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OZET

NANOMATERYALLERIN TETRAHYMENA THERMOPHILA
UZERINE TOKSIKOLOJIK ETKIiLERININ
EKOTOKSIKOLOJIK YONTEMLERLE SAPTANMASI

Pek cok ticari tirlinde kullanilan nanomateryallerin sucul ekosistemlerle temast
siklikla goriilmektedir. Bu nedenle nanomateryallerin akuatik ekosistemlerde
gecirdikleri degisimin (biyodoniisiim, biyobirikme, biyobozunum) agiklanmasi ve
akuatik organizmalar iizerinde toksisitelerinin degerlendirilmesi 6nem tasimaktadir.
Bu tez c¢alismasinda titanyum dioksit (TiO,;) ve demir oksit (Fe;O4) metal
nanopargaciklarinin silli bir protozoa tiirii olan Tetrahymena thermophila tizerindeki
etkisi ve bu parcaciklarin akuatik ortamdaki degisimleri incelenmektedir. Bu
dogrultuda yapilan bu ¢alismanin amaci, yiiriitiilecek ekotoksikolojik testler yardimi
ile nanoparcaciklarin bilylime inhibisyon degerlerini saptamak ve goriintii analizleri
yoluyla Tetrahymena thermophila hiicreleri ile nanoparcaciklarin iliskisini
incelemektir.

(Calismalarda kullanilan her iki metal nanopargacik da yiliksek konsantrasyon
degerlerinde (50-400 mg/L) Tetrahymena thermophila’da biiyiime inhibisyonu tespit
edilememistir. Fakat 50 mg/L konsantrasyondan diisiik degerlerde (3,12-25 mg/L)
nanoparcaciklar biiylime inhibisyonu sergilemistir.  Tetrahymena thermophila
hiicrelerinin nanopargaciklar1 biinyelerine aldig1 ancak bu parcaciklar1 sindirmeden,
hiicre disina verdikleri goriintii analizleri neticesinde ortaya ¢ikmigtir. Ayrica hiicre
icine alian kiiciik nanoparcacik kiimelerini hiicre i¢i salgilar yardimi ile daha biiyiik
kiimeler haline getirip hiicre disina attiklar1 da goézlemlenmistir. Nanopargaciklarin
ylizey 6zellikleri nedeniyle akuatik ortamlarda rastgele kiimelenip ¢okelme egilimleri
vardir. Tetrahymena thermophila ise test ortaminda nanoparcaciklarin kiimelenme
durumunu artirmis ve buna bagli olarak da zamanla daha biiyiikk parcaciklarin
olusmasina ve bu pargaciklarin daha hizli ¢okelmesine neden olmustur. Bu ¢alismada
elde edilen sonuglar nanomateryallerin akuatik ortamdaki davranislarim

tanimlamakta 6nemli bir yer sunmaktadir.

Aralik, 2009 Seda Berna BAYKAL
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ABSTRACT

ASSESSING THE EFFECT OF NANOMATERIALS ON
TETRAHYMENA THERMOPHILA BY ECOTOXICOLOGICAL
METHODS

Nanomaterials are used in many commercial products and frequently enter into
the aquatic environments. Therefore their mobility (biotransformation,
bioaccumulation, biodegradation) and evaluation of toxicity to aquatic environments
are important concern. This thesis investigates the fate and effect of titanium dioxide
(TiOy) and iron oxide (Fe3;O4) metal nanoparticles in ciliate protozoa Tetrahymena
thermophila. In this context, the main aim of this study is assessing the growth
inhibition of the nanoparticles by ecotoxicological tests and observing the interaction
of nanoparticles and Tetrahymena thermophila cells by image analysis.

These nanoparticles did not exhibit significant cell growth inhibition in high
concentration (50-400 mg/L) because of the turbidity whereas the nanoparticles
under 50 mg/L concentrations (3,12-25-mg/L) presented cell growth inhibition. The
image analyses indicate protozoan cells are able to ingest the nanoparticles but could
not digest them. In addition, the cell was attributed the aggregation of ingested small
nanoparticles into larger form and eventually excreted in the culture medium.
Nanoparticles always have a tendency of sedimentation and randomly particle
aggregation. Interestingly their aggregation are accelerated due to the presence of
Tetrahymena and consequently clustered to larger particle over time. Therefore, this
study introduced a platform for describing the fate of nanoparticles in to the aquatic

environments.

December, 2009 Seda Berna BAYKAL
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BOLUM L.

GIRIS ve AMAC

1.1 GIRIS

Sozliik anlami olarak “nano” kelimesi teknik bir oOl¢ii birimi olarak
kullanilmakta ve herhangi bir birimin milyarda biri anlamimi tagimaktadir. Bir
nanometre (nm) bir milimetrenin milyonda birine esit bir uzunluk birimidir ve 10° m
ye karsilik gelir. Bir nanometre i¢ine yan yana ancak 2-3 atom dizilebilmekte ve
yaklagik 100-1000 atom bir araya gelerek nanodlgeklerde bir nesneyi olusturmaktadir
[1,2,3].

Nanoteknolojinin gelismesiyle beraber, c¢esitli alanlarda yararlanmak {izere
sentetik olarak yeni yap1 ve islevler kazandirilan nanomalzemeler iiretilmektedir.
Bunun yami sira nanoboyutta pargaciklar, orman yanginlar1 ve volkanik faaliyetler
neticesinde olusabilecegi gibi viral parcaciklar ve ferritin gibi protein molekiilleri
seklinde de dogada bulunmaktadir [4]. Nanoboyuttaki malzemeler, mikro ve makro
boyuttaki malzemelerden yapisal boyutlarmma 6zgii birtakim yapisal Ozelliklerle
ayrilmaktadir. Malzemenin boyutu nanodl¢ek diizeyine yaklastikca (malzemeyi
olusturan atom sayist 100 ler diizeyine indik¢e), atom yapinin geometrisi ve hatta
atom sayist fiziksel Ozelliklerin (iletkenlik, elektronik, optik, manyetik ozellikler
gibi) belirlenmesinde etken olmaktadir. Ornegin, nanopargacigin iletkenligi o yapiya
tek bir atom eklense bile degisebilmektedir. Benzer sekilde, nanodlgeklerde atomlar
arast bag yapist da degisiklie ugrayabilmektedir. Mekanik olarak malzeme
giiclenirken ya da zayiflarken, elektriksel iletkenlik ozelligi tiimiiyle
degisebilmektedir [5].

Malzemenin boyutlar1 nanodlgek diizeyine yaklastikga ortaya cikan yeni
ozellikler sayesinde, nanomalzemeler endiistride genis kullanim alani bulmus ve
gelistirilmis irlinler hizla giindelik yasamimiza girmistir [6]. Tekstil sektoriinde
giyim lriinlerinin yam sira teknik iirinlerde de nanomalzemeler kullanilmaktadir.
Zirai tekstiller, insaat tekstilleri, spor tekstilleri, endiistriyel tekstiller, tibbi tekstiller

gibi teknik tekstil iirlinleri nanomalzemeler kullanilarak gelistirilmektedir. Ayrica



boya sanayisinde de nanoteknolojik malzemelerden yararlanilmis, binalarin
cogunlukla dis cephelerinde ve gerektiginde i¢ cephelerinde kullanilmak {izere; kendi
kendini temizleme, yiiksek koruma, koku giderme, antimikrobiyal ve antibakteriyal
gibi 6zellikler kazandirilmis boyalar gelistirilmistir. Nanoteknolojiden yararlanan bir
bagka sektor de kozmetik sektoriidiir. Nanomalzemeler kullanilarak {iretilen dis
macunu, giines kremleri, ruj, goz fari, tirag losyonu, nemlendirici, deodorant gibi
cesitli iirlinler raflarda yerlerini almistir. Diger bir endiistri dali olan otomotiv
endiistrisi de; hafif motor ve gerceve pargalarinin yapimu, siirtiinmeye karsi direncli
boyalarin iiretimi, aginmaya karst koruyucu tabakalar gelistirilmesi gibi alanlarda
nanoteknolojiden faydalanmstir [7].

Tiirkiye nanoteknolojiyi iiretir hale gelebilmek ve gelismekte olan uluslararasi
nanoteknoloji pazarinda var olabilmek icin cesitli girisimlerde bulunmaktadir.
Avrupa Birligi’nin 6. Cergeve Programi (Nanoteknoloji ve Nanobilimler, Bilgi
Tabanli Cok Fonksiyonlu Malzemeler, Yeni Uretim Siiregleri ve Araglar1) ve 7.
Cergeve Programi (Nanobilimler, Nanoteknolojiler, Malzemeler ve Yeni Uretim
Teknolojileri) kapsaminda Tiirkiye’nin nanoteknoloji arastirmalarinin yapilandigi ve
ivme kazandig1 goriilmektedir. TUBITAK (Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Aragtirma Kurumu) tarafindan hazirlanan Vizyon 2023 Programi’na nanoteknoloji
oncelikli alanlardan biri olarak alinmistir [8].  Bilkent Universitesi Ulusal
Nanoteknoloji  Arastirma Merkezi'nin (UNAM) 2005 yilinda kurulmas: ile
nanotekstil Uriinleri, nanoelektronik aygitlar, nanodetektorler ve nanodlgeklerde
Olctim aletlerinin gelistirilmesi ¢aligmalar1 hiz kazanmustir [2].

Nanoteknolojinin ve nanomalzemelerin uluslararasi arenada 6nem kazanmasi
ve kullaniminin artmasi ile beraber basta EPA (Environment Protection Agency-
Cevre Koruma Orgiitii) olmak iizere ABDde ve Avrupa’da c¢ok sayida kurulus bu
triinlerin  risk haritasim1  ortaya ¢ikarma ¢alismalarmma  baglamistir  [9].
Nanoteknolojinin kullanim alaniin genisligi ve hizla gelisip yayilmasi1 géz oniinde
bulunduruldugunda, nanomalzemelerin ekotoksikolojik etkilerinin saptanmasi ¢evre

ve halk sagligin1 korumada 6nem tagimaktadir [10].

1.2 AMAC
Nanoteknolojinin ~ gelisimine paralel olarak nanomalzemelerin ve bu
malzemeler kullanilarak gelistirilen iirlinlerin tiretim, tasinim, kullanim ve tiiketim

asamalarinda desarjlarla ya da dogrudan akuatik ekosistemlere ulagsma riski ortaya



cikmaktadir. Akuatik ekosistemlere, ortamin niteliginin bozulmasina ve ortamdaki
organizmalarin olumsuz etkilenmesine neden olacak miktar ve yogunlukta
nanomalzeme karigmasi kirlilige neden olmaktadir.

Ekosistemlerde herhangi bir organizmada meydana gelecek olumsuz bir etki
besin zinciriyle ya da farkl tiirler arasindaki etkilesim sonucunda ekosistemin geri
kalanin1 da etkileyebilir. Sentetik nanoparcaciklarin akuatik ekosisteme girisiyle;
alg, bakteri gibi tek hiicreli organizmalardan, baliklar, akuatik memeliler gibi daha
karmagik omurgalilara kadar bir¢ok farkli tiirlin bu maddelerle temas: kaginilmaz
hale gelmektedir [11]. Sentetik nanoparcaciklarin akuatik ekosistemler tizerindeki
etkilerinin degerlendirilmesi i¢in nanopargaciklarin; ekosistemlere giris yollari,
ekosistemlerde gosterdikleri dagilim, ortamdaki kaliciliklar1 ya da bozunumlar1 gibi
konular ekotoksikolojik c¢aligmalar neticesinde acikliga kavusturulmalidir.
Ekotoksikoloji kimyasal ve fiziksel etkenlerin ekosistemlerdeki organizmalar,
populasyonlar ve komiiniteler iizerindeki toksik etkileri ile toksik etkenlerin taginma
yollar1 ve gevresel etkilesimlerini konu almaktadir [12].

Literatiir aragtirmalar1 sonucunda Tiirkiye’de nanopargaciklarin ekotoksikolojik
etkileri hakkinda daha 6nce yapilmis ¢alismalara rastlanamamistir. Nanoteknolojinin
Tirkiye’deki durumu goéz 6nilinde bulunduruldugunda bu calismanin bilime 6nemli
bir katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Bu calismanin amaci; titanyum dioksit (TiO,) ve demir oksit (Fe;O4) metal
nanotozlarinin protozoanin siliata sinifindan Tetrahymena thermophila tizerindeki
toksikolojik etkisini ekotoksikolojik yontemlerle 6l¢gmek ve nanopargaciklar ile
organizmanin etkilesimini inceleyerek nanomalzemelerin akuatik ortamdaki

davraniglarina agiklik getirmektir.



BOLUM II

GENEL BIiLGILER

Bu bolimde tez ¢aligmasinin baslica kavramlari olan nanoteknoloji,

ekotoksikoloji ve akuatik toksikolojiye deginilecektir.

I1.1 NANOTEKNOLOJi

Nanoteknoloji nesneleri 100 nm den daha kiiciik boyutlarda olusturmakla
ilgilenen bir bilim dalhidir [1, 3]. 1959 yilinda Amerikan Fizik Cemiyeti’nden (APS-
American Pysical Society) Richard Feynman, nanoyapilarin esas yapilardan daha
farkli Ozellikler tasidigini vurgulayarak bilim insanlarinin dikkatini nanometre
boyutlarina ¢ekmistir. Once 1981 yilinda taramali tiinelleme mikroskobunun (STM-
Scanning Tunneling Microscopy), daha sonra 1985 yilinda atomik kuvvet
mikroskobunun (AFM-Atomic Force Microscopy) kesfi, ylizeyde bulunan atomlarin
ve molekiillerin gdzlenmesine, atomsal diizeyde tepkimelerin izlenmesine olanak
tanimistir.  Boylece 20. ylizyilin son ¢eyreginde nanoteknolojiyle tanisilmis ve
dogada bulunmayan yeni nanoyapilarin atomsal diizeyde tasarlanarak sentezlenmesi
devri baslamustir [8].

21. yiizyilda bilgi alma teknolojileri, malzeme bilimi, biyoteknoloji, cevre
mihendisligi, kimya miihendisligi, elektrik miihendisligi, molekiiler kimya gibi
bir¢ok farkli bilim dalindaki gelismeler nanodlcekte ilerlemektedir [13]. Nanoalan
gelecekteki miihendislik ve bilim ¢alismalarinin temelini olusturacak bilimler arasi
arastirmalarin ve egitimin esas basamagi olarak goriilmektedir.

Nanoteknoloji terimlerinde ortaya ¢ikan kargasaya ¢oziim olarak, Ingiliz
Standartlar Kurumu (British Standards Institution) 2005 yilinda terimlerin
tanimlamalarin1  yaymnlamistir  [14]. Genel olarak asagidaki ana tanimlar

Onerilmektedir.



Nanomalzeme: Bir ya da daha ¢ok boyutu 1-100 nm olan ve nanoboyutta
olmayan ayn1 malzemeye kiyasla bir¢cok yeni 6zellikler kazanmis malzemelerdir.

Nanopargacik: Bir ya da daha fazla boyutu nanodl¢ekte olan parcaciklardir.

Nanodlgek: Bir ya da daha fazla boyutu 100 nm ya da altinda olan nesneleri
Olgen orandir.

Nanobilim: Maddelerin atom, molekiiler ve makro molekiiler 06l¢ekte
islenmesiyle ortaya c¢ikan yeni 6zellikler iizerinde ¢alisan bilim dalidir.

Nanoyap1: Nanodlgekteki yapilardir.

Fullerenler (Buckminsterfullerene-Buckyballs): Bir karbon allotropu ailesidir.
Saf karbondan olusan fullerene molekiillii futbol topunu andiran bir yapiya sahiptir
[13,15].

Karbon nanotiipler (buckytubes): Grafitin 1-10 nm c¢apinda ve birkag
mikrometre uzunlugunda bir silindir olusturacak sekilde yuvarlanmasiyla elde
edilmis yapilardir [13,16]. Bir bagka deyisle karbon nanotiipler, fullerenlerin silindir
seklindeki formlaridir. Nanoelektronik ve nanomekanik devrelerde kullanilmak icin
elverislilerdir [15].

Nanotozlar: Nanotozlar biiylikliigli 1-100 nm arast degisen bilesiklerdir.
Nanotoz olarak iiretilen materyaller; metaller, metal oksitler, boritler, karpitler, nitritler,
stilfitler ve metal olmayan materyaller; karbon, kalay, silica ve silikon karpitler olarak
siralanabilir [14]. Nanotozlarin giincel kullanimina asagida 6rnekler verilmistir [17].

Glines kremleri ve kozmetik; titanyum dioksit ve zink oksit nanotozlari giines
kremlerinde, diger krem ve losyonlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Kaplamalar; gozliik camlarinda, merceklerde kullanilan ¢izilmeyi Onleyen
kaplamalar ve tibbi amagli kullanilan camlara kendi kendini temizleme 6zelligi veren
kaplamalar titanyum dioksit nanotozlar1 icermektedir.

Patlayici maddeler, havai fisekler; mikro Olgekli tozlar yerine aliiminyum
nanotozlar, patlayict maddelerde ve havi fiseklerde yanma niteliklerini artirmak
amaciyla kullanilmaktadir.

Zimparalar (abrasives); elmas nanotozlarindan yapilmis zimparalar macunlar,
mercekler ve aynalar gibi optik aletlerde istenilen yiiksek parlakligi elde etmek icin
kullanilmaktadir.

Yaglama maddeleri; yaglarin, yaglama ozelliklerini gelistirmek amaciyla elmas

nanotozlar kullanilmaktadir.



Boya korumalari; boyalara ilave edilen glimiis ve elmas nanotozlari1 boyanin dis
etkenlerle asinmasini onler, koruma saglar.

Bu c¢alismada kullanilan nano titanyum dioksit (TiO,) ve nano demir oksit
(F304) ticari olarak Onemli bir nanomalzeme smifi olan metal oksit

nanotozlarindandir.

I1.2 EKOTOKSIKOLOJI (Cevre Toksikolojisi)

Ekotoksikoloji, son 40 yilda hizla gelisme gosteren yeni bir bilim dalidir. 1969
yilinda Fransa Bilimler Akademisi ( Académie des Sciences) iiyesi toksikolog René
Truhaut ekotoksikolojiyi toksikolojinin dogal ya da yapay kirleticilerin ekosistemlere
olan etkilerini konu alan bir alt dali olarak tanimlanmistir [12]. Ekoloji canh
varliklarin birbirleri ve c¢evreleriyle olan iliskilerini konu alirken toksikoloji
kimyasallar ile birey arasindaki etkilesimleri zararli sonuglari yoniinden
incelemektedir. Ekotoksikoloji ise bu iki farkli bilim dalindan da yararlanarak
dogaya yayilmis kirletici maddelerin bireyler, populasyonlar ve komiiniteler iizerinde
olusturdugu baskiy1, kirleticilerin  kaynaklarini, ge¢is yollarini, biyolojik
doniistimlerini, canlilar iizerindeki fizyolojik ve biyokimyasal zararlarini aragtirmayi
amagclamaktadir [18].

Ekotoksikoloji birgok farkli bilim dalindan faydalanan cok disiplinli bir
bilimdir.  Sekil II.1 de ekotoksikolojinin iliskide oldugu farkli disiplinler
goriilmektedir.

Analitik ) B Risk
Farmakokinetik Kimya Fizyoloji Degerlendirmesi

Biyokimya ‘ l l ‘ Organik Kimya
Elmlryi» ‘ | D¢ niz Biyolojisi
otoksikolc

ve Osinografi
Popiilasyon

Biyolojisi
Limoloji  Molekiiler  Meteroloji ~ Toprak Bilimi
Genetik

Sekil I1.1 Ekotoksikolojinin iliskide oldugu disiplinler [18]

Mikrobiyoloji

Matematiksl
ve Bilgisayar
Modelleme

Evrim Biyolojisi



Ekoloji; ekosistemdeki tiirlerle toksik maddelerin etkilesiminin, ekosistemin
islevinde ve yapisinda meydana gelen olasi etkiler ilizerinden yorumlanmasini
saglarken, molekiiler biyoloji ve farmakokinetik; toksik kimyasallarin organizmada
molekiiler seviyedeki etkilesimini  agiklar. Toksik  bilesigin  cevresel
konsantrasyonunun belirlenmesinde ve organizma i¢in tehlikeli dozun tespit edilmesi
asamasinda ise analitik kimyaya bagvurulur. Bunun yani sira ekosistemdeki abiyotik
ve biyotik etkilesimlerin anlasilabilmesi agisindan organik kimya biiyiik bir kaynak
olusturur. Matematiksel modelleme, kimyasallarin toksik etkilerinin olas1
sonuclarint aragtirmacilara Onceden bildirmesi agisindan Onem tasir.  Evrim
biyolojisi ise tiirler arasinda karsilastirma yapilmasina olanak saglarken tiirlerin
degisen c¢evre kosullarina gosterdikleri uyumu agiklamada yardimci olur.
Ekotoksikologlar, ayrica c¢evresel kirleticilerin  biyolojik  ddniisiimlerinin
aciklanmasinda mikrobiyoloji ve molekiiler genetikten yararlanir. Son olarak da risk
analizi ile arastirmalar i¢in rehber olacak taslaklar sekillendirir ve hipotezler

gelistirirler [18].

I1.2.1 Ekotoksikolojide Kullanilan Terimler

Toksik madde: Uygunsuz dozda ve belirli bir siire kullanildiginda biyolojik
sistemde olumsuz, istenmeyen etkiler veya hasar olusturabilme kapasitesine sahip
maddeler veya etkenlerdir.

Ksenobiyotik: Dogada iiretilmeyen ve belirli bir biyolojik sistemin elemani
olmayan genellikle sentetik olan kimyasallardir.

Toksisite: Bir kimyasal maddenin neden oldugu biyolojik zarar veya
organizmaya zarar verme kapasitesidir.

Doz: Bir seferde verilen veya maruz kalinan madde miktaridir.

Akut Toksisite: Toksik maddeye kisa siire (24 saat) zarfinda bir ya da birgok
kere maruz kalan organizmada olusan toksisitedir.

Kronik Toksisite: Toksik maddeye uzun siire maruz kalan organizmada olusan
toksisitedir.

Letal Doz: Organizmada 6liime neden olan toksik madde konsantrasyonudur.

ECso (Median Effective Concentration): Populasyonunun yaris1 iizerinde
secilen etkinin ortaya ¢ikmasina neden olan toksik madde konsantrasyonudur.

LCso (Median Letal Concentration): Maruz birakilan populasyonun yarisini

Oldiiren toksik madde konsantrasyonudur.



LDsy (Median Letal Dose): Solunum yolu disinda bir yol ile organizmaya
girerek etki gosteren, bir defada verilen kati veya sivi haldeki kimyasal maddenin
verildigi gruptaki hayvanlarin %50’sini 6ldiiren dozudur.

LTso( Median Letal Time ): Belirli bir konsantrasyonda toksik maddeye maruz
kalan populasyonun yarisinin 6lmesi i¢in gegen siiredir.

Tolerans Limiti (TL): Kimyasal maddeye maruz kalan canlinin hayatta
kalabilecegi en yiiksek toksik madde konsantrasyonudur.

NOEL (No Observed Effect Level): Organizmada herhangi bir toksik etkinin
goriilmedigi dozdur.

Biyogosterge (biomarker): Kimyasalin organizmayla temasi neticesinde, erken
hiicresel yanitlar1 yansitan biyolojik, fizyolojik ve fonksiyonel gostergelerdir.

Biyoizleme (biomonitoring): Bir ekosistemin kirliliginin o ekosistemdeki
organizmalarin incelenmesi yoluyla saptanmasidir.

Biyodeney (bioassay): Biyolojik etken bir maddenin etkinligini, canh
organizma lizerinde gostererek saptama yoludur.

Risk: Herhangi bir kimyasal maddenin ¢evrede bulunan ya da bulunma ihtimali
olan konsantrasyonunda olusturabilecegi zarardir. Tanimlanan bir tehlikenin olmasi
ihtimali veya frekansi ile bu olusumun etkilerinin biiyiikliiklerinin bir bileskesidir.

Risk degerlendirmesi: Mevcut toksisite verilerinden hareketle, bir maddenin
Ongoriilen miktarda ve sekilde kullanimi ile kisilerde, toplumda ve ¢evrede ortaya
¢ikabilecek muhtemel zararl etkilerinin degerlendirilmesidir.

Biyobirikme (bioaccumulation): Kimyasal maddelerin fizyolojik olarak veya
kimyasal islevler yoluyla ¢evredeki biyolojik sistemlerde konsantre olmasidir.

Biyodoniisiim (biotransformation): Toksik maddelerin ekosistemlerde biyolojik
yollarla degisime ugramasina biyodoniisiim denilmektedir.

Biyobozunum (biodegradation): Kimyasal maddenin su ve toprakta kimyasal,
fotokimyasal ve biyokimyasal reaksiyonlarla ugradigi degisimler biyobozunum adini

almaktadir.

I1.2.2 Ksenobiyotik-Biyolojik Sistemin Etkilesimi

Ekosistem icindeki en 6nemli iki iglev enerji transferi ve madde dongiisiidiir.
Toksik maddeler bunlarin en az birinin ya da her ikisinin isleyisini bozmaktadir.
Enerji transferi giines enerjisinin birincil lreticilere gecisiyle baglar ve besin

zincirinin olugsmasiyla son tiiketiciye kadar ulasir. Basamaklar arasindaki siki ve



hassas iliskiden dolayr bir basamaktaki organizmanin olumsuz etkilenmesi
digerlerinin de olumsuz etkilenmesine neden olmaktadir. Ureticilerin sayisinda
meydana gelecek azalma daha {ist basamaklardaki organizmalarin sayisinda da uzun
stireli ve ciddi azalmalarin gézlenmesine neden olur.

Ekosistemlere ulasan toksik maddelerin organizmalarla etkilesimleri
neticesinde ortaya ¢ikan molekiiler toksik etkiler; hiicrelerin yasaminda fonksiyonel
Oonemi olan hiicre alt1 diizeyde (subcellular) yapilarin veya makro molekiillerin
(DNA, RNA'lar ve enzimler gibi) doniisiimsiiz olarak bozulmasi seklinde kendini
gosterir.  Toksik maddeye maruz kalan hiicrede; hacim diizenlenmesinde ve enerji
metabolizmasinda bozulmalar goriiliirtken, lizozomlarda pargalanma, lipid
peroksidasyonu, hiicre icinde trigliserid birikimi gibi cesitli temel yapisal
degisiklikler meydana gelir. Belirtilen mekanizmalarin toksik etkenler tarafindan
harekete gecirilmesi ile olugsan bozukluklarin belirli bir derecenin tistiine ¢ikmasi da
hiicrenin 6liimii ile sonuglanir.

Toksik maddelerle populasyon etkilesimi iizerindeki calismalar populasyon
genetigi cevresinde yogunlagsmaktadir. Cevresel ortama toksik maddelerin girisi ¢ok
kuvvetli secilim bakis1 (dogal seleksiyonu etkileyen ¢evresel karakteristikler)
yaratmakta ve bazi genetik 6zellikler lehine ya da aleyhine is gorerek populasyonda
degisime neden olmaktadir. Gen havuzunda (populasyondaki biitiin genlerin
toplam1) meydana gelen degisiklikler populasyonun yapisini etkilemektedir.

Komiinite icindeki populasyonlarin kirlilikten etkilenmesi sadece o
populasyonla sinirli kalmaz. Etkilenen populasyonun iligki i¢inde oldugu diger
populasyonlar da kirlilikten etkilenmektedir. Bu etkiler bir tiiriin toksik bir maddeye
maruz kalmasi sonucu komiinitenin biyolojik ¢esitliligini bazen azaltmakta bazen de

artirmaktadir. Benzer sekilde av-aver iliskileri de kirlilikten etkilenmektedir.

11.3 AKUATIK TOKSIKOLOJI

Akuatik toksikoloji ekotoksikolojinin bir dalidir. Endiistriyel kimyasallarla
antropojenik  ve dogal maddelerin; akuatik organizmalara, populasyonlara,
komiinitelere ve ekosistemlere etkilerini molekiiler seviyeden tiim organizma
seviyesine kadar farkli asamalarda inceler [19]. PAH’lar (polisiklik aromatik
hidrokarbon), PCB’ler (poliklorlu bifenil), organoklorlar (pestisitler, insektisitler-
DDT, dioksin), organometaller (organokursun, organociva, organokalay) gibi

organik kirleticilerin yani sira civa, kursun, kadmiyum gibi agir metaller, silikon,



arsenik, antimon, selenyum gibi metaloitler ve karbondioksit, azot ve fosforlu
bilesikler gibi inorganik kirleticiler akuatik ekotoksikolojinin inceledigi kirletici
maddelerdir. Son yillarda yukarda siralanan kirleticilere ek olarak nanoteknolojideki
gelismeler neticesinde gesitleri artan ve kullanim alanlar1 genisleyen nanomalzemeler
de akuatik ekosistemlerin giivenligini tehlikeye sokmaktadir.

Akuatik toksikoloji ¢alismalarinda ksenobiyotigin (xenobiotic) biyolojik
sistemlerde meydana getirdigi zararli etkileri saptamak, doz-cevap iligkisini ve
toksisite meydana getirdigi kosullar1 belirlemek, meydana gelen toksik etkinin
niteligini, niceligini tanimlamak amaciyla akuatik toksisite testleri gelistirilmistir
[20]. Akuatik ortamlar; akarsular, goller, goletler, nehirler, halicler, denizler,
okyanuslar gibi farkli karakteristik Ozellikleri olan bir¢cok ekosistem c¢esidini
barindirir. Dolayisiyla incelenecek tiirlerin ve ekosistemlerin gesitliligi birgok farkl

test tiirlinlin gelismesine neden olmustur.

I1.3.1 Akuatik Toksisite Testlerine Genel Bakis

Testlerin smiflandirilmasinda iki 6nemli degisken s6z konusudur. Birincisi
testin biyolojik sisteme uygulanma siiresi ikincisi de test sistemindeki tiirlerin
bilesimidir. Sekil II.2 de ekotoksikolojik test tiirlerinin siniflandirilmasi
goriilmektedir.

Akuatik toksisite testleri genel olarak organizmayla temas siiresi ve sikligina
gore akut toksisite testleri, kronik toksisite testleri seklinde siniflandirilirken; testte
kullanilan organizma tiirlerinin bilesimine gore; tek tiir organizmayla ylriitiilen

testler, mikrokozm, mezokozm ve alan ¢alismasi seklinde siniflandirilmaktadir. [18].
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Sekil I1.2 Ekotoksikolojik testlerin siniflandirilmasi [18]

Toksisite testleri kimyasal bilesigi iireten firmalarca veya arastirma
laboratuvarinca OECD (Organization for Economic Cooperation and Development)
kilavuzlart dogrultusunda yapilmaktadir. OECD Test Rehberi, kimyasallarin insan
ve ¢evre sagligina zararlarinin degerlendirilmesinde 6nem tasiyan 6zelliklerinin veya

etkilerinin test edilmesi i¢in gereken prosediirleri kapsamaktadir [21].

I1.3.1.1 Doz-Cevap liskisi

Akuatik toksikolojide doz-cevap iligkisi toksisite testlerinin temelini
olusturmaktadir. Doz ve biyolojik etki arasindaki iligki doz-cevap iligkisi olarak
tanimlanmaktadir. Meydana gelen etkinin siddeti, organizmada etki yerine ulasan
madde miktarina baghdir. Toksisite ayn1 bilesigin farkli konsantrasyonlarinda, ayni
hayvan tiiriiniin farkli gruplarinda degiskenlik gosterebilir. Benzer olarak kimyasal
madde ile biyolojik sistemin temasi neticesinde bazi organizmalarda diisiik, bazi
organizmalarda yiiksek siddetli etkiler gozlenebilir. Bunun yani sira higbir olumsuz
etki gbzlenmeyen organizmalar da bulunmaktadir. Bazi kimyasallar ise esik
konsantrasyonlarina ulagsana kadar organizmada hi¢bir olumsuz etki yaratmazken,

bazi kimyasallarin ¢ok diisiik degerleri bile organizmada 6liime neden olabilir.
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I1.3.1.2 Doz-Cevap Egrileri

Enzim, organizma, populasyon ya da komiinitenin farkli konsantrasyonlardaki
ksenobiyotige verdigi cevabi tanimlayan grafiklere doz-cevap egrileri denir. Enzim
inhibisyonu, DNA hasari, davranigsal degisiklikler, 6lim ya da diger degisimler
toksik cevabin gostergesi olabilir. Doz-cevap egrileri kullanilarak toksik etkinin
hangi dozda olusabilecegi agiklanmaktadir. Doz-cevap egrileri olusturulurken
kullanilan en yaygin yontemde dozlar x eksenine, bu dozlara karsilik gelen cevap
yiizdeleri de y eksenine yazilarak bir grafik c¢izilir ve karakteristik bir sigmoid egri
elde edilir. Bu grafiklerden LDsy, LCsy, ECso ve NOEL degerlerine karsilik gelen
doz, egriden x eksenine indirilen dikey ¢izgi sayesinde bulunmaktadir (Sekil 11.3).

Bir bagka grafik yonteminde ise x eksenine log doz, y eksenine cevap ylizdeleri
yazilir. Sekil I1.3 deki gibi sigmoid bir egri elde edilir. LDsy, LCsy, ECso ve NOEL
degerleri % 50 etkiye karsilik gelen doz kullanilarak hesaplanmaktadir.
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Sekil 11.3 Doz-cevap egrisinden LDs, degerinin hesaplanmasi

I1.3.1.3 Akut Toksisite Testleri

Akut toksisite testleri ksenobiyotik ile organizmanin temasindan kisa bir siire
sonra canlida olusan etkileri tayin etmek i¢in dilizenlenmistir.  Organizmanin
Oomriiniin kisa bir siiresini kapsayan testlerdir. Bu siire baliklar ve daphnia i¢in 24-48
saat arasinda degismektedir. Fakat algler ve protistler gibi canlilar i¢in yeni bir nesil
olusturma siiresi 24 saatten az iken bazi canlilar i¢in bu siire ¢ok daha uzundur.
Bundan dolay1 tek hiicreli canlilarla yapilan testler genellikle biiylime (growth)

testleri ya da kronik testler olarak siniflandirilmalidir.

12



Akut testler maddenin doz-cevap iliskisinin ve LDs, degerinin saptamasina
olanak tanir. Kimyasal maddelerin kisa siireli temasina bagl akut toksik etkilerini
degerlendirmek ve bilesigin farkli temas yollarinda, farkli hayvan tiirlerinde ve diger
bilesiklere kiyasla toksisitesi hakkinda bilgi sahibi olmak icin LDsy degeri 6nem

tasimaktadir.

I1.3.1.4 Kronik Toksisite Testleri

Organizmanin; kimyasal maddeye uzun dénemde, diisiik dozda ve tekrarlanan
temastyla ortaya ¢ikan toksik etkinin saptanmasi i¢in gelistirilen toksisite testleridir.
Bu testler kimyasal maddelerin organizmanin {ireme, hayatta kalma, davranissal,
fizyolojik ya da diger biyolojik fonksiyonlarinda neden olacagi gecikmis ve birikmis

etkilerini saptamak amactyla uygulanilmaktadir.

I1.3.1.5 Tek Tiirlii Testler

Akuatik ortamdaki farkli besin diizeylerindeki belirli organizmalar ile yapilan
testlerdir. Kimyasal maddenin, organizmanin enzim aktivitesi gibi biyokimyasal
ozellikleri ile biiyiime orani, lireme orani, 6lim gibi fizyolojik 6zellikleri tizerindeki
etkilerini arastirmak i¢in uygulanmaktadir. Akuatik toksikolojide en yaygin
uygulanan tek tiirlii testler Daphnia 48-h akut toksisite testi ve Algal 96-h biiylime
(growth) testidir.

I1.3.1.6 Mikrokozmoz-Mezokozmoz

Ksenobiyotiklerin populasyon, komiinite, ekosistem seviyesinde meydana
getirdigi degisikliklerin incelendigi, birden fazla tiirli i¢eren, genelde kontrollii olan
laboratuvar (mikrokozm) ve alan (mezokozm) ¢aligmalaridir.

Mikrokozm c¢alismalar1 bilesik ve kesintili olmak tizere iki sekilde
yuriitiilmektedir. Bilesik mikrokozmozda; 10 tiir alg, 5 tiir zooplankton (cladoceran,
amfipod, ostakod, protozoan ve rotifer) ve bakteri tiirleri bir galon su ve sediment
bulunan bir cam kap igerisine yerlestirilerek floresan 1s18in altina birakilir. Bu
sistemin avantaji degisik laboratuvarlarda uygulanabilirligidir. Kesikli mikrokozm
calismalarinda ise, ekosistemden alinan dogal biyota bilesenlerinden olusan birlikler
laboratuvar ortamina tasinmaktadir. Bu ¢alismalarin kontrolii daha zordur [18].

Mezokozmoz calismalar mikrokozm calismalarindan daha biiyiik alanlarda

gerceklesen deneysel c¢aligmalardir.  Bu alanlar yapay goller, akarsular gibi
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ekosistemin parcalarindan ya da gol agillart gibi sirlanmis alanlardan

olusmaktadirlar.

I1.3.1.7 Alan Caligmalar1

Alan ¢alismalar toksisite testleri icinde en masrafli ve en zor olandir. Go6zlem
yolu ve deneysel yol olmak iizere iki sekilde yiiriitilmektedir.  Biyolojik
organizasyonun tiim basamaklarin1 kapsar ve dogal sistemde var olan gelisimsel,
mekansal ve zamansal degisikliklerden etkilenir. Laboratuvar ¢alismalarindan elde
edilen verilerin alan c¢alismasi sonuglariyla karsilastirilmast  ekotoksikolojik

arastirmalarda 6nemli bir yer tutmaktadir.

I1.3.2 Test Organizmalarinin Se¢imi
Uygun test tipinin ve uygun test organizmasinin se¢ilmesi toksikolojik testlerde
giincel ve anlamli sonuglar elde etmek acisindan 6nem tagimaktadir.
Toksisite testleri i¢in secilecek organizmalarda goéz Oniinde bulundurulmasi
gereken faktorler:
1- Miimkiin oldugunca ekosistemi temsil eden yerli tiirler kullanilmalidir.
2- Segilecek tiirtin temini kolay olmali, test siliresince yeterli sayida birey
temin edilebilmelidir.
3- Tiirler ekolojik ve ekonomik 6neme sahip olmalidir.
4- Tir i¢i ve tlirler arasindaki duyarlilik farklilik gosterdiginden miimkiin
oldugunca genis bir duyarlilik arali§ina sahip organizmalar sec¢ilmelidir.
5- Tiirlerin laboratuvar ¢aligmalarina adaptasyon kabiliyetlerinin yiiksek ve

kiiltiirlerinin yapilabilir olmas1 gerekmektedir.

11.3.3 Test Organizmalari

Toksikolojik testlerde canli materyali olusturacak organizmalar dogrudan dogal
ortamdan temin edilebilecegi gibi piyasadan satin alma yoluyla ya da laboratuvar vb.
yapay kosullarda yetistirme yollariyla da elde edilebilir [19]. Akuatik toksisite
testlerinde ayristiricilart (bakteriler), birincil iireticileri (mikroorganizmalar-algler),
birincil ve ikincil tiiketicileri (mikroorganizmalar-omurgasizlar ve baliklar) kapsayan
farkli taksonomik guruplara ait canlilar kullanilmaktadir.

Bakterilerden Vibrio fischeri testlerde siklikla kullanilan 6rnek tiirdiir. Birincil

tireticiler olan algler ve egreltiotlarindan (vaskiiler bitkiler-macrophytes) Chlorella
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vulgaris, Anabaena flos-aquae, Microcystis aeruginosa, Lemna minor, Hydrilla
verticillata tiirleri testlerde kullanilmaktadir.

Omurgasiz canlilar pelajik ve bentik bolgedeki besin zincirinin ortasinda yer
alan tiiketiciler olmalar1 nedeniyle akuatik ekosistemde kilit pozisyondadirlar.
Pelajik besin zincirinde kabuklular (crustacea) ve rotiferler birincil tliketicileri
olustururken, bentik besin zincirinde kabuklular canli ve 6lii biyokiitlenin en énemli
ara doniistiiriiciileridir.

Testlerde yaygin olarak kullanilan omurgasiz canlilara 6rnek olarak; daphnidler
(Daphnia manga, D. pulex, D. pulicaria, Ceriodaphnia dubia); amfipodlar
(Gammarus lacustris, G. faciatus, G. pseudolimnaeus, Hyalella azteca); kopepodlar
(Acartia clausi, A. tonsa); protozoalar (Tetrahymena pyriformis, T. thermophila),
rotiferler (Brachionus calyciflorus, B. Rubens, B. plicatilis) verilebilir.

Sucul omurgalilar igerisinde baliklar toksisite testlerinde temel grubu
olusturmaktadir. Testlerde 6rnek olarak; Oncorhynchus mykiss, Pimephales
promelas, Salvelinus fontinalis, Carassius auratus, Pimephales promelas,
Catostamus commersoni, Ictalurus punctatus, Lepomis macrochirus, Gasterosteus

aculeatus, Brachydanio rerio, Poecilia reticulata tiirleri kullanilmaktadir [20].
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BOLUM I11

CALISMALAR

I11.1 CALISMA PROBLEMININ TANIMI VE AMACI

Yeni fiziksel ve kimyasal ozellikler kazandirilmis nanopargaciklarin, kullanim
alanlariin genislemesiyle beraber iiretim, nakil, uygulama ve imha siireglerinde
akuatik ekosistemler ile temas1 kacinilmaz hale gelmistir [15]. Nanomalzemelerin
akuatik ekosistemler ile temas yollarini; belediye atiklar1 gibi noktasal kaynaklar
(isletme ve belediyelerin aritma tesisleri), ¢esitli sanayi atiklar1 (gida, tekstil, kagit,
kimya, metal, petrol sanayisi gibi) ve tarimsal kirlilik gibi dagimik kaynaklar
olusturmaktadir [23]. Bunun yani sira deniz ve su tasimaciligi da akuatik
ekosistemle nanopargaciklarin temasinda rol oynamaktadir.

Akuatik ekosistemlere ulasan malzemelerin ortamda izleyecekleri yollarin
saptanmasi, farkli besin seviyelerinde biyobirikim ve biyodoniisiim siireglerine
aciklik getirilmesi insan ve cevre sagligl acisindan olusacak riskleri belirlemede
Oonem tasimaktadir. Sekil III.1 de nanomalzemelerin ekosistemlere yayilma yollar
goriilmektedir. Ayni zamanda nanoparcgaciklarin olusturulma yontemleri, kimyasal
yapilar1 ve dogal akuatik bilesiklerle iliskileri de ekotoksikolojik ¢alismalar agisindan

dikkate alinmasi1 gereken konulardir.
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Sekil IT1.1 Nanomalzemelerin ekosistemlere yayilma yollar1 [7]

Akuatik ekosistemlere wulasan nanoparcaciklarin kimyasal ve fiziksel
davranislarin1 dolayisiyla toksisitelerini etkileyen bir¢ok etken bulunmaktadir. Basta
akuatik ekosistemlerin karmagik fiziksel yapisi, drnegin askidaki sediment parcalari,
humik asit gibi dogal kolloidler ve mikrotabaka, nanopargaciklarin fiziksel
davranislarini tahmin etmemizi zorlastirmaktadir [6, 10]. Bununla beraber suyun ve
kiyisal zonlarin hidrodinamik ve morfolojik 6zellikleri nanopargaciklarin ortamdaki
dagilimin etkilemektedir. Deniz ve akarsu agizlarinda, su tabakasinin yiizey mikro
katmanlarinda; protein, karbonhidrat ya da yag bilesenleri, nanopargaciklarin
davranislar1 iizerinde etkili olmaktadir. Ornegin sucul ortamin en iistiindeki lipit
kismi, fullerene ya da karbon nanotiip gibi lipofilik nanoparcaciklarin lipit tabakayla
kaplanma ihtimalini dogurabilir. Bu davranig, nanoparcaciklarin yiizeye yakin
tabakalardaki mikro canlilarla (bakteriler, protistler), birgok omurgasiz tiirin pelajik
yumurtalari, larvalar1 ve ¢esitli balik tiirleriyle iliskilerini ve ortamdaki dagilimlarini

etkileyebilir [7].
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Nanopargacik-nanopargacik  etkilesim kuvvetleri ve nanoparcacik-sivi
etkilesimi, akuatik ortamda bulunan nanopargacigin maruz kaldigi kimyasal ve
fiziksel siireclerin aciklanmasinda ve serbest nanopargaciklarin zamanla gecirdikleri
degisimleri tanimlamada anahtar rol oynamaktadir [7] .

Nanodlgekte parcacik-parcacik etkilesiminde Van der Waals kuvveti, giiclii
polar ve elektrostatik etkilesim ya da kovalent etkilesim hakimdir. Nanoparcaciklar
arasinda cekici ya da itici etkilesim kuvvetleri sonucunda ortaya ¢ikan kiimelenmeler
(Sekil II1.2) bu pargaciklarin ekosistemlerdeki davraniglari iizerinde 6nemli derecede

etkilidir [11] .

e ik Nanopargaciklar

e Nanoparcaciklar bir araya gelerek
kiimeler olusturabilirler (agglomerates).

e Nanoparcaciklar ayrica bir araya gelerek
kaynasirlar ve topaklar olusturabilirler

(aggregates).

e Topaklasmis nanoparcaciklar da bir araya
gelerek kiimelenebilirler (agglomerated
aggregates).

Sekil I11.2 Nanopargaciklarin kiimeler olusturarak kaynagmasi
(agglomeration, aggregation) [11]

Nanopargaciklar akuatik ekosisteme girdikten sonra bakteriler, algler,
protozoanlar, planktonik omurgasizlar ve bentik omurgasizlar tarafindan ya besin

zinciri yolu ile ya da direkt su kolonundan farkl sekillerde alinirlar (Sekil I11.3).
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Sekil III. Nanoparcaciklarin akuatik ekosisteme ulastiginda
izleyecegi muhtemel yollar [24]

Sucul omurgali canlilar nanoparcaciklart dogrudan agiz yoluyla ya da
solungaglar, burun gibi organlar ile yapilarina alirlarken, 6karyot hiicrelerde nano ya
da mikro 6l¢ekte madde alimi endositoz ile gergeklesir. Omurgasiz hayvanlarda ise
hepatopankreas; besinin alinimi, sindirimi, nutrient yedeklerinin depolanmasi,
endositozla alinan besinlerin hiicre i¢i lizozomal sindirimi iglemlerinden sorumludur
[10].

Akuatik ekosistemdeki besin zincirinin alt basamaklarindaki her hangi bir
populasyon degisikliginde su ortamlarinin sagligini agir sekilde etkileyecek sonuglar
ortaya ¢ikabilir.

Bu calismada, biiylime inhibisyon testleri uygulanarak titanyum dioksit (TiO,)
ve demir oksit-manyetit (Fe;O4) nanotozlarinin tath su protozoan Tetrahymena
thermophila tizerindeki etki degerlerinin arastirilmasi ve ayrica mikroskobik gozlem
calismalariyla akuatik ortamda nanopargaciklarin davranislarinin incelenmesi
amaglanmistir.

Testlerde kullanilacak Tetrahymena thermophila kiiltiirlerinin PPY (Proteos
peptone Based Yeast Enriched Medium) besiyerinde logaritmik ¢ogalmalari

saglanmaktadir. Nano TiO, ve nano Fes;O4 tozlar1 ile PPY medyumda farklh



konsantrasyonlarda test ¢ozeltileri hazirlanir ve hiicre kiiltiirleri eklenmis 96 well-
plate’e (kuyucuklu plaka) ilave edilir.

Inkiibasyona birakilan &rneklerde hiicre Kkiiltiirlerinde biiyiime oranindaki
degisimler 24 ve 48 saat siireyle izlenir. Farkli konsantrasyonlardaki test maddesine
maruz kalan 7. thermophila kiiltiirlerinde (test 6rneklerinde) sistem cevabi (response)
olarak biiylime oraninda diisiis meydana gelmesi beklenmektedir. Biiylime oram
biyokiitledeki logaritmik artis seklinde tanimlanmaktadir. Test ¢ozeltilerinin
uygulanan konsantrasyonlar1 neticesinde elde edilen ortalama biiyiime oranlar1 ve
konsantrasyon degerleriyle %X biiyiime inhibisyonu (6rnegin %50) hesaplanir ve
ECx (6rnegin ECsp) seklinde ifade edilmektedir [25].

Mikroskobik g6zlem sirasinda ise well-plate’lerden alinan test ve kontrol grubu
orneklerindeki hiicrelerin ve nanoparcaciklarin birbirleriyle ve test medyumuyla
etkilesimi neticesinde ortaya ¢ikan kiimelenme durumlari incelenir.

Bu c¢alismada akuatik ekosistemlere ulasan nanoparcaciklarin ortamda
izledikleri yol ve ugradiklar1 degisim (biyodoniisiim) hakkinda gelecek calismalara
151k tutacak bulgular elde edilmesi amaglanmistir. Bununla beraber bu calisma,
bugiine kadar yapilan incelemeler i¢inde Tetrahymena thermophila ile TiO; ve Fe;O4

nanoparcaciklarini inceleyen ilk ¢alisma olmasi nedeniyle 6nem tasimaktadir.

I11.2 TOKSISITE TESTLERI

III.2.1 Test Organizmasi

Test organizmasi olarak bu calismada, bir tiir tathh su protozoani olan
Tetrahymena thermophila ( Strain 112B) secilmistir (Sekil 111.4). Bu tiiriin biyolojik

siiflandirilmasi agagidaki sekildedir:
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Domain: Eukaryota
Regnum: Protista
Subregnum: Protozoa
Phylum: Ciliophora
Klass: Oligohymenophorea
Ordo: Hymenostomatida
Family: Tetrahymenidae
Genus: Tetrahymena

Species: 7. thermophila

Sekil I11.4 Tetrahymena thermophila (Kenny Stritter, Ciliate Image Database) [26]

Tetrahymena silli bir protozoan cinsidir. Tetrahymena thermophila genellikle
gollerde, akarsularda, goletlerde yasayan Tetrahymena tiirlerinden biridir. 30-50pm
boyutlarindadir ve temelde mikroskop ile izlenebilir. Organel olarak; cekirdek,
endoplazmik retikulum, ribozom, golgi aygiti, mitokondri, lizozom, peroksizom,
mikrotubuluslar ve filamentler bulundurur. Farkl islevleri olan iki hiicre ¢ekirdegine
sahiptir. Bliylik cekirdek somatik (fiziksel) islevden, kiiciik ¢ekirdek iiremeden
sorumludur. Hareket organelleri sillerdir. Beslenme sekli olarak fagositoz goriiliir.
Bosaltim, ritmik olarak sisen ve kiigiilen kofullarla gergeklesir. Cogalmalar ise
eseysiz olarak boliinmeyle gerceklesir. Bu tiiriin sayisi, boliinmeyle ortalama iki
saatte iki katina ¢ikmaktadir [27].

Tetrahymena thermophila’nin  model organizma olarak se¢ilmesinde;
laboratuvar kosullarinda kolay kiiltiire edilebilmesi, ¢cevresel degisikliklere gosterdigi
duyarlilik ve besin zincirindeki (birincil tiiketici) yeri etkili olmustur. Mikro
faunanin elemanlarindan akuatik protozoan tiirleri; algler, bakteriler ve su kolonunda
askida bulunan ¢esitli mineral ve organik maddelerle beslenmektedir. Ayni zamanda

bu tiirler mikro boyuttaki sucul omurgasiz canlilarin besin kaynagidir. Bu nedenle
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akuatik protozoan tiirleri, nanoparcaciklarin akuatik ekosistemlerdeki davranislar1 ve

toksisitesi aragtirilirken hedef grubu olusturmaktadir [28].

II1.2.2 Test Kimyasallar1

Bu c¢alismadaki ekotoksisite testlerinde kullanilan nano TiO, ortalama 5 nm
boyutunda, kiire seklinde, anataz yapisindadir ve 200-220 m*/g ik yiizey alanina
sahiptir. Diger nanoparcacik Fe;O4 ise 20-30 nm biiyiikliiglinde, kiire seklindedir ve
60 m*/g dan daha biiyiik bir yiizey alamina sahiptir (Sigma-Aldrich) [29]. Bu
nanotozlarin sivi ortamda dagilimmi saglamak icin dogal tamponlu c¢ozelti

kullanilmasi (yaklagik pH 7) ve sonikasyon yontemi onerilmektedir

II1.2.2.1 Titanyum Dioksit (TiO,) Nanotoz

Nano TiO, birgok uygulamada katki maddesi olarak kullanilmaktadir.
Saydamlastiric1 6zelliginden boyalarda, miirekkeplerde, kagitlarda, plastik {irtinlerde,
giines kremleri ve ¢esitli kozmetik iirlinlerinde yararlanilmaktadir. Yiizey alanlarinin
ana molekiillere oranla daha genis olmasi nedeniyle nanomalzemeler kullanildiklari
alanlarda var olan uygulamalarin verimlerinin artmasini saglamaktadirlar [30].

Nanodlgekteki titanyum dioksit (TiO;) molekiilleri morétesi 1sinlara (dalga
boyu 10 ile 400 nm arasindaki 1sinim, UV) maruz kaldigi zaman reaktif hale
gelmektedir.  Mordtesi 1sinlar TiO, carptigt zaman katalitik bir reaksiyon
baslamaktadir. Nano TiO, molekiilleri foto bozunumu hizlandirmakta ve bu
reaksiyonla nitrojen oksitler gibi kirlilik yaratan organik molekiiller yok olmaktadir.
Fotokatalik 06zelligi dolayisiyla nano titanyum dioksit kullaniminin 6nemi
giiniimiizde artmaktadir. Ornegin, binalarin dis cephelerinde kullamlan nano TiO,
katkili boyalar yiizeylere bakteri ve kirin yapismasini 6nlemekte ve kirin yagmurla
kolayca yikanip gitmesini saglamaktadir. TiO, nanopargaciklart gevre
teknolojilerinde; atik sularin ve yeralti sularinin islenmesinde, benzotiofenin (CsHeS,
benzothiophene) dizel yakitlardan temizlenmesinde ve nitrojen oksit (NO), siilfiir
oksit (SO,) gibi hava kirleticilerinin azaltilmasinda basarili olarak kullanilmaktadir

[15].
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I11.2.2.2 Demir Oksit (Fe;O4) Nanotoz

Metal nanopargaciklar boyutlarina bagh olarak optikal, elektronik, magnetik ve
kimyasal 06zellikleri dolayisiyla optoelektronik (fotonik) aletler, katalizérler ve
biyosensor uygulamalari i¢in beklenen verimi saglamaktadirlar [3].

Demir oksit nanopargaciklar; magnetik veri depolanmasinda, rezonans
goriintiilemede (MRI) ve katalistlerde kullanilmaktadir. Cevresel alanda da karbon
tetraklorit ile kirlenmis yeralti sularimin aritiminda  siklikla  kullanildig:
goriilmektedir. Bununla beraber kanser ilaclarinin ve radyoaktif materyallerin timdr
hiicrelere taginimi gibi bir¢ok biyomedikal uygulamada demir nanopargaciklarindan
yararlanilmaktadir. Son zamanlarda demir oksit nanoparcaciklarin polimerlerde,
tekstil triinlerinde, yakit hiicrelerinde ve nanoelektronik aletlerde kullanimini

saglayacak arastirmalar hiz kazanmistir [30].

III.2.3. Kiiltiir Besiyerinin Hazirlanmasi

Tetrahymena thermophila kiiltiri icin maya ekstrakti, glukoz ve mineral
tuzlarla zenginlestirilmis proteoz pepton bazli medyum kullanilmistir (PPY medium,
Plesner et al. 1964).

Kiiltiiriin ¢ogalmas1 ya da kiiltiire nanopargaciklarin eklenmesi esnasinda
medyumdaki pH degisimini 6nlemek i¢in pH 7.2 olarak ayarlanir.

Medyumun yapisini olusturan organik ve inorganik bilesenler asagida belirtilen
oranlarda bir araya getirilir.

1. Organik bilesenleri;

a. 0.7 g/L maya ekstrakt1 (Merck)

b. 3.5 g/L glukoz (Merck)

c. 3.5 g/L proteoz pepton (Merck) olusturmaktadir.

2. Inorganik bilesenler;

50 mg/L CaCl,.2H,0 100x konsantrasyonda eklenmistir.
5 mg/L CuCl,.2H,0 Tuz cozeltisi 1
1.25 mg/L FeCl5.6H,O

100 mg/L MgS04.7H,0 100x konsantrasyonda eklenmistir.
25 mg/L Fe(NH4)2(S0O4),.6H,O Tuz ¢ozeltisi 2

0.5 mg/L MnCl,.4H,0

0.5 mg/L ZnCl,

(Sigma veya Merck kalitesinde)
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3. Tampon c¢ozeltisi olarak 2.093 g/ Mops [3-N-(Morpholino)
Propanosiilfonic Acid] kullanilmistir.

Tuz ¢ozeltilerinin hazirlanmasi:

Tuz ¢ozeltisi 1:

a. 50 mg CaCl,.2H,O0 tartilir ve 8.75 mL H,O i¢inde ¢oziiliir (soliisyon a).

b. 50 mg CuCl,.2H,O0 tartilir ve 10 mL H,O ig¢inde ¢oziiliir ( soliisyon b).

c. 50 mg FeCl;.6H,0 tartilir ve 10 mL H,O i¢inde ¢oziiliir ( soliisyon c).

(Cozelti a’ya 1 mL soliisyon b’den ve 0.25 mL soliisyon ¢’den eklenir.

Tuz ¢ozeltisi 2:

d. 100 mg MgS04.7H,0 ve 25 mg Fe(NH4)2(SO4),.6H,0 tartilir ve 9.725 mL

H,O0 i¢inde ¢oziiliir (soliisyon d).

e. 20 mg MnCl,.4H,0 tartilir ve 10 mL H,O iginde ¢oziiliir (soliisyon e).

f. 20 mg ZnCl, tartilir ve 10 mL H,O i¢inde ¢oziiliir (soliisyon f).

Cozelti d’ye 0.25 mL soliisyon e’den ve 0.025 mL ¢ozelti f°den eklenir.

Medyum standart islem prosediiriine bagh kalinarak asagidaki sekilde
hazirlanmustir.

Organik bilesenler belirtilen dlgiilerde tartilir. Deiyonize su ile dereceli beherin
9/10 u doldurulur. Organik bilesikler bu beherin icinde magnetik karistirici iizerinde
¢cOzdiirtiliir. Tuz ¢ozeltileri 1 ve 2 den 10 ar mL eklenir. Biyolojik tampon ¢ozeltisi
de behere eklendikten sonra pH metre yardimiyla pH 7.2 ye ayarlanir. Hacim
deiyonize suyla son hacmine tamamlanir. Elde edilen bu karigim 300 mL lik
erlenmayerlere her birinde 40 mL medyum olacak sekilde paylagtirilir.
Erlenmayerler 20 dakika siireyle otoklavda sterilize edilir. Steril medyumlar +4 °C

de karanlik bir ortamda muhafaza edilir.

I11.2.3.1 Deneysel Stok Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Bu kiiltlirler uzun siireli kiilttirler olarak bilinir. Stok kiiltiirler vidali kapakli 10
mL lik cam siselerde hazirlanir. Her siseye bir adet nohut ve 10 mL deiyonize su
eklendikten sonra bir gece +4 °C de bekletilir ve ertesi giin 20 dakika otoklavda
sterilizasyon iglemi gerceklestirilir. Daha sonra her bir siseye 100 uL Thetrahymena
kiltlirii eklenir. Kiiltiir bu sekilde uzun siire oda sicakliginda saklanabilmektedir

(Sekil I11.5).
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Sekil 1115 Tetrahymena thermophila stok kiiltiirleri

I11.2.3.2 Deney On Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Yiiriitiilecek deneylerde hizli ¢ogalan (logaritmik olarak) kiiltiirlere ihtiyag
duyulur. Bunun igin steril kosullarda stok kiiltiirdeki hiicrelerden 400 pL alinir ve
daha 6nceden hazirlanan 300 mL lik erlenmayerdeki PPY medyum igine ekilir (Sekil
II1.6). Yeteri miktarda oksijen gegcisine elverisli kapaklarla kapatilan erlenmayerler
24 °C de 24 saat siireyle inkiibe edilir. Deneylerde kullanilacak kiiltiirler testten bir

giin 6nce hazirlanir.

Sekil II1.6 Erlenmayer icerisindeki Tetrahymena thermophila kiiltiirii

I11.2.4 Deney Cozeltilerinin Hazirlanmast
Deneylerde kullanilmak {izere PPY medyum icerisinde 1000 ppm nano TiO,
(<25 nm), 1000 ppm nano Fe;O4 (<50nm) ve 200 ppm K,Cr,O7 (Sigma Aldrich-

Munich Germany) degerlerinde stok c¢ozeltiler hazirlanir. Stok ¢ozeltiler
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nanoparcaciklarin dagilimini saglamak i¢in deneylerden 6nce ultrasonik banyoda 30
d bekletilir.

Steril kosullarda stok ¢ozeltiler PPY medyum ile 1:2 oraninda seyreltilerek
400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 mg/L konsantrasyonlarda seriler hazirlanir.

II1.2.5 Toksisite Testleri i¢in Well-Plate’lerin Hazirlanmasi

Bu calismada; Tetrahymena thermophila kiiltiirii 96 well-plate’te, sekiz farkl
konsantrasyonda hazirlanan nano TiO, ve nano Fe;O4 coOzeltilerine maruz
birakilmistir.

96 well-plate’te her birinin hacmi 250 pL olan 96 kuyucuk vardir. Kuyucuklar
dikeyde sekiz sira yatayda 12 sira olacak sekilde yerlestirilmistir.

Sekil III.7 de gosterildigi lizere well-plate’lerdeki paralel ti¢ kolon 200 pL
kimyasal ¢ozelti ve 50 pL. PPY medyum, diger paralel ii¢ kolon 200 puL kimyasal
cozelti (test grubu 2) ve 50 uL Tetrahymena thermophila kiltiirii (test grubu 2) ile
doldurulur. Bu kolonlara paralel bir kolona 200 uL medyum, 50 pL Tetrahymena
thermophila kiiltiirii (kontrol grubu) ve geri kalan kuyucuklara 250 pL PPY medyum

eklenerek ornekler testler i¢in hazirlanir.

1 2 3 4 5 & 7 8 g L1 |

T— PPY medyumlu kuyucuklar

Hiicre Kiiltlirii+Kimyasal Cozelti

Vo
m Hiicre Kiiltliri+PPY medyum

DX X X

Kimyasal Cozelti+PPY medyum

T . o - m o O = >

Sekil I11.7 Well-plate’lerin deneyler i¢in diizenlenmesi
Well-platelerdeki hiicre yogunluklari, inkiibatore yerlestirilmeden 6nce (Ty) ve

30 °C ye ayarlanan inkiibatorde 24 (T;) ve 48 (T,) saatlik inkiibasyonun ardindan,
spektrofotometrede (Spectra I1I, SLT, Austria) 550 nm dalga boyunda 0l¢iiliir.

26



I11.3 OLCUMLER VE ANALITIK HESAPLAMALAR

II1.3.1 Etkin Hiicrenin Hesaplanmasi

Etkin hiicre degerleri kontrol ve test gruplarinda her bir konsantrasyon i¢in ayr1
ayr1 hesaplanir. Bu degerler, kimyasal ¢6zelti ve hiicrelerin bulundugu test grubu 2
den elde edilen OD degerlerinden ayni konsantrasyonda test grubu 1 den ( sadece
kimyasalin bulundugu) elde edilen OD degerlerinin ¢ikarilmasiyla hesaplanir.
Kontrol grubunda ise hiicreli orneklerden elde edilen OD degerlerinden PPY
medyumlu kuyucuklarda okunan OD degerlerinin ¢ikarilmasi etkin hiicre degerini
verir. Test grubunun ve kontrol grubunun biyokiitle miktarlar1 hesaplanirken bu

degerler kullanilir.

I11.3.2 Biyokiitlenin Hesaplanmasi

Biyokiitle degerleri, ortalama biliyime oranimmin ve yiizde biiyiime
inhibisyonunun  hesaplanmasinda  kullaniimaktadir. Kontrol  grubunun
spektrofotometrede okunan OD degerleri ile mikroskop altinda hemositometre
(counting chamber) (Sekil II1.8) kullanilarak hesaplanan hiicre yogunluklar1 arasinda
baglant1 kurularak bir grafik elde edilir (Sekil I11.9). Boylece etkin hiicre degerleri
(OD verileri) giivenilir bir sekilde biyokiitle degerlerine ¢evrilir.

biiyiik kare
orta kare

- kiictik kare ~—

Hemositometrede dokuz biiytik kare
vardir.

Her bir biiyiik kare 16 orta kareden
olusur.

Her bir orta karede ise 25 kiigiik kare
vardir.

Kiiciik karelerin alani 0.0025 mm?® dir.
Bir biiyiik karede;

25x16= 400 kiigiik kare vardir.
Biiyiik karenin alani;
400x0.0025mm* =1 mm?” dir.

Biiyiik karenin hacmi ise;

1 mm’x0.1 mm=0.1 mm’=0.1uL dir.

Sekil II1.8 Tetrahymena hiicrelerini mikroskop altinda saymak
icin kullanilan hemositometre
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w = FE«Dx + 19191

popilasyon yogunlugu (hiicre/ml)
E
-l
(-]

-0,02 o 0.0z 0,04 0,06 0.0a 0.1

log OD

Sekil II1.9 OD degerlerini biyokiitle degerlerine ¢evirmek i¢in
olusturulan kalibrasyon egrisi

Testler i¢in hazirlanan well-plate’lerdeki orneklerden 15 pl  alinip
hemositometreye (Neubauer hemocytometer) yiliklenmis ve hiicreler mikroskop
altinda sayilmistir. Asagidaki Denklem III.1 kullanilarak hiicre konsantrasyonu

hesaplanmustir.

Hiicre konsantrasyonu = hiicre savisi/mL

4
biiyiik karedeki hiicre sayisi x 10
x seyreltme oram

Hiicre konsantrasyonu =
1 mL

(Denklem II1.1)

I11.3.3 Ortalama Biiyiime Oranlarinin Hesaplanmasi

Belirli bir zaman araliginda biyokiitledeki logaritmik artis ortalama biiylime
orani olarak adlandirilmaktadir. Yiiriitiilen testlerde her bir test ve kontrol 6rnegi
icin asagida verilen Denklem III.2 ile ortalama biiyiime oranlar1 hesaplanir (OECD

201 talimatindan yararlanilmistir).

lan—lnXl.

Hi ;=
J t -t

J i

Wij; ortalama biiylime orani

Xij; 1 siiresindeki biyokiitle

X;; j stiresindeki biyokiitle orani (Denklem I11.2)

28



111.3.4 Biiyiime Inhibisyonu
Calismadaki her bir 6rnek i¢in ayr1 ayr1 biiylime inhibisyon degerleri Denklem
I11.3 kullanilarak elde edilir.
%lr =<7 H 100
uc
% I,; ortalama biiylime oranindaki ytizde inhibisyon
Uc; kontrol gurubundaki ortalama biiylime orani

L test grubu i¢in ortalama biiylime orani (Denklem II1.3)

111.4 HUCRELERIN GORUNTULENMESI

Inkiibasyona birakilmadan énce (T,) ve 48 saatlik (T,) inkiibasyondan sonra
well-plate’lerden alinan organizmali Orneklere %10’luk formaldehit (1:1 v/v)
eklenerek hiicre kiiltiirii hareketsiz hale getirilir ve lama alinarak mikroskop altinda
incelenir. Sadece nanopargaciklarin bulundugu 6rnekler ise dogrudan lama alinarak

mikroskop altinda incelenir.
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BOLUM IV.

SONUCLAR ve TARTISMA

IV.1 SONUCLAR

IV.1.1 Nanoparcaciklarin Ekotoksikolojisi

TiO; ve Fe;04 nanotozlarimin Tetrahymena thermophila lizerinde uygulanan
yiiksek konsantrasyonlarinda (50-400 ppm) inhibisyon degerleri tespit edilemezken,
nano TiO, 25 ppm ve alt1 konsantrasyonlarda (25, 12.5, 6.25, 3.12 ppm), nano Fe;O4
12.5 ppm ve alt1 konsantrasyonlarda (12.5, 6.25, 3.12) inhibisyona neden olmustur
(Sekil 1V.4, Sekil 1V.5). Testlerde kullanilan nanotozlarin suda ¢dziiniirliiklerinin
diisiik olmas1 ve kiimelenme durumu nedeniyle gosterdikleri bulanik yapi neticesinde

OD odl¢limiinde elde edilen sonuglar ile bir doz-cevap egrisi olusturulamamustir.

IV.1.1.1 Nanopargaciklarin Coziiniirliikleri

TiO, ve Fe;04 nanotozlarinin suda ¢oziiniirliikklerinin diisiik olmas1 nedeniyle
test ¢ozeltileri sonikasyon banyosunda tutularak nanopargaciklarin ¢ozelti icinde
dagilimi saglanmistir. 30 d’lik sonikasyonun ardindan nanopargacik cozeltileri
bulanik bir yap1 gostermislerdir. Sekil VI.1 de goriildiigii gibi ¢ozeltilerin kararl
yapida olmamasi nedeniyle 24 saat icinde parcaciklar tortular olusturarak dibe

¢Okmiislerdir.
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Sekil I'V.1 Nanoparcacik ¢ozeltileri;
(a) sonikasyon banyosundan hemen sonra, (b) 24 saat gectikten sonra

IV.1.1.2 Optik Yogunluk Degerleri
Ti0O, ve Fe;O4 nanopargaciklari ve 7. thermophila ile well-plate’lerde yiiriitiilen
toksisite testlerinde baslangicta (Ty), 24. saat (T;) ve 48. saat (T;) sonunda elde

edilen ortalama OD degerleri asagidaki tablolarda verilmistir.

Tablo IV.1 TiO, nanoparg¢acikli 6rneklerden Ty-T,’de elde edilen
ortalama OD degerleri

TiO,+PPY OD Degerleri TiOy+ PPY+Hiicre OD Degerleri
Kons. mg/L (Test grup I) (Test grup II)

To T, T, To T T
C, 400 2,01 1,82 1,79 2,03 1,33 1,00
C, 200 1,42 1,33 1,30 1,24 0,54 0,65
GC; 100 0,87 0,64 0,59 0,71 0,30 0,51
C4 50 0,43 0,30 0,27 0,43 0,24 0,41
Cs 25 0,28 0,20 0,18 0,29 0,22 0,40
Cs 12,50 0,19 0,14 0,13 0,20 0,21 0,42
C; 6,25 0,14 0,12 0,11 0,15 0,20 0,40
Cyg 3,125 0,12 0,11 0,10 0,13 0,19 0,40
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Tablo IV.2 Fe;O4 nanopargacikli 6rneklerden Ty-T,’de elde edilen
ortalama OD degerleri

Fe;04+PPY OD Degerleri Fe;04+PPY+Hiicre OD Degerleri
Kons. mg/L (Test grup I) (Test grup II)
To T, T, To T T,
C 400 2,57 2,52 2,53 0,44 0,59 0,69
C, 200 1,34 1,36 1,42 0,39 0,43 0,49
C; 100 0,73 0,74 0,81 0,38 0,45 0,48
C, 50 0,46 0,45 0,45 0,33 0,43 0,43
Cs 25 0,28 0,27 0,27 0,27 0,37 0,40
Cs 12,50 0,20 0,19 0,19 0,26 0,39 0,39
C; 6,25 0,16 0,15 0,14 0,26 0,40 0,41
Cs 3,125 0,14 0,13 0,13 0,24 0,37 0,38

Nano TiO ; ve nano Fe;0y ile yiiriitiilen testlerde Tablo IV.1 ve Tablo IV.2 deki
verilere gore, test grubu I orneklerinde To-T>’de 400-3.125 ppm konsantrasyon
aralifinda OD degerlerinin konsantrasyonla orantili olarak diistiigii goriilmektedir.
Test grubu II de ise uygulanan konsantrasyonlardaki degisim ile elde edilen OD
degerleri arasinda diizenli bir iliski yoktur. Test kimyasallarinin kiimelenmesi, dibe
¢okmesi ya da biyokiitlede meydana getirdigi degisim gibi cesitli nedenlere bagh
olarak OD degerleri farklilik géstermistir.

Tablo 1V.3 Kontrol grubunda (7. Thermophila) Ty-T,’de elde edilen
ortalama OD degerleri

Ty (baslangic) T, (24. saat) T, (48. saat)

0,08 0,18 0,38

Blank 0,08

Testlerde kontrol grubunda, T.thermophila populasyonunda; Ty’da diisiik OD
degerleri elde edilirken, T; ve T, de hiicrelerin hacimlerinin artmasmna ve

populasyonun tiremesine bagli olarak OD degerleri yiikselmistir.
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IV.1.1.3 T. Thermophila Organik Kiitle ve Ortalama Biiyiime Oranlar1
TiO, ve Fe;O4 nanoparcaciklart ve 7. thermophila ile yiiriitilen toksisite
testlerinden elde edilen ortalama biiylime oranlart ve % inhibisyon degerleri

asagidaki tablolarda toplanmustir.

Tablo IV.4 Kontrol grubunda (7. Thermophila) ortalama biiylime orani

Zaman Organik kiitle Biiyiime Orani
(Biomass) (Growth rate)
Ty (baslangic) 20091 2,81
T, (24. saat) 332091 0,97
T, (48. saat) 876191 1,888

Tablo IV.5 Nano TiO; ile yiiriitiilen toksisite testlerinden 24 (T;) saatte elde edilen
organik kiitle, ortalama biiyiime oran1 ve % inhibisyon degerleri

Kons. mg/L O%?I;iﬁaksz;le ]?21,23;35231 Inhibisyon
C 400 tespit edilememigtir tespit edilememigtir tespit edilememistir
C, 200 tespit edilememigtir tespit edilememigtir tespit edilememistir
Cs 100 tespit edilememigtir tespit edilememigtir tespit edilememistir
Cy 50 tespit edilememigtir tespit edilememigtir tespit edilememistir
Cs 25 68591 2,28 96,28
Cs 12,50 223591 1,36 60,67
C, 6,25 275791 1,15 47,81
Cg 3,125 281391 1,18 38,97
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Tablo IV.6 Nano TiO; ile yiiriitiilen toksisite testlerinden 48 saatte (T,) elde

edilen organik kiitle, ortalama biiylime oran1 ve % inhibisyon degerleri

Kons. mg/L O%?giﬁali;le ]?gﬁglgl?;lgl Inhibisyon

C 400 tespit edilememigtir tespit edilememistir tespit edilememistir
C, 200 tespit edilememigtir tespit edilememistir tespit edilememistir
(o 100 tespit edilememistir tespit edilememistir tespit edilememistir
C, 50 422191 2,86 tespit edilememistir
Cs 25 671591 1,19 36,80

Cs 12,50 871591 1,23 34,74

C; 6,25 872191 1,31 30,72

Cq 3,125 914191 1,45 23,44

Nano TiO; i¢in 25 ppm konsantrasyona kadar uygulanan dozlarda T.
thermophila’da 24. saat ve 48. saat i¢in organik kiitle, ortalama biiylime oran1 ve %
(Tablo IV.5 ve Tablo IV.6 ).

Nanoparcaciklarin test Orneklerinde gostermis oldugu kiimelenme ve ¢okme

inhibisyon degerleri hesaplanamamistir

neticesinde ortaya c¢ikan bulaniklik nedeniyle OD o6l¢iimlerinin etkilenmesinin bu

duruma yol agmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

1000000

900000

800000 -
@ — 700000 O kontrol grubu
Lf g 600000 25 ppm
.E ® 500000 012,50 ppm

400000 06,25 ppm

300000 M 3,125 ppm

200000

100000

O AT ;

baglangi¢ 24 saat 48 saat

Sekil IV.2 T. Thermophila’da nano TiO; ile maruziyet sonunda 24. saat ve 48. saat
sonunda organik kiitledeki degisim
(Tablo IV.5 ve Tablo IV.6 verileri kullanilmistir.)
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24 saatte, 25 ppm konsantrasyonda nano TiO, organik kiitlede en yiiksek
diisiise neden olmustur. 48 saatin sonunda ise yine 25 ppm de en diisiik organik
kiitle degeri goriilmektedir. 25 ppm den diisiik konsantrasyonlarda birbirine yakin

degerler elde edilmistir (Sekil IV.2).

Tablo I'V.7 Nano Fe;Qq ile yiiriitiilen toksisite testlerinden 24. saatte (T;) elde edilen
ortalama organik kiitle, ortalama biiyiime oran1 ve % inhibisyon degerleri

Kons. mg/L Ozﬁigiial:isi;le ]?g¥2$§1?:?er;1 Inhibisyon
C 400 tespit edilememigtir tespit edilememistir tespit edilememistir
C, 200 tespit edilememigtir tespit edilememistir tespit edilememistir
(0 100 tespit edilememistir tespit edilememistir tespit edilememistir
Cy 50 tespit edilememistir tespit edilememistir tespit edilememistir
Cs 25 tespit edilememigtir tespit edilememistir tespit edilememistir
Cs 12,50 588691 0,05 94,21
C, 6,25 820191 0,01 86,67
Cs 3,12 749691 0,03 90,35

Tablo I'V.8 Nano Fe;0y, ile yiiriitiilen toksisite testlerinden 48. saatte elde
edilen ortalama organik kiitle, ortalama biiylime oran1 ve % inhibisyon degerleri

Kons. mg/L Og&;gﬁal;isi;le ]?g}rlzivn;l?;?e? Inhibisyon
C 400 tespit edilememistir tespit edilememigtir tespit edilememigtir
C, 200 tespit edilememistir tespit edilememistir tespit edilememistir
Cs 100 tespit edilememistir tespit edilememigtir tespit edilememistir
Cy 50 tespit edilememistir tespit edilememigtir tespit edilememistir
Cs 25 409191 tespit edilememistir tespit edilememistir
Cs 12,50 619191 0,57 69,96
C, 6,25 829191 0,48 74,71
Cg 3,125 769191 0,44 76,70
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900000
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— H 25 ppm

012,50 ppm
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W 3,125 ppm

N | T

baglangig 24 saat 48 saat

Sekil I1V.3 T. Thermophila’da nano Fe;O4ile maruziyet sonunda 24 saat ve 48 saattin

ardindan organik kiitledeki degisim

(Tablo IV.7 ve Tablo IV.8 verileri kullanilmistir.)

24 saatte kontrol grubundaki nano Fe;O4’lin 25 ppm konsantrasyonda organik

kiitlede en yiiksek diislise neden oldugu goriilmektedir. 48 saatin ardindan yine 25

ppm konsantrasyonda en diislik organik kiitle degeri goriilmektedir. 25 ppm den

diisiik konsantrasyonlarda ise birbirine yakin degerler elde edilmistir.

IV.1.1.4 Inhibisyon Degerleri

%inhibisyon

120

100

80

60

40

20

0

A

e

S

—— 24.saat

—m— 48. saat

t_\.\'\-

3,125 6,25 12,5 25

nano TiO, konsantrasyonu mg/L

Sekil IV.4 Nano TiO; ile maruziyetten sonra elde edilen inhibisyon degerleri
(Tablo IV.5 ve Tablo IV.6 verileri kullanilmistir.)
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nano Fe,O, konsantarasyonu mg/L

Sekil IV.5 Nano Fe;04ile maruziyetten sonra elde edilen inhibisyon degerleri

(Tablo IV.7 ve Tablo IV.8 verileri kullanilmistir.)

IV.1.2 Goriintii Analizleri

Mikroskobik c¢aligmalar ile testler i¢in hazirlanan nanoparcacik ¢ozeltilerinin
parcacik yapisi incelenmis, nanopargaciklarin soliisyonlarinda, gesitli biiytikliikte
pargaciklarin oldugu ve bu parcaciklarin zamanla kendi aralarinda kiimelenerek daha
biiyiik yapilari olusturdugu gozlemlenmistir.

(Calismada 6nemli sonuglardan bir tanesi Tetrahymena thermophila hiicreleriyle
nanoparcaciklar arasindaki etkilesim mikroskop altinda incelendiginde elde
edilmistir. Nanopargaciklara maruz birakilan Tetrahymena thermophila hiicrelerinin
nanopargaciklari biinyelerine aldiktan sonra bu parcaciklari hiicre iginde sindirmeden
dis ortama daha biiyiik par¢aciklar halinde geri verdikleri gézlenmistir (Sekil IV.7 ).
Tetrahymena thermophila hiicrelerinin nanopargaciklarin kiimelenmesinde ve

sedimantasyonunda hizlandirici etkisi oldugu goriintii analizleriyle ortaya ¢ikmustir.

Sekil IV.6 Maruziyetten bir saat sonra; (a) nanopargaciklara maruz birakilmig 7.
thermophila hiicreleri ve (b) PPY medyum i¢inde nanoparcaciklar
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Bir saat iginde hiicrelerin nanopargaciklar1 biinyelerine aldiklar1 (a), serbest

nanopargaciklarin ise test medyumunda kiimelenmeye basladigi (b) goriilmektedir

(Sekil IV.6).

Sekil IV.7 Maruziyetten 48 saat sonra; (c;,c2)7. thermophila hiicreleri
(d) PPY icinde nanoparcaciklar

48 saat sonunda hiicrelerin sindiremeden disartya attiklari nanopargacik
boyutlarinin (c;, ¢;) test medyumunda kiimelenen nanoparcacik boyutlarindan (d)

daha biiyiik oldugu gézlemlenmistir (Sekil IV.7).

IV.2 TARTISMA

Her iki nanoparcacik icin de yiiksek konsantrasyonlarda (50-400 ppm)
toksisitenin elde edilememesinde nanopargaciklarin kiimelenme durumu 6nemli bir
etkendir. Kiimelenme durumu pargacik konsantrasyonunun ¢ozeltide artmasiyla
beraber daha kolay ortaya ¢ikar. Nanoparcgaciklarin PPY besiyerinde homojen
dagilimimin gergeklesmemesi, nanoparcaciklarin kiimelenmeleri ve nanopargacik
kiimelerinin ¢okelmeleri test medyumundaki serbest halde bulunan nanoparcaciklarin
zamanla azalmasina neden olmustur. Bu durum da hiicrelerin nanopargaciklara
temasini zorlastirmig ve maruziyetini etkilemistir.

Bu c¢alismada testlerde kullanilan nano TiO; ve nano Fe;O4 parcaciklart suda
¢oziinmezler. PPY medyumda (pH 7) hazirlanan nanotoz ¢ozeltileri sonikasyonun

ardindan homojen bir yap1 kazanmigtir. Fakat test 6l¢limlerinin devam ettigi stire (48

38



saat) zarfinda ¢oOzeltilerin koloidal bir yap1 aldigi ve kati fazdaki materyalin
kiimelenerek s1v1 fazdan zamanla ayrildigi gézlemlenmistir.

Kiimelenmenin ardindan pargaciklar nanoboyutlarini kaybetmektedir. Bu
durum da doz-cevap iliskisini etkilemektedir [1]. Nanoparcaciklarin test ¢ozeltisi
icinde iyi bir sekilde dagilimini saglamak icin genel olarak ii¢ farkli metot
kullanilmaktadir; kimyasal ¢oziicii kullanimi, sonikasyon ile ¢6zme ve uzun siire
karistirma ile ¢6zme. Her ii¢ metodun da test diizeni i¢in yararl ve sakincali yonleri
bulunmaktadir [1].

Nanoparcacik c¢ozeltileri testlerde, organik bir ¢oziici olan tetrahidrofuran
(THF) kullanilarak hazirlanir ve ardindan buharlastirilip ortamdan uzaklastirilir [32].
Stizme ve buharlastirma islemlerinden gegse bile THF’nin, nanopargaciklarin
kiimeleri arasinda sikisma durumu séz konusu olabilir ve THF ortamdan tamamen
uzaklagtirllamayabilir [33]. Bu durum testin sonucu iizerinde etkili olabilir [5].
Karistirarak ¢6zme ve sonikasyon ile ¢6zme yontemlerinin avantaji ise test sistemine
disaridan kimyasal bir maddenin miidahalesinin olmamasidir. Daphnia magna’nin
THF’de ¢6zme yontemi ve Kkaristirarak ¢ozme (water-stirring solubilization)
yontemiyle ayr1 ayr1 hazirlanan Cgp nanoparcaciklariyla temasi neticesinde, THF de
¢Oziinerek hazirlanan Cg nanopargaciklarinin  suda karistirma metoduyla
hazirlananlardan daha yiiksek 6liim oranina neden oldugu goriilmiistiir [34]. Ceo ve
Pimephales promelas (fathead minnow) ile yiiriitiilen bir baska calismada ise THF ile
hazirlanan nanopargaciklara 6-18 saat maruz birakilan organizmalarda 6lim orani
%100 tespit edilirken suda karistirma yontemiyle hazirlanan nanoparcaciklarin
organizmalar iizerinde ayni siire zarfinda olumsuz bir etki olusturmadigi goriilmiistiir
[33].

Yapilan ¢alismalarda THF’de hazirlanan pargaciklarin daha yiiksek toksik etki
gostermesinin, nanoparcaciklarin ortamda daha iyi dagilim gdstermesi mi yoksa
THF nin kendisinin toksik olmasindan kaynaklanan bir durum mu oldugu konusunda
net bir sonuca ulasilamamistir. Bu nedenle THF yontemi bu g¢alismada tercih
edilmemistir. Test sistemine disaridan kimyasal bir maddenin eklenmesine gerek
duyulmadan, kisa siirede (birkac dakika ya da birkag saat) 6rneklerin hazirlanmasina
olanak tanidigi i¢in bu ¢alismada sonikasyon yontemi tercih edilmistir.

(Calismada ylizey alanlar1 farkli olan metal nanotozlar kullanilmistir. Sekil IV .4
ve Sekil IV.5 te gorildiigi tizere, Thetrahymena thermophila iizerinde ayni

konsantrasyonlarda nano TiO,, nano Fe;O4’e gore daha diisiik inhibisyona neden
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olmustur. Nanomalzemelerin yiizey alani; kiimelenme durumunu ayni zamanda
nanoparcaciklarin ¢evredeki davramiglarii  ve diger kirleticilerle muhtemel
etkilesimlerini etkileyen 6nemli bir 6zelliktir. [35].

Nanoparcaciklarin kiimelenme durumunda test organizmasi Tetrahymena
thermophila’nin da etkili oldugu diisiiniilebilir. Test organizmasi1 Tetrahymena
thermophila’nin fiziksel zarara ugramamasi i¢in well-plate’ler hazirlandiktan sonra
calkalanmadan inkiibatore yerlestirilmistir ve inkiibasyon periyodu boyunca
calkalanmamistir. Bu durum koloidal yapidaki nanopargacik kiimelerinin zamanla
cokelmesine ve organizmalarla temasinin kisitlanmasina neden olmus olabilir.
Tetrahymena thermophila hiicreleri silleri ile hareket edebildikleri i¢in ¢okelmezler
bu nedenle ¢okelmis nanoparcaciklar ile temaslar1 azalir. Tetrahymena silleri ile
suda akim olusturarak ortamdaki maddelerin fagositoz ile hiicre i¢ine alinmalarina
yardimci olur. Maddelerin belirli bir biiytikliikte olmalar1 hiicre i¢ine alinmalari i¢in
yeterlidir. Bu tiiriin baska bir se¢ici mekanizmasi bulunmamaktadir [36]. Goriintii
analizlerinde Tetrahymena thermophila hiicrelerinin nanopargaciklar1 hiicre igine
aldiktan sonra vakuolde sindirime ugratamadigi ve bu maddeleri daha biiyiik
boyutlarda kiimeler halinde hiicre disina verdigi goriilmiistir. Bu durum test
ortaminda daha biiylik formlarda nanoparcacik kiimelerinin olusmasina neden

olmustur.
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BOLUM V.

DEGERLENDIRMELER VE ONERILER

Giliniimiizde nanoteknoloji diinya c¢apinda ekonomik biiytimede, saglik
sektoriinde ve tiretim teknolojilerinin gelistirilmesinde biiyilik rol oynamaktadir. Bu
durum g6z Oniinde bulunduruldugunda nanomalzemelerin tretim, gelistirme,
tasinma, kullanim ve sonrasinda imha islemleri esnasinda farkli ekosistemlerle
temast kagmilmazdir. Bundan dolayr nanomalzemelerin c¢evre sagligi iizerinde
olusturabilecegi riskler g6z 6nilinde bulundurulmalidir.

Bir maddeyi tehlikeli olarak tanimlayabilmek icin o maddenin sadece
toksisitesini belirlemek yeterli degildir. Maddenin maruziyeti ya da organizmalarla
olast temas yollarn hakkinda bilgiye de ihtiyag vardir.  Nanoparcaciklarin
ekotoksikolojisi hakkindaki bilginin yetersiz olusu gelecekte kars1 karstya kalinacak
problemlerin  ¢oziimiinii  zorlagtiracaktir. Bu nedenle nanopargaciklarin
ekosistemlerdeki davraniglari, ortamlarda izleyecekleri yollar ve organizmalar
tizerindeki etkilerini arastirabilmek i¢in giiniimiizde yaygin olarak ¢esitli kimyasallar
icin kullanilan bir takim toksikolojik ve ekotoksikolojik test metotlarinin diginda yeni
yontemler gelistirilmesine ihtiya¢ vardir.

Nanopargaciklarin ekosistemlerde izleyecekleri yollarin tanimlanmasinda ve
etkilerinin saptanmasinda kiimelenme durumlarina agiklik getirilmesi Oncelikli
olarak ele almmalidir. Ileride yapilacak ¢aligmalarda nanopargaciklarin koloidal
¢ozeltilerinin dogal ekosistemlerde gosterecekleri kararliligin  ve kiimelenme
tizerinde organik maddenin (humik asit gibi) etkisinin arastirilmasi i¢in yiizey suyu
orneklerinden yararlanilabilinir. Bunun yam sira parcaciklarin kiimelenmelerinin
ardindan nano boyutlarin1 koruyup korumadiklar1 ve kiimelenen parcaciklarin
sedimente taginip burada yasayan canlilarla etkilesimleri konularina agiklik getirecek
caligmalara ihtiya¢ vardir.

Ayrica maruziyet siiresini artirarak gergeklestirilecek deneylerle canlilarin uzun
vadede davraniglarindaki degisikliklerin incelenmesi de nanoparcaciklarin akuatik
ekosistemler iizerindeki etkilerinin ortaya ¢ikarilmasinda Onemli bulgular
saglayabilir. Bu calismada; secilen iki metal oksit (TiO,, Fe;04) nanotozun tek bir

canli tiirii iizerindeki bliylime inhibisyonunun ve etki konsantrasyonunun
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arastirilmasina yonelik akut (24-48 saat) testler uygulanmistir. Oysaki av-avci
iliskisi i¢inde olan canlilarla yiiriitiilecek kronik testler vasitasiyla uzun vadede
nanoparcaciklarin izleyecegi yollar ve besin zincirinde olusturacagi etkilerin
arastirilmast ekotoksikolojik c¢aligmalara 1s1k tutabilir. Cilinkii nanopargaciklarin
akuatik organizmalar lizerinde subletal ve kronik etkilerini arastiran ¢ok fazla
calisma bulunmamaktadir [40, 41].

Nanoparcaciklarin ekosistemler iizerindeki etkilerini tartismak i¢in uluslararasi
kuruluslarin diizenledigi bir¢ok kongre ve toplantilar bulunmaktadir. Tiirkiye’de ise
nanopargaciklarin ekotoksikolojisi konusu gozden kagmaktadir. Ulke genelinde bu
konu iizerinde ¢alismalara hizla baslanmasi ve konuya gereken 6nemin gosterilmesi

gerekmektedir.

42



KAYNAKLAR

[1]

2]

3]

[4]

5]

[6]

[7]

8]

9]

[10]

[11]

[12]

Crane, M.; Handy, R.D.; Garrod, J.; Owen R.: “Ecotoxicity test methods and
environmental hazard assessment for engineered nanoparticles”,
Ecotoxicology , 17 (2008), 421-437

Ciract, S.: “Nanoteknolojinin Dogusu : “Tiirkiye’ de nanoteknoloji”, Bilim ve
Teknik, 8 (2005)

Mark, R.; Wiesner, P E.; Bottero, J.: “Environmental Nanotechnology
Applications and Impacts of Nanomaterials™, Inc. McGraw-Hill, (2007), 231-
331

Goldman, L.; Coussens, C.: “Implications of Nanotechnology for
Environmental Health Research”, Environmental Health Sciences, Research
and Medicine, 70 (2005) 6-9

Oberdorster, G; Stone, V.; Donaldson, K.: “Toxicology of Nanoparticles: A
Historical Perspective”, Nanotoxicology ,1(1) (2007), 2-25

Handy R.D., Owen, R.; Valsami-Jones, E.: “The Ecotoxicology of
Nanoparticles and Nanomaterials: Current Status, Knowledge Gaps,
Challenges, and Future Needs”, Ecotoxicology, 17 (2008), 315-325

Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks
(Scenihr), European Commission Health & Consumer Protection Directorate-
General Directorate C - Public Health and Risk Assessment C7 - Risk
Assessment: “The appropriateness of existing methodologies to assess the
potential risks associated with engineered and adventitious products of
nanotechnologies ”, (2006)

TUBITAK Nanoteknoloji Strateji Grubu: “Nanobilim ve Nanoteknoloji
Stratejileri Vizyon 2023 Projesi”, Ankara, Tiirkiye, (2004)

Wiesner, M.R.,; Lowry, G.V.; Alvarez, P.; Dionysiou, D.; Biswas, P.:
“Assessing The Risks of Manufactured Nanomaterials”™, Environmental
Science & Technology, 14 (2006) 15

Moore, M.N.; “Do Nanoparticles Present Ecotoxicological Risks for The
Health of The Aquatic Environment” Environmental International, 32 (2006)
967-976

Bouldin, J.L.; Ingle T.M.; Sengupta, A.; Alexander, R.; Hannigan, R.E;
Buchanan, R.A.: “Aqueous Toxicity and Food Chain Transfer of Quantum

Dots in Freshwater Algae and Ceriodaphnia dubia”, Environmental
Toxicology and Chemistry, 9 (2008), 1958-1963

Cairns, J.; Niederlehner, B.R.: “Ecological toxicity testing: scale, complexity,
and relevance” www.books.google.com.tr (Erisim tarihi: Subat 2008)

43



[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

Nowack, B.; Bucheli, T.D.: “Occurrence, Behavior and Effects of
Nanoparticles in The Environment”, Environmental Pollution, 150:1 (2007)
5-22

www.britishstandarts.co.uk “Vocabulary Nanoparticles” British Standarts, 71
(2005) (Erisim tarihi: Mayis 2008)

Ju-Nam, Y.; Lead, J.R.: “Manufactured Nanoparticles: An Overview of Their
Chemistry, Interactions and Potential Environmental Implications™, (2008)

O’Connell M.J.: “Carbon Nanotubes Properties and Applications”, Boca
Raton London New York USA, (2006),18-31

Pritchard D.K.: “Literature review explosion hazards associated with
nanopowders”, (2004)

Landis, W.G.; Yu, M: “Introduction to Environmental Toxicology: Impacts
of Chemicals Upon Ecological Systems”, Lewis Publishers, (1995)

Alak, G.; Ozdemir, N.; Atamanalp, M.: “Akuatik Toksikolojide Stres
Proteinleri ”, (2006)

Ozdemir, N.; Atamanalp, M.: “Akuatik Toksikoloji Testlerinde Rotiferler ”,
(2006)

Iyi Laboratuvar Uygulamalar1 (GLP); Kimyasal Madde ve Uriinler: “Ulusal
GLP Sisteminin Kurulmasina Yonelik Calismalar”, Cevre ve Orman
Bakanligi, Ankara, (2008), 6-27

Schmitt-Jansen, M.; Veit, U.; Dudel, G.; Altenburger, R.: “An Ecological
Perspective in Aquatic Ecotoxicology: Approaches and Challenges”, Basic
And Applied Ecology, 9 (2008), 37-345

Kane, A.S.: “Applied Toxicology The Study of Poisons”, UM Aquatic
Pathobiology Center, (2001)

Baun, A.; Hartmann, N.B.; Grieger, K.; Kusk, K.O.: * Ecotoxicity of
engineered nanoparticles to aquatic invertebrates: a brief review and
recommendations for future toxicity testing”, Ecotoxicology, 17 (2008), 387-
395

OECD Guidelines for The Testing of Chemicals:“Freshwater Alga and
Cyanobacteria, Growth Inhibition Test Proposal for Updating Guideline”
201, (2002)

www.research.plattsburgh.edu/ciliates/bigpicture.asp?bigpic=263 (Erisim
tarihi: Ocak 2008)

www.ciliate.org/genetics.shtml (Erisim tarihi: Ocak 2008)

44



[28]

[29]

[30]

[31]
[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

1391

[40]

[41]

Borm, P.J.A.; Robbins, D.; Haubold, S.; Kuhlbusch, T.; Fissan, H.;
Donaldson, Ken.; Schins, R.; Stone, V.; Kreyling, W.; Lademann, J;
Krutmann, J.; Warheit, D.; Oberdorster, E.: “The Potential Risks of
Nanomaterials: A Review Carried Out for ECETOC », Particle and Fibre
Toxicology, 3:11 (2006)

www.en.wikipedia.org/wiki/Polyvinylpyrrolidone (Erisim tarihi: Subat 2008)

Arabe, K.C.: “ Nanopowders Drive Industry Innovation,
www.news.thomasnet.com/IMT/archives/2003/04/nanopowders_dri.html,
(Erisim tarihi: Mayis 2008)

www.sigma-aldrich.custhelp.com/ , (Erigim tarihi: Ocak2008)

Oberdorster, E.: “ Manufactured Nanomaterials ( fullerenes, Cgp) induced
oxidative stres in brain of juvenile largemouth bas ”, Environmental Health
Perspectives, 112 (2004), 1058-1062

Zhu, S; Oberdorster, E.; Haasch ,M.L.: “ Toxicity of an Engineered
Nanoparticle (Fullerene, Cqp ) in Two Aquatic Species , Daphnia and Fathead
minnow ”, Marine Environmental Research, 62 (2006), 5-9

Oberdorster, G.; Oberddrster, E.; Oberdorster, J.: “Nanotoxicology: An
Emerging Discipline Evolving From Studies of Ultrafine Particles ”,

Environmental Health Perspectives,113:7 (2005), 823-839

Lovern, S.B.; Klapper, R.: “Daphnia magna Mortality When Exposed to
Titanium Dioxide and Fullerene (Cgy) Nanoparticles ”, Environmental
Toxicology and Chemistry, 25:4 (2006), 1132-1137

Hund-Rinke, K; Simon, M.: ] “ Ecotoxic Effect of Photocatalytic Active
Nanoparticles (TiO; ) on Algae and Daphnids ”, Environmental Science and
Pollution, 1- 8 (2006)

Velzeboer, 1.; Hendriks, A.J.; Ragas, A.M.J.; Meent D.: “Aquatic Ecotoxicity
Tests of Some Nanomaterials”, Environmental Toxicology and Chemistry,
27:9 (2008), 1942-1947

Adams, L.K.; Lyon D.Y.; Alvarez, P.J.J.: “Comparative Eco-Toxicity of
Nanoscale TiO,, SiO,, and ZnO Water Suspensions”, 40 (2006), 3527-3532

Griffitt, R.J.; Luo, J.; Gao, J.; Bonzongo, J.C.; Barber, D.S.: “Effects of
Particle Composition and Species on Toxicity of Metallic Nanomaterials in

Aquatic Organisms”, Environmental Toxicology and Chemistry, 27:9 (2008),
1972-1978

Oberdorster, E.; Zhu, S.; Blickley, T.M.; McClellan-Green, P.; Haasch, Mary
L.: “Ecotoxicology of Carbon-Based Engineered Nanoparticles: Effects of
Fullerene (Cep) on Aquatic Organisms”, Carbon, 44 (2006), 1112-1120

Luo, J.: “Toxicity and Bioaccumulation of Nanomaterials in Aquatic
Species”, Water Environment Federation, (2007)

45



OZGECMIS

S. Berna BAYKAL 1984 yilinda Ardahan’da dogdu. Ilkokul, ortaokul ve lise
egitimini Istanbul’da tamamladiktan sonra 2002 yilinda Marmara Universitesi, Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bolimii’ne girdi ve 2006 yilinda mezun oldu. 2006
yilinda Marmara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Cevre Bilimleri Anabilim

Dalinda egitime basladi.

46





