3,3eV 1,2eV
Refraktif indeks (np) 2,488 (Anataz) 2,004 2,630
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lhac 510

MAG: 318 x HV! 20.0 %V WO 11.2

Map data §10 800
MAG: 2178 x HV: 20.0 KV WD: 10.5 mm SE MAG: 2368 x HV: 20.0 kV WD: 11.9 mm

Sekil 3.2.Ticari olarak temin edilen TiO2, CuO ve ZnO nanopartikiillerinin SEM
goriintiileri

3.4. Nanopartikiil Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Tez kapsaminda, ticari olarak temin edilen TiO, (Anataz), ZnO ve CuO NPler ile
onceden 121°C'de 30 dakika otoklavlanmig ve igerigi Cizelge 3.3'te verilen sentetik
yiizeysel su (SYS) (USEPA 2002) ¢ozeltileri kullanilarak 500 mg/L konsantrasyonda
NP-SYS stok ¢ozeltileri hazirlanmustir.

Cizelge 3.3. Sentetik yiizeysel su (SYS) orneklerinin icerigi

Su tiirleri Safsuya Eklenen Kimyasal Miktar: (mg/L) Elde Edilen Nihai Su Kalitesi
NaHCO; CaS04.2H,O0 Mg SO4 KCI pH? Sertlik? Alkalinite?
Yumusak 48,0 30,0 30,0 2,0 7,2-7,6 40-48 30-35
Orta sert 96,0 60,0 60,0 4,0 7,4-7,8 80-100 57-64
Cok sert 384,0 240,0 240,0 16,0 8,0-8,4 280-320 225-245

124 saat sonraki pH dengesi, 2mg CaCOa/L

Dispersiyon yonteminin etkisini tespit etmek amaciyla stok cozeltilere (i) stirekli
karistirma (15 dak, 150 rpm), (ii) siirekli ultrasonik sonikasyon (15 dak, 100 W) ve (iii)
stirekli banyo sonikasyon (2 saat, 35 khz) dispersiyon yontemleri uygulanmustir.
Dispersiyon isleminin ardindan NP konsantrasyonlar1 1, 10, 50, 100 ve 500 mg/L olacak
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sekilde seyreltme yapilarak NP c¢ozeltileri hazirlanmis ve sonrasinda etki analizleri
gerceklestirilmistir. Deney diizenekleri ile ilgili detaylar Sekil 3.3'te verilmektedir.

500 mg/L NP-SYS steril stok ¢ozeltisi

/ l """-“-\-..-\_\_\_
s
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Kanstirma Ultrasonik Sonikasyon Banyo Sonikasyon
(15 dak, 150 rpm) (15 dak. 100 W) 2 saat, 35 khz)
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Seyreltme ile diger NP
konsantrasyonlarnin hazirlanmasi
(1. 10, 50, 100 ve 500 mg/L)

|

(1) NP karakterizasyonu
(1) Etki1 Analizleri

Sekil 3.3. Deney diizeneklerinin detayli gosterimi.

3.5. Nanopartikiil Karakterizasyonu

NPlerin fiziksel 6zelliklerinde; 6zellikle boyut, boyut dagilimi ve agregasyon
durumunda meydana gelebilecek degisiklikler, Wyatt marka Dynapro Nanostar model
cihaz ile dinamik 151k sagilimi (DLS) teknigi uygulanarak tespit edilmistir. Farklt NP
konsantrasyonlarin1 igceren SYS c¢ozeltilerinden alinan 2 mL 6rnek, 6nce 0,45 pm
Whatmanmarkafiltrekagidindan gecirilmis ve ardindan cihazda olgiimleri yapilmistir.
Boyut analizi ii¢ tekrarl olacak sekilde gergeklestirilmistir.

NPlerin kimyasal 6zelliklerinde; 6zellikle kompozisyon ve zeta potansiyellerinde
meydana gelebilecek degisiklikler, A.U. Fen Fakiiltesi Kimya Boliimiinde bulunan
Malvern marka NanoZ90 model cihaz ile Ol¢lilmiistiir. Farkli NP konsantrasyonlarini

iceren SYS ¢ozeltilerinden alinan 2 mL 6rneklerin 6l¢iimleri 633 nm dalgaboyunda
yapilmistir. Zeta potansiyel ol¢limleri ii¢ tekrarli olacak sekilde tamamlanmustir.

3.6. Etki Analizleri

3.6.1. Alg inhibisyon analizi

Alglerde  meydana gelen inhibisyon, canli hiicrelerin sayimi ile
gerceklestirilmistir. Baslangic populasyonu 10° alg/mL olan P. subcapitata alg kiiltiiri,
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NP-SYS ¢ozeltilerine eklenmis ve Alg Inhibisyon Testi (OECD 2002)’nde 6nerildigi
sekilde 72 saat silire ile inhibisyon deneyleri uygulanmistir. Metoda gore, alg-NP
ornekleri siirekli 151k altinda (4300 K 151k renk sicakligina ve 3500 Ix 151k yogunluguna
sahip iki adet 30 W’lik beyaz floresan lamba), biyolojik kabin igerisinde muhafaza
edilmistir (Sekil 3.4).

Test ortami1 olarak hacmi 100 mL olan steril plastik kaplar kullanilmistir. NP-SYS
cozeltisinden 45 mL, alg kiiltlirlinden 5 mL alinarak toplam hacim 50 mL olacak sekilde
test diizenegi hazirlanmistir. Her bir test kabindan 24, 48 ve 72 saat silire sonlarinda
alinan 1 mL Alg-NP 6rnegi, 0.1 mL trypan blue boyar madde ile boyandiktan sonra 10
dk siireyle karanlik ortamda reaksiyona birakilmistir. Reaksiyon siiresi sonunda
ornekler neubauer model hemositometreye alinmis ve 15tk mikroskobu altinda
incelenerek sayim yapilmistir. Sayimlar her bir 6rnek i¢in ii¢ defa tekrar edilerek,
inhibisyon degerleri % olarak hesaplanmistir.

Sekil 3.4. Biyolojik kabin i¢inde test diizeneklerinin yerlestirimi

Alg inhibisyon degerleri kullanilarak, popiilasyonun %50’sine etki eden NP
dozunu (ECso) tespit etmek amactyla USEPA- TRAP v1.22 (ABD Cevre Ajansi- Toksik
Iligkileri Analizleme Programi- Toxicity Relationship Analysis Program) kullanilmistir.

3.6.2. Membran deformasyonu: Lipid Peroksidasyon

SYS orneklerinde hazirlanmis Alg-NP o6rneklerinde 24, 48 ve 72 saat siiren
reaksiyon sonunda lipid peroksidasyon, malondialdehit (MDA) olusumu belirlenmistir.
MDA’nin miktari, Maness vd (1999) tarafindan onerilen metodun modifiye edilmis
haline gore analiz edilmistir. Metoda gore; Alg-NP 6rneklerinden alinan 1 mL numune
tizerine 2 mL %10 (a/h) trichloroacetic acid (TCA) ilave edilerek 14000 rpm doniis
hizinda 35 dk santrifijjledikten sonra karisimdan 3 mL alinip {izerine 3 mL %67
thiobarbituric acid (a/h) (TBA) ilave edilerek 10 dk kaynatilmistir. Kaynatma islemi
tamamlandiktan sonra numuneler oda sicakligina gelene kadar bekletilmistir. Soguma
islemi gergeklestiginde asit soliisyonu ig¢indeki pembe renkli MDA-TBA kompleksin
532 nm’deki maksimum absorpsiyon degerinin Hach-Dr2800 model spektrofotometrede

21



okunmasi ile elde edilmistir.Her bir metal oksit NPnin etkisiyle alglerde olusan net
MDA iiretimi Esitlik (3.1) yardimiyla hesaplanmuistir.

MDA Uretimi (nM/#alg) = [MDA (aig+np)] — [MDAAIg] (3.1)

Membran deformasyon degerleri kullanilarak, popiilasyonun %50’sine etki eden
NP dozunu (ECsp) tespit etmek amaciyla USEPA- TRAP v1.22 (ABD Cevre Ajansi-
Toksik iliskileri Analizleme Programi- Toxicity Relationship Analysis Program)
kullanilmustir.

3.6.3. Solunum aktivitesi: TTC indirgenmesi

SYS orneklerinde hazirlanmis Alg-NP orneklerinde 24, 48 ve 72 saat siiren
reaksiyon sonunda gerceklesen hiicre solunum aktiviteleri, TTC (2,3,5-triphenyl-
tetrazolium chloride)’nin TTF (2,3,5-triphenyltetra zolium formazan)’e indirgenmesi
esasina dayanarak incelenmistir. TTC miktari, (Maness vd 1999)’nin 6nerdigi metot
modifiye edilerek uygulanmigtir. Buna gore ornekler, 6nce 14000 rpm doniis hizinda 15
dk santrifiijlenmistir. Ardindan dstsivi atilip, pelet 2 mL %]1’lik (a/h) TTC, 100 uL
potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi, 100 pL disodyum sukkinat ile siispanse edilmis ve
ornekler 21+ 2 °C’de karanlikta 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi dolduktan
sonra 14000 rpm doniis hizinda 10 dk santrifiijlenip, islem sonucunda olusan iistsivi
atilmis ve pelet 4 mL metanol igerisinde siispanse edilerek, 15 dk calkalama islemine
tabi tutulmustur. Calkalama islemini takiben karigim 14000 rpm doniis hizinda 10 dk
santrifiijlenmistir. Olusan pembe renkli kompleksin 485 nm’deki maksimum
absorpsiyon degerinin Hach-Dr2800 model spektrofotometrede okunmasi ile sonug elde
edilmistir. Her bir metal oksit NPnin alglerde olusan net TTC esitlik (3.2) yardimiyla
hesaplanmuistir.

TTC Indirgenmesi (nM/#alg.dak) = [TTC(aig+np)] — [TTCalg) (3.2)
TTC indirgenmesi degerleri kullanilarak, popiilasyonun %50’sine etki eden NP

dozunu (ECso) tespit etmek amactyla USEPA- TRAP v1.22 (ABD Cevre Ajansi- Toksik
Iligkileri Analizleme Programi- Toxicity Relationship Analysis Program) kullanilmistir.

3.6.4. Morfolojik degisim

Alg inhibisyon analiz sonuglarima gore en etkili konsantrasyondaki orneklerde
151k mikroskobu ile goriintiileme yapilmistir. Goriintiiliime A.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimiinde bulunan Leica marka ICC50 HD model 1s1tk mikroskobuyla 40X
yakinlastirmada gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Tez caligmasinda karakterizasyon analizleri kapsaminda NPlerin partikiil boyutu
ve zeta potansiyel Ol¢iimleri gerceklestirilmistir.Partikiil boyutu ve zeta potansiyel
Olgtimlerinin yapildig1 cihazlarda anlamli sonuglarin elde edilebilmesi igin 10- 50 mg/L
konsantrasyon araliginda bulunan bir diisiik konsantrasyona sahip NP c¢ozeltisinin
kullanilmas1 O6nerilmektedir. Bu nedenleNP karakterizasyon c¢alismasi kapsaminda
yumusak, orta sert ve ¢ok sert SYS ornekleri i¢cinde karigtirma, problu sonikasyon ve
banyo sonikasyon dispersiyon yontemleri uygulanarak 10 mg/L konsantrasyonda NP
cozeltileri hazirlanmis ve NP Kkarakterizasyon analizleri tamamlanmistir. Ayrica
cihazlarin teknik bilgi 6nerileri dikkate alinarak, her iki cihazda 6l¢iim Oncesinde NP-
SYS ornekleri 0,45 um gozenek ¢apli filtre kagidindan gecirilmis ve daha biiyiik mikron
olgiideki partikiiller sistemden uzaklastirilmistir. Elde edilen bulgularSekil 4.1- 4.3’te
detayl sekilde verilmistir.

4.1.1. Kanigtirma  dispersiyon  yontemi  ile  hazirlanmis  nanopartikiillerin
karakterizasyonu

Karigtirma dispersiyon metodu ile hazirlanmis TiO2, ZnO ve CuO NPlerine ait
partikiil boyutu ve zeta potansiyeli 6l¢iim sonuglar1 Sekil 4.1°de verilmistir.

TiO2 NPlerinin yumusak, orta sert ve ¢ok sert SYS 6rneklerinde partikiil boyutlart
sirastyla 1044 nm, 110 nm ve 30 nm olarak 6l¢iilmiistiir. Ayn1 NP 6rneklerinin zeta
potansiyel 6l¢lim sonuglari ise sirasiyla +15,4 mV, -12,3 mV ve -8,34 mV olarak elde
edilmigtir. TiO2 NPlerinin yumusak ve orta sert SYS c¢ozeltileri iginde nanoboyuttan
uzaklastigi, cok sert SYS Orneklerinde nanoboyut 06zelliklerini koruduklar
goriilmektedir. Ayn1 zamanda yumusak SYS Orneklerinde TiO2 NPleri pozitif yiikli
partikiil olarak davranirken, orta sert ve ¢ok sert SYS ¢ozeltilerinde negatif ytiklii olarak
stabil olmayan davranis gosterdikleri tespit edilmistir.

ZnO NPlerinin partikiil boyutlar1 yumusak, orta sert ve ¢cok sert SYS 6rneklerinde
strastyla 4,5 nm, 198 nm ve 18 nm olarak dlgiiliirken, zeta potansiyelleri sirasiyla -4,1
mV, -10,7 mV ve -15,5 mV olarak tespit edilmistir. SYS 6rneklerinde negatif yiiklii ve
stabil olmayan davranis sergileyen ZnO NPlerinin orta sert SYS Orneklerinde
nanoboyuttan uzaklastigi goriilmiistiir.

CuO NPlerinin yumusak, orta sert ve ¢cok sert SYS orneklerinde partikiil boyutlar
strastyla 2,3 nm, 243 nm ve 28 nm olarak tespit edilirken, ayn1 SYS 6rnekleri i¢in zeta
potansiyeli Ol¢timleri -17,9 mV, -14,6 mV, -9,14 mV olarak tespit edilmistir. ZnO-SYS
orneklerinde oldugu gibi NPlerin negatif yiikli ve stabil olmayan davranis sergiledikleri
goriilmiistiir. CuO NPleri yumusak ve ¢ok sert SYS orneklerinde nanoboyutta kaldiklar
tespit edilmistir.
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Sekil 4.1.Sentetik yiizeysel su Ornekleri icinde karistirma metodu ile hazirlanan
nanopartikiillerinpartikiil boyutu ve zeta potansiyeli 6l¢tim sonuglari

4.1.2. Problu sonikasyon dispersiyon yontemi ile hazirlanmis nanopartikiillerin
karakterizasyonu

Problu sonikasyon dispersiyon metodu ile hazirlanmis TiO2, ZnO ve CuO
NPlerine ait partikiil boyutu ve zeta potansiyeli 6l¢iim sonuglar1 Sekil 4.2°de verilmistir.

TiO2 NPlerinin yumusak, orta sert ve ¢ok sert SYS 6rneklerinde 6lgiilen partikiil
boyutlart sirastyla 20 nm, 103 nm ve 128 nm’dir. Zeta potansiyeli 6l¢iim sonuglart ise
sirastyla -18,4 mV, -13,4 mV ve -7,8 mV olarak tespit edilmistir. TiO2 NPlerinin SYS
iceriginden bagimsiz olarak tiim Orneklerde negatif yiiklii stabil olmayan davranig
sergiledigi goriilmistiir. Ayrica ¢ok sert SYS Orneklerinde NPlerin partikiil boyutlar
nanoboyuttan uzaklasirken, diger 6rneklerde nanoboyutta kaldiklar: tespit edilmistir.

ZnO NPlerine yapilan karakterizasyon olgiimleri sonucunda partikiil boyutu
yumusak, orta sert ve ¢ok sert SYS Orneklerinde sirasiyla 162 nm, 51 nm ve 28 nm
olarak tespit edilirken, zeta potansiyeli 6l¢timleri -3,3 mV, -7,8 mV ve -3,9 mV olarak
bulunmustur. ZnO NPlerinin SYS igeriginden bagimsiz olarak tim orneklerde negatif
yiiklii stabil olmayan davranis sergiledigi tespit edilmistir. Ayrica orta ve ¢ok sert SYS
orneklerinde NPlerin nanoboyutta kaldiklar1 goriilmiistiir.

CuO NPlerinin yumusak, orta sert ve ¢cok sert SYS 6rneklerinde Olciilen partikiil

boyutlar1 sirasiyla 3113 nm, 269 nm ve 2335 nm olarak 6l¢iilmiistiir. Ayn1 NP’ye ait
zeta potansiyeli Olgtimleri ise sirasiyla -16,0 mV, -16,2 mV ve -19,2 mV olarak tespit
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edilmistir. CuO NPlerinin SYS orneklerinde negatif yilikli stabil olmayan davranig
sergiledigi goriilmiistiir. Ayrica NPlerin partikiil boyutlarinin mm diizeyinde oldugu
tespit edilmisgtir.
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Sekil 4.2. Sentetik yiizeysel su 6rnekleri i¢inde problu sonikasyon dispersiyon yontemi
ile hazirlanan nanopartikiillerinpartikiil boyutu ve zeta potansiyeli 6l¢iim
sonuclari

4.1.3. Banyo sonikasyon dispersiyon yontemi ile hazirlanmig nanopartikiillerin
karakterizasyonu

Sekil 4.3’de banyo sonikasyon dispersiyon metodu ile hazirlanmis TiO2, ZnO ve
CuO NPlerine ait partikiil boyutu ve zeta potansiyeli 6l¢tim sonuglart verilmistir.

TiO2 NPlerinin yumusak, orta sert ve ¢ok sert SYS orneklerinde 6lgiilen partikiil
boyutlart sirasiyla 911 nm, 182 nm ve 424 nm olup, zeta potansiyeli oOlgiimleri ise
sirastyla -13,5 mV, -16,0 mV ve -6,9 mV olarak Slgiilmiistiir. TiO2 NPlerinin SYS
orneklerinde negatif yiikli stabil olmayan davranis sergiledigi gorilmiistiir. Ayrica
NPlerin partikiil boyutlarinin nanoboyutta olmadiklari tespit edilmistir.

ZnO NPlerinin partikiil boyutlart yumusak, orta sert ve ¢ok sert SYS o6rneklerinde
strastyla 1358 nm, 167 nm ve 328 nm olarak 6l¢iilmiis, zeta potansiyelleri ise sirasiyla
-5,3 mV, -52 nm ve -2,3 mV olarak Ol¢lilmiistiir. ZnO NPlerinin yumusak SYS
orneklerinde mm boyutuna ulastigi, diger SYS orneklerindeki NPlerin de benzer sekilde
nanoboyutta olmadiklar1 goriilmiistir.
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CuO NPlerinin yumusak, orta sert ve ¢ok sert SYS Orneklerinde 6lgiilen partikiil
boyutlar1 sirastyla 23 nm, 9 nm ve 103 nm olup, zeta potansiyel degerleri ise sirasiyla
-99 mV, -129 mV ve -11,1 mV olarak tespit edilmistir. CuONPlerinin
SYSorneklerinde negatif yiiklii stabil olmayan davranis sergiledigi goriilmiistiir. Ayrica
NPlerin partikiil boyutlarinin nanoboyutta olduklar tespit edilmistir.
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Sekil 4.3. Sentetik yiizeysel su 6rnekleri i¢inde banyo sonikasyon dispersiyon metodu
ile hazirlanan nanopartikiillerinpartikiil boyutu ve zeta potansiyeli 6l¢iim
sonuglari

4.2. TiO2 Nanopartikiillerinin Algler Uzerindeki Etkileri

Tez calismasinin Materyal ve Metot kisminda deneysel kosullar1 tanimlanan ve
farkli SYS igerigine sahip TiO:NP ornekleri Once sirasiyla karigtirma, problu
sonikasyon ve banyo sonikasyon dispersiyon yontemleri uygulanmig, ardindan alg
kiiltiiri eklenmis ve etki analizleri kapsaminda inhibisyon, MDA iiretimi, TTC
indirgenmesi ve morfolojik gézlem caligmalari tamamlanmistir. Tiim bulgular Sekil
4.4-4.7'de sunulmustur.

4.2.1. Karistirma dispersiyon yontemi ile hazirlanmis TiO2nanopartikiillerinin algler
tizerindeki etkisi

TiO2 NPlerininP. subcapitata alg tiirii lizerindeki inhibisyon sonuglar1 Sekil 4.4’te
verilmistir. SYS igeriginden bagimsiz olarak NP konsantrasyonundaki artisin alg
inhibisyonu ile dogru orantili oldugu goriilmiistiir. Bununla beraber NP konsantrasyon
artisindan bagimsiz olarak en yiiksek inhibisyon degerleri tim SYS tiirii i¢in 72 saat
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deney siiresi sonunda tespit edilmistir. Buna gore en yiiksek inhibisyon degeri 500 mg/L
NP konsantrasyonunda, yumusak SYS 6rneginde % 99, orta sert SYS 6rneginde %98 ve
cok sert SYS oOrneginde ise %84 olarak hesaplanmistir. Tiim inhibisyon sonuglari
beraber ele alindiginda yumusak ve orta sert SYS igeriginin alg inhibiyonu {izerinde
daha etkili oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.5’te TiO2 NPlerinin MDA iiretimine etkisigoriilmektedir. Tim SYS
orneklerinde NP konsantrasyonunun artigina bagli olarak MDA {iretimlerinin arttig1
tespit edilmistir. MDA iiretim sonuglarinin inhibisyon sonuglar1 ile uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Buna gore en yiikksek MDA diretimi (39+4,59 nM/alg) orta sert SYS
icerigine sahip, 500 mg/L NP konsantrasyonuna 24 saat siire maruz birakilmis alg-NP
deney diizeneginden elde edilirken, en diisiik MDA firetimi (0,186 +0,01 nM/alg)orta
sert SYS igerigine sahip, 1 mg/L NP konsantrasyonuna 48 saat slire maruz birakilmis
orneklerde bulunmustur.

TiO2  NPlerininhiicresel ~ solunum  aktivitesi tizerindeki etkileri  Sekil
4.6’dasunulmustur.Inhibisyon ve MDA iiretim sonuglarma benzer sekilde, NP
konsantrasyonundaki artigla dogru orantilt bir sekilde TTC indirgenme miktarinda artig
oldugu goriilmistir. En yiksek TTC indirgenme miktar1 324 +0,01 nM/alg olarak
Olgiilmiis olup, bu deger yumusak SYS igerigine sahip 500 mg/L TiO2NP
konsantrasyonuna 72 saat maruz birakilmis alg-NP deney diizeneginden elde edilmistir.
En diisik deger (0,060+£0,03 nM/alg) iseorta sert SYS igerigine sahip 500 mg/L
TiO2NP konsantrasyonuna 72 saat maruz birakilmig alg-NP 6rneklerinde tespit
edilmisgtir.

Karistirma dispersiyon yontemi ile hazirlanmis TiO2 NPlerinin P. subcapitata
algleri iizerindeki etkilerinin morfolojik gézlem ile belirlenmesi kapsaminda orta sert
SYS igerigine sahip Alg-NP ornekleri incelenmistir. Sekil 4.7°de karigtirma Alg-
TiO2NPlerinin mikroskop goriintiisii verilmistir. En yiiksek NP konsantrasyonu olan
500 mg/L’de gergeklestirilen goriintiilemede alglerin tamamen parcalanmis oldugu,
saglikl alg hiicrelerinin hemen hemen hi¢ bulunmadig: gériilmektedir. Bununla beraber
alg-alg, alg-NP ve NP-NP olmak iizere kiimelenmeler oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.4.Sentetik yiizeysel su 6rnekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert) icinde
karistirma metodu ile hazirlanan TiO2 nanopartikiillerinin alg inhibisyonuna
etkisi
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Sekil 4.5. Sentetik yiizeysel su 6rnekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert) i¢inde
karistirma metodu ile hazirlanan TiO2 nanopartikillerininmembran

deformasyonuna etkisi
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Sekil 4.6. Sentetik yiizeysel su ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert) i¢cinde
karistirma metodu ile hazirlanan TiO2 nanopartikiillerininsolunumaktivitesine

etkisi
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Sekil 4.7. Karistirma dispersiyon metodu ile hazirlanmis orta sert SYS 6rnegine ait TiO2
nanopartikiiliiniin 151k mikroskobu altindaki goriintiisii

4.2.2. Problu sonikasyon dispersiyon yontemi ile hazirlanmis TiOznanopartikiillerinin
algler tizerindeki etkisi

Problu sonikasyon yontemiyle hazirlanmig TiO2 NPlerininP. subcapitata alg tiirii
tizerindeki inhibisyon sonuglari Sekil 4.8’de verilmistir. SYS igeriginden bagimsiz
olarak NP konsantrasyonundaki artisin alg inhibisyonu ile dogru orantili oldugu
goriilmiistiir. Bununla beraber 500 mg/L NP konsantrasyonlarinda en yiiksek inhibisyon
degerleri tiim SYS tiirii i¢in 72 saat deney siiresi sonunda yaklasik %99 olarak tespit
edilmistir. Tim inhibisyon sonuglari incelendigindedzellikle yumusak SYS
orneklerinde 50, 100 ve 500 mg/L. NP konsantrasyonlarinin bulundugu deney setlerinde
%90’1n tizerinde alg inhibisyonu elde edilmistir.

Sekil 4.9°da TiO2 NPlerinin MDA iiretimine etkisigoriilmektedir. Tiim SYS
orneklerinde NP konsantrasyonunun artisina bagli olarak MDA iiretimlerinin arttigi
tespit edilmistir. En yiiksek MDA iiretimi (81+4,59 nM/alg) ¢ok sert SYS igerigine
sahip, 500 mg/L NP konsantrasyonuna 48 saat siire maruz birakilmis alg-NP deney
diizeneginden elde edilirken, en diisiik MDA {iiretimi (0,2 £0,04 nM/alg)gok sert SYS
icerigine sahip, 1 mg/L NP konsantrasyonuna 72 saat siire maruz birakilmis 6rneklerde
bulunmugtur. Cok sert SYS igeriginde hazirlanmis NPlerden kaynaklanan MDA
iiretimleri incelendiginde konsantrasyonun 1 mg/L’den 500 mg/L’ye artirilmasi
durumunda MDA {iretiminin 1000kattan daha fazla arttigr goriilmiistiir. S6z konusu
sonucun inhibisyon sonuglari ile uyumlu oldugu tespit edilmistir.
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TiO2 NPlerininhiicresel solunum aktivitesi tizerindeki etkileri Sekil 4.10’da
sunulmustur. SYS igeriginden bagimsiz olarak, NP konsantrasyonundaki artisla dogru
orantili bir sekilde TTC indirgenme miktarinda artis oldugu gorilmiistiir.En yiiksek
TTC indirgenme miktart 159+1,99 nM/alg olarak 6l¢iilmiis olup, bu deger yumusak
SYS igerigine sahip 500 mg/L TiO2NP konsantrasyonuna 48 saat maruz birakilmis alg-
NP deney diizeneginden elde edilmistir. En diisiik deger (0,091+0,02 nM/alg) isebenzer
sekilde yumusak SYS igerigine sahip 1 mg/L TiO2NP konsantrasyonuna 72 saat maruz
birakilmig alg-NP 6rneklerinde tespit edilmistir. NP konsantrasyonu 50 mg/L ve daha
yiiksek konsantrasyonlarda 72 saat maruziyet siiresi sonucu ortalama TTC indirgeme
miktarlar sirastyla yumusak, orta sert ve ¢ok sert SYS 6rnekleri i¢in sirasiyla 39,6, 52,2
ve 31,9 nM/alg olarak hesaplanmustir.

Sekil 4.11°de problu sonikasyon dispersiyon metodu ile orta sert SYS igeriginde
hazirlanmigs  TiO2 NPlerinin algler {izerindeki etkilerinin mikroskop goriintiisii
verilmigtir. En yiiksek NP konsantrasyonu olan 500 mg/L’de gergeklestirilen
goriintiilemede alglerin tamamen parcalanmis oldugu goriilmektedir. Diger etki analiz
(alg inhibisyonu, MDA iiretimi ve TTC indirgenmesi) sonuglarint destekler sekilde,
membran deformasyonunu takiben alg yapi biitlinliigliniin bozuldugu diisiiniilmektedir.
Bununla beraber par¢alanmis alglerin TiO2 NPleriyle agregasyona ugradiklari, 50 pm’yi
asan boyutlara ulastiklar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.8. Sentetik yiizeysel su o6rnekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert) i¢inde
problu sonikasyon metodu ile hazirlanan TiO2 nanopartikiillerinin alg

inhibisyonuna etkisi
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Sekil 4.9. Sentetik yiizeysel su o6rnekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert) iginde
problu sonikasyon metodu ile hazirlanan TiO2 nanopartikiillerininmembran
deformasyonuna etkisi
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Sekil 4.10. Sentetik yiizeysel su Ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
icinde problu sonikasyon metodu ile hazirlanan TiO2
nanopartikiillerininsolunum aktivitesine etkisi
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Sekil 4.11. Problu sonikasyon dispersiyon metodu ile hazirlanmis orta sert SYS
ornegine ait TiO2 nanopartikiiliiniin 151k mikrosbu altindaki goriintiisii

4.2.3. Banyo sonikasyon dispersiyon yontemi ile hazirlanmis TiO2nanopartikiillerinin
algler iizerindeki etkisi

Banyo sonikasyon dispersiyon yontemi ile yumusak, orta sert ve ¢ok sert SYS
icerigine sahip deney setlerinde hazirlanmig farkli konsantrasyonlardaki TiO2 NPlerinin
alg inhibisyonu iizerindeki etkileri Sekil 4.12°de verilmistir. Yumusak ve orta sert SYS
icerigine sahip 6rneklerde 50, 100 ve 500 mg/L NP konsantrasyonu uygulandiginda, alg
inhibisyonunun %99,99’a ulastig1 goriilmiistiir. Cok sert SY'S iceriginde bulunan NP-alg
orneklerinde ise en yiiksek konsantrasyon (500 mg/L) uygulandiginda en yiiksek
inhibisyon degeri (%99,99) elde edilmistir.

Sekil 4.13’te banyo sonikasyon dispersiyon yontemi ile hazirlanmis TiO:
NPlerinin MDA iiretimine olan etkileri gosterilmektedir.Orta sert SYS igerigine sahip
ornekler incelendiginde, en yiiksek MDA iiretimi 72 saat maruziyet siiresi sonunda, 500
mg/L NP konsantrasyonda 247 nM/alg tespit edilirken, en diisik MDA iiretimi 0,014
nM/alg olarak 48 saat maruziyet siiresi sonunda 1 mg/L NP konsantrasyonun
uygulandig1 6rneklerde hesaplanmistir. 50 mg/L ve daha yiliksek NP konsantrasyonlarin
uygulandigi 72 saatlik deney setlerinin yumusak, orta sert ve ¢ok sert SYS orneklerinde
ortalama MDA iretim miktarlarn sirasiyla 18,2, 1225 ve 25,8 nM/alg olarak
hesaplanmustir.

Banyo sonikasyon dispersiyon yontemi ile yumusak, orta sert ve ¢ok sert SYS
icerigine sahip deney setlerinde hazirlanmig farkli konsantrasyonlardaki TiO2 NPlerinin
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alglerdeki solunum aktivitesi tizerindeki etkileri Sekil 4.14’te verilmistir. Alg inhibisyon
ve MDA iiretim analiz sonuglarina benzer sekilde, NP konsantrasyonu arttikca TTC
indirgeme miktarinin arttigi goriilmistiir. Yumusak SYS igerigine sahip ornekler (72
saat) incelendiginde en yiikksek TTC indirgeme miktarinin 500 mg/L NP
konsantrasyonuna sahip Orneklerde 256,6+23,9 nM/alg ve en diisik TTC indirgeme
miktarmin 1 mg/L NP konsantrasyonuna sahip 6rneklerde ise 0,19+0,03 nM/alg olarak
hesaplanmustir.

Sekil 4.15’te banyo sonikasyon dispersiyon metodu ile hazirlanmis orta sert SYS
ornegine ait TiO2NPlerinin algler {tzerindeki etkilerinin mikroskop goriintiisii
verilmistir. En yliksek NP konsantrasyonu olan 500 mg/L’de gergeklestirilen
goriintiilemede alglerin tamamen pargalanmis oldugu, saglikli alg hiicrelerinin hemen
hemen hi¢ bulunmadigi, kiimelenmis halde alg-NPlerin bulundugu gézlemlenmistir.

Banyo sonikasyon dispersiyon yontemi ile hazirlanmig TiO2 NPlerininP.
subcapitata algleri {izerindeki etkilerinin morfolojik gozlem ile belirlenmesi
kapsaminda orta sert SYS igerigine sahip Alg-NP ornekleri incelenmistir (Sekil 4.15).
En yiiksek NP konsantrasyonu olan 500 mg/L’de gerceklestirilen goriintiilemede, diger
dispersiyon yontemleri ile hazirlanmig Alg-NP mikroskop goriintiilerine benzer sekilde
parcalanmis algler tespit edilmistir. Saglikli hiicre sayis1 neredeyse hi¢ goriilmemekle
birlikte alg-alg, alg-NP ve NP-NP olmak iizere kiimelenmeler oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.12. Sentetik yiizeysel su ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
icinde  banyo sonikasyon  metodu ile  hazirlanan  TiO2

nanopartikiillerininalg inhibisyonuna etkisi
(* Anlamli sonug elde edilememistir.)
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Sekil 4.13. Sentetik yiizeysel su Ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
sonikasyon metodu ile hazirlanan TiO2
nanopartikiillerininmembran deformasyonuna etkisi

icinde banyo
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Sekil 4.14. Sentetik yiizeysel su ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
icinde banyo sonikasyon metodu ile hazirlanan TiO2
nanopartikillerininsolunum aktivitesine etkisi
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Sekil 4.15. Banyo sonikasyon dispersiyon metodu ile hazirlanmis orta sert SYS
ornegine ait TiOznanopartikiiliiniin 151k mikrosbu altindaki goriintiisii

4.3. ZnO Nanopartikiillerinin Algler Uzerindeki Etkileri

Tez caligmasinin Materyal ve Metot kisminda deneysel kosullari tanimlanan ve
farkli SYS igerigine sahip ZnO NP gruplarina once sirasiyla karigtirma, problu
sonikasyon ve banyo sonikasyon dispersiyon yontemleri uygulanmig, ardindan alg
kiiltiirii eklenmis ve etki analizleri kapsaminda inhibisyon, MDA iiretimi, TTC
indirgenmesi ve morfolojik gézlem c¢alismalar1 tamamlanmistir. Tiim bulgular Sekil
4.16-4.24'te sunulmustur.

4.3.1. Karistirma dispersiyon yontemi ile hazirlanmis ZnO nanopartikiillerinin algler
tizerindeki etkisi

Karigtirma sonikasyon yontemiyle hazirlanmig ZnO NPlerininP. subcapitata alg
tiirii tizerindeki inhibisyon sonuglar1 Sekil 4.16°da verilmistir. SYS i¢eriginden bagimsiz
olarak NP konsantrasyonundaki artigin alg inhibisyonu ile dogru orantili oldugu
goriilmiistiir. Bununla beraber 500 mg/L. NP konsantrasyonlarinda en yiiksek inhibisyon
degerlerinin, tiim SYS tiirii i¢in 72 saat deney siiresi sonunda, %91’in lizerinde oldugu
tespit edilmigtir. Tiim inhibisyon sonuglari incelendiginde oOzellikle yumusak SYS
orneklerinde 500 mg/L NP konsantrasyonlarmin bulundugu deney setlerinde %99,99
alg inhibisyonu elde edilmistir. En diisiik alg inhibisyon degeri ise ¢ok sert SYS igerige
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sahip ve 1 mg/L NP konsantrasyonunun uygulandig1 72 saatlik deney setlerinde % 32
olarak tespit edilmistir.

ZnO NPlerinin alg membran deformasyonu fiizerindeki etkileri MDA iiretimi
olarak Sekil 4.17°de verilmektedir. Tim SYS o6rneklerinde NP konsantrasyonunun
artisina bagli olarak MDA {retimlerinin arttifi tespit edilmistir. MDA {iretim
sonuglarin inhibisyon sonuglari ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Buna gore en yiliksek
MDA iretimi (99+6,89 nM/alg) yumusak SYS igerigine sahip, 500 mg/L NP
konsantrasyonuna 24 saat siire maruz birakilmis alg-NP deney diizeneginden elde
edilirken, en diisiik MDA iiretimi (0,09 £0,01 nM/alg)orta sert SYS igerigine sahip, 1
mg/L NP konsantrasyonuna 72 saat siire maruz birakilmis 6rneklerde bulunmustur.

Karistirma dispersiyon yontemi ile yumusak, orta sert ve ¢ok sert SYS igerigine
sahip deney setlerinde hazirlanmis farkli konsantrasyonlardaki ZnONPIlerinin alglerdeki
solunum aktivitesi tizerindeki etkileri Sekil 4.18’de verilmistir. Alg inhibisyon ve MDA
tiretim analiz sonuglarina benzer sekilde, NP konsantrasyonu arttik¢a TTC indirgeme
miktarinin arttigr goriilmiistiir. Cok sert SYS igerigine sahip ornekler incelendiginde,
NP konsantrasyonu 1 mg/L’den 500 mg/L’e arttiginda, TTC indirgenme miktarinin
yaklasik 400 kat arttigi gortilmiistiir. Bununla beraber yumusak SYS icerigine sahip
ornekler (24 saat) incelendiginde en yiiksek TTC indirgeme miktarinin 500 mg/L NP
konsantrasyonuna sahip 6rneklerde 22,6+0,01 nM/alg ve en disiik TTC indirgeme
miktarinin ise 1 mg/L NP konsantrasyonun uygulandigi deney setlerinde0,19+0,03
nM/alg olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.19°da karistirma dispersiyon metodu ile orta sert SYS igeriginde
hazirlanmis ZnONPlerinin algler {zerindeki etkilerinin mikroskop goriintiisii
verilmistir. En yliksek NP konsantrasyonu olan 500 mg/L’de gergeklestirilen
gorlintiilemede alglerin tamamen pargalanmis oldugu goriilmektedir. Diger etki analiz
(alg inhibisyonu, MDA iiretimi ve TTC indirgenmesi) sonuglarini destekler sekilde,
membran deformasyonunu takiben alg yapi biitiinliigiintin bozuldugu diisiiniilmektedir.
Bununla beraber mikroskop goriintiisiiniin iist kisminda heniiz yapisi bozulmamis bir
alg goriilmektedir.
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Sekil 4.16. Sentetik yiizeysel su Ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
icinde karigirma metodu ile hazirlanan ZnO nanopartikiillerininalg

inhibisyonuna etkisi
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Sekil 4.17. Sentetik yiizeysel su 6rnekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
iginde karistirma metodu ile hazirlanan ZnO nanopartikiillerininmembran
deformasyonuna etkisi
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Sekil 4.18. Sentetik yiizeysel su ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
icinde karistirma metodu ile hazirlanan ZnO nanopartikiillerininsolunum
aktivitesine etkisi
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Sekil 4.19.Karigtirma dispersiyon metodu ile hazirlanmis orta sert SYS Ornegine ait
ZnOnanopartikiiliiniin 151k mikrosbu altindaki goriintiisii

4.3.2. Problu sonikasyon dispersiyon yontemi ile hazirlanmis ZnO nanopartikiillerinin
algler tizerindeki etkisi

ZnO NPlerininP. subcapitata alg tiirii tizerindeki inhibisyon sonuglar1 Sekil
4.20’de verilmistir. Her bir maruziyet siiresi (24, 48 ve 72 saat) sonunda elde edilen
inhibisyon sonuglar1 incelendiginde 24 ve 48 saatlik inhibisyon sonuglarinda yiiksek
standart hata saptanmig ve anlamli sonuglar elde edilememistir. Analizler, ikili kontrollii
set olarak farkli hafta tekrarlanmis ancak beklenen sonuglar elde edilememistir. Buna
gore yalniz ¢ok sert SYS igerigine sahip 500 mg/L NP konsantrasyonun bulundugu
orneklerde 72 saat sonunda en yiiksek alg inhibisyonu % 92 olarak belirlenebilmistir.

Sekil 4.21°de problu sonikasyon dispersiyon yontemi ile hazirlanmig
ZnONPlerininmembran  deformasyonu iizerine etkileri MDA iretimi olarak
gosterilmektedir.Cok sert SYS igerigine sahip drnekler incelendiginde, en yiiksek MDA
iretimi 72 saat maruziyet siiresi sonunda, 500 mg/L NP konsantrasyonun uygulandigi
diizenekte 2,4 nm/alg olarak tespit edilirken, en diisiik MDA iiretimi ise 0,03 nm/alg
olarak 24 saat maruziyet siiresi sonunda 10 mg/L NP konsantrasyonun uygulandigi
orneklerde hesaplanmigtir. 50 mg/L ve daha yiiksek NP konsantrasyonlarin uygulandigi
72 saatlik deney setlerinin yumusak, orta sert ve ¢ok sert SYS orneklerinde ortalama
MDA iiretim miktarlari sirasiyla 0,2, 0,3 ve 1,2 nM/alg olarak hesaplanmustir.
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ZnO NPlerininhiicresel solunum aktivitesi iizerindeki etkileri Sekil 4.22°deTTC
indirgenmesi olarak sunulmustur. En yiiksek TTC indirgenme miktar1 8,8+5,6 nM/alg
olarak Ol¢iilmiis olup, bu deger yumusak SYS igerigine sahip 500 mg/L NP
konsantrasyonuna 72 saat maruz birakilmis alg-NP deney diizeneginden elde edilmistir.
En diisiik deger (0,084+0,003nM/alg) iseorta sert SYS igerigine sahip 10mg/L TiO2NP
konsantrasyonuna 24 saat maruz birakilmig alg-NP orneklerinde tespit edilmistir. NP
konsantrasyonu 50 mg/L ve daha yiiksek konsantrasyonlarda 72 saat maruziyet siiresi
sonucu ortalama TTC indirgeme miktarlar1 sirastyla yumusak, orta sert ve ¢cok sert SYS
ornekleri i¢in sirastylal,3, 0,7 ve5,6 nM/alg olarak hesaplanmustir.

Problu sonikasyon dispersiyon yontemi ile hazirlanmis ZnO NPlerininP.
subcapitata algleri {izerindeki etkilerinin morfolojik goézlem ile belirlenmesi
kapsaminda orta sert SYS icerigine sahip Alg-NP ornekleri incelenmistir. Sekil 4.23’te
Alg- ZnONPlerinin mikroskop goriintiisii verilmistir. En yiiksek NP konsantrasyonu
olan 500 mg/L’de gergeklestirilen goriintiilemede alg yapi biitiinliigiiniin tamamen
ortadan kalktigi, alg-alg, alg-NP ve NP-NP olmak {izere kiimelenmeler oldugu tespit
edilmistir.

47



100

. 24s
[ 48s

80 I| g 72s

60

40

% inhibisyon

20

0 xkk k[l KW k|
1 10 50 100 500
ZnO Konsantrasyonu (mg/L)

100
24 S B
/2 48s
80T | o 725
5
> 60
L2
2
=
£ 40+
X
20 +
o ElxxkW x|
1 10 50 100 500
ZnO Konsantrasyonu (mg/L)
120
C
. 24 s
100 | == 485
. 72s
80 |
c
o
>
L 60t
2
<
[<
'—o 40 +
=
20
0 b.dl x| *1
1 10 50 100 500

ZnO Konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 4.20. Sentetik yiizeysel su ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
icinde problu sonikasyon metodu ile hazirlanan ZnO nanopartikiillerininalg

inhibisyonuna etkisi
(* Anlamli sonug elde edilememistir.)
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Sekil 4.21. Sentetik yiizeysel su ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
icinde  problu  sonikasyon =~ metodu ile  hazirlanan = ZnO
nanopartikillerininmembran deformasyonuna etkisi
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Sekil 4.22. Sentetik yiizeysel su ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
icinde  problu  sonikasyon =~ metodu ile  hazirlanan = ZnO
nanopartikiillerininsolunum aktivitesine etkisi
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Sekil 4.23. Problu sonikasyon dispersiyon metodu ile hazirlanmig orta sert SYS
ornegine ait ZnOnanopartikiiliiniin 151k mikroskobu altindaki goriintiisii

4.3.3. Banyo sonikasyon dispersiyon yontemi ile hazirlanmis ZnO nanopartikiillerinin
algler tizerindeki etkisi

Banyo sonikasyon dispersiyon yontemiyle hazirlanmis ZnO NPlerininP.
subcapitata alg tiiri {izerindeki inhibisyon sonuglari Sekil 4.24’te verilmistir. SYS
iceriginden bagimsiz olarak NP konsantrasyonundaki artisin alg inhibisyonu ile dogru
orantilt oldugu gorilmiistiir. Bununla beraber NP konsantrasyon artisindan bagimsiz
olarak en yiiksek inhibisyon degerleri tiim SYS tiirli i¢in 72 saat deney siiresi sonunda,
500 mg/L NP konsantrasyonunda, % 99,99 olarak hesaplanmistir. En diisiik alg
inhibisyon degeri ise %17 olarak orta sert SYS igerigine sahip 1 mg/L NP
konsantrasyonu uygulanmis deney setlerinden elde edilmistir. Tiim inhibisyon sonuglari
beraber ele alindiginda yumusak SYS igeriginin alg inhibiSyonu iizerinde daha etkili
oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.25’te ZnONPlerinin MDA {iretimine etkisigoriilmektedir. Tim SYS
orneklerinde NP konsantrasyonunun artigina bagli olarak MDA {iretimlerinin arttig1
tespit edilmistir. En yiiksek MDA iiretimi (39 nM/alg) yumusak SYS igerigine sahip,
500 mg/L NP konsantrasyonuna 72 saat sire maruz birakilmis alg-NP deney
diizeneginden elde edilirken, en diisik MDA iretimi (0,14 nM/alg)orta sert SYS
icerigine sahip, 1 mg/L NP konsantrasyonuna 48 saat siire maruz birakilmig 6rneklerde
bulunmugtur. Tim MDA iiretim sonuglari beraber ele alindiginda, inhibisyon
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sonuglarmi destekler sekilde yumusak SYS igerigine sahip deney setlerinin membran
deformasyonu iizerinde daha etkili oldugu goriilmiistiir.

ZnO NPIerininhiicresel solunum aktivitesi tizerindeki etkileri TTC indirgenmesi
olarak  Sekil 4.26’dasunulmustur.SYS  iceriginden  bagimsiz  olarak, NP
konsantrasyonundaki artisla dogru orantili bir sekilde TTC indirgenme miktarinda artis
oldugu goriilmiistiir.En yiikksek TTC indirgenme miktar1 356+57,8 nM/alg olarak
Olgiilmiis olup, bu deger yumusak SYS igerigine sahip 500 mg/L ZnONP
konsantrasyonuna maruz birakilmis alg-NP deney diizeneginden elde edilmistir. En
diisiik deger (0,098+0,02 nM/alg) ise¢ok sert SYS igerigine sahip 1 mg/L ZnONP
konsantrasyonuna 24 saat maruz birakilmis alg-NP 6rneklerinde tespit edilmistir. NP
konsantrasyonu 50 mg/L ve daha yiiksek konsantrasyonlarda 72 saat maruziyet siiresi
sonucu ortalama TTC indirgeme miktarlar sirasiyla yumusak, orta sert ve ¢ok sert SYS
ornekleri i¢in sirasiylal?,3, 5,5 vel2,5 nM/alg olarak hesaplanmuistir.

Sekil 4.27°de banyo sonikasyon dispersiyon metodu ile orta sert SYS igeriginde
hazirlanmis ZnONPlerinin algler {izerindeki etkilerinin mikroskop goriintiisii
verilmistir. En yiiksek NP konsantrasyonu olan 500 mg/L’de gergeklestirilen
goriintiilemede alglerin tamamen parcalanmis oldugu goriilmektedir. Diger etki analiz
(alg inhibisyonu, MDA iiretimi ve TTC indirgenmesi) sonuglarini destekler sekilde,
membran deformasyonunu takiben alg yapi biitiinliigliniin bozuldugu diisiiniilmektedir.
Bununla beraber parcalanmis alglerin ZnO NPleriyle agregasyona ugradiklari, 50 pm
boyuta ulastiklar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.24. Sentetik yiizeysel su Ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
icinde banyo sonikasyon metodu ile hazirlanan ZnO nanopartikiillerininalg

inhibisyonuna etkisi
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Sekil 4.25. Sentetik yiizeysel su 6rnekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
icinde  banyo sonikasyon metodu ile  hazirlanan ~ ZnO
nanopartikiillerininmembran deformasyonuna etkisi
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Sekil 4.26. Sentetik yiizeysel su Ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)

iginde
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nanopartikiillerininsolunum aktivitesine etkisi
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Sekil 4.27. Banyo sonikasyon dispersiyon metodu ile hazirlanmis orta sert SYS
ornegine ait ZnOnanopartikiiliiniin 151k mikrosbu altindaki goriintiisii

4.4, CuONanopartikiillerinin Algler Uzerindeki Etkileri

Tez caligmasinin Materyal ve Metot kisminda deneysel kosullar1 tanimlanan ve
farkli SYS igerigine sahip CuO NP orneklerinednce sirasiyla karistirma, problu
sonikasyon ve banyo sonikasyon dispersiyon yontemleri uygulanmig, ardindan alg
kiiltiirleri eklenmis ve etki analizleri kapsaminda inhibisyon, MDA iiretimi, TTC
indirgenmesi ve morfolojik gozlem caligmalari tamamlanmistir. Tiim bulgular Sekil
4.28-4.36'da sunulmusve ayrintili bir sekilde tartigilmistir.

4.4.1. Karistirma dispersiyon yontemi ile hazirlanmis CuO nanopartikiillerinin algler
uizerindeki etkisi

Karigtirma dispersiyon yontemi ile yumusak, orta sert ve ¢ok sert SYS igerigine
sahip deney setlerinde hazirlanmis farkli konsantrasyonlardaki CuONPlerinin alg
inhibisyonu tizerindeki etkileri Sekil 4.28’de verilmistir. En yiiksek alg inhibisyon
degeri orta sert SYS igeriginde hazirlanmis 500mg/L NP konsantrasyonuna 72 saat
maruz birakilmis O6rneklerde %99,99 olarak hesaplanirken, en diisiik alg inhibisyon
degeri (%20) yumusak SYS igeriginde hazirlanmig 1mg/L NP konsantrasyonuna 72 saat
maruz birakilmis 6rneklerde bulunmustur.
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Sekil 4.29’dakaristirmadispersiyon yontemi ile hazirlanmigs CuONPlerinin MDA
iretimine olan etkileri gosterilmektedir. Yumusak SYS icerigine sahip Ornekler
incelendiginde, en yiiksek MDA {iretimi 72 saat maruziyet siiresi sonunda, 500 mg/L
NP konsantrasyonda 985 nM/alg olarak tespit edilirken, en diisiik MDA iiretimi 0,094
nM/alg olarak 24 saat maruziyet siiresi sonunda 10 mg/L NP konsantrasyonun
uygulandigr orneklerde hesaplanmigtir. SYS iceriginden bagimsiz olarak NP
konsantrasyon artigina bagli olarak MDA {iretimlerinde artis oldugu gozlenmistir.

CuO  NPIlerininhiicresel ~ solunum  aktivitesi tlizerindeki etkileri  Sekil
4.30’dasunulmustur.inhibisyon ve MDA fiiretim sonuglarma benzer sekilde, CuO NP
konsantrasyonundaki artisla dogru orantili bir sekilde TTC indirgenme miktarinda artis
oldugu goriilmistiir. En yiiksek TTC indirgenme miktart 147+12 nM/alg olarak
oOl¢iilmiis olup, bu deger yumusak SYS igerigine sahip 500 mg/L NP konsantrasyonuna
24 saat maruz birakilmig alg-NP deney diizeneginden elde edilmistir. En diisik TTC
indirgenme degeri olan 0,09+0,03 nM/algiseorta sert SYS igerigine sahip 1 mg/L NP
konsantrasyonuna 24 saat maruz birakilmig alg-NP 6rneklerinde tespit edilmistir. CuO
NP konsantrasyonu 50 mg/L ve daha yiliksek konsantrasyonlarda 72 saat maruziyet
stiresi sonucu ortalama TTC indirgeme miktarlar1 sirasiyla yumusak, orta sert ve ¢ok
sert SYS o6rnekleri i¢in sirasiyla 6,5, 2,9 ve52,0 nM/alg olarak hesaplanmistir

Sekil 4.31°de karigtirma dispersiyon metodu ile orta sert SYS igeriginde
hazirlanmig CuONPlerinin algler {iizerindeki etkilerinin mikroskop goriintiisii
verilmistir. En yiilksek NP konsantrasyonu olan 500 mg/L’de gergeklestirilen
goriintiilemede alglerin tamamen pargalanmis oldugu goriilmektedir. Alg inhibisyonu,
MDA iretimi ve TTC indirgenmesi sonuclarint destekler sekilde, membran
deformasyonunu takiben alg yapi biitlinliigiiniin bozuldugu gorilmektedir. Bununla
beraber pargalanmis alglerinCuO NPleriyle agregasyona ugradiklari, 50 pm’yi asan
boyutlara ulastiklar1 goriilmektedir
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Sekil 4.28. Sentetik yiizeysel su ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
icinde karigtirma metodu ile hazirlanan CuO nanopartikiillerininalg

inhibisyonuna etkisi
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Sekil 4.29. Sentetik yiizeysel su ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
icinde karistirma metodu ile hazirlanan CuO nanopartikiillerinin membran
deformasyonuna etkisi
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eysel su ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
icinde karistirma metodu ile hazirlanan CuO nanopartikiillerininsolunum
aktivitesine etkisi
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Sekil 4.31. Karistirma dispersiyon metodu ile hazirlanmis orta sert SYS O6rnegine ait
CuO nanopartikiiliiniin 131k mikrosbu altindaki goriintiisii

4.4.2. Problu sonikasyon dispersiyon yontemi ile hazirlanmig CuO nanopartikiillerinin
algler tizerindeki etkisi

Problu sonikasyon yontemiyle hazirlanmig CuO NPlerininP. subcapitata alg tiirii
tizerindeki inhibisyon sonuglar1 Sekil 4.32°de sunulmustur. SYS igeriginden bagimsiz
olarak 500 mg/L CuO NP konsantrasyonlarinda en yiiksek inhibisyon degerleri tim
SYS tiirti i¢in 72 saat deney siiresi sonunda yaklasik 9%99,99 olarak tespit edilmistir.
Tiim inhibisyon sonuglar1 incelendiginde 6zellikle orta sert SYS 6rneklerinde 500 mg/L
NP konsantrasyonlarinin bulundugu 48 ve 72 saatlik deney setlerinde %99,99 alg
inhibisyonu elde edilmistir. En diisiik alg inhibisyonu ise 72 saat sonunda 1 mg/L NP
konsantrasyonun saglandigi ¢ok sert SYS igeriginde %29 olarak tespit edilmistir.

CuONPIlerinin MDA iiretimine etkisi Sekil 4.33’te goriilmektedir. Tim SYS
orneklerinde su iceriginden bagimsiz bir sekilde, NP konsantrasyonunun artisina bagli
olarak MDA iiretimlerinin artti1 tespit edilmistir. En yiiksek MDA {iretimi 24 saat
sonunda 500 mg/L CuO NP konsantrasyonun saglandigr yumusak SYS iceriginde 832
nM/alg olarak tespit edilmistir. En diisiik MDA iiretimi ise (0,072 nM/alg)orta sert SYS
icerigine sahip, 1 mg/L NP konsantrasyonuna 48 saat siire maruz birakilmig 6rneklerde
bulunmugtur.

CuO NPlerininP. subcapitata algleri tlizerinde yol agtiklari hiicresel solunum

aktivitesine bagli olarak elde edilen TTC indirgenmesi sonuglart  Sekil
4.34’tesunulmustur.Cok sert SYS iceriginde hazirlanmis 6rneklerde NP konsantrasyon
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artisina paralel olarak TTC indirgenmesinde artis goriiliirken, diger SYS igeriklerinde
ozellikle diisiik NP konsantrasyonlarinin saglandigi drneklerde belirgin bir artisg tespit
edilmemistir. En yiiksek TTC indirgenme miktar1 162+9,9 nM/alg olarak Ol¢iilmiis
olup, bu deger ¢ok sert SYS igerigine sahip 500 mg/L CuONP konsantrasyonuna 24
saat maruz birakilmis alg-NP deney diizeneginden elde edilmistir. En distik deger
(0,03+0,01nM/alg) iseorta sert SYS igerigine sahip 10mg/L CuONP konsantrasyonuna
48 saat maruz birakilmis alg-NP 6rneklerinde tespit edilmistir.

Sekil 4.35°te problu sonikasyon dispersiyon metodu ile orta sert SYS igeriginde
hazirlanmis CuONPlerinin P. subcapitata algleri ile beraber yer aldiklarimikroskop
goriintlisii verilmistir. En yiiksek NP konsantrasyonu olan 500 mg/L’de gergeklestirilen
goriintiilemede NPlerin kiimelenerek alg hiicrelerinin iizerinde yigin olusturduklar ve
sistem igerisinde saglikli alg hiicresinin bulunmadigi gézlemlenmistir. Bununla beraber
kiimelenen Alg-NPlerin boyutlarinin 50 pm’ye ulastiklar goriilmektedir.
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Sekil 4.32. Sentetik yiizeysel su Ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
icinde problu sonikasyon metodu ile hazirlanan CuO nanopartikiillerinin

alg inhibisyonuna etkisi
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Sekil 4.33. Sentetik yiizeysel su 6rnekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
icinde problu sonikasyon metodu ile hazirlanan CuO nanopartikiillerinin
membran deformasyonuna etkisi
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Sekil 4.34. Sentetik yiizeysel su Ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
icinde problu sonikasyon metodu ile hazirlanan CuO nanopartikiillerinin

solunum aktivitesine etkisi
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Sekil 4.35.Problu sonikasyon dispersiyon metodu ile hazirlanmis orta sert SYS 6rnegine
ait CuO nanopartikiiliiniin 151k mikrosbu altindaki goriintiisii

4.4.3. Banyo sonikasyon dispersiyon yontemi ile hazirlanmis CuO nanopartikiillerinin
algler tizerindeki etkisi

Banyo sonikasyon dispersiyon yontemi ile hazirlanmig CuO NPlerinin P.
subcapitata algleri tizerindeki inhibisyon sonuglari Sekil 4.36’dasunulmustur. SYS
iceriginden bagimsiz olarak NP konsantrasyonundaki artigin alg inhibisyonu ile dogru
orantili oldugu goriilmiistiir. Bununla beraber yiiksek NP konsantrasyonlarinin
saglandig1 6rneklerde en yiiksek inhibisyon degerleri 72 saat deney siiresi sonunda %
99,99 olaraktespit edilmistir. En diisiik inhibisyon degeri ise 1 mg/L CuO NP
konsantrasyonunda, orta sert SYS oOrneginde %11 olarak hesaplanmistir. Tim
inhibisyon sonuglar1 beraber ele alindiginda orta sert ve ¢ok sert SYS igeriginin alg
inhibisyonu tizerinde daha etkili oldugu gortilmiistiir.

CuONPlerinin MDA iiretimine etkisi Sekil 4.37’degériilmektedir. Tim SYS
orneklerinde NP konsantrasyonunun artigina bagli olarak MDA {iretimlerinin arttig1
tespit edilmistir. En yiilksek MDA iretimi (1054+16 nM/alg) orta sert SYS igerigine
sahip, 500 mg/L NP konsantrasyonuna 24 saat siire maruz birakilmis alg-NP deney
diizeneginden elde edilmistir. En diisik MDA firetimi ise (0,014 +0,01 nM/alg)yumusak
SYS igerigine sahip, 1 mg/L NP konsantrasyonuna 48 saat siire maruz birakilmisg
orneklerde bulunmustur. En fazla MDA iretiminin gerceklestigi orta sert SYS-NP
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ornekleri incelendiginde, konsantrasyonun 1 mg/L’den 500 mg/L’ye artmasi durumunda
24 saatlik maruziyet sonunda MDA {iretiminin yaklasik 2500xkat arttig1 goriilmiistiir.
S6z konusu sonucun inhibisyon sonuglari ile uyumlu oldugu tespit edilmistir.

CuO NPlerininhiicresel ~ solunum  aktivitesi  tizerindeki etkileri  Sekil
4.38’desunulmustur.NP konsantrasyonundaki artigla dogru orantili bir sekilde TTC
indirgenme miktarinda artis oldugu goriilmiistiir. En yiiksek TTC indirgenme miktari
117+5,9 nM/alg olarak 6l¢iilmiis olup, bu deger ¢ok sert SYS igerigine sahip 500 mg/L
NP konsantrasyonuna 48 saat maruz birakilmis alg-NP deney setlerinden elde
edilmistir. En diisiikk deger (0,047+0,04 nM/alg) isecok sert SYS igerigine sahip 1mg/L
TiO2NP konsantrasyonuna 72 saat maruz birakilmis alg-NP orneklerinde tespit
edilmigtir. NP konsantrasyonu 50 mg/L ve daha yiiksek konsantrasyonlarda 72 saat
maruziyet siiresi sonucu ortalama TTC indirgeme miktarlar1 sirasiyla yumusak, orta sert
ve ¢ok sert SYS Ornekleri i¢in sirastyla 4,3, 9,0 vel2,4 nM/alg olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.39°da banyo sonikasyon dispersiyon metodu ile hazirlanmis orta sert SYS
ornegine ait CuO NP-alg mikroskop goriintlisii verilmistir. En yiiksek NP
konsantrasyonu olan 500 mg/L’de gergeklestirilen goriintiilemede NPlerin kiimelenerek
alg hiicrelerinin lizerinde y1gin olusturduklar1 goriilmiistiir. Meydana gelen kiimelerin
boyutlarinin diger dispersiyon yontemleriyle hazirlanan 6rneklere kiyasla daha biiyiik
oldugu, yaklasik 150 um boyutlara ulasan alg-NP kiimeleri olustugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.36. Sentetik yiizeysel su Ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
icinde banyo sonikasyon metodu ile hazirlanan CuO nanopartikiillerininalg

inhibisyonuna etkisi
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Sekil 4.37. Sentetik yiizeysel su ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
icinde banyo sonikasyon metodu ile hazirlanan CuO nanopartikiillerinin
membran deformasyonuna etkisi
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Sekil 4.38. Sentetik yiizeysel su ornekleri (A: Yumusak, B: Orta sert, C: Cok sert)
icinde banyo sonikasyon metodu ile hazirlanan CuO nanopartikiillerinin
solunum aktivitesine etkisi
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Sekil 4.39. Banyo sonikasyon dispersiyon metodu ile hazirlanmis orta sert SYS
ornegine ait CuO nanopartikiiliiniin 151k mikrosbu altindaki goriintiisii
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5. TARTISMA
5.1. Nanopartikiil Cozeltilerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

NPlerin ozellikle sucul sistemlerde yasayan organizmalar iizerindeki ekotoksik
etkilerinin arastirildig1 ¢alismalar (Aruoja vd 2009, Handy vd 2012, Hartmann vd 2010,
Klaine vd 2012, Metzler vd 2011) incelendiginde, NP ¢o6zelti hazirlama ve
karakterizasyonu ile ilgili standart bir yontemin bulunmadigi goriilmektedir. Deney
sistemlerinde farkli ¢evresel kosullarin uygulanmasina bagl olarak NP boyut ve boyut
dagilimlarinin  degistigi, oOzellikle deney oOncesi uygulanan farkli dispersiyon
yontemlerinin s6z konusu NP boyut degisimine etkisinin biiyiik oldugu tespit edilmis
(Cohen vd 2013, Nel vd 2006, Taurozzi vd 2013), ancak genis c¢apli bir ¢alismanin
yiirlitiilmedigi goriilmiistiir. Bununla beraber literatiirde ele alinan yayinlarda karistirma
(Handy 2012),siirekli veya kesikli ultrasonik sonikasyon (Metzler vd 2012), siirekli
veya kesikli banyo sonikasyon (Handy 2012) gibi farkli dispersiyon metodlarinin
kullanilmast nedeniyle ¢alismalar arasindakarsilagtirma yapilamamaktadir. Mevzuat ve
yonetmelikler agisindan degerlendirildiginde ise NP soliisyonlarinin hazirlik agsamasinda
herhangi bir standart metodun bulunmadig1 goriilmekte ve AB tarafindan yayinlanan
teknik raporlarda (EU 2004, EU 2005, SCENIHR 2009) konu ile ilgili ¢alismalarin
gelistirilmesi Onerilmektedir. Ayrica NPlerin davranigs ve akibetlerinin belirlenmesi
amaciyla ¢aligmalarin 6zellikle gercek ¢evresel kosullarda gergeklestirilmesi gerektigi
vurgulanmaktadir (Hotze vd 2010, SCENIHR 2009)

Tez calismast kapsaminda yukarida verilen bilgi boslugunun doldurulmasi
amactyla farkli su i¢erigine sahip SYS ornekleri i¢inde farkli dispersiyon yontemleri ile
hazirlanmis TiO2, ZnO ve CuO NPlerinin boyut ve yiizey yiki ozellikleri ile
davraniglar1 incelenmistir. S6z konusu NPler ticari olarak temin edilmis olup, iiretici
firmanin kutu tlizerinde verdigi bilgiler goz oniinde bulundurularak, NPlerin birbirine
yakin boyut dagilimina ve spesifik yiizey alanina sahip olmalarima dikkat edilmistir.
Bununla beraber ¢alismalarda kullanilmak iizere secilen NPlerin genel olarak tiiketici
uriinlerinde sik¢a kullanilan, fotokatalitik ve yari-iletken Ozellikler tasimasina 6nem
verilmistir. NPlerin karakterizasyon caligmalar1 kapsaminda boyut ve boyut dagilimi
DLS yontemi uygulanarak, yiizey yiikii ise zeta potansiyel 6l¢timleri ile belirlenmistir.

Farkli c¢evresel kosullarin (pH, iletkenlik, iyonik gii¢) saglanmasi amaciyla ii¢
farkli SYS igerigi (yumusak, orta sert ve ¢ok sert su, diisiik — yiiksek alkalinite, pH 7,4 —
8,4, diisik — yiiksek iletkenlik) hazirlanmistir. NPlere ti¢ farkli dispersiyon yontemi
(karigtirma, problu sonikasyon ve banyo sonikasyon) uygulanarak séz konusu farkli
SYS igerigine sahip su Ornekleri ile ¢ozelti haline getirilmis ve NP karakterizasyon
calismalar1 tamamlanmistir.

Boyut analizi sonunda elde edilen bulgular incelendiginde NPlerin SYS igerigine
ve farkli ortam kosullarina bagli olarakhizla agregasyona ugradiklar tespit edilmistir.
Elde edilen boyut analizleri ile iretici firmanin verdigi partikiill boyutlar
karsilastirildiginda farkli SYS igeriginde TiO2 NP boyutunun 3-32xkat arttigi, ZnO NP
boyutunun 2—19xkat arttigi ve CuO NP boyutunun ise 3—78xkat arttig1 tespit edilmistir.
NP-SYS ornekleri i¢inde en biiyiik partikiil boyutu <3,5 um olarak goriiliirken, Alg-NP-
SYS o6rnekleri i¢inde alg-NP kiimelenmeleri nedeniyle s6z konusu boyutun 150 pm’ye
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kadar ulastig1 goriilmiistiir. Bununla beraber deney diizeneklerinde bulunan nanoboyutta
partikiil sayisinin  minimum sayiya ulastigit DLS analizi ile tespit edilmistir.
Partikiillerde meydana gelen nanoboyuttan mikroboyuta ge¢is durumu, sistem igerisinde
olusturulan ekstrem kosullarin (yiiksek iyonik gii¢, yiiksek iletkenlik, yiiksek NP
konsantrasyonu gibi) sonucunda ortaya c¢iktig1 diisiiniilmektedir. Benzer sonuglar
(Adams vd 2006a, Adams vd 2006b), (Nel vd 2006), Klaine vd (2008), Hotze vd
(2010), Lee veSong (2012)ve Clément vd (2013)'nin yaptiklar1 ¢alismalarda da
goriilmektedir.

Zeta potansiyel 6l¢iimii sonunda elde edilen bulgular incelendiginde yumusak (pH
7,2-7,4 araliginda), orta sert (pH 7,4-7,8 araliginda)ve ¢ok sert SYS (pH 8,0-8,4
araliginda) igeriginde hazirlanmig TiO2 NP  Orneklerinde zeta potansiyel
degerlerinin+15,4 ile -18,4 mV arasinda, ZnO NP orneklerinde -2,3 ile -15,5 mV
arasinda, CuO NP orneklerinde ise -9,9 ile -19,2 mV arasinda degistigi tespit edilmistir.
Literatiirde benzer sekilde TiO2 (anataz) NPlerinin zeta potansiyeli -21,6 mV olarak
Olgtilmistiir (Ji vd 2011). Lee veAn (2013), alg toksisitesi galismasi kapsaminda 10
mg/L NP konsantrasyonda hazirlananZnO ve TiO2 (P25, Evoik Degussa)NPlerinin zeta
potansiyeli Ol¢iim sonuglarmi sirasiyla -23,27 ve -13,28 mV olarak bulmuslardir.
Literatiirde ayrica diisiik pH degerlerinde partikiillerin pozitif yiiklendigi, yiiksek pH
degerlerinde ise negatif yiiklendigi belirtilmektedir (Jiang vd 2009). Literatiirle uyumlu
olarak tez c¢alismasinda kullanilan NPlerin genelde negatif yiiklii stabil olmayan
davranis sergiledigi tespit edilmistir. S6z konusu stabil olmayan davranis nedeniyle NP-
NP agregasyonu artarken, negatif yiiklii olarak sucul ortamda hareket etmeleri nedeniyle
alg membran yapisin1 kapladigi ve alg-NP kiimelenmelerine neden oldugu sonucuna
varilmistir.

5.2. Nanopartikiillerin Organizma inhibisyonuna Etkileri

Metal oksit NPlerin organizma tizerindeki inhibisyon etkilerini gdsteren bulgular
incelendiginde, diisiikk UV igerigine sahip goriiniir 151k (Floresan lamba, 151k akisi: 6000
Im, 151k rengi: 4300 K) kullanilmis olmasina ragmen 1sikli ortamda %100’e ulasan
organizma inhibisyonu tespit edilmistir. Literatiirde yer alan baz1 ¢alismalarda (Brunner
vd 2006, Griffitt vd 2008, Hund-Rinke ve Simon 2006, Karlsson vd 2009, Klaine vd
2012) benzer sonuglar elde edilmis, ancak s6z konusu g¢alismalarda ulasilan yiiksek
inhibisyon sonuglarmin genellikle yliksek UV igerikli 151k kaynaklar1 kullaniimasi
nedeniyle ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir.

Farkli NP  konsantrasyonlarinin  kullanildigi  tez  ¢alismasinda, NP
konsantrasyonunun artisina bagli olarakP. subcapitata alglerinde meydana gelen
inhibisyonun arttig1, 6zellikle yiiksek NP konsantrasyonlarina (500 mg/L) maruz
kaldiklarinda, mikroskop goriintiilerinde de verildigi lizere organizmalarin tamamen
parcalandig1 ortaya c¢ikmistir. S6z konusu durum metal oksit NPlerin fotokatalitik
etkilerinin goriiniir 151k altinda dahi etkili olmasi sonucunda olugan ROSlerin membran
deformasyonuna yol a¢tigt ve alg yap1 Dbiitiinliglini bozdugu sonucunu
desteklemektedir.
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Alg inhibisyonu analizleri sonunda elde edilen bulgulara TRAP analizi
uygulandigindaECsp degerleri hesaplanmig ve NP etki siralamast Cizelge 5.1'de
verildigi sekilde ortaya c¢ikmistir. Literatiirde verilen bazi ¢alismalardan (Adams vd
2006a, Adams vd 2006b, Aruoja vd 2009, Heinlaan vd 2008) farkli olarak, yumusak
SYS igerigine sahip sucul ortamlarda TiO2 NPlerinin (3,17 mg/L), orta sert SYS
orneklerinde ZnO NPlerinin (14,93 mg/L) ve ¢ok sert SYS orneklerinde ise CuO
NPIlerinin (9,08 mg/L) algler iizerinde en etkili NPler oldugu goriilmiistiir. Farkli su
iceriklerinde, farkli dispersiyon yontemleri ile hazirlanan NP ¢ozeltilerinin  P.
subcapitata alg tirtinde yol actigi inhibisyonun belirlenmesi
acisindandegerlendirildiginde, tez kapsaminda elde edilen bulgular literatiire 6nemli bir
katki sunmaktadir.

Cizelge 5.1. Metal oksit nanopartikiillerin organizma inhibisyonu {izerindeki etkilerinin
karsilastirilmasi (ECso)

N L ECso (mg/L)
Dispersiyon Yontemi
Yumusak SYS Orta Sert SYS Cok Sert SYS
Karistirma Zn0O- 6,88 Zn0O- 18,42 CuO- 12,77
Problu Sonikasyon TiO.- 3,17 TiO2- 17,91 TiOz- 37,41
Banyo Sonikasyon TiO2- 20,75 Zn0O- 14,93 Cu0O-9,08

TiO2 NPlerinin algler iizerinde ekotoksik etkilere neden oldugu sinirli sayidaki
calisma ile literatiirde verilmektedir (Lee ve An 2013, Wiench vd 2009). Lee ve An
(2013), goriiniir, UVA ve UVB isiklandirmasi altinda TiO2ve ZnO NPlerinin P.
subcapitata yesil alg tiiri tizerindeki toksik etkilerini belirlemek amaciyla NP
sollisyonlarmma 10 dakika 40 kHz’lik bir frekansla banyo sonikasyon uygulamasi
gerceklestirmislerdir. Calisma sonunda goriiniir, UVA ve UVB aydinlatma durumunda
ZnO NPlerinin ECso degerleri 0,05 mg/L’den kiig¢iik bulunurken, TiO2NPlerinin
strastyla 2,53, 3,00 ve 2,95 mg/L olarak verilmistir.

Tez calismasinda en yiiksek NP konsantrasyonun (500 mg/L) saglandig1 farkli
SYS o6rneklerinde TiO2 NPlerinin neden oldugu alg inhibisyon degerleri %88 ile 99,99
arasinda degisirken, ZnO NPlerinden kaynaklanan inhibisyonun %91 ile 99,99 arasinda
oldugu tespit edilmistir. Farkli NP konsantrasyonlarinin kullanildig1 bir baska ¢alismada
daha diisiik inhibisyon degerleri hesaplanmustir. Ji vd. (2011) calismalarinda 1000 mg/L
konsantrasyondaki oksit NPleri (Al203, SiO2, ZnO ve TiO> (rutil ve anataz) 20 dakika
boyunca banyo sonikasyon islemi uygulayip farkli bir yesil alg tiirii olan Chlorella sp.
tizerindeki toksik etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda Al2Os, SiO.ve TiO>
rutil-NPlerinin inhibisyon ve/veya algal biiyiime oranin1 etkilemedigini tespit
etmiglerdir.Bunun yani sira TiO2 anataz-NPlerin %70,5, nano-ZnO NPlerin ise %59
inhibisyona yol actig1 hesaplanmistir.
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5.3. Nanopartikiillerin Organizma Membran Deformasyonuna Etkileri

Tez ¢alismasi kapsaminda farkli su igerigine sahip SYS Ornekleri iginde farkli
dispersiyon yontemleri ile hazirlanmig NPlerin P. subcapitata alg membran
deformasyonu tizerindeki etkileri lipid peroksidasyon sonucunda meydana gelen MDA
iretimi ile belirlenmistir. Hiicre membran yapist 6nemli 6l¢iide lipid tabakasindan
meydana gelmekte ve bu tabaka hiicrenin yapisini olusturmada ana rolii iistlenirken ayni
zamanda hiicresel sinyalizasyon islevini de gormektedir. Ancak s6z konusu membran
yap1 Ozellikle fotokatalitik yapidaki metal oksit NPlerin trettigi ROS ile hidroksil
radikallerin birincil hedefidir (Cooper 2000, Maness vd 1999, Yin vd 2011).
Otooksidasyon olarak da bilinen lipid peroksidasyon reaksiyonu: (i) proksil ve alkoksil
radikalleri ile hidrojen azaltimi, (ii) karbon radikallerine oksijen ilavesi, (iii) proksil
radikal fragmentasyonu veya yeniden diizenlenmesi, (iv) karbona peroksil radikali
eklenmesi ve (v) peroksilin sonlandirilmasi asamalarindan olusmaktadir (Yin vd 2011).
Bu reaksiyonlarin tamamlanmasi sonucunda membran yapisinda baglayan bozulmalar
hiicresel oliimiin gergeklesmesi ile sona ermektedir (Cooper 2000, Yin vd 2011).
Dolayisiyla yiiksek miktarda tespit edilen MDA miktari, membran deformasyonunun
gerceklestigini isaret etmektedir.

Tez galismasi kapsaminda metal oksit NPlerin organizma membran deformasyonu
tizerindeki etkilerini gosteren bulgular incelenmis ve NPlerin etki siralamasi Cizelge
5.2’de verildigi sekilde ortaya c¢ikmistir. Lipid peroksidasyon sonucu iiretilen MDA
miktarlar1 karsilastirildiginda, CuO NPlerinin diger NPlere gore, bulunduklar1 deney
ortamlarinda daha yiiksek membran deformasyonuna yol agtigi goriilmektedir. Metzler
vd. (2012)'nin yirittigi c¢alismada Al,Osz, TiO2 ve SiO2 NPleri kullanilmig ve P.
subcapitata alg tiirliniin lipid peroksidasyon sonucunda tirettikleri MDA miktarina gore
NPlerin etki siralamasi Al203>TiO2>CeO; olarak agiklanmistir. CuO NPlerinin P.
subcapitata alg tiiriinde membran deformasyonuna yol actigi bulgusunu desteklemek
amaciyla literatlir arastirmasi yapildiginda, farkli su icerigine sahip ortam kosullarinda
ylriitilmiis  bir calismaya ve/veya sonuca ulagilamamistir. Bu  acidan
degerlendirildiginde, elde edilen sonug literatiire nemli bir katki sunmaktadir.

Cizelge 5.2. Metal oksit nanopartikiillerin organizma membran deformasyonu
iizerindeki etkilerinin karsilastirilmasi

Etki Siralamasi
Yumusak SYS Orta Sert SYS Cok Sert SYS
Karistirma CuO>Ti02>Zn0 CuO>TiO2>ZnO  CuO> ZnO>TiO;
Problu Sonikasyon CuO>Ti02>Zn0O ZnO>CuO>TiO2 CuO>Ti02>Zn0O
Banyo Sonikasyon CuO>ZnO>TiO; CuO>TiO2>Zn0O CuO>Ti02>Zn0O

Dispersiyon Yontemi
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5.4. Nanopartikiillerin Organizma Solunum Aktivitesine Etkileri

Tez ¢alismasi1 kapsaminda farkli su igerigine sahip SYS Ornekleri iginde farkli
dispersiyon yontemleri ile hazirlanmis NPlerin P. subcapitata alg solunum aktivitesinde
meydana gelen degisim belirlenmistir. Hiicre membran yapisinda, hiicresel solunumun
gerceklesmesini saglayan solunum zincirlerinin 6nemli pargalart bulunmakta ve bu
yapilarin zarar gormesi durumunda hiicresel fonksiyonlar yavaglamakta veya tamamen
tahrip olmaktadir. Hiicresel solunum TTCmin TTF'e indirgenmesi esasina dayanan
metoda gore Sl¢iilmiis ve succinate elektron saglayici olarak kullanilmistir. TTC, stabil
ve suda ¢oziinebilen bir heterosiklik organik tuz olup, kirmizi renkli suda ¢éziinmeyen
bir iiriin olan TTF'e olduk¢a kolay bir sekilde indirgenebilmektedir. S6z konusu TTF
kolorimetrik olarak goriiniir 151k absorpsiyonu ile Olgiilmekte ve yliksek miktarda
gerceklesen indirgenme reaksiyonu ile solunum aktivitesi belirlenebilmektedir.

Dogal sartlarda, klorofile sahip P. subcapitata yesil alg tiirii, giindiiz fotosentez,
gece solunum yapmaktadir. Bu durumda alglerin, tez kapsaminda olusturulan deney
diizeneklerinde, 24, 48 ve 72 saat siireyle siirekli goriinlir 151k altinda solunum
gerceklestiremeyecegi, fotosentez yapacagi diisliniilmektedir. Ancak fotokatalitik
NPlere maruz kalan alglerin, membran yapisinin bozulmasi sonucunda kii¢iik pargalara
ayrilmakta ve klorofillerini kaybetmektedirler (Metzler vd. 2011, Metzler vd. 2012).
Fotosentez yapma yetenegini kaybeden alglerin, membran yapidaki lipid
peroksidasyona bagli olarak hiicresel faaliyetleri inhibe olmakta ve solunum
reaksiyonuna benzer sekilde TTC indirgenmesi ger¢eklestirmektedirler. Bu durumda
stres altinda olan veya faaliyetleri inhibe olmus alg-NP 6rneklerinde TTC indirgenmesi
yiiksek olmaktadir.

Tez kapsaminda metal oksit NPlerin organizma solunum aktivitesi iizerindeki
etkilerini gosteren bulgular incelenmis ve NPlerin etki siralamasi Cizelge 5.3'te verildigi
sekilde ortaya c¢ikmistir. Alg inhibisyon analiz sonuglarini destekler sekilde, TiO:
NPlerinin ortam kosullarindan bagimsiz olarak solunum aktivitesi {izerinde en etkili NP
tirii oldugu goriilmektedir. Farkli su igeriklerinde hazirlanan NP c¢ozeltilerinin P.
subcapitata alg tiiriiniin solunum aktivitesine etkisi agisindandegerlendirildiginde, tez
kapsaminda elde edilen bulgular literatiire katkida bulunmaktadir.

Cizelge 5.3. Metal oksit nanopartikiillerin organizma solunum aktivitesi iizerindeki
etkilerinin karsilastirilmasi

Dispersiyon Yontemi Etki Siralamasi
Yumusak Orta Sert Cok Sert
Karistirma TiO2>Zn0O>CuO TiO2>ZnO>CuO  CuO> TiO2>Zn0O

Problu Sonikasyon TiO2>Cu0>Zn0O TiO2>Cu0>Zn0O TiO2>Cu0>Zn0
Banyo Sonikasyon TiO2>Zn0O>CuO TiO2>Cu0>Zn0O TiO2>Zn0O>CuO
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Yukarida verilen bulgu ve tartismalar géz 6niinde bulunduruldugunda metal oksit
NPlerin algler iizerindeki toksisite etki mekanizmasinin agiklanmasi kapsaminda iki
mekanizma Onerilmektedir:

Ik mekanizma, NPlerin, 151kl1 ortamda ROS olusturmasi ve membran yapiy1
deforme etmesi ile baglayan inhibisyon siirecidir. Bilindigi lizere fotokatalitik 6zellik
tagiyan metal oksit NPler ROS iiretimine neden olmakta ve organik yapiy1 kolaylikla
par¢alamaktadirlar. Ortamda bulunan NPlerin az miktarda olmasi dahi NPlerin hiicre ile
birlesip oldukg¢a biiylik miktarda ROS tiretimi saglayabilmektedir (Toduka vd 2012).
Bununla beraber NPler asidik ortam sartlarina maruz kaldiklarinda lizozom (Nohl ve
Gille 2005) yada mitokondri gibi organellerle etkilesim igerisinde bulunarak direkt
olarak ROS firetimine sebep olabilmektedir (Zhang ve Gutterman 2007). Ortamda
bulunan NP tetiklemesi ile oksidatif stresin hiicreler icin zararli oldugu yaygin
mekanizma olarak onerilmektedir (Pulskamp vd 2007).Ancak ROS iiretiminde siireci
olumlu/olumsuz etkileyen hem NPlere hem de alict ortaminin 6zelliklerine bagli olarak
degisen parametreler bulunmaktadir.

Ikinci mekanizma ise, sucul ortamin icerigine, biyotik ve abiyotik iliskilere bagl
olarak alglerin NPlerle kaplanmasi veya beraber agregasyona ugramalari sonucunda
alglerin yasamsal fonksiyonlarinin inhibe edilmesi seklinde agiklanabilir. NPler boyut
itibar1 ile gekirdek boyunca dagilabilmekte yada NPler yeteri kadar kiigiikse bir araya
gelerek mitoz bolinme sirasinda hiicreye erisebilmektedir (Ma vd 2013). Tez
caligmasinda ele alinan SYS igeriklerinin farklilik géstermesi, ortamin pH ve iyonik gii¢
ozelliklerinin degismesi NPlerin partikiil boyutu ve dagilimi, agregasyon egilimi,
fotokatalitik aktivitesi, ylizey yiikii gibi 6zelliklerinin degismesine neden olmakta, bu
durum NPlerin sucul ortamdaki davranislarii etkilemekte veséz konusu etki de NPlerin
toksisitelerini degistirmektedir.
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6. SONUC

Bu tez calismasinda, tiiketici iirlinlerinin yani sira ilag sektoriinden savunma
sanayine pek ¢ok alanda yaygin kullanima sahip metal oksit NPlerden TiO2, ZnO ve
CuO NPlerinin ekosistemin temel yapitaglarindan olan bir alg tiirii (P. subcapitata)
tizerindeki ekotoksik etkileri incelenmistir. Bu kapsamda farkli su igerigine sahip SYS
icinde farkli dispersiyon yontemleri (karistirma, problu sonikasyon ve banyo
sonikasyon) ile hazirlanmis NPlerin neden olduguorganizma inhibisyonu belirlenmis,
hiicresel membranda meydana gelen deformasyon lipid peroksidasyon ve morfolojik
gozlem ile incelenmis ve solunum aktivitesinde olusabilecek degisiklikler TTC
indirgenmesi ile tespit edilmistir. Deneysel c¢alismalar neticesinde elde edilen tiim
bulgular degerlendirilmis ve sonuglar asagida sunulmustur.

Metal oksit NPlerin alg inhibisyonu iizerindeki etkileri genel olarak
incelendiginde altta verilen sonuglar elde edilmistir:

e NP tiirlinden bagimsiz olarak, yiiksek konsantrasyonlardaki NP tiirlerinin daha
yiiksek alg inhibisyonuna sebep oldugu bulunmustur.

e NP tiirlerinin fotokatalitik 6zellik tasimalari nedeniyle 1s1ikli ortamda inhibisyon
etkisi gostermeleri beklenmektedir. S6z konusu etkinin diisiik 151k yogunlugu altinda
da gozlenmis olmasi, NPlerin yiiksek UV 151k kaynagina gerek duymadan goriiniir
151k ve giines 1s18ima  yakin 1s1tk  kaynaklart tarafindan da aktif hale
getirilebileceklerini gostermistir.

e Alg tiirinde meydana gelen inhibisyonlar ¢ogunlukla yiiksek NP
konsantrasyonlarinda (500 mg/L) gergeklesmis ve Ozellikle s6z konusu
konsantrasyonda alg yapi biitiinliiglinlin tamamen bozuldugu, alg pargaciklarinin
sistem igerisine dagildig1 ve/veya NPler ile agregasyona ugradiklar1 goriilmiistiir.

e Yiiksek iyonik gii¢ ve iletkenlik ¢evresel ortam kosullarinin, sucul ortamda NPlerin
biraraya gelerek agregasyona ugramalarina neden oldugu gorilmistiir. Meydana
gelen NP-NP yiginlarinin boyutlarinin iiretici firmanin bildirdigi boyut dagilimina
gore 2-78xkat daha fazla oldugu tespit edilmistir. NP tiirlerinin biiyiik ¢ogunlugunun
nanoboyuttan mikroboyuta gecis yapmasi nedeniyle sucul sistem icerisinde
organizmalarin karsilagabilecegi nanoboyutta partikiil oran1 minimum sayiya ulastigi
diistiniilmektedir.

Metal oksit NPlerin membran deformasyonu iizerindeki etkileri incelendiginde
altta verilen sonuglar elde edilmistir:

e Dispersiyon metodlarindaki MDA iiretim miktarlar1 karsilastirildiginda, metal oksit
NPlerin fotokatalitik 6zelliklerinden dolay1r goriiniir 151kl1 ortamda etkili olduklari
goriilmiis, yliksek miktarda lipid peroksidasyona yol agtiklar tespit edilmistir.

e Yiiksek NP konsantrasyonlart bulunan ve diisiik iyonik giic degerlerine sahip deney
diizeneklerinden daha yiiksek MDA {iretimi elde edilmistir.

e Membranda meydana gelen deformasyon sonucunda 6lii organizma mevcut hiicre
yiikiinii kaybetmekte ve diger hiicrelerle kiimelenmeye baslamaktadir. Organizma
membran yapisindaki bozulmalar 11k mikroskobu sonuglari ile de belirlenmistir. Alg
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yapisindaki morfolojik bozulmalar ile 6zellikle yiiksek NP konsantrasyonlarinda (50
ve 500 mg/L) gergeklesen durumda alglerin tamamen parcalanarak sistem igerisine
dagildiklart goriilmiistiir.

e Literatiire katki olarak, ilk defa CuO NPlerinin P. subcapitata alg tiiri tizerinde
membran deformasyonuna neden oldugu tespit edilmistir.

Metal oksit NPlerin solunum aktivitesi tizerindeki etkileri incelendiginde altta
verilen sonuclar elde edilmistir:

e SYS orneklerine ait sonuglar karsilastirildiginda, TiO2 NPlerinin fotokatalitik
0zelliginin daha aktif olmasindan dolayr organizmalar tarafindan indirgenen TTC
miktarinin daha fazla oldugu goriilmistir. Aym zamanda en yiiksek alg
inhibisyonuna da neden olan TiO2 NPleri tim dispersiyon metodlarinda en yiiksek
TTC indirgenmeye yol agmistir.Mikroskobik goriintilleme sonuglarindan da
gorildiigii tizere alglerin par¢alanmasi sonucunda algler klorofillerini kaybetmekte
ve bunun sonucunda fotosentez yapma yetenekleri azalmaktadir. Membran yapidaki
lipid peroksidasyona bagli olarak hiicresel faaliyetleri inhibe olan algler ve solunum
reaksiyonuna benzer sekilde TTC indirgenmesi gerceklestirmektedirler. Sonug olarak
faaliyetleri inhibe olmus alg-TiO2NP o6rneklerinde TTC indirgenmesi yiiksek tespit
edilmisgtir.

e Yiiksek NP konsantrasyonlari bulunan ve diisiik iyonik gii¢/iletkenlik degerlerine
sahip SYS deney diizeneklerinden daha yiiksek solunum aktivitesi tespit edilmistir.

e Membranda meydana gelen deformasyon sonucunda ortaya c¢ikan organizma-
organizma ve organizma-NP kiimelenmeleri nedeniyle, diger bir degisle saglikli
organizmalarin Olii organizmalarla ve/veya NPlerle kaplanmasi sonucunda,
organizmalarin fotosentetik aktiviteleri yavaslamakta, solunum aktiviteleri daha fazla
ortaya ¢ikmaktadir.
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