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OZET

Nanopartikiil (NP) (<100 nm) igeren tiriinlerin kullaniminin artmasiyla birlikte, sucul
sistemler ve besin zincirini olusturan organizmalarin antropojenik faaliyetler sonucu salinan
NP’lerin etkisiyle risk altinda olmalarindan dolayi, bu c¢alismada, deniz suyu ortaminda
yasayan birincil tiiketici zooplankton tiirlerinden Artemia salina’nin metal bazli bakir (Cu) ve
bakir oksit (CuO) NP’lere maruz birakilmasiyla nanotoksisite testleri gergeklestirilmistir.
Denemede, toplam 7 grup (Kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm)
olusturulmus ve ¢ tekerriir ile ¢alisilmistir. Calismada kullanilan Cu ve CuO NP’lerine
karakterizasyonu; Transmisyon/Geg¢irimli Elektron Mikroskop (TEM), Dinamik Isik Sac¢ilimi
(DLS), Zeta Potansiyeli, X-1s1n1 Difraksiyon (XRD), Taramali Elektron Mikroskobu (SEM),
Fourier Donilisim Kizilotesi (FT-IR) ve UV-Gorilinlir Spektroskopisi  yontemleriyle
gerceklestirilmistir.  Organizmalarda NP’lere baghh birikim ve eliminasyon oraninin
belirlenmesi Endiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometresi (ICP-MS) analiziyle yapilmistir.
Zooplanktonlarda NP  etkileri faz  kontrast  mikroskobuyla  goriintiilenmistir.
Zooplanktonlardaki toksik etkiler, mortalite ve oksidatif stres belirteclerinden olan glutatyon
(GSH) ve tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) testleriyle incelenmistir. Calismanin
24., 48. ve 72. saatlerinde Cu NP’lerin GSH seviyelerinde kismi artislara neden oldugu
belirlenmistir. Cu (60-80 nm) NP’ne maruz birakilan A. salina’da artan konsantrasyon
oranlariyla paralel olarak TBARS degeri artmis ve en yiiksek artis 5 ppm grubunun 24.
saatinde gozlenmigtir. Sonuglar, NP’lerin organizmalar iizerindeki farkli etkilerini
gostermekle birlikte, NP’lerin birikim ve eliminasyon oranlarinda farkliliklar oldugunu
gostermistir.  Organizmadaki birikim orani, NP konsantrasyonuyla paralel bir artis
gostermistir. Cu NP’lerinde birikim oranlari, 0,2 ve 1 ppm konsantrasyonlarinda 48. saatte
artis ve 72. saatte diislis egilimi gostermis olup, tiim diger konsantrasyonlarda ise siire artigina
paralel olarak bir artis egiliminin oldugu saptanmistir. CuO (40 nm) NP’lerinde ise 10 ppm
konsantrasyonu harig, 48. saatte diislis ve 72. saatte artig egilimleri goriilmiis olup, 10 ppm
konsantrasyonunda ise zaman ortalamalar1 arasindaki farkin énemli olmadig1 belirlenmistir
(p>0,05). Cu (60-80 nm) NP’lerin LCsy degeri 52,37 mg/L; CuO (40nm) NP’lerin LCs, degeri
55,39 mg/L olarak bulunmustur. NP’lerin metal iyon salinimlarinin ise, her bir NP de farklilik
gosterdigi gozlenmistir. NP’lere maruz birakilan zooplanktonlarin yiizeylerinin NP’ler ile
sarildig1 gézlemlenmistir.

Calismada ¢ok yonlii yapilan analizler sonucunda, Cu ve CuO NP’lerin organizmada
birikim yapmakla birlikte, deney organizmasinda toksik etkilerinin oldugu ve ayni paralellikle
oksidatif stres olusturdugu da goriilmektedir. Bu nano boyuttaki malzemelerin artan kullanim
alanlar ile birlikte, ¢evre i¢in biiyiik bir problem olarak karsimiza ¢ikabilecegi belirlenmistir.
Buna bagli olarak besin zincirinde yer alan organizmalar tarafindan alinan NP’ler, dokuda
birikim yaptiginda daha iist tiiketici organizmalar icin tehlike olusturabilecektir. Bu
partikiillerin kullanim1 ve dogaya bulagmasi ile ilgili bir kontrol mekanizmasi olusturulmali ve
etkileri izerinde daha genis ¢aligmalar da yiiriitiilmelidir.

Antahtar Kelimeler: Nanopartikiil, Cu, CuO, Karakterizasyon, Zooplankton, Nanotoksisite,
Birikim, Oksidatif stres.

II



ABSTRACT

Investigation of the Effects of Copper and Copper Oxide Nanoparticles on the Artemia
salina Accumulation, Elimination and Oxidative Stress

As the use of products containing nanoparticles (NPs) (<100 nm) increased, the
aquatic systems and the organisms forming the food chain were at risk from the action of NPs
released as a result of anthropogenic activities. In this study, nanotoxicity tests were
performed by exposing Artemia salina which is one of the primary consumer zooplankton
species living in sea water to metal based copper (Cu) and copper oxide (CuO) NPs. A total of
7 groups (Control, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm and 50 ppm) were formed in the
experiment and three replicates were studied. Characterization of Cu and CuO NPs used in the
study; Transmission / Transmission Electron Microscope (TEM), Dynamic Light Scattering
(DLS), Zeta Potential, X-ray Diffraction (XRD), Scanning Electron Microscopy (SEM),
Fourier Transformation Infrared (FT-IR) and UV-Visible Spectroscopy were performed. In
organisms, the accumulation and elimination rate of NPs was determined by Inductively
Coupled Plasma-Mass Spectrometry (ICP-MS) analysis. NP effects in zooplankton were
visualized by phase contrast microscopy. The toxic effects of zooplankton were investigated
by glutathione (GSH) and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) which are among
the indicators of mortality and oxidative stress. It was determined that Cu NPs caused partial
increases in GSH levels at 24th, 48th and 72th hours of the study. In the A. salina organism
exposed to Cu (60-80 nm) NP, the TBARS value increased in parallel with the increasing
concentration ratios and the highest increase was observed at the 24th hour of the 5 ppm
group. The results showed that there were differences in the accumulation and elimination
rates of NPs, although the NPs showed different effects on organisms. The accumulation rates
in Cu NPs showed an increase at 0,2 and 1 ppm concentrations at 48 hours and a decrease
trend at 72 hours, and at all other concentrations there was an increase trend in parallel with
the increase in time. In CuO (40 nm) NPs, except for the concentration of 10 ppm, there was a
decrease in the 48th hour and an increase in 72 hours, and the difference between the time
averages in 10 ppm concentration was not significant (p> 0.05). LC50 values of Cu (60-80
nm) NPs were found as 52.37 mg / L and CuO (40nm) NPs were found LC50 value 55.39 mg
/ L. It was observed that the metal ion releases of NPs differed in each NP. It was observed
that the surfaces of zooplanktons exposed to NPs were wrapped with NPs.

As a result of multidimensional analyzes, it is seen that Cu and CuO NPs accumulate
in organism and they have toxic effects in experimental organism and they cause oxidative
stress with parallelism. It has been determined that this nano-sized material can be a big
problem for the environment with increasing usage areas. Accordingly, NPs taken by
organisms in the food chain may pose a danger to higher consumer organisms when they
accumulate in the tissue. A control mechanism for the use and transmission of these particles
should be established and further studies on their effects should be carried out.

Keywords: Nanoparticle, Cu, CuO, Characterization, Zooplankton, Nanotoxicity, Accumulation,
Oxidative stress.
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1. GIRIS

Nano, metrik sistemin i¢inde bir 6l¢ii birimi olarak kullanilan, bir metrenin milyarda
biri veya bir milimetrenin milyonda biridir. Nanodl¢ek giliniimiizde 1 ila 100 nanometrelik
uzaklig1 kapsayan aralik olarak kabul edilir. Nanoteknolojideki yenilikler, halihazirda tiiketici
triinlerde kullanilan ¢ok genis bir nanopartikiil (NP) dizisinin iretilmesine olanak
saglamaktadir. Cok kiiclik olmalar1 sayesinde, NP ve kuantum noktaciklari muhtesem optik,
manyetik ve kimyasal 6zellikler sergilerler (Huber, 2005). Giiniimiizde nanomalzeme bilimi;
tipta tan1 ve tedavi amaciyla ara¢ ve gereclerin {iretimi, tasarimi ve iletisim ile ilgilenen
miithendislik calismalarinda, elektronik ve eglence sektoriiniin yani sira enerji tiretimi ve
saklanmasinda, doga ve insan sagligi korunmasi i¢in yapilan hijyen uygulamalari
calismalarinda, nanodlgekteki malzemelerin kullanimi en son elde edilen 6zelliklerle beraber,
uygulama bilimlerinde en hizli ilerleme goriilen endiistri alanidir (Colvin, 2003). Ayrica,
askeri endistride, giyim, kumas ve imalat sektorlerinde, motorlu tasitlarda, konut ve alt yap1
faaliyetlerinde, elektrik-elektronik sektorlerinde ve ayrica biiyiik tibbi gelismelerin yasandigi
ilag ve saglik alanlarinda NP’ler 6nemli derece de yer edinmistir. NP'ler; daha kuvvetli ve
saglam ayni zamanda yogunlugu az olan iriinleri olustumak amaciyla, tenis raketlerinin
kenarliklarinda, basi darbelerden korumak ig¢in sertlestirilmis maddelerden yapilmis
motosiklet basliklarinda ve dokuma malzemelerinde, nanodlgek nitelikte katilan maddeler ile
burusmalar1 6nleyici, lekelenmeye ve bakteri cogalmalarina kars1 dayanabilen malzemelerin
tiretilmesinde kullanilmaktadir. Bunun yani sira bilgisayar, gozlik ve fotograf makinesi
yiizeylerinde, pencerelerde ve yapilarin boliimlerinde yer alan nano boyuttaki filmler
(Pitkethly, 2004), kullanildiklar1 malzemelere, anti reflektif nitelikler kazandirmaktadir.
Ayrica fotokatalist nano cam kaplamalar, UV 1smlarin1 absorbe eder, elektriklenmeye engel
olup, kif ve yosun olusumunu engelleyici Ozellik gostermektedir (URL-1, 2019).
Nanomalzemelerin biiyiileyen niteliklerine karsin, insan hayati ve g¢evre ile ilgili olumsuz
sonuglart hakkinda siirli bilgi mevcuttur. Miihendislik c¢alismalariyla meydana getirilen
nanomalzemeler ile ilgili problemler NP’lerin kullanildigi {iriinlerin insan hayatinda yer
edinmesiyle ortaya ¢cikmistir (Dagani, 2003; Dreher, 2004; Hoet ve ark., 2004).

Balik¢ilik ve su iirlinleri yetistiriciligi endiistrisinde NP'ler; yem enddstrisi, balik
hastalig1 kontrolii gibi hayvan sagligi hizmetlerinde dogrudan kullanilirken, su yonetimi, atik

su aritimi, balik havuzlarmin sterilizasyonu, hasat edilmis baliklarda etiketleme gibi ticari



amacli ambalajlama islemlerinde ve yem endiistrisi ile balik hastalig1 kontrolii gibi hayvan
saglig hizmetlerini igeren uygulamalar NP’lerin su iirlinlerinde dolayli kullanim alanlarin
olusturmaktadir (Khosravi-Katuli ve ark., 2017).

NP'lerin toksikolojik etkileri, partikiil 6zellikleri (6rnegin, ¢ap, bigim, ylizey yiikii ve
kimyas1), konsantrasyon, maruz kalma siiresi, NP'lerin dogasi, ortam yapisi, parcacigin
uygulama sekli ve hedef tiirlerin bagisiklik sistemi gibi cesitli faktorlere baghdir ve ayrica, su
organizmalarinin farkli ortamlarda (6rnegin, tathisu ve tuzlu su veya tropikal ve iliman
bolgeler) tretilmesi nedeniyle, nano bazli iiriinlerden ¢ikan etkiler ¢ok farkli goriilebilir
(Khosravi-Katuli ve ark., 2017). Nanomalzemelerin kullaniminda giivenilirligine dair
yoneltilen sorularin iki 6nemli etkeni vardir. Bunlarin ilki nanodlgekli malzemelerin ¢cok genis
bir yelpazede olmasi ve neredeyse mikroodlcekteki tiim nanopartikiillerden iiretilebilmesidir.
Nano boyuttaki malzemelerin yaygin kullanimi goz 6niine alindiginda, ortam ve insan sagligi
ozen gosterilmesi gereken alanlardir. Ikinci ise, nanomalzemelerin, partikiil yapismnin
sagladig1 kolaylik sayesinde canli hiicresinin igine bile girebilmesidir. Bununla birlikte,
parcacik biiyiikliigii elde edilen fiiriinlin fiziko-kimyasal ve toksikolojik o©zelliklerininin
belirlenmesinde giiclil bir yere sahiptir. Daha biiyiik bir dl¢cekte zararsiz 6zellik gdsteren bir
iiriin nano boyutta reaktif ve toksik olabilir. Son yillarda, elektronik, optik, tekstil, tibbi
cihazlar, ila¢ tastyici sistemler, kimyasal sensorler, biyosensorler ve cevresel iyilestirme
caligmalar1 dahil olmak iizere bir¢ok alanda nanoteknoloji uygulamalarinin hizli biiylimesi,
NP’lerin ¢evreye salinmasinmi arttirmistir (Bondarenko ve ark., 2013). NP salinimindaki bu
hizli artisa, ¢evre giivenligi konusunda dogru arastirmalar eslik etmemistir (Corsi ve ark.,
2014). Sadece NP'lerin ¢evre lizerindeki toksik etkileri konusunda kaygilar dile getirilmistir
(Khosravi- Katuli ve ark., 2017). Mesela titanyum oksit NP’leri ve karbon nanotiipleri gibi
bliylik pargalarin metal (normal olagan) formlarmma gore nispeten daha zararsiz oldugu
gorilmiistiir. Ancak bu NP’lerin (<100 nm), solunum yollar1 iltithabi, akciger tahribati ve
hastaliklar1 seklinde ortaya ¢ikan akciger zehirlenmesine neden olduklar1 bulunmustur (Lee ve
ark., 1985; Bermudez ve ark., 2002; Warheit ve ark., 2004; Wiench ve ark., 2009; Zhu ve
ark., 2010). Darbeye kars1 olduk¢a dayanikli, asir1 derecede sert ve oldukca kararli 6zellik
gosteren karbonun yuvarlak bir bigimi olan buck kiirelerinin, baliklarda genis ¢apli beyin
hasarina sebep oldugu bildirilmistir (Hood, 2004; Sampson, 2004) ve yine buck kiirelerinin
baliklarin karaciger dokularinda gen ekspresyonunda varyasyonlara neden oldugu

gorilmistiir (Oberdoster, 2004).



Nano boyuttaki parcaciklarin kimyasal kompozisyonlarmma gore siniflandirma
yapilabilir. Nano yapilarin en 6nemlileri karbon temelli nano yapilar, metalik temelli nano
yapilar ve yari-iletken nano yapilardir. Her bir NP sinifinin belli uygulamalar i¢in yararl
oldugu diistiniilen ¢ok farkli 6zellikleri vardir. Metal ve oksit NP’ler, katalizor olarak
potansiyel uygulamalarda (Jeong ve ark., 2015), sensér olarak (Ma ve ark., 2015),
elektronikte (Theodorakos ve ark., 2015) ve boyalarda (Fiorentino ve ark., 2015)
kullanilmaktadir.

Nano boyutlarda karsimiza ¢ikan miihendislik {iriinleri, nanoteknoloji ¢aligmalartyla
elde edilmektedir. Neredeyse her tiirlii materyal farkli mihendislik teknikleri ile
degerlendirilerek nano boyutta iriinler ortaya ¢ikarilmaktadir. Malzemelerin ayirt edici,
belirleyici nitelikleri, yapisina, kullanildig1 prosese bagli olarak farkliliklar gosterebilir. Artan
teknolojik gelismelerin 1518inda farkli protokollerle iiretilen nanomalzemelerin {iretiminde
goriilen hizli artis, bu malzemelerin temel ilkeler dogrultusunda siniflandirilmasi gerektigini
gostermektedir. Nanomateryaller nanodlcekte kendine 0zgli ayirt edici niteliklerden
faydalanmak i¢in bilhassa iiretilmektedir. Yogun NP iiretiminin g¢evresel tesirinin diger
degiskenlerle iliskisi bilinmelidir. Miihendislik calismalariyla veya kendiliginden dogada
bulunan NP’ler; yiizey suyu, yeralti suyu, okyanuslar, buzul ve atmosferik sular gibi tiim
akuatik ortamlarda goriilebilir (Sondi ve Salopek-Sondi, 2004).

Bakir (Cu), insanlar ve hayvanlar i¢in temel bir mikro besin maddesidir. Sitokrom c
oksidaz, iirikaz, tirozinaz, siiperoksit dismutaz, amin oksidaz, lisil oksidaz ve seruloplazmin
gibi bircok oksidasyon azaltici enzim sisteminin temel bir bilesenidir (Muralisankar ve ark.,
2016). Bakir, melanin pigment olusumu i¢in gerekli demir metabolizmasi ile yakindan
ilgilidir ve ayn1 zamanda normal bag dokusu metabolizmas i¢in gereklidir ve merkezi sinir
sistemi i¢inde fonksiyonlar1 vardir (Turnlund, 1994; Watanabe ve ark., 1997; Lall, 2002).
Bunun yani sira Cu, suda yasayan hayvanlarin biyolojik, fizyolojik ve immiin yanitlarinda
zorunlu bir goreve sahiptir. Kantitatif Cu gereksinimi birka¢ balikta ve kabuklularda
bildirilmistir (Lorentzen ve ark., 1998; Lee ve Shiau, 2002; Wang ve ark., 2009; Shao ve ark.,
2012; Sun ve ark., 2013). Bununla birlikte, yiiksek Cu seviyesi, reaktif oksijen tiirleri (ROS)
olusumu nedeniyle hiicresel oksidatif stresi arttirdigi i¢in baliklar ve kabuklular i¢in zehirli
olabilir (Clearwater ve ark., 2002). Daha yiliksek Cu konsantrasyonlarinin balik ve
kabuklularda hayatta kalmayi, biiyiime ve bagisiklig1 baskilayabilecegi bildirilmistir (Lee ve
Shiau, 2002; Shao ve ark., 2012; Sun ve ark., 2013). Cevreye salinan Cu ve CuO NP'lerin

potansiyel bir risk oldugunu ve sorunun kapsamli bir sekilde arastirilmasi gerektigini
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gostermektedir (Rotini ve ark., 2018). Yine de, CuO NP'lerinin, ozellikle denizel
organizmalarda ekotoksisitesi yeterli oranda c¢alisiilmamistir (Park ve ark., 2014; Rossetto ve
ark., 2014; Wu ve ark., 2015). Etki / lethal konsantrasyonlar1 E(L)Csy degerlerinin esiklerini
hesaplamak (Ray ve ark., 2009) ve NP'lerin potansiyel ¢evresel tehlikelerini degerlendirmek
cok Onemli olmasma ragmen, etkili / 6limli konsantrasyonlari (E(L)C) tanimlamak icin
(Abdel-Khalek ve ark., 2015; Rotini ve ark., 2016; Torres-Duarte ve ark., 2016) az sayida
calisma yapilmistir. Ayn1 zamanda Cu-NP’leri, fungusid, yosun oldiiriicii ve herbisitlerin
temel bilesenlerinden biri olarak kullanilir, ancak hiicresel diizeyde genotoksisite ve oksidatif
DNA hasarina neden olabilirler (Song ve ark., 2012). Bakir NP'ler plazma zarini ge¢me, hiicre
ici organellerle etkileserek oksidatif strese neden olma 6zelligine sahiptir (Gomez ve ark.,
1998; Fahmy ve Cormier, 2009; Wang ve ark., 2011; Melegari ve ark., 2013), karaciger ve
balik solungaglar1 gibi dokularda birikebilir (Griffitt ve ark., 2007; Wang ve ark., 2013). Bu
durumda, solungag islevinin kaybi, iyonik diizenlemeye ve gaz aligverisinde rahatsizliklara
neden olabilir (Wood ve McDonald, 1982; Laurén ve McDonald, 1985); hem asit hem de Cu
kombinasyonlariin hematolojik rahatsizliklar iirettigi bildirilmistir (Nussey ve ark., 2002).
Ayrica Cu’in, i¢ organlara oksidatif stres yoluyla ve / veya solunga¢ yaralanmasi ile iligkili
ikincil hipoksiye bagli olarak toksisiteye neden oldugu bilinmektedir (Hoyle ve ark., 2007;
Eyckmans ve ark., 2011; Shaw ve ark., 2012). Yapilan ¢aligmalarda balik karacigerinde, Cu-
NP'lerin nekrozu indiikledigi ve solungaclarda siniisoidal bosluklar1 degistirdigi gosterilmistir
(Griffitt ve ark., 2007; Al-Bairuty ve ark., 2013). Su ortamindaki maruziyetlerde ¢oziinmiis
Cu icin hedef organlar oncelikli olarak solunga¢ ve Cu metabolizmasinda merkezi bir rolii
olan karacigerdir (Grosell ve ark., 1996, 1997; Grosell, 2012; Shaw ve ark., 2012). Bununla
birlikte, baliklarda Cu toksisitesi; alkalinite, sertlik, ¢6ziinmiis organik madde ve pH gibi
parametrelerden etkilenir (Erickson ve ark., 1996). Coziinmiis Cu baliklarin solungaglarina
zarar verebilir (Figueiredo-Fernandes ve ark., 2007). Al-Bairuty ve ark., (2016) gokkusag:
alabaligi (Oncorhynchus mykiss) ile yaptiklari ¢alismalarinda su pH'st disiiriildiigiinde, Cu
birikiminin ve iligkili 6liimciil tepkilerin etkilendigini bulmuslardir.

Farkli uygulamalar i¢cin metal NP’lerin artan iiretimi ve kullanimi saglik iizerinde
olumsuz etkilere yol acar (Galdiero ve ark., 2011). Toksikolojik testlerde, canlilarin
birbirleriyle ve ¢evreleriyle olan iliskileri goz 6niine alinmali, giincel ve anlamli ¢iktilarin elde
edilmesi i¢in uygun test tipi ile beraber uygun test organizmasinin da tercih edilmesi
onemlidir (Rand, 1995). Biyodeney veya toksisite arastirmalarinda kullanilan organizmalar,

calismada 6nemli bir yere sahiptir. Kimyasal maddelerin biiyiik bir boliimii, direkt ya da



dolayl1 yollardan tatlisu veya deniz sistemlerine ulasmaktadir. Olasi toksik etkiler sebebiyle
her iki ekolojik sistemde de bulunan organizmalar {izerinde muhtemel toksikolojik
degerlendirilmelerin yapilmas: 6nemlidir.

Zooplanktonik bir organizma olan Artemia salina, deniz ortamindaki ekotoksikoloji
caligmalarinda kiiltiir kolayligi, hazir bulunabilirligi, diisiikk maliyetli olusu, beraber olumsuz
kosullara uyum saglamasi (Soltanian, 2007) nedeniyle biyodeneysel arastirmalar i¢in dnemli
bir test organizmasi olarak kullanilmaktadir (Madhav ve ark., 2017). Deneysel arastirmalarda
bu organizmalarin kullanilmasinin asil amaci; laboratuvar kosullarina olan uygunlugu,
kontroliiniin kolayligi, elde edilen verilerin giivenilirligi ve ekonomik olarak temin edilmesi
fiiretilmesidir. Onemli zooplanktonik organizma olan A. salina, tuzlu gol sularinda ve tuz
gollerinde yasayan bir tiir eklembacakli olup, genis tuzluluk araligina (%01-200 ppt) dayanikli
bir organizmadir. A. salina dogal ortamlarinda 2 cm boyutlarina kadar bityiiyebilirler (Ates ve
ark., 2013a). Biiylime sirasinda A. salina birka¢ kabuk degisimi gegirir ve yetiskin asamasina
12-15 giinde ulasir. Artemia cinsi hem iireme hem de parthenogenic tiirlere sahiptir (Browne,
1980). Olumsuz kosullar altinda birka¢ sene sonra bile tuzlu suda yeniden su ile yikanarak
uykuda bekletilebilen kistlerden yavrular tretilir (Lavens ve Sorgeloos, 2000). A. salina,
potansiyel bir besin kaynagi olarak kullanilmaktadir (Léger ve ark., 1986) ve OECD
(Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii) tarafindan yavru baliklarin beslenmesinde
kullanim1 &nerilmektedir (OECD-210, 1992). Birincil tiiketici organizmalardan olan A.
salina’nin bir iist tiikketici grupta yer alan balik ve kabuklular tarafindan, beslenimsel (trofik)
transfer yoluyla gecisi olabilir. Aym sekilde A. salina’da olast NP maruziyeti ve birikimi
besin zincirinde ekolojik dengesizlige neden olabilir.

Artemia salina’da NP’lerin toksisitesini ve etkisini incelemek i¢in yapilan literatiir
calismas1 Madhav ve ark. (2017) ¢alismalarindan uyarlanarak Tablo 1.1°de verilmistir.

Yakin zamanda teknolojinin hizli gelisimine paralel olarak, nanomalzemelerin liretimi
farkli bircok yontem ile gerceklestirilerek ¢cok genis alanlarda kullanilmaya devam etmektedir.
Gelismis bazi iilkeler, bu malzemelerin sucul ekosistem iizerinde olas1 toksikolojik etkilerini
g6z Oniinde bulundurarak bu yondeki bilimsel arastirmalar1 desteklemektedir. Ancak bu yeni
tiretim teknikleriyle iiretilen nanomalzemelerin toksikolojik yonleri konusunda yetersiz bilgi
mevcuttur.

Su ekosistemleri, dogrudan ve dolayli yollarla deniz ortamina ulasan NP'lerin temel
alict ortamlaridir (Rotini ve ark., 2018). Tatlisu tiirleri {izerinde kapsamli arastirmalar

yapilmis olup, NP'lerin deniz hayat1 iizerindeki ekotoksikolojik etkilerini 6lgmek i¢in az



sayida ¢alisma ve smirlt miktarda veri mevcut oldugu bildirilmistir (Baker ve ark., 2014;
Minetto ve ark., 2014; Gallo ve ark., 2016; Minetto ve ark., 2016).

Bu tez calismasinda, deniz suyu ortaminda yasayan birincil tiiketici zooplankton
tirlerinden A. salina metal bazli Cu ve CuO NP’lerine maruz birakilarak, nanotoksisite
testleri  gerceklestirilmistir. Calismada, kullanilan her iki NP’iin karakterizasyonu
Transmisyon/Gegirimli Elektron Mikroskop (TEM), Dinamik Isik Sacilimi (DLS), Zeta
Potansiyeli, X-1s51m1 Difraksiyon (XRD), Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Fourier
Dontisiim Kizilétesi (FT-IR) ve UV-Goriiniir Spektroskopisi yontemleriyle gerceklestirilirek,
hedef organizmadaki birikim ve eliminasyon oranlarinin Endiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle
Spektrometresi (ICP-MS) belirlenmesi, toksik etkilerinin ortaya cikarilarak (faz kontrast
mikroskobuyla), mortalite ve oksidatif stres belirteclerinin (glutatyon (GSH) ve tiyobarbiitirik
asit reaktif maddeler (TBARS)) degerlendirilmesi amag¢lanmastir.



Tablo 1.1. Artemia salina tizerinde gesitli nanopartikiillerin etkileri

Nanopartikiil Onemli Bulgular Referans
Oliim yoktur, oksidatif stres Cornejo-Garrido ve
Nano kursun (nPb) olusmustur. ark., (2011)
Nanopargacik biiytikliiglindeki .
C60 ve TiO, degisimle farkli seviyelerde goriilen Rajasree ve ark., (2011)
mortalite degerleri goriilmiistiir.
Yiiksek birikim gortiliirken,
Titanyum Oksit (TiO;) istatistiksel olarak dnemli bir mortalite | Ates ve ark., (2013a)
NP’leri goriilmemistir.
Boyuta bagimli toksisite ve
Cinko (Zn) ve Cinko biyoakiimiilasyon ile LPO seviyesinde | Ates ve ark., (2013b)
Oksit (ZnO) NP’leri artis gozlenmistir.

Glimiis (Ag) NP’leri

Mortalitede artig, yumurtadan ¢ikma
yiizdesinde diisiis, DNA hasari,
birikim ve hiicre hasar1 goriilmiistiir.

Arulvasu ve ark.,
(2014)

Demir (I1, IIT) Oksit
(Fe304), Seryum (IV)
Oksit (CeO»), Kalay (IV)
Oksit (SnO;) NP’leri

Oliim yoktur, yiizme hizinda azalis,
kolin esteraz ve GST aktivitelerinde
azalma ve katalaz aktivitesinde artis
gozlenmistir.

Gambardella ve ark.,
(2014)

Giimiis (Ag) ve Titanyum
Oksit (T10;) NP’leri

Daha yiiksek alim ve eliminasyon
olmustur.

Tavana ve ark., (2014)

Bozulmamais grafen
NP’leri

Akut toksisite yoktur, katalaz, lipit
peroksidasyon ve glutatyon
peroksidaz aktivitelerinde artig
gOriilmiistiir.

Pretti ve ark., (2014)

Alfa ve Gama aliiminyum
NP’leri(a-AlL,Os& v-
ALO3)

Boyuta gore farkl: toksisite,
bagirsaklarda birikim, daha yiiksek
MDA seviyeleri gozlemlenmistir.

Ates ve ark., (2015b)

Karbon Siyahi, Grafen

Larva ylizme davranisinda kisitlama,
davranigsal ve biyokimyasal

Mesaric ve ark., (2015)

Oksit, MWNT degisiklikler gbzlenmistir.
Mortalite ve morfolojik )

TiO, ve AgTiO» NP’leri d§g1§1k11klerde artig gortiilmiis, alim ve | Ozkan ve ark., (2016)
eliminasyon orani artmistir.

Nikel Oksit (NiO) ve Bagirsaklarda birikim olmus, MDA ile

Kobalt Oksit NP’leri

oksidatif stresin yiiksek oldugu
gozlenmistir.

Ates ve ark., (2016)




2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal
2.1.1. Kimyasallar ve Nanopartikiiller

Arastirmada kullanilan kimyasal malzemeler Sigma-Aldrich firmasindan, metal bazli
Cu (60-80 nm) ve CuO (40 nm) NP’leri ise SkySpring (Houston, TX, ABD) firmasindan
temin edilmistir. Analitik reaktif sinifindan olan tiim kimyasallara herhangi bir arindirma veya
saflagtirilma yapilmadan kullanilmistir. Temin edilen nano boyuttaki malzemelerin ilgili
karakterizasyon analizleri yapilmistir. Her iki NP i¢in elde edilen tiim degerler {iretici
firmanin beyan ettigi degerler ile karsilastirilmistir. Sekil ve boyut olarak veriler

dogrulandiktan sonra biyodeney calismalarinda kullanilmistir.

2.1.2. Biyodeney Organizmasi Artemia salina

Biyodeney i¢in deniz suyu ortaminda yasayan birincil tiiketici zooplankton tiirlerinden
olan A. salina ticari firmadan (SAV-KIM, Elazig) temin edilmistir. A. salina yumurtalari
deniz suyunda inkiibasyona birakilarak larvalarin ¢ikmasi saglanmistir. Bunun ig¢in
laboratuvar ortaminda deiyonize edilmis su igerisine sentetik deniz tuzu olan Instant
Ocean®’1n uygun miktarda ¢ozdiiriilmesiyle deniz suyu (30 %0 m/v : 1 Lt suya 30 gr sentetik
deniz tuzu konularak) hazirlanmistir. A. salina yumurtasinin ¢atlatilmas: veya inkiibasyonu
Ozetle asagida belirtilen yonteme (Ates ve ark., 2013a) gbre yapilmis olup, organizmalar
biyodeney icin hazir hale getirilmistir. Onceden temizlenmis yaklasik 1 g A. salina yumurtas,
1 L’lik deniz suyunda 30 + 1°C'de, konik plastik dereceli bir kap icinde inkiibasyona
birakilmistir. A. salina yumurtalar1 bazik ortamda ¢iktiklari i¢in pH seviyesi 7,6'nin {lizerinde
olacak sekilde ayarlanmistir. Ortam aydinlatmasi floresan lamba ile 1500 lux giin 15181 olacak
sekilde saglanmistir. Ayrica giiclii ve siirekli bir havalandirma i¢in akvaryum hava pompasi
yardimiyla kulucka sisteminin (konik plastik) alt kismina kadar uzanan havalandirma hortumu
ile deniz suyu ortamina hava verilmis, A. salina yumurtalarinin su iginde sirkiilasyonunun
devamliligi saglanmistir (Sekil 2.1.a). Bu kosullar altinda, A. salina yumurtasi1 24-36 saat siire
ile karistirilmis ve daha sonra kulugka sonucunda yeni ¢ikan canli yavrular (Sekil 2.1.b-c) 30

um Millipore seliiloz filtreler araciligiyla filtre edilmistir.



a) b) 0)

Sekil 2.1. a) A. salina yumurtalarinin inkiibasyonu b-c¢) Yumurtadan yeni ¢ikmig larvalar (orijinal)

2.2. Metot
2.2.1. Nanopartikiil Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Cu ve CuO NP’lerinin %10’luk (m/v) stok siispansiyonlari, (18,0 MQ) ozelliginde
ultra saf su i¢inde ¢ozdiirtilerek elde edilmistir. Her bir stok ¢ozelti, 5 dakika vortekslendikten
sonra, en yiksek NP dagilimimi saglamak i¢in, ortalama 15-20 dakika olacak sekilde
ultrasonik banyoda sonifikasyon islemi gerceklestirilmistir (Sekil 2.2.). Biyodeneyde
kullanilan Cu ve CuO NP’lerin stok soliisyonlarmin goriintimii Sekil 2.3.’de verilmistir. Her
bir NP’iin stok silispansiyonundan, deneme dizayninda belirtilen konsantrasyon oranlar
dikkate alinarak, otomatik pipet yardimiyla uygun hacimler alinmis ve zaman kaybetmeden
tim deneme gruplarindaki Artemi salina’larin  NP’lere maruz birakilma islemi

gergeklestirilmistir.
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Sekil 2.2. Biyodeneyde kullanilan metal ve metal oksit NP’lerinin stok soliisyonlarinin hazirlanma basamaklari
(Orijinal)

Sekil 2.3. Biyodeneyde kullanilan Cu ve CuO NP’lerinin stok soliisyonlar1 (Orijinal)

2.2.2. Nanomalzemelerin Karakterizasyonu

Nano yapili malzemelerin nanotoksisite etkileri lizerinde, kullanilan malzemelerin
parcacik numarasi, yiikleri, boyutlari, boyut dagilimlari, yiizey alanlari, yapilar1 ve sekilleri
(Madden ve Hochella, 2005; Pal ve ark., 2007) ile kiimelesme durumlar1 (Chau ve ark., 2007)
ve ayrica konsantrasyon orami gibi birgok faktdr dnemli etkiye sahiptir. In-vivo veya in-vitro
kosullar altinda tiim nanotoksikolojik arastirmalarda bu faktorleri belirlemek gerekir. Nano
malzemelerle yapilan tiim caligmalarda bu ayirt edici 6zellikleri saptamak i¢in; TEM, DLS,

Zeta Potensiyeli, XRD, SEM, FT-IR ve UV-Goriiniir Spektroskopisi analizleri yapilmalidir.
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2.2.2.1. Transmisyon Elektron Mikroskobu Analizi

Transmisyon (Geg¢irimli) Elektron Mikroskobu (TEM), milyon kat biiyiitme 6zelligi
sayesinde kullanilan malzemenin kristal yapis1 ve morfolojisi hakkinda bilgi verdigi i¢in, bu
caligsma deneyinde kullanilan nano malzemelerin parcacik boyut ve sekilleri TEM ile 40-100
kV hizlanan gerilim altinda 50-106 biiyiitme ile 0,2 nm ¢oziiniirliik saglayan TEM enstriimani
(JOEL Marka, JEM-1011Model) ile ayirt edici 6zellikleri ortaya konulmustur. NP’lerin TEM
goriintiilerini elde etmek i¢in, hazirlanan NP koloidal ¢dzeltisinin bir damlas1 (8-10pL) 50 A
kalinligindaki, 3 mm capindaki karbon-kaplanmis bakir 1zgara iizerine damlatilmis ve
kurumasi i¢in oda sicakliginda bir giin muhafaza edilmistir. Her bir nanopartikiiliin morfolojik

yapisini, ¢capini ve boyut dagilimini gosteren resimler TEM cihazindan elde edilmistir.

2.2.2.2. Dinamik Isik Sa¢cilim Analizi

Kolloidal ¢ozeltiler ve NP’leri ve karakterize etmek icin 6nemli bir ara¢ olan DLS,
cozeltideki parcacigin biiyiikliigii hakkinda bilgi vererek, akuatik ortamdaki NP’lerin ayirt
edilmesini saglar. Bu nedenle her bir NP’{in sulu ortamdaki (soliisyon/medium) gercek boyut
dagilimi DLS teknigiyle elde edilmistir. Nanopartikiillerin ger¢ek boyut dagilimlari, saf su
icindeki stok siispansiyonlarindan yapilmistir. Stok siispansiyon konsantrasyonlarinin ¢ok
yiiksek olmasi halinde, numune seyreltilerek cihazin (Malvern Marka, Zetasizer Model)
saniyede sayim yapabilecegi diisiik konsantrasyonlara (<10 ppm) ayarlanmistir. Sonikasyon
islemi siispansiyonlardaki kiimelesimlerin parcalanmasi i¢in kisa siireli olarak yapilmis ve
DLS analizleri i¢in 1,5 mL’lik temiz kare kiivete konulmustur (Brar ve Verma, 2012). Dogru
sonuglarin elde edilmesi i¢in hazirlanan her NP i¢cin konsantrasyondan bes DLS analizi

yapilmistir.

2.2.2.3. Zeta Potansiyeli Analizi

Zeta potansiyeli, parcacik ile pargacigin i¢inde bulundugu sivi arasinda olusur.
Parcaciklar arasindaki ¢ekme ve itme kuvveti pargacigin zeta potansiyel degerine baglidir.
Elektrokinetik potansiyeli olarak da bilinen zeta potensiyeli, NP yiizeyindeki “etkili” elektrik
yiikiinlin Olgtstidir (+/- { mV) ve kolloidal NP’larin yiik kararliliginin miktarint belirtir.

Karakterizasyon analizlerinde kullanilmak {izere her nanopartikiil i¢in hazirlanan stok
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soliisyonlarindan, siringa ile 1 mL olacak sekilde numune alimmistir ve Ornekler temiz
elektrotlu zeta potansiyel kiivetine konulmustur, her partikiiliin zeta potansiyeli zetasizer

(Malvern Marka, Nano ZS Model) cihazinda 6l¢iilerek degerleri tespit edilmistir.

2.2.2.4. X-Isim1 Kirinim Spektroskopisi Analizi

X-Isin1 Kirinim spektroskopisi veya X-Isin1 Difraksiyon spektroskopisi, X-1sinlarmin
emisyonu, absorbsiyonu ve difraksiyonuna (sa¢ilmasi) dayanir. X-1sinlar1, yaklasik 0.02 A ile
100 A (1A = 10"°m) arasinda dalga boyuna sahip elektromagnetik dalgalar olup, gozle
goriilemezler. Bu analiz yontemi, ¢ok kisa dalga boyuna sahip elektro manyetik dalgalardan
meydana gelen X-Isinlart demetinin analiz edilecek numune {izerine gonderilmesi ve
sonrasinda Ornekteki kristallerin atomlarina c¢arptirilarak yansitilmasina dayanir. Her bir
kristal faz i¢in kirmim profillernin bir nevi parmak izi gibi o kristali tanimlamasi bu analiz
metodunu 6nemli kilmaktadir.

Nanopartikiillerin toz formlar1 desikator iginde ve 151k gérmeyecek sekilde muhafaza
edilmistir. NP’lerin kristal yapilari, X-1511 toz difraksiyonu ile (Bruker Marka, D8 QUEST
Model) karakterize edilmis ve Seramik X-1sin1 tiipii ile 1,54 A° dalga boyunda {iretilen 2,2
kW bakir anodu radyasyonu ile taranmistir (Sapsford ve ark., 2011). Her bir NP den yaklasik
250 mg ornek alinmig, tarama i¢in numune tutucu ylizeyine konularak, analizleri yapilmistir.
Analiz sonuglar1 ile her bir nanopartikiil i¢in karakteristik 6zellik tasiyan kristal sagilim

desenleri belirlenmis ve kristalit boyutlar1, Scherrer formiilii kullanilarak hesaplanmigtir.

2.2.2.5. Taramah Elektron Mikroskobu Analizi

Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM), kat1 bir yiizeyin yliksek vakum altinda ¢ok ince
bir tabakasini incelemek i¢in odaklanmis bir elektron demeti ile numune yiizeyini tarayarak
yiiksek ¢oziiniirliikte goriintii elde eden bir elektron mikroskobu tiiriidiir. NP’lerin morfolojisi
25 kV’de analiz enstriimani (Madell Marka, KYKY-EM3200 Model) ile belirlenerek elde
edilen goriintiilerden tanecik boyutu, taneciklerin yerlesimi hakkinda detayli bilgiler elde

edilmisgtir.
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2.2.2.6. Fourier Doniisiim Kizilotesi Spektroskopisi Analizi

Fourier Doniisiimlii Kiz1l Otesi Spektrometre (FT-IR) kiziltesi 15131 dipol momente
sahip madde ile etkilesmesi sonucu, yapisi i¢erisindeki baglarin titresim hareketi olugturmasi
prensibine dayanir ve kizilotesi radyasyonun absorpsiyonu ile kimyasal baglarin gerilme
bliziime, biikiilme gibi titresimlerinin Olgiilmesini saglanmis olur. FT-IR spektrometresi
(Thermo Scientific Marka, Nicolet 6700 Model) ile her iki NP’den ortalama (2-4 mg) ornek
almarak, molekiillerin fonksiyonel gruplarinin titresimlerinden kaynaklanan yapisal,
kompozisyonel ve fonksiyonel bilgilerinin elde edilmesini saglanmistir. Bu karakterizasyon
analizi, molekiil veya bilesik yapisinda bulunan baglar hakkinda, tanimlayici bilgiler
vermektedir. Kizilotesi Spektroskopisi temel olarak kizildtesi 1518, incelenen madde
tarafindan sogurulmasina dayanir. Her bir titresim hareketi belli bir enerjide soguruldugu igin,
enerji zamanin bir fonksiyonu olarak ele alinarak islenmektedir. Analiz sonucunda elde edilen

verilerle, dalga boyuna kars1 grafik edilerek spektrumlar olusturulmustur.

2.2.2.7. UV-Vis Absorbans Degerlerinin Istatistiksel Olarak Belirlenmesi

Ultraviyole ve goriiniir 151k (UV-Vis) spektroskopisi, bir (soniimlenme olarak bilinen
ve emilen ve yayilan 1518in toplami olarak tanimlanan miktar) numune tarafindan emilen ve
yayilan 15181 6lgmek i¢in kullanilan bir metottur. Karakterizasyon analizinde 6nemli yer tutan
bu spektroskopi yonteminde UV-Vis spektroskopi cihazi (Optima Marka, SP-3000 Nano
Model) kullanilarak her bir NP’iin 300-800 nm dalga boyunda absorbsiyon degerleri elde

edilmistir.

2.2.3. Toksisite Biyodeney Diizenegi

Genellikle hareketi yavaslatma, durdurma ya da smirlandirmayr ifade eden
immobilizayon toksisite testleri, Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Teskilati [OECD béliim 202
(zooplankton)] tarafindan test talimatlar1 (OECD, 2004) dikkate alinarak her bir NP igin
yapilmistir. Nanopartikiillerin uygulanmadigi, deney organizmasiin optimum yasama
ortaminin saglandig1 kontrol grubu olusturulmustur. Tiim toksikolojik calismalarda oldugu
gibi NP uygulama c¢alismamizda da belirlenen uygulama konsantrasyonlari, ¢evreye salinim

oranlar1 gbz Oniine alinarak diisiik oranlarda belirlenmistir. Artemia salina iizerinde NP’lerin
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etkisi ile ilgili yapilan ¢alismalar (Ates ve ark., 2013b; Ates ve ark., 2015b; Mesaric ve ark.,
2015) goz oniinde bulundurularak ve c¢esitli proseslerle iiretilen nanomalzemelerin, sucul
cevredeki akibeti ve hareket mekanizmasini anlamak i¢in yapilan aragtirmalarin sonuglar1 da
g0z Oniine alinarak, uygulama konsantrasyonlari olusturulmustur. Zooplankton i¢in kullanilan
uygulama tertibi Tablo 2.1.'de gosterilmektedir. Deney baslangicinda her bir plastik kap
icerisine, 500 mL’ye 15.000 birey konularak, kontrol ve diger tim gruplarin 3 tekerriirlii
oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda baslangigta toplam birey sayisinin ~315.000 oldugu

goriilmektedir.

Tablo 2.1. Cu ve CuO nanopartikiillere maruz birakilan organizmalarin biyodeneysel tasarimi

Gruplar Kontrol | Grup 1 Grup2 |Grup3 |Grup4 | GrupS | Grup6
NP* (ppm) 0 0.2 1 5 10 25 50

A. salina** 15.000 15.000 15.000 15.000 15.000 15.000 | 15.000
Tekerriir 3 3 3 3 3 3 3

* Cu ve CuO NP ’lerine ait konsantrasyonun mg/L (ppm) oranini géstermektedir.
**Toplam i¢ hacim 500 mL olan plastik kap icinde, deney baslangicinda her bir grupta ortalama 1 mL de 30-35
adet A. salina konularak baslanmistir

Zooplankton deney calismalar1 taksimatlandirilmis konik yapili plastik kaplarda (0,75
L i¢ hacim) yapilmistir. Kabin her 500 mL hacim seviyesi isaretlenmis ve ayr1 ayr1 tuzlu
suyla doldurduktan sonra ortama Tablo 2.1.'de belirlenmis NP siispansiyonlari ilave edilmistir
(Heinlaan ve ark., 2008; Zhu ve ark., 2010). Havalandirma konik kaplarin dibine uzanan bir
hatla saglanmistir (Sekil 2.4). Ortam aydinlatilmasinda 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik 151k
rejimi kullanilmistir. Ortam sicaklhiginda 24+2°C’lik olacak sekilde termostatli klimalarla
saglanmistir. Deneme ortaminin oksijen degeri (6,9 mg/L), pH degeri ise 7,9-8,3 araliginda
Olclilmiistiir. Cesitli fiziksel yoOntemler, analitik, spektrometrik analizler ve ayrica
biyokimyasal Ol¢iimlerle aragtirmanin datalar1 elde edilmistir. Cu ve CuO NP’lere maruz
birakilan A. salina’da toksikolojik ¢aligmanin saglikli yiiriitiilebilmesi i¢in, tiim gruplardaki

olii bireyler deneme siiresince her giin uygun sayilarak, kayit edilmistir.
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Sekil 2.4. Cu ve CuO NP’lere maruz birakilan A. salina biyodeney diizenegi (orijinal)

2.2.4.Faz Kontrast Mikroskobik Analizi

NP uygulamasinin zaman ve konsantrasyona bagli olarak, organizmalar {izerinde
deformasyon, NP birikimi gibi sonuglarini gérebilmek icin faz kontrast mikroskobu (Olympus
Marka, BX53+SC50 Model) ile goriintiiler alinmistir.

2.2.5. Zooplankton Sayim

Zooplankton grubunda olan A. salina’nin yumurtasindan (kulugkadan) yavru ¢ikma
oran1 degiskenlik gosterir; bu nedenle deney oncesi kulugkadan ¢ikan A. Salina nin yavrulari
sayisinin hassas bir bi¢imde 6zenli sayilmas1 gerekir. Bu nedenle zooplanktonlarda seyreltme
metodu ile tiim gruplardaki toplam birey sayis1 yaklasik olarak bulunmustur. Sayma stratejisi
Sekil 2.5.’te belirtilen prosediire gore gergeklestirilmistir. Ozetle, kuluckadan c¢ikmis
zooplankton igeren 100 mL’lik bir ¢dzelti temiz bir cam behere konulmustur. Siirekli
karigtirmayla bu stogun 1,0 mL’si 100 mL’ye aktarilmis ve su ile 100 mL’ye seyreltilmistir.
Daha sonra bu seyreltik ¢ozeltiden 0,1 mL pipet ile ortamdan 6rnek alinmis ve 151k altinda

sayillmigtir (Sekil 2.5.). Zooplanktonlarin sayist bu hacimde gorsel olarak belirlenmistir.
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Deneme dizayninda belirtilen A. salina sayisi saglandiktan sonra organizmalar, Tablo 2.1.’de

gosterilen konsantrasyon oranlarina tabi tutulmustur.

Zooplanktﬂn\ , ) , )

S¢) =0.1 mL'deki
100 ml 100 ml (
Beher ) Beher zooplankton
1 ml Pipet
Su (S) Su

(1:100 Seyreltme orani)
(S1) = (S¢) x 1.000

Sekil 2.5. Zooplanktonlarin sayilmasi

(Zooplankton stogunun sayimi igin ardisik seyreltilmesi [S; = Larvalarinin baslangic stogundaki sayisi; S¢ =
Larvalarmmin son sayim ¢ozeltisindeki (0.1 mL) sayist. Larvalarimin toplam sayist; S; = S¢x 1,000])

2.2.6. Nanopartikiillerin LCsy Degerlerinin Belirlenmesi

Aragtirmada kullanilan Cu ve CuO NP’lerin LCsy degerlerinin belirlenmesi icin
NP’lere maruz birakilan organizma ortamindan; baslangi¢ (0. saat), 24., 48. ve 72. saat zaman
dilimlerinde 1,0 mL’si 10 mL’ye aktarilmig ve deniz suyu ile 10 mL’ye seyreltilmistir. Daha
sonra, bu seyreltik ¢ozeltiden 0,1 mL karigtiritlirken alinmis ve 1s1ik altinda organizmalarin
sayis1 bu hacimde gorsel olarak belirlenmistir. Her bir tekerriir i¢in ii¢ paralel olacak sekilde
sayim yapilmis ve sayilarin ortalamasi alinmistir. Bu islem her bir NP i¢in yapilmis, 72 saatlik
deney sonucunda oldiiriicii konsantrasyonu bulmak amaciyla her konsantrasyon i¢in 6len
bireylerin sayilar1 ve Oliim yiizdeleri saptanarak bilgisayar programi yardimiyla probit

degerlere doniistliriilmiistiir.

2.2.7. Kimyasal Analizler

Artemia salina’da olast NP birikim ve eliminasyonun belirlenmesi i¢in deney siiresinin
belirli zaman dilimlerinde ve deneyin sonunda [24. saat; 48. saat; 72. saat ve eliminasyon
(ilave 24 saat)] organizmadan numuneler alinarak kimyasal analizler yapilmistir.
Organizmalarda NP’lere bagli olarak birikim ve eliminasyon oranin belirlenmesi i¢in I[CP-MS

cihazinda (Varian Marka, 820-MS Model) analizi yapilmistir.
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Bu kapsamda A. salina’da birikim ve eliminasyon oranlarini saptamak igin, 6rnekleme
saatlerinde tiim gruplardan alinan numuneler, bir vakum pompasina uygun sekilde bagli olan
filtre sisteminden (0,47 mm gozenekli Whatman filtre kagidindan) gegirildi. Siizme kagidi
tizerindeki ornekler, icinde saf su olan piset yardimiyla birkag kez yikandiktan sonra plastik
bir spatula ile filtre kagidi iizerinden alindi ve hassas terazide tartildilar. Burada her bir
tekerriir i¢cin alman ornek miktarinin 100-150 mg olmasmna dikkat edildi. Grup ve saat
bilgilerinin iizerinde yazili oldugu ependorf tiiplere konulan 6rnekler, kimyasal analiz siiresine
kadar 4 'C muhafaza edildi. Digest (¢ozdiirme) isleminde ise tliplerdeki numulerin iizerine
otomatik pipet yardimi 0,5 mL saf nitrik asit (HNOs) ekleyip, tiip ceperinde Ornek
kalmamasima dikkat edildi. Ependorf tiiplerde ¢6ziinen ornekler yiiksek sicakliga dayanikli
teflon tiiplere aktarildi (Sekil 2.6.a). Cozdiirme islemi c¢eker ocak altinda yapilmalidir. Son
olarak teflon tiiplerdeki asit miktar1 2 mL’ye tamamlanmis ve tiiplerin agizlar1 dikkatlice
kapatildiktan sonra 6rnekler mikro dalga firinda uygun protokol ile yakma islemi yapilmigtir
(Sekil 2.6.b). Coziindiirme isleminden sonra ornekler sogutmaya birakilip, ¢ceker ocak altinda
15 mL'lik falkon tiiplere aktarilmistir. Teflon tiipler ultra saf su ile yikanarak 15 mL’ye
tamamlanmigstir. Bu seyreltmeler sonuncunda ortamdaki nitrik asit orant %5'e ayarlanmistir.
Elde edilen 6rneklerden ependorf tiiplere 2 mL aktarilmistir. Her iki NP ornekleri i¢in ayni
prosediir izlenmistir. Ayrica tiim Oorneklerin tamamen ¢ozlinmesi gorsel olarak da kontrol
edilmistir. Orneklerdeki metal birikim degerleri ICP-MS cihazi ile tespit edilmistir.

Organizmalardaki birikim ve eliminasyon metal analizleri igin Spiny Dogfish (Squalus
acanthias) kast (DORM-2) ile American lobster (Humarus americanus) hepatopankreasi
(TORT-2), ICP-MS kalibrasyonunda sertifikali referans materyali olarak kullanilmistir.
Referans materyal olarak kullanillan DORM-2 ve TORT-2 malzemeleri Kanada Ulusal
Arastirma Birimi’nden temin edilmistir. Sertifikali degerler icin Olgiilen ilgili metalleri
genellikle degerler %90-115 arasinda bulunmustur. Ayrica ICP-MS analizinde kullanilan stok
metal standart ¢ozeltileri ise (100 pg/mL) SCP Science (Champlain, NY, ABD) firmasindan
temin edidlmistir. ICP-MS ol¢limleri i¢in kalibrasyon standartlar1 0-100 pg/L araliginda
olacak sekilde %5’lik HNO; icindeki her bir metal standart ¢ozeltisinden hazirlanmistir.
Hazirlanan o6rneklerin, metal iceriginin belirlenmesi i¢in, ICP-MS kullanilarak analizler
yapilmistir. Elde edilen sonuglarda, kullanilan asidin seyreltme orami ile kullanilan yas
organizma agirlik oranlar1 dikkate alinarak toplam metal icerigin hesaplanmasi, kuru agirlik

(ng/g) olarak ifade edilmistir.

17



Sekil 2.6. a) Ceker ocak altinda drneklerin asit icinde ¢dzdiiriilmesi, b) Mikrodalga firininda yakma islemlerin
yapilmasi

2.2.8. Metal iyon Analizleri

Metal ve metal oksit NP’lerin bulundugu ortama iyon salinimlar: toksisite acisindan
onem arz etmektedir. Metal bazli NP’lerin toksisite oranlarini genelde ortama verdigi iyon
miktart belirler. Toksik olmayan bazi NP’ler ortama verdigi iyon miktarindan dolay1
organizma i¢in zararli olur ve organizmanin 6liim oranindaki artis ortamda bulunan iyon
salinimlarindan kaynaklanmaktadir. Ayrica tiim nano malzemelerin akuatik ortamda
coziinmeleri farklilik gostermektedir. Arastirmada kullanilan Cu ve CuO NP’lerin ortamda
¢oziinmelerini ve iyon (Cu’) miktarlarini belirlemek igin deney ortamindan (NP’lere maruz
birakilan organizmalarin bulundugu ortamdan) su O6rnegi alinarak ICP-MS cihazi ile iyon
analizi yapilmistir. Alman su Ornegi (2 mL) herhangi bir partikiil veya organizmanin
olmamasi i¢in 0,45 um goézenekli MILLEX-HP filtreden gecirilmistir. Daha sonra alinan
ornek 2 ml’lik ependorf tiip i¢inde 30 dakika 12K rpm’de mikrosantrifiijde santrifiij
edilmistir. Supernatant ortamindan 0,1 mL alinip 1 mL’ye tamamlanmis (ortamin tuzluluk

ortamin1 azaltmak i¢in) ve ICP-MS cihazi ile metal analizleri yapilmistir.
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2.2.9.1. Biyokimyasal Analizler

Artemia salina organizmalardaki oksidatif stresin belirlenmesi i¢in glutatyon (GSH)

ve Tiyobarbiitirik asit reaktif maddeler (TBARS) analiz yontemleri kullanilmistir.

2.2.9.1. Glutatyon Analizi

Glutatyon (GSH), kendisi oksidize olmus eski halinden geriye dondiiren enzim olan
GSH rediiktaz yapisal olarak aktif oldugundan ve oksidatif stresle uyarilabilir oldugundan
hemen hemen sadece indirgenmis bicimiyle bulunur. Hiicrelerdeki indirgenmis GSH’in
oksidize GSH’a orant bilimsel olarak hiicresel toksisitenin bir Ol¢iisii gibi kullanilir
(Oberdoster, 2004). Toplam GSH miktari, 5-5'-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik asit) (DTNB),
Nikotinamid adenin dintikleotit fosfat (NADPH) ve GR varliginda enzimatik dongii prosediirii
ile 6l¢iilmektedir. GSH analizinde ilk olarak buffer hazirlanir. Bufferda; 100 mM potasyum
fosfat [KH,PO4], 5 mM potasyum EDTA ve 2,0 M potasyum hidroksit (KOH) ile pH 7,5’¢
ayarlanir. Daha sonra ayr1 kaplarda 2U/ml GSH reduktaz 10 mM DTNB ve 3,63mM NADPH
-2ml buffer i¢erisinde hazirlanir.

Deneyin uygulanisi; GSH analizi mikroplaka okuyucuda (Thermo Scientific Marka,
Multiskan FC Microplate Photometer Model) 412 nm dalga boyunda yapilmistir. Plakanin
tiim kuyucuklarina ilk olarak 20 pl DNTB konulmus, sonra ilk kuyucuklara 40’ar pl kor 6rnek
ve standartlar (B,C,D,E,F 1-3) konulmustur. Geriye kalan 78 kuyucuga ise 26 zooplankton
orneginden (26x3) 40’ar pl eklenmistir. Daha sonra tiim kuyucuklarin {izerine 20 pl GSH
reduktaz ve 260 pl analiz bufferindan ilave edilmistir. Tiim kimyasallar dengelendikten sonra
8 kanalli (Brand Marka, Transferpette® 8, 20-200ul Model) multipipetle reaksiyonu baslatan
20 ul NADPH ilave edilmistir. Kinetik enzimin baslangic ve bitis asamalarim
gbzlemleyebilmek i¢in 10 dk boyunca her 10 sn’de bir okuma alinmistir. Analiz sonuglari
reaksiyonun durdugu noktadaki absorbanstan basgladigi noktadaki absorbansin ¢ikarilmasi ile
elde edilmistir. Aym1 O6rneklerden Bradford protein analizi (Bradford, 1976) de yapilarak

sonugclar protein igerisindeki GSH olarak verilmistir.
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2.2.9.2. Tiyobarbiitirik Asitle Tepkimeye Giren Maddelerin Analizi

Bu yonteminin prensibi, oksidatif stres belirteclerinden olan tiyobarbiitirik reaktif
maddeler (TBARS) testinde kullanilan kimyasallarin reaksiyona girerek kirmizi renkli
pigment olusturmasi esasina dayanmaktadir. Olusan kirmizi-pembemsi renkteki pigment
spektrofotometrede 532-535 nm’de 6l¢iilmektedir. Deney ayiraglart asagida verilmistir;

Ayirag 1; Fosfat buffer1 hazirlamak icin 7,8005 g sodyum dihidrojen ortofosfat 400 ml
saf su icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Uzerine bir ka¢ damla sodyum hidroksit ilave edilerek pH
7,5’e ayarlanmistir. pH 7,5 olduktan sonra iizeri 500 ml olacak kadar saf su ile
tamamlanmustir.

Ayirag 2: 5 gr Trikloroasetik asit (TCA) kat1 ¢ozeltisi lizeri 10 ml olacak kadar saf su
ilave edilerek ayr1 bir kaba alinmistir.

Aywrag 3: 0,09 gr NaOH tizeri 30 ml olacak kadar saf su ilave edilerek ayri bir behere
alinmustir.

Aywrag 4: 0,13 gr TBA {izerini 10 ml olacak kadar NaOH igersinde ¢ozdiiriilerek ayri
bir behere alinmistir.

Aywrag 5: 2,2 gr Butil hidroksi toluen (BHT) 10 ml ethanol igersinde ¢ozdiiriilerek ayri
bir behere alimmastir.

Deneyin Uygulanisi: TBARS analizi mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific Marka,
Multiskan FC Microplate Photometer Model) kullanilarak yapilmistir. Tiim ¢ozeltiler
hazirlandiktan sonra mikroplaka icerisinde ilk 6nce her bir kuyucuga 140 pl fosfat buffer
koyulmustur. Uzerine 50 pl TCA ilave edilmistir. Bunlarin iizerine her bir standart ve
ornekten 200 pl 3 tekrarli olmak tizere hiicrelere koyulmustur.

Daha sonra 75 pl TBA ilave edildikten sonra mikroplakanin iizeri kapatilarak 60 °C’de
1 saat etiivde inkiibe edilmistir. Sonra mikroplaka okuyucusunda 530 nm dalga boyunda
okunmustur. Sonuglar ayni dokulardan Bradford protein analizi de yapilarak

degerlendirilmistir. Analiz kalibrasyon standart grafigi Sekil 2.7.de verilmistir.
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Sekil 2.7. Analiz kalibrasyon standart grafigi

2.2.10. istatiksel Analiz

Biitiin deneyler bagimsiz olarak {iger kez yinelenmistir ve veriler standart sapmali
ortalamalar olarak kaydedilmistir. Gruplar arasindaki anlamli farkliliklart bulmak i¢in
Tukey’in ¢oklu karsilastirmalart ile degiskenlerin tek yonlii analizi (ANOVA SPSS/24.0
software) kullanilmistir. Gruplarin paralel mukayesesi i¢in Student’s t-—test kullanilmistir.
Biitiin veri analizlerinde p—degeri, 0,05 olarak alinmistir.

Ortalama parcacik ¢ap1 ve boyut dagilimi Imagel yazilim programi kullanilarak tespit
edilmistir.

Kristal olusumu difraksiyon deseninden belirlenmis ve kristalit boyutu Scherrer
formiilii ile hesaplanmuistir.

Denemelerde; Cu (60-80 nm), CuO (40 nm), boyutlarindaki NP’lerin ortama etkisini
bulmak amaciyla UV-Vis absorbans degerleri istatistiksel deney tasarim programlarindan olan
Design Expert v.10. kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Faz kontrast goriintiiler 6zel lam i¢indeki canli organizmalardan Micron Goriintiileme

yazilim programi ile (Micron Imaging software) elde edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Nanomalzemelerin Karakterizasyon Sonug¢lar:

Nano toksisite biyodeney calismamizda kullandigimiz Cu ve CuO NP’lerin
karakterizasyonu igin gerceklestirilmis olan TEM, DLS, Zeta Potansiyeli, XRD, SEM, FT-IR

ve UV-goriinlim spektroskopisi analiz sonuglar1 asagida degerlendirilmistir.

3.1.1. Transmisyon Elektron Mikroskobu Analiz Sonuclari

Cu ve CuO NP’lerden elde edilen TEM goriintiileri Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.°de
verilmistir. Her metal grubu ayr bir karakteristik 6zellik gdstermesine ragmen metal ve metal
oksit NP’lerinin koloidal (akuatik ortamda) yapida agregat (kiimelesme) yapmaya meyilli
oldugu goriilmiistiir. Ayrica metal ve metal oksit NP’lerin sekilsel yapisi incelendiginde
yuvarlak veya kiiresel bir yap1 sergiledikleri goriilmektedir. Tiim NP’lerde olmamakla birlikte

nanorod dedigimiz farkli ebatlarda ¢ubuksu yapilarinda oldugu goriilmektedir.



Sekil 3.1. Biyodeneyde kullanilan Cu (60-80 nm) NP’lerinin TEM goriintiileri

Sekil 3.2. Biyodeneyde kullanilan CuO (40 nm) NP’lerinin TEM goériintiileri
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3.1.2. Dinamik Isik Sacilimm Analiz Sonuclar

Cu ve CuO NP’ler i¢in elde edilmis DLS sonuglar1 Sekil 3.3. ve Sekil 3.4.’te, ortalama
parcacik boyut degerleri ise Tablo 3.1.’de verilmistir. DLS sonuglari incelendiginde her bir
NP’de gercek boyutlarimin 10-100 kat1 arasinda biliylime oldugu gortilmektedir. DLS
grafikleri incelendiginde metal bazli Cu ve CuO NP’ler homojen araliklarda dagilim

gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 3.1. Sulu ortamdakiCu ve CuONP’lerinboyut dagilimi, PdI ve ylizey yiikii degerleri

DLS Boyut PdI* Zeta Potansiyeli
Nanopartikiiller [Z-Average (d.nm)] (mV)
Cu-NP’leri (60-80 nm) 435,1 0,519 +7,2
CuO-NP’leri (40 nm) 404,1 0,418 +17,1

*: Polidispersite indisi: Agirlikca Ortalama Molekiil Agirligi’ nin, Sayica Ortalama Molekiil Agirligi’'na orant, o
malzemenin karisiminin polidispersitesi (saginimi) veya polidispersite indisi (sagunim indisi) olarak tanimlanir.

Statistics Graph (1 measurements)
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Sekil 3.3. Cu (60-80 nm) NP’lerinin dinamik 1s1k sa¢ilimi analiz sonuglari

24




Statistics Graph (1 measurements)

0 coo Coo S

20 ...............................................................................
g
0]
E
=
Q
>

10 .............................................................................

0 + t -+ t -+t = t 1+t

1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
\. Mean with +/-1 ~ [CuO-NP (40 nm)-2 \

Sekil 3.4. CuO (40 nm) NP’lerinin dinamik 151k sagilim1 analiz sonuglart

3.1.3. Zeta Potansiyeli Analiz Sonuc¢lar

Cu ve CuO NP’lerin zeta potansiyel analizi sonucunda elde edilen (+/-) yiizey yiikii ve
degerleri (mV) Tablo 3.1.’de, Zeta potansiyel grafikleri ise Sekil 3.5. ve Sekil 3.6.’da
verilmistir. Zeta potansiyel sonuglart incelendiginde NP’ler pozitif (+) ylizey yuki
gostermektedir.

Buna gore ¢alismada kullandigimiz metal ve metal oksit bazli NP’ler 7,2 ile 17,1 mV
ozellik gosterdikleri i¢in minimal diizeyde kararli olmakla birlikte, arastirmada kullandigimiz
her iki NP’de kiimelesme veya bir araya gelme egilimi birinci derecede 0Ozellik
sergilememislerdir. Bu kapsamda kullandigimiz bu her iki NP’lerin kiimelesme veya birlesme
ozellikleri minimal diizeyde olmus oldugu bu NP’lerin polidispersite indisi degerleri

genellikle 0,418 ile 0,519 arasinda olmustur.
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Sekil 3.5. Cu (60-80nm) NP’lerinin zeta potansiyeli analiz sonuglari
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Sekil 3.6. CuO (40nm) NP’lerinin zeta potansiyeli analiz sonuglari
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3.1.4. X-Isim Kirinim Analiz Sonuc¢lar

Cu ve CuO NP’lerin XRD analizleri yapilmis ve sonuglart Sekil 3.7. ve Sekil 3.8°de
verilmistir. Buna gore Bakir grubu NP’lerin XRD sonuglar incelendiginde; Cu ve CuO
NP’lerin 26’deki tepe pozisyonlar1 literatiirde rapor edilen degerlerle ve standart
spektrumlarla uyumludur. Kirmimin keskin tepe noktalari, 6rneklerin ytliksek kristalliligini
gosterir ve hesaplanan kristalit boyutlar {iretici verileri ile uyum ic¢indedir.

CuO NP’in (40 nm) X 1s1n1 spektrumu Sekil 3.8.’de gosterilmistir. Bu iki ana kirilim
doruk noktasi icerir (20) bunlar, 35,71 ve 38,92° degerli yiiksek yogunluklu ve 5 doruk
noktali bir seri olan 48,96, 58,56, 61,74, 66,44 ve 68,130 diisiik doruk noktasina sahip
olanlardir. Bu doruk noktalarinin konumlar1 ICDD (Uluslararas1 Kirinim Veri Merkezi) kart
no 801916 tarafindan raporlanan standart verilerle de uyumlu olarak belirlenmistir. Kirinim
spektrumunun keskin doruk noktalari, CuO numunesinin yiiksek kristallik derecesini gosterir.
Scherrer formiiliinii ve ana kirmim doruk noktalarina karsilik gelen verileri kullanarak
kristalitin ortalama boyutu 38,54 nm olarak hesaplanmistir. Cu NP'lerin (60-80 nm) XRD
deseni ig¢in (20) 36,5, 43,35 ve 50,520'de ana doruk noktalar1 ve 74,270 derece degerinde
diisiikk bir doruk noktasi kaydedilmistir (Sekil 3.7.). Standart kirinim kart dosyast no. 04-
0836'deki (JCPDS) doruk noklarina karsilik gelir. Kristallerin ortalama boyutu 69,21 nm olan
numunenin yiiksek kristalligi nedeniyle doruk noktalar1 keskindir. XRD sonuglar1t hem CuO
hem de Cu NP'leri i¢in nano boyutlu kristalleri ortaya ¢ikaran SEM gériintiileri tarafindan
desteklenmektedir, Sekil 3.9. ve Sekil 3.10. Bunlarin kristalleri CuO NP’lerde nano ¢igekler

olarak ve Cu NP'lerde ise top seklinde kiimeler olusturmustur.
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Sekil 3.7. Cu (60-80nm) NP’lerinin XRD sonuglar1
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Sekil 3.8. CuO (40nm) NP’lerinin XRD sonuglar1

3.1.5. Taramah Elektron Mikroskobu Analiz Sonuclari

Cu ve CuO NP’lerin morfolojisi SEM’de analiz edilmis ve sonuglar Sekil 3.9. ve Sekil
3.10.’daverilmistir. Buna gore bakir grubu SEM sonuglari incelendiginde; bakir grubu XRD
sonuclart SEM goriintiileri ile desteklenmistir ki bu da Cu ve CuO NP’leri i¢in nano boyuttaki
kristalleri ortaya koymaktadir. Onlarin kristalleri CuO i¢in nano ¢icekler seklinde ve Cu
NP’leri icin de toplar seklinde kiimeler olusturmuslardir.
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Sekil 3.9. Cu (60-80 nm) NP’lerinin SEM goriintiileri

Sekil 3. 10. CuO (40 nm) NP’lerinin SEM goriintiileri
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3.1.6. Fourier Doniisiim Kizilotesi Spektroskopisi Analiz Sonu¢lar:

Bakir grubu NP’lerin FT-IR analizleri yapilmis ve sonuglar1 Tablo 3.2. ve Sekil 3.11.
ve Sekil 3.12.de verilmistir. FT-IR sonuglar1 incelendiginde, Cu (60-80 nm) ve CuO (40 nm)
NP’lerin infrared spektrumlar1 adsorbe edilen su nedeniyle benzer bandlar gosterir ve tepe
noktalar1 az miktardadir ki bu da atmosferdeki karbondioksit ile ilgilidir; ayrica, ~650-400
cm™ arahigindaki bakir oksit igin belirgin ve keskin bant Cu-O bagina atanir ve ~700-400 cm™
araligindaki kiiciik ¢oklu tepe noktalar1 Cu NP’lerinin safligin1 gosterir. Her iki spektrum,
adsorbe su nedeniyle O-H grubuna verilen 3446,1, 1633,4 em’! ve 3450,9, 1636,3 cm ™ 'deki
benzer bantlar1 gostermektedir. 2359,4 ve 2333,4 cm™ i1e2362,3 ve 2323,8 cm™' 'deki diisiik
doruk noktalar1 atmosferdeki c¢ok diisiik miktardaki karbondioksit ile alakalidir ve her iki
kusagin ve karbondioksitin 1413,5 cm™ degerindeki diger doruk noktalar1 bikarbonattandir.
Cu-O bagma 6zgii bakir oksit icin 546,7 cm™ maksimuma sahip ve diger maksimumlari
583,3, 496,3 ve 451,2 cm™ olan ~650-400 cm™ araliginda ayri ve keskin bir kusak vardir.
Bakir NP’i i¢in 700-400 cm’! araliginda 636,3, 588.1, 546,7, 491,7 ve 418,4 cm’! cesitli
diistik doruk noktalarma sahip, literatiire gore Cu NP'den kaynaklanan bir kusak
kaydedilmistir, CuO i¢in kaydedilen keskin kusak ve Cu NP'ler i¢in ince yapiya sahip kusak
yiiksek saflik ve kristallik gdstermektedirler.

Tablo 3.2. Cu ve CuO NP’lerin spesifik dalga boyu ve FT-IR spektrumlarinin gegirgenlik degerleri

No CuO (40 nm) Cu (60-80 nm)
D*(cm™) G*(%) D*(cm™) G*(%)

1 344.1 75.8 3450.9 67.5
2 2359.4 98.4 3435.5 68.2
3 2333.4 97.8 2362.3 96.5
4 1633.4 93.1 2323.8 97.1
5 1413.5 97.5 1636.3 93.1
6 1338.3 96.1 1413.5 98.7
7 1225.5 95.4 1340.2 96.3
8 1150.3 98.3 1224.5 95.4
9 1092.4 99.4 946.0 97.4
10 635.4 90.7 673.3 90.7
11 583.3 84.1 588.1 84.2
12 546.7 78.9 546.7 78.9
13 493.6 91.5 491.7 91.1
14 451.2 93.6 419.4 96.1

*D: Dalga boyu (cm™1); *G: Gegirgenlik (%)
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3.2. UV-Vis Absorbans Degerlerini Deneysel Tasarim Sonuclari

Cu ve CuO NP’lerine ait UV-Vis absorbans degerlerini gosteren istatistiksel deneysel

tasarim sonuglar1 polinomal denklem yontemleri yapilarak incelenmistir. Bu kapsamda Tablo

3.3 ve 3.4’¢ gore yapilan deney tasarimi sonucunda elde edilen verilerle, en kiiclik kareler

yontemi ile regresyon islemi yapilmistir. Ug degisken ii¢ seviyeli bu tasarimim sonucunda elde

edilen polinomal denkleme gore, asagidaki (1,2) esitlik bize cevap yiizey grafiklerinin elde

edilmesini saglamistir.

yi= Bot T BiXi + X BiXi '+ ZPiXiX;

y=Bo+ B X1 +B2X2+B3X3+ B 1Xi%+ [322)(22 + [333)(32 + B 12X Xz + B 13X1 X5 +B 23X Xs.. ... (2)

Tablo 3.3. Absorbans 6l¢iilmesinde kullanilan bagimsiz degiskenlerin seviye ve araliklar.

.. Degisken Seviyeler
Degiskenler koc%l ; r1 4 7 0 1
NP’lerin konsantrasyonu(mg/L) X1 1 10 50
Etkilestirme siiresi (Saat) X2 24 36 48

Tablo 3.4. iki Bagimsiz Degiskenle BBD (Box Behnken Design) modeline gore olusturulan deney tasarimi.

X1: . .

Deney sayisi konsantrasyon . X2 Cu NP”leri CuO NP leri
Siire (saat) (60-80 nm) (40 nm)
(ppm)

1 48.00 0.169 0.168
2 10.00 24.00 0.424 0.117
3 10.00 48.00 0.171 0.166
4 50.00 48.00 0.138 0.343
5 1.00 48.00 0 0
6 10.00 48.00 0.174 0.166
7 10.00 72.00 0.206 0.085
8 50.00 72.00 0.111 0.147
9 10.00 48.00 0.175 0.165
10 1.00 24.00 0 0.047
11 50.00 24.00 0.25 0.383
12 10.00 48.00 0.17225 0.16625
13 1.00 72.00 0 0

Ikinci dereceden polinomal esitlik esas almarak absorbas degerlerinin farkinin

bulunmasinda; NP konsantrasyonu (ppm) ve etkilestirme siiresinin istatistiksel analizi

yapilmis ve uygulanan modelin %95 giiven aralig1 icerisindeki ANOVA analizi incelenmis ve

model ile deneysel bulgularin uyumuna bakilmaistir.
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Yapilan istatistik degerlendirmede secilen modelin uygunlugu her bir NP ismi
verilerek tablolar seklinde gosterilmistir. Buna gore quadratik model, bu denemelerin tamami
icin kullanilmis ve elde edilen verilerin Anova sonuglari tablolarda gosterilmistir.

Cu (60-80 nm) NP’leri i¢in verilen istatistiksel tablo sonug¢larina gére; uygun goriilen
Quadratik model igin Korelasyon katsayis1 (R*) degeri sirasiyla; Coklu R=%92,96,
R’=%86,42 ve ayarh R’=%76,71 olarak belirlenmistir. (Rz) degerinin %86,42 olarak
belirlenmesi, gozlenen degerlerle ongoriilen degerler arasinda bir uyumluluk oldugunu ve
uygulanan modelin giiven aralif1 igerisinde yer aldigim1 gostermektedir. Coklu R degerinin
%92,96 olmasi, regresyonun istatistiksel olarak 6nemli oldugunu ve toplam degiskenlerin
sadece % 7,04’lik bir kisminin bu modelle agiklanamayacagini belirtmektedir. Modelin
istatistiksel degerini belirlemek i¢cin ANOVA testi icerisindeki “Anlamlilik F” degerine
bakilmistir. Anlamlilik F degerinin 0,05’den kiigiik olmas1 (0,0061) ve model F degerinin
8,91 olarak elde edilmesi, %95 giliven araliginda modelin istatistiksel olarak degerli

oldugunun gostergesidir (Sekil 3.13.).

Matematiksel modellemede ise;
y= Bo + B 1X1 + B 2X2 +B 12X1X2 +B 11X12+B 22X22 .................................................. (3)

Abs. = 0.38+0.083 X1-0.063 X2-0.017 X12-0.36 X;2H0.084 Xo2. .1 e vveeoreeeieeeeeeeei, (),

olarak bulunmustur.

Yapilan degerlendirme sonucunda, Cu(60-80 nm) i¢in segilen parametrelerden
adsorbans konsantrasyonunun absorbans degerini arttiric1 yonde, siirenin ise azaltict yonde
etkiledigi sonucuna varilmistir. Katsayilarin mutlak degerlerine bakildiginda etkime sirasi

konsatrasyon ve siire seklindedir.
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Sekil 3.13. Cu NP’ler (60-80 nm) i¢in istatistiksel verilerin grafikleri

CuO (40 nm) NP’leri i¢in verilen istatistiksel tablo sonuglarina gore; CuO NP ig¢in
uygun goriilen quadratik model igin Korelasyon katsayisi (R?) degeri sirasiyla; Coklu
R=%98,31, R*=%96,64 ve ayarli R’=%94,25 olarak belirlenmistir. (R*) degerinin %96,64
olarak belirlenmesi, gozlenen degerlerle ongoriilen degerler arasinda yiiksek bir uyumluluk
oldugunu ve uygulanan modelin giiven araligi icerisinde yer aldigin1 gostermektedir. Coklu R
degerinin %98,31 olmasi, regresyonun istatistiksel olarak ©Onemli oldugunu ve toplam
degiskenlerin sadece %1,69’lik bir kisminin bu modelle agiklanamayacagini belirtmektedir.
Modelin istatistiksel degerini belirlemek icin ANOVA testi icerisindeki “Anlamlilik F”
degerine bakilmistir. Anlamlilik F degerinin 0,05’den kiigiik olmasi (<0,0001) ve model F
degerinin 40,31 olarak elde edilmesi, %95 giiven aralifinda modelin istatistiksel olarak
degerli oldugunun gostergesidir (Sekil 3.14.).

Matematiksel modellemede ise;

y=PB0+ B 1 X1+ P 2Xo+p 12X X, 11X12+B22X22 .................................................. 3)

Abs. = 0.15+0.11 X;+0.023 X+0.012 X12+0.0094 X;*+0.00607 Xa.........ooooooooorr 4,

olarak bulunmustur.
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Yapilan degerlendirme sonucunda, CuO (40 nm) i¢in secilen parametrelerden
adsorbans konsantrasyonunun ve siirenin absorbans degerini arttirict yonde etkiledigi
sonucuna varimigtir. Katsayillarin mutlak degerlerine bakildiginda etkime sirasi
konsantrasyon ve siire seklindedir.

une racior

039 | Warning! Factor involved in an interaction.
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Sekil 3.14. CuO NP’ler (40 nm) i¢in istatistiksel verilerin grafikleri

Tim istatistiksel veriler goz Oniine alindiginda; 24-30 saat arasi siirede maksimum
etkinin gozlendigi ve 25 ppm adsorbans konsantrasyonun daha etkin oldugu sonucuna
vartlmigtir. Tiim NP’lerde 24 saatin altindaki ve 36 saatin iistiindeki siirelerde adsorbans
degeri diismiistiir. Yine ayni sekilde adsorbans konsantrasyonunun az oldugu ve ¢ok yliksek
oldugu durumlarda da etki azalmistir. Tiim bu veriler ele alindiginda, NP tiiriine ve boyutuna

gore etkinin degistigi, degisimin anlamli oldugu sonucuna varilmaistir.
3.3. Toksisite Analiz Sonuclari

3.3.1. Faz Kontrast Mikroskobik Analiz Sonuclari

Herhangi bir uygulamaya tabi tutulmayan kontrol grubu ile Cu ve CuO NP’lerin

uygulanan A.salina’larin faz kontrast resimleri ayri1 ayri alinmistir. Biyodeneyde NP’lere
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maruz birakilan A. salina’in faz kontrast resimlerinde genellikle benzer goriintii elde
edilmistir. Bu nedenle sadece bir gruba ait (50 pg/mL, 72 saat) faz kontrast goriintiisii ve
kontrol grubun goriintiileri Sekil 3.15.’de verilmistir. Faz kontrast mikroskobik sonuglari
incelendiginde; A. salina organizmalarinin ortamda bulunan NP’leri aldiklar1 agikca

gorilmektedir.

‘

‘B

b)
Sekil 3.15. Kontrol grubu (a) ile Cu NP’e (b) (50 ug/mL, 72 saat) maruz birakilan A. salina

Herhangi bir uygulamaya tabi tutulmayan kontrol grubu ile CuO NP’lerine maruz
birakilan A. salina’in faz kontrast resimlerinde benzer goriintli elde edilmistir. Bu nedenle
sadece bir gruba ait (50 pg/mL, 72 saat) faz kontrast goriintiisii ve kontrol grubunun

goriintiileri Sekil 3.16.’da verilmistir.

a) b)

Sekil 3.16. Kontrol grubu (a) ile CuO NP’e (b) (50 pg/mL, 72 saat) maruz birakilan A. salina

36



3.3.2. Toksisite ve Yasama Oranlari Sonuclari

Cu ve CuO NP’lerinin A. salina bireylerindeki toksisite oranlarinin belirlenmesi i¢in
LCso degeri hesaplanmustir. Analizleri yapilan NP’lerin A. salina’da probit degeri ve tahmini
regrasyon egrileri ¢oklu ortam kullanilarak bilgisayar ortaminda hazirlanmistir. Her bir NP
icin hazirlanan konsantrasyon etki degerleri egrisini gosteren sekiller ile toksisite giiven
araligint ve LCsp degerini gosteren tablolar incelendiginde her bir NP’iin letal
konsantrasyonun farkli oldugu goriilmiistiir. A. salina bireyleri iizerine Cu (60-80 nm)
NP’lerin LCsg degeri 52,37 mg/L; CuO (40 nm) NP’lerin LCsy degeri 55,39 mg/L (Tablo 3.5.)
olarak bulunmustur. Sonuglar incelendiginde Cu ve CuO NP’lerinin farkli toksik etki
gosterdigi bununla birlikte Cu NP’lerinin CuO NP’lerinden daha toksik oldugu

gorilmektedir.

Tablo 3.5. Cu ve CuO NP’lerin ortalama 6ldiiriicii konsantrasyon (LCs,) degerleri

Nanopartikiil Konsantrasyon (mgL™") Min. (mgL ™" )* Maks.(mgL™")*
Cu (60-80 nm) 52.370 32.807 104.471
CuO (40 nm ) 55.393 32.584 121.777

* NP’lerin organizmalar tizerinde 72 saat toksisitesi ve % 95 giiven araligint gosteren degerler (min. ve maks.

degerler)

Cu ve CuO NP NP’lerine maruz birakilan A. salina’nin uygulama konsantrasyonlarina
gore yasama oranlar1 Sekil 3.17. ve Sekil 3.18.’de gosterilmistir. Cu NP’lerine maruz
birakilan A. salina bireylerinde, 72. saat yasama oranlari incelendiginde 10 ppm
konsantrasyonunda, % 43,47 oraninda bir azalis gorilmiis ve diger gruplarla
karsilastirildiginda, bu saat i¢in en yliksek azalis yiizdesi olarak tespit edilmistir (Sekil 3.17.).
Uygulama gruplar1 zamana bagl olarak incelediginde tiim gruplarda gecen siireye paralel
olarak yasama yiizdelerinde azalis egilimi goriilmiistiir. Eliminasyon siirecinde ise yasama
oranindaki en yiiksek azalis ylizdesi % 84,78 ile 50 ppm grubunda gozlenmistir.

CuO NP’lerine maruz birakilan A. salina bireylerinin 72. saat i¢in yasama oranlari
incelendiginde, 5 ppm konsantrasyonunda, % 46,20 oraninda bir azalis goriilmiis ve diger
gruplarla karsilastirildiginda en yiiksek azalis yilizdesi olarak tespit edilmistir (Sekil 3.18.).

Uygulama gruplarininin zamana bagl olarak degisimi, her grup ayr1 ayri incelediginde tiim
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gruplarda gegen siireye paralel olarak yasama yiizdelerinde azalis egilimi gorilmistiir. 72.
saatte, gruplar arasinda goriilen farkliliklar 6nemli olarak bulunmustur. Eliminasyon
stirecinde ise yasama oranindaki en yliksek azalis yiizdesi % 74,91 ile 10 ppm grubunda
gozlenmistir (Sekil 3.18.). Ayrica 1 ppm grubunda, yasama oraninda % 73,92 azalis, 5 ppm
ve 25 ppm gruplarinda ise % 70,29 olarak elde edilmistir.

40 -

M Baslangig M 24 Saat 48 Saat B 72 Saat M Eliminasyon

w w
o w
1

N
(0]

[any
wu

Yasama oranlari (%)
N
o
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o

Kontrol 0,2 PPM 1PPM 5 PPM 10 PPM 25 PPM 50 PPM
Uygulama Gruplan

Sekil 3.17. Cu (60-80 nm) NP’lerine maruz birakilan A. salina’nin yasama oranlari
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Yasama oranlari (%)

Kontrol 0,2 PPM 1 PPM 5 PPM 10 PPM 25 PPM 50 PPM

Uygulama Gruplan

Sekil 3.18. CuO (40 nm) NP’lerine maruz birakilan A. salina’nin yagsama oranlari

3.4. Kimyasal Analiz Sonug¢lari

Birincil tiiketici organizmalarin beslenme aligkanliklarindan dolayi, yasadiklar1 veya
bulunduklart ortamdaki her tiirli faydali veya zararli parcaciklarin suyu siizerek almalari
kacimilmazdir. Bu 06zellik beslenme aliskanliklarindan dolayr gelmekte ve bu tiir
zooplanktonik organizmalar biinyelerinde birikim olugmaktadir. Ancak her organizma
farklilik gostermekle birlikte 6zellikle NP’lerin birikim ve eliminasyon oranlart ayni degildir.
Bu kapsamda metal ve metal oksit NP’lere maruz birakilan zooplanktonik organizmalardaki
birikim ve eliminasyon oranlar1 ICP-MS ile analiz edilmis ve sonuglar Tablo 3.6. ve Tablo

3.7.°de verilmistir.

3.4.1. Artemia salina Bireylerinde Birikim ve Eliminasyon Degerleri

Deneyde, belirtilen prosediire uygun olarak her bir NP’e maruz birakilan deneme
gruplarindan belirtilen zaman dilimlerinde (24., 48. ve 72. saatler ve eliminasyon) alinan
orneklerde, ICP-MS cihazi ile ilgili metal analizleri yapilmistir. Analizler sonucunda A. salina
bireylerinde birikim ve eliminasyon degerleri her bir NP icin Tablo 3.6. ve Tablo 3.7.’de

verilmistir.
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Cu NP konsantrasyonlarinin A. salina bireyleri tizerinde birikim degerleri siire
acisindan incelendiginde, Kontrol grubu, 24., 48., 72. saat ve eliminasyon birikim degerlerinin
sirastyla 3,17+0,58, 2,75+0,29, 3,52+1,07, 2,5£1,14 oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.6.).
Kontrol grubunun zamana karsi ortalamalar1 arasindaki farklarin istatistiksel agidan 6nemli
olmadig1 bulunmustur (p>0,05).

0,2 ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48., 72. saat ve eliminasyon birikim
degerlerinin sirasiyla 7,42+2.35, 16,7+1,16, 15,8+0,98, 16,4+2,57 oldugu tespit edilmistir
(Tablo 3.6.). Bu konsantrasyonda 24. saat disindaki zamanlarda ortalamalar arasindaki
farklarin istatistiksel agidan anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05).

I ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48., 72. saat ve eliminasyon birikim degerlerinin
sirastyla 18,845,27, 55,5+1,78, 33,6+6,7, 48,8+5,59 oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.6.).
Eliminasyon ve 48. saatte birikim degerinin en yliksek oldugu ve istatistiksel agidan
ortalamalar arasindaki farkin 6nemli oldugu bulunmustur. Diger zaman dilimlerinde ise
birikim degerlerinin 72. saatte, 24. saatten daha fazla oldugu ve istatistiksel acidan farkin
onemli oldugu gorilmiistiir (p<0,05).

5 ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48., 72. saat ve eliminasyon, birikim degerlerinin
sirastyla 58,3+£10,0, 117£11, 194£33, 167£25,39 oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.6.).
Birikim degerinin eliminasyon ve 72. saatte en yiiksek oldugu bunu 48. saatin takip ettigi ve
en diisiik birikimin 24. saatte goriildigi belirlenmistir ve istatistiksel ag¢idan zaman
ortalamalar1 arasindaki farklarin 6nemli oldugu bulunmustur (p<0,05).

10 ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48., 72. saat ve eliminasyon, birikim
degerlerinin sirastyla 91,9+4,94, 155£14, 363154, 211£9,79 oldugu tespit edilmistir (Tablo
3.6.). Birikim degeri en yiiksek 72. saatte goriilmiis, bunu sirasiyla eliminasyon, 48. saat ve
24. Saat degerleri takip etmistir. Tiim gruplarda birikim degerleri arasindaki farkin
istatistiksel agidan anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05).

25 ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48., 72. saat ve eliminasyon, birikim degerleri
sirastyla 138422, 186+2,0, 268+8,0, 325£11,0 oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.6.).
Eliminasyon siirecinde birikim degerinin 24., 48. ve 72. saatteki birikim degerlerinden
yiiksek oldugu ve aradaki farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05).

50 ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48., 72. saat ve eliminasyon birikim degerlerinin
sirastyla 786+50,0, 898+48,0, 990+15,0, 670+£9,0 oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.6.).

Birikim degerinin 72. saatte en yiiksek oldugu, diger zamanlarmin birikim degeri yoniinden
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48. saat, 24. saat ve eliminasyon olarak degistigi goriilmiistiir. Zaman ortalamalar1 arasindaki
farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05).

Cu NP konsantrasyonlarmim A. salina bireyleri ilizerinde birikim degerleri artan
konsantrasyon agisindan incelendiginde;

24. saatteki kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarina ait birikim degerlerinin sirasiyla 3,17+0,58, 7,42+2,35, 18,8+5,27,
58,3+10,0, 91,94+4,94, 138422 ve 786+50,0 (ng/g) oldugu belirlenmistir. 24. saatte en yiiksek
birikimin 50 ppm grubunda oldugu belirlenmis ve fark istatistiksel agidan anlaml
bulunmustur (p<0,05).

48. saatteki kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarina ait birikim degerlerinin sirasiyla 2,7540,29, 16,7£1,16, 55,5+1,78,
117£11, 155414, 186£2,0, 898+48,0, (ng/g) oldugu belirlenmistir. 48. saatte en yiiksek
birikim 50 ppm grubunda oldugu belirlenmis ve fark istatistiksel agidan anlamli bulunmustur
(p<0,05).

72. saatteki kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarina ait birikim degerleri sirastyla 3,52+1,07, 15,8+0,98, 33,6+6,7, 194433,
363154, 268+8,0, 990+15,0 (ng/g) olarak belirlenmistir. 72. saatteen yiiksek birikim 50 ppm
grubunda oldugu belirlenmis, diger guruplarda konsantrasyon artisiyla orantili olarak birikim
orani artmistir ve fark istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05).

Eliminasyon saatinde, kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarina ait birikim degerleri sirasiyla 2,5+1,14, 16,4+2,57, 48,8£5,59,
167£25,39, 21149,79, 325+11,0, 670£9,0 (ug/g) olarak belirlenmistir. Eliminasyonda en
yiiksek birikimin 50 ppm grubunda oldugu belirlenmis, diger guruplarda konsantrasyon
artistyla orantili olarak birikim orani artmis ve fark istatistiksel acidan anlamli bulunmustur

(p<0,05).
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Tablo 3.6. A. salina bireylerinde Cu NP’lerin (60-80 nm) birikim ve eliminasyon degerleri (ng/g)

Gruplar 24 saat 48 saat 72 saat Eliminasyon
Kontrol 3,17+0,58"¢ 2,75+0,29"8 3,52+1,07°¢ 2,5+1,14"¢
0,2 ppm 7,42+2,355" 16,7+1,16"" 15,8+0,98"" 16,442,574
1 ppm 18,8+5,27 55,5+1,78"¢ 33,6+6,7°° 48,8+5,59"°
5 ppm 58,3+10,0° 117+11% 1944334 167+25,39"¢
10 pmm 91,9+4,94" 155+14%° 363+54"° 21149,79%¢
25 ppm 138+22P° 186+2,0° 268+8,0% 325+11,0%°
50 ppm 786+50,0° 898+48,0" 990+15,0™ 670+9,0"

A, B, C ve D: Ayt konsantrasyonlarda (ayni satirda) farkly biiyiik harflerle gosterilen zaman ortalamalart
arasindaki farklar énemlidir (p>0,05).

a-g: Aymi zamanda (ayni siitunda) farkl kiiciik harflerle gosterilen konsantrasyon ortalamalart arasindaki
farklar onemlidir (p>0,05).

CuO (40 nm) NP’lerine maruz birakilan A. salina bireylerinde Cu birikimi ve
eliminasyon sonuglari incelendiginde; her uygulama saatinde ve eliminasyonda konsantrasyon
artisina paralel olarak birikim ve eliminasyonun gergeklestigi belirlenmistir.

CuO NP konsantrasyonlarinin A. salina bireyleri {izerinde birkim degerleri siire
acisindan incelendiginde;

Kontrol grubunda, 24., 48., 72. saat ve eliminasyon birikim degerleri sirasiyla
2,26+0,60, 3,45+1,03, 3,30£1,19, 2,94+0,31 olarak tespit edilmistir (Tablo 3.7.). Kontrol
grubunun zamana karsi ortalamalar1 arasindaki farklarin istatistiksel acidan 6nemli olmadigi
bulunmustur (p>0,05).

0,2 ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48., 72. saat ve eliminasyon birikim
degerlerinin sirasiyla 4,20+1,18, 2,28+0,54, 2,90+0,12, 5,84+3,44 oldugu tespit edilmistir
(Tablo 3.7.). Bu konsantrasyonda 24. saat ve 72. saatte en yiiksek birikim goriilmiis ve bu
gruplar sirastyla 48.saat ve eliminasyon grubu takip etmistir. Zaman ortalamalar1 arasindaki
bu farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05).

1 ppm konsantrasyon grubu, 24., 48., 72. saat ve eliminasyon birikim degerleri
sirastyla 98,3+4,76, 69,143,0, 86,1112, 49,9+6,45 oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.7.). Bu

konsantrasyonda 24. saat ve 72. saatte en yiiksek birikim goriilmiis ve bu guruplar sirasiyla
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48. saat ve eliminasyon grubu takip etmistir. Zaman ortalamalar1 arasindaki bu farkin
istatistiksel agidan anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05).

5 ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48., 72. saat ve eliminasyon birikim degerlerinin
sirastyla 249432, 191+£30, 20626, 94,1+3,77 oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.7.). Bu
konsantrasyonda 24., 48. ve 72. saatte en yiiksek birikim goriilmiis, zaman ortalamalar
arasindaki bu farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05).

10 ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48., 72. saat ve eliminasyon birikim degerlerinin
sirastyla 455454, 381482, 356175, 237+42 oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.7.). Bu
konsantrasyonda 24., 48. ve 72. saatte en yliksek birikim goriilmiis, zaman ortalamalari
arasindaki bu farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05).

25 ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48., 72. saat ve eliminasyon birikim degerlerinin
sirasiyla 1127192, 676147, 612157, 280+ 24 oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.7.). Bu grupta
en yiiksek birikim degeri 24. saatte goriilmiis, farkin istatistiksel acidan anlamli oldugu
bulunmustur (p<0,05).

50 ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48., 72. saat ve eliminasyon birikim degerlerinin
sirastyla 1182+124, 999495, 861+136, 498+123 oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.7.). Bu
grupta en yiiksek birikim degeri 24. saatte goriilmiis, farkin istatistiksel acidan anlamli oldugu
bulunmustur (p<0,05).

CuO NP konsantrasyonlarmim A. salina bireyleri iizerinde birikim degerleri artan
konsatrasyon ag¢isindan incelendiginde;

24. saatteki kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarina ait birikim degerleri sirasiyla 2,26+0,60, 4,20£1,18, 98,3+4,76, 249432,
455+54, 1127492, 1182+124 (ng/g) oldugu belirlenmistir. 24. saatte en yiiksek birikimin 25
ppm ve 50 ppm gruplarinda oldugu goriilmiis ve farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu
bulunmustur (p<0,05).

48. saatteki kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarina ait birikim degerleri sirastyla 3,45+1,03, 2,28+0,54, 69,1£3,0, 19130,
381£82, 67647, 999495 (ug/g) olarak belirlenmistir. 48. saatte en yiiksek birikimin 50 ppm
grubunda oldugu goriilmiis ve farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu bulunmustur
(p<0,05).

72. saatteki kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarina ait birikim degerleri sirasiyla 3,30+1,19, 2,90+0,12, 86,1+£12, 206426,
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356175, 612457, 861136 (ug/g) olarak belirlenmistir. 72. saatte en yiiksek birikimin 50 ppm
grubunda oldugu goriilmiis ve farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu bulunmustur
(p<0,05).

Eliminasyon siirecinde, kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarina ait birikim degerleri sirasiyla 2,9440,31, 5,84+3,44, 49,9+6,45,
94,1£3,77, 237142, 28024, 498+123 (ug/g) olarak belirlenmistir. Eliminasyon saattinde en
yiiksek birikimin 50 ppm grubunda oldugu goriilmiis ve farkin istatistiksel agidan anlamli

oldugu bulunmustur (p<0,05).

Tablo 3.7. A. salina bireylerinde CuO NP’lerin (40 nm) birikim ve eliminasyon degerleri (ug/g).

Gruplar 24 saat 48 saat 72 saat Eliminasyon
Kontrol 2,26+0,60"" 3,45+1,03 3,30+1,19% 2,94+0,317°
0,2 ppm 4,20+1,18°5¢ 2,28+0,54%° 2,90+0,125¢ 5,843,448
1 ppm 98,3+4,76" 69,1+3,0° 86,1+12"¢ 49,9+6,45

5 ppm 249+324¢ 191+30% 20626 94,143,775
10 pmm 455+54"° 381+82"° 356+75%° 237+42"°

25 ppm 11274927 676+47" 612+57%° 280+24°°

50 ppm 1182+124 999+954% 861+£136™ 498+123

A, B ve C: Aym konsantrasyonlarda (aym satirda) farkly biiyiik harflerle gésterilen zaman ortalamalart
arasindaki farklar onemlidir (p<0,05).
a- i Aym zamanda (aym siitunda) farkl kiiciik harflerle gdsterilen konsantrasyon ortalamalar: arasindaki

farklar onemlidir (p<0,05).

3.4.2. Metal iyon Salinimi Analiz Sonugclar:

Biyodeneyde kullandigimiz A. salina oganizmalarinin bulunduklari ortamdan su
ornekleri aliarak Cu ve CuO NP’lerin her iki ortamdaki iyon salinimlari incelenmistir. Bu
kapsamda deniz suyunun (A. salina organizmalarin bulundugu ortam) bulundugu ortamlarda
NP’lerin ¢oziinmelerine bagli olarak ortama (medium) saldiklar1 metal iyon analizleri ICP-
MS ile yapilmis ve sonuglar ppb (ng/L) olarak Tablo 3.8. ve Tablo 3.9.’da verilmistir.

Cu NP konsantrasyonlarinin ortamdaki iyon salinimlari siire agisindan incelendiginde;

Kontrol grubunda, 24., 48. ve 72. saatte ortamdaki iyon degerleri sirasiyla 116+0,6,
133+0,6 ve 129+0,6 png/L olarak tespit edilmistir (Tablo 3.8.). Kontrol grubunun zamana kars1
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ortalamalar1 arasindaki farklarin istatistiksel agidan 6nemli oldugu bulunmustur (p<0,05).
Metal veya NP’lerin sivi1 igerisindeki iyon salinim oranlar1 zamana bagli olarak degisiklik
gostermesinin bu istatistiksel farkin olugsmasina neden oldugu diistiniilmiistiir.

0,2 ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48. ve 72. saatte ortamdaki iyon degerleri
sirastyla 55,3+0,6, 203+0,6 ve 263+0,6 pg/LL olarak bulunmustur. Bu gruptaki iyon
degisiminin gegen siire bakimindan anlamli oldugu goriilmiis ve en yiiksek iyon salinimi 72.
saatte goriilmiistiir (p<0,05).

Ortamdaki iyon salinim degerleri, 1 ppm konsantrasyon grubunda; 24., 48. ve 72.
saatte sirasiyla 221+0,6, 278+0,6 ve 254+0,6 pg/L olarak bulunmustur. Bu gruptaki iyon
degisiminin gecen siire bakimindan anlamli oldugu ve en yiiksek iyon salinimin 48. saatte
gerceklestigi goriilmiistiir (p<0,05).

5 ppm konsantrasyon grubunun, 24., 48. ve 72. saatte ortamdaki iyon salinim degerleri
sirastyla 1155+0,6, 1001£0,6 ve 1101+0,6 pg/L olarak bulunmustur. Bu gruptaki iyon
degisiminin gegen siire bakimindan anlamli ve en yiiksek iyon saliniminin 24. saatte
gorildiigli bulunmustur (p<0,05).

Ortamdaki iyon salimim degerleri, 10 ppm konsantrasyon grubunda; 24., 48. ve 72.
saatte sirasiyla 1139+0,6, 1138+0,6 ve 1045+0,6 pg/L olarak bulunmustur. Bu gruptaki iyon
degisimi en yiiksek 24. saatte goriilmiis ve bu farklilik istatistiksel olarak énemli bulunmustur
(p<0,05). 48. ve 72. saatlerde benzer iyon salinimi degisimi goriilmiistiir.

25 ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48. ve 72. saatte ortamdaki iyon degerleri
sirastyla 1294+0,3, 1670+£0,6 ve 1087+0,6 ng/L olarak bulunmustur. Bu gruptaki iyon
degisiminin en yiiksek 48. saatte oldugu ve bu degerin gecen siire bakimindan istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriilmistiir (p<0,05).

50 ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48. ve 72. saatte ortamdaki iyon degerleri
sirastyla 1532+0,6, 2564+0,6 ve 2385+0,6 ug/L olarak bulunmustur. Bu gruptaki iyon
degisiminin en yiiksek 48. saatte oldugu ve bu degerin gegen siire bakimindan istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Cu NP konsantrasyonlarmin ortama biraktiklari iyon degerleri artan konsantrasyon
acisindan incelendiginde;

24. saatteki kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarina ait ortamdaki iyon degerleri sirasiyla 116+0,6, 55,3+0,6, 22140,6,

1155£0,6, 1139£0,6, 1294+0,3 ve 1532+0,6 pg/L olarak bulunmustur. Bu saatteki iyon
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degisimi konsantrasyon oranindaki artis ile beraber artis gdstermis ve gruplar arasindaki
degisimin istatiksel agidan anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05).

48. saatteki kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarina ait ortamdaki iyon degerleri sirasiyla 133%0,6, 203+0,6, 278+0,6,
1001+0,6, 1138+0,6, 1670+0,3 ve 2564+0,6 ug/L olarak bulunmustur. Bu saatteki iyon
salinim1 konsantrasyondaki artisla artmis, gruplar arasindaki farkin istatistiksel agidan anlaml
oldugu ve bununla birlikte bu saatteki en yiiksek iyon saliniminin 50 ppm konsantrasyon
grubunda oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

72. saatteki kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarina ait ortamdaki iyon degerleri sirasiyla 12940,6, 263+0,6, 254+0,6,
1101£0,6, 1045+0,6, 1087+0,3 ve 2385+0,6 pg/L olarak bulunmustur. Bu saatteki iyon
salinimi1 konsantrasyondaki artigla artmis, gruplar arasindaki farkin istatistiksel agidan anlamli
oldugu ve bununla birlikte bu saatteki en yiiksek iyon saliniminin 50 ppm konsantrasyon
grubunda oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

CuO NP konsantrasyonlarinin  ortamdaki iyon salinimlari siire agisindan
incelendiginde;

Kontrol grubunda, 24., 48. ve 72. saatte ortamdaki iyon degerleri sirasiyla 20,940,6,
32,4+0,6 ve 43,7+0,6 ng/L olarak tespit edilmistir (Tablo 3.9.). Kontrol grubunun zamana
kars1 ortalamalar1 arasindaki farklarin istatistiksel agidan 6nemli oldugu ve en yiiksek iyon
salinim1 degerinin 72. Saatte gerceklestigi goriilmiistiir (p<0,05).

0,2 ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48. ve 72. saatte ortamdaki iyon degerleri
sirastyla 24,9+0,6, 28,7+0,6 ve 43,7£0,6 pg/L olarak bulunmustur. Bu grubunun zamana
kars1 ortalamalar1 arasindaki farklarin istatistiksel agidan 6nemli oldugu ve en yiiksek iyon
salinimi degerinin 72. saatte oldugu gorilmistiir (p<0,05).

I ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48. ve 72. saatte ortamdaki iyon salinimi
degerleri sirasiyla 31,9+0,6, 37,7+0,6 ve 52,4+0,6 ng/L olarak bulunmustur. Bu gruptaki iyon
salinimimin gegen siire bakimindan anlamli oldugu, bu farklarin istatistiksel acidan 6nemli
oldugu ve en yiiksek iyon salinim degeri 72. saatte goriilmiistiir (p<0,05).

5 ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48. ve 72. saatte ortamdaki iyon degerleri
sirastyla 40,0+0,6, 54,1+0,6 ve 55,9+0,6 png/L olarak bulunmustur. Bu gruptaki iyon salinim
degerlerinin gecen siire bakimindan anlamli oldugu goriilmiis ve en yiiksek iyon salinim

degerleri 48. ve 72. saatlerde benzer olarak bulunmustur (p<0,05).
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10 ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48. ve 72. saatte ortamdaki iyon degerleri
sirastyla 63,0+0,6, 69,5+0,6 ve 80,8+0,6 png/L olarak bulunmustur. Bu grubunun zamana karsi
ortalamalar1 arasindaki farkin istatistiksel acidan 6nemli oldugu ve en yiiksek iyon salinimi
degerinin 72. saatte oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

25 ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48. ve 72. saatte ortamdaki iyon degerleri
sirastyla 96,8+0,6, 106+0,6 ve 156+0,6 ng/L olarak bulunmustur. Bu grubunun zamana karsi
ortalamalar1 arasindaki farklarin istatistiksel agcidan dnemli oldugu ve en yiiksek iyon salinimi
degerinin 72. saatte oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

50 ppm konsantrasyon grubunda, 24., 48. ve 72. saatte ortamdaki iyon degerleri
sirastyla 119+0,6, 161+£0,6 ve 163+0,6 ug/L olarak bulunmustur. Bu grubunun zamana karsi
ortalamalar1 arasindaki farklarin istatistiksel agcidan 6nemli oldugu ve en yiiksek iyon salinimi
degerinin 72. saatte oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

CuO NP konsantrasyonlarinin ortama biraktiklar1 iyon degerleri artan konsantrasyon
acisindan incelendiginde;

24. saatteki kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarina ait ortamdaki iyon degerleri sirasiyla 20,9+0,6, 24,9+0,6, 31,9+0,6,
40,0+£0,6, 63,0£0,6, 96,8+0,3 ve 119+0,6 pg/L olarak bulunmustur. Bu saatteki iyon
salinimimin konsantrasyondaki artisla beraber artis gosterdigi ve gruplar arasindaki farkin
istatistiksel agidan anlamli oldugu bulunmustur. Bununla birlikte bu saatteki en yliksek iyon
saliniminin 50 ppm konsantrasyon grubunda oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

48. saatteki kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarina ait ortamdaki iyon degerleri sirasiyla 32,4+0,6, 28,7+£0,6, 37,710,6,
54,1£0,6, 69,5+£0,6, 106+0,3 ve 161+0,6 pg/L olarak bulunmustur. Bu saatteki iyon
salimmmiminmkonsantrasyondaki artigla beraber artis gosterdigi ve gruplar arasindaki farkin
istatistiksel acidan anlamli oldugu bulunmustur. Bununla birlikte bu saatteki en yiiksek iyon
saliniminin 50 ppm konsantrasyon grubunda oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

72. saatteki kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarina ait ortamdaki iyon degerleri sirasiyla 43,7+0,6, 43,7+0,6, 52,4+0,6,
55,9+0,6, 80,8+0,6, 156+0,3 ve 163+0,6ug/L. olarak bulunmustur. Bu saatteki iyon
salimiminin konsantrasyondaki artisla beraber artis gosterdigi ve gruplar arasindaki farkin
istatistiksel agidan anlamli oldugu bulunmustur. Bununla birlikte bu saatteki en yliksek iyon

saliiminin 50 ppm konsantrasyon grubunda oldugu goriilmiistiir (p<<0,05).
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Bakir (60-80 nm) ve CuO (40 nm) NP’lerinin ortama verdigi Cu iyon miktarlar
degerlendirildigi zaman; her uygulama saatinde genel olarak ortama salinan iyon miktarlar
konsantrasyon artigina paralel olarak bariz sekilde artmistir. Her grup icerisinde, uygulama
stiresiyle birlikte iyon saliniminin arttii belirlenmistir. Diisiik ve yliksek konsantrasyonlar
arasinda bliyiik salimim farklarinin oldugu tespit edilmistir. NP’ler arasindaki salinim
miktarlar karsilastirildigi zaman en yiliksek degerler genellikle 72. saatte elde edilmis, NP’ler
arasindaki en yiiksek degerler ise metal formu olan Cu (60-80nm) NP’den elde edilmistir.

Bakiroksit formunun uygulandigi gruplar ise en diisiik salinim miktar1 géstermistir.

Tablo 3.8. Cu (60-80 nm) NP’iliniin ortama verdigi Cu iyon miktart (ng/L)

Gruplar 24 saat 48 saat 72 saat

Kontrol 116+0,6™° 133+0,6° 129+0,6
0,2 ppm 55,3+0,6™ 203+0,6°° 263+0,6%
1 ppm 221+0,6™° 278+0,6%¢ 254+0,6°°
5 ppm 115540,6° 1001+0,6™¢ 1101+0,6™"
10 pmm 1139+0,6" 1138+0,6"° 1045+0,6"
25 ppm 1294+0,3"" 1670+0,6" 1087+0,6"°
50 ppm 1532+0,6"¢ 2564+0,6°¢ 2385+0,6"¢

A, B ve C: Adym konsantrasyonlarda (ayn: satirda) farkl biiyiik harflerle gosterilen zaman ortalamalart

arasindaki farklar onemlidir (p<0,05).

a-g: Aymi zamanda (aym siitunda) farklh kiiciik harflerle gosterilen konsantrasyon ortalamalar: arasindaki

farklar onemlidir (p<0,05).

Tablo 3.9. CuO (40 nm) NP’linilin ortama verdigi Cu iyon miktar: (ng/L)

Gruplar 24 saat 48 saat 72 saat

Kontrol 20,9+0,6™ 32,44+0,6™° 43,7+0,6°
0,2 ppm 24,9+40,6™° 28,7+0,6™ 43,7+0,6%°
1 ppm 31,9+0,6™° 37,7+0,6¢ 52,4+0,6"
5 ppm 40,0+0,6™ 54,1+0,6™ 55,9+0,6¢
10 pmm 63,0£0,6™° 69,5+0,6°¢ 80,8+0,6¢
25 ppm 96,8+0,6™ 106+0,6"" 156+0,6%°
50 ppm 119+0,6"¢ 161+0,6°¢ 163+0,6"

A, B ve C: Aym konsantrasyonlarda (ayni satirda) farkli biiyiik harflerle gosterilen zaman ortalamalart

arasindaki farklar énemlidir (p<0,05).
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a-9: Aym zamanda (aynmi siitunda) farkl kiiciik harflerle gosterilen konsantrasyon ortalamalar: arasindaki
farklar énemlidir (p<0,05).

3.5. Biyokimyasal Analiz Sonug¢lar:

Biyodeney calismasinda kullanilan zooplanktonik organizmalardaki oksidatif stresin
gostergesi olarak GSH ve TBARS biyomarkirlar: degerlendirilmis olup sonuglar1 asagida ayri
ayr1 olarak verilmistir (Tablo 3.10. ve Tablo 3.11.).

3.5.1. GSH Analizine Ait Sonuclar

Cu (60-80 nm) NP’lere maruz birakilan A. salina bireylerinde GSH seviyeleri Tablo
3.10°da verilmistir. Calismanin 24, 48. ve 72. saatlerinde Cu NP’lerin GSH seviyelerinde
kismi artiglara neden oldugu belirlenmistir. GSH degerleri artan konsantrasyon agisindan
incelendiginde;

24. saatte kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarindaki GSH degerleri sirasiyla; 2,06+0,16, 2,71+0,17, 3,21+£0,07, 2,58+0,09,
2,97+0,13, 3,48+0,21, 4,19+0,33 pumol/g protein olarak bulunmustur. Bu saatteki GSH
diizeyindeki degisimler tiim gruplarda farkli olarak (5 ppm ve 10 ppm gruplar1 benzer
degisimi gostermistir) bulunmus, en yiiksek GSH diizeyi 50 ppm grubunda goézlenmis ve
gruplar arasindaki bu farklilik istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Calismanin 48. saatinde, GSH diizeyleri, kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25
ppm ve 50 ppm konsantrasyonlarinda sirasiyla; 2,4140,17, 3,08+0,28, 3,49+0,08, 3,13+0,22,
2,69+0,25, 3,25+0,31, 3,34+0,11 pmol/g protein olarak bulunmustur. En yiiksek GSH
degisimi 1 ppm grubunda gozlenmis, bu farklilik istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(p<0,05). Bununla beraber 5 ppm ve 0,2 ppm konsantrasyonlarinda GSH diizeyindeki
degisiklikler benzer olarak bulunmustur.

72. saatte kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarindaki GSH degerleri sirasiyla; 3,17+0,25, 4,55+0,15, 3,59+0,26, 3,76%0,74,
2,7340,20, 3,79+0,21 ve 3,96%0,139 umol/g protein olarak bulunmustur. Bu saatte GSH
diizeyindeki en yiiksek degisim 0,2 ppm grubunda goriilmiis ve bu farklilik istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0,05). Bu grubu 25 ppm ve 50 ppm gruplarinda goriilen yiiksek GSH

degerleri takip etmistir.
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Eliminasyon saatinde GSH diizeyindeki degisiklik 3,26+0,30, 4,83+0,45, 3,20+0,45,
4,04+0,68, 3,01£0,31, 4,33+£0,66 ve 3,58+0,34 pumol/g protein olarak sirastyla kontrol, 0,2
ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm konsantrasyonlarinda goriilmiistiir.
Eliminasyon siirecinde 0,2 ppm ve 25 ppm gruplar1 benzer ve en yiiksek degisimin oldugu
gruplar olarak goriilmiis ve bu degerler istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Bakir NP’de GSH diizeyi silire agisindan her grup kendi igerisinde
degerlendirildiginde;

Kontrol grubunda; 24., 48., 72. saat ve eliminasyonda sirasiyla 2,06+0,16, 2,41+0,17,
3,17£0,25 ve 3,26+0,30 pumol/g protein olarak bulunmustur. Kontrol grubunda 24. saatteki
degisiklik istatistiksel olarak onemli gériilmemistir (p>0,05). Bununla beraber en yiiksek ve
anlamli degisim degerleri 72. saat ve eliminasyon siiresinde benzer olarak goriilmiistiir
(p<0,05).

0,2 ppm grubunda; 24., 48.,72. saat ve eliminasyonda sirasiyla 2,71£0,17, 3,08+0,28,
4,55+0,15, 4,8340,45 pumol/g protein olarak bulunmustur. Bu grupta GSH diizeyindeki en
yiiksek ve anlamli degisiklik 72. saat ve eliminasyonda benzer olarak goriilmiistiir (p<0,05).

1 ppm grubunda; GSH diizeyi 24., 48.,72. saat ve eliminasyonda sirasiyla 3,21+0,07,
3,49+0,08, 3,59+0,26, 3,20+0,45 pmol/g protein olarak bulunmustur. Bu grupta, GSH
diizeyinin siire agisindan benzer degisiklik gosterdigi, bu degerlerin istatistiksel olarak dnemli
olmadig1 bulunmustur (p>0,05).

GSH diizeyi 5 ppm grubunda; 24., 48.,72. saat ve eliminasyonda sirasiyla 2,58+0,09,
3,1340,22, 3,76+0,74 ve 4,04£0,68 pmol/g protein olarak bulunmustur. Bu grupta, GSH
diizeyindeki en onemli degisiklik eliminasyon siirecinde goriilmiistiir. 72. saatteki degisim
eliminasyon ve 48. saatteki GSH diizeyleri ile benzerlik gostermistir.

10 ppm grubunda; GSH diizeyi 24., 48.,72. saat ve eliminasyonda sirasiyla 2,97+0,13,
2,6940,25, 2,7340,20 ve 3,01+£0,31 umol/g protein olarak bulunmustur. Bu gruptaki GSH
diizeyindeki degisiklik siire agisindan benzer olarak bulunmus ve bu benzerligin istatistiksel
olarak onemli olmadig1 gortilmustiir (p>0,05).

GSH diizeyi 25 ppm grubunda; 24., 48.,72. saat ve eliminasyonda sirastyla 3,48+0,21,
3,2540,31, 3,79+0,21 ve 4,33£0,66 pumol/g protein olarak bulunmustur. Bu grupta, GSH
diizeyindeki en onemli degisiklik eliminasyon siirecinde goriilmiistiir. Bununla beraber 24. ve
48. saatlerdeki GSH diizeylerindeki degisimler benzerken, 72. saatteki GSH degeri, diger tiim

zamanlarla benzer degisim degeri gostermistir.
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Son olarak 50 ppm grubunun GSH diizeyi 24., 48., 72. saat ve eliminasyonda sirasiyla
4,19+0,33, 3,34+0,11, 3,96+0,139, ve 3,58+0,34 umol/g protein olarak bulunmustur. Bu
grupta en yiikksek GSH diizeyi 24.saatte goriilmiis ve 72 saatteki deger 24. saat ile benzer
bulunmustur. En diisik GSH degeri 48. saatte goriiliirken, eliminasyondaki degisim degeri

diger tlim zamanlarla istatistiksel yonden benzerlik gostermistir.

Tablo 3.10. Cu (60-80 nm) NP’lere maruz birakilan A. salina bireylerinde GSH seviyelerindeki degigiminin iki

yonlii varyans analizi ile degerlendirilmesi (umol/g protein, Two-way ANOVA / Tukey alt test)

Gruplar 24 saat 48 saat 72 saat Eliminasyon
Kontrol 2,06+0,16° 2,41+0,17%° 3,17+0,25%¢ 3,26+0,30™
0,2 mg/L 2,71+0,17 3,08+0,28"° 4,55+0,15™ 4,83+0,45™

1 mg/L 3,210,077 3,49+0,08™ 3,59+0,26"" 3,20:£0,45"¢
5 mg/L 2,58+0,09“ 3,13+0,22%° 3,760,747 | 4,04+0,68"
10 mg/L 2,97+0,13% 2,69+0,25"" 2,73+0,20™ 3,01+0,31
25 mg/L 3,48+0,21"° 3,25+0,31°® 3,79+0,21°%° 4,33+0,66*
50 mg/L 4,19+0,33 3,34+0,115%® 3,96+0,139"° 3,58+0,34"P"

A, B ve C: Ayni konsantrasyonlarda (aym satirda) farkli biiyiik harflerle gosterilen zaman ortalamalari
arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05)

a-e: Ayni zamanda (ayn1 siitunda) farkli kiiclik harflerle gosterilen konsantrasyon ortalamalar1 arasindaki farklar
o6nemlidir (p<0,05)

CuO (40 nm) NP’lere maruz birakilan A. salina bireylerinde GSH diizeyleri Tablo
3.11°de verilmistir. Calismanin 24, 48. ve 72. saatlerinde CuO NP’niin A. salina bireylerinde
GSH degerleri artan konsantrasyon agisindan incelendiginde;

24. saatte kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarindaki GSH degerleri sirastyla, 1,99+0,13, 2,95+0,14, 3,18+0,37, 2,85+0,20,
2,6710,16, 2,7610,11 ve 2,7340,18 pmol/g protein olarak bulunmustur. Bu saatteki GSH
diizeyindeki degisimler kontrol grubu hari¢ diger tiim gruplarda istatistiksel olarak benzer
bulunmustur. En diisiik degisim kontrol grubunda goriilmiistiir.

Calismanin 48. saatte GSH diizeyleri; kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25
ppm ve 50 ppm konsantrasyonlarinda sirastyla, 1,73+0,19, 2,52+0,05, 2,66+0,12, 2,52+0,13,
2,3840,31, 2,9240,14 ve 3,024+0,35 umol/g protein olarak bulunmustur. Bu saatteki GSH
diizeylerindeki degisim 24. saatteki gibi yani kontrol disindaki tiim gruplarda benzer olarak

bulunmus, kontrol en diisitk GSH diizeyini gostermistir.
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72. saatte kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarindaki GSH degerleri sirasiyla, 2,54+0,12, 2,38+0,06, 1,58+0,07, 1,39+0,06,
1,3440,09, 1,4840,04 ve 1,33£0,19 pumol/g protein olarak bulunmustur. Bu saatte GSH
diizeyindeki en yliksek degisim kontrol ve 0,2 ppm grubunda goriilmiistiir. En diistik degisim
10 ppm grubunda goriilmiistiir.

Eliminasyonda GSH degerleri, 2,18+0,06, 2,41+0,39, 2,06+0,36, 1,79+0,30,
1,60+0,10, 1,39+0,17 ve 1,59£0,15 pumol/g protein olarak sirasiyla kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5
ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm konsantrasyonlarinda goriilmiistiir. Eliminasyon siirecinde
en yiiksek GSH, 0,2 ppm grubunda goriilmiis ve kontrol,1 ppm ve 5 ppm gruplari sirasiyla bu
grubu takip etmistir. Bununla birlikte eliminasyondaki en diisiik GSH degeri 25 ppm
grubunda gorilmiistiir.

Bakiroksit NP’iinde GSH diizeyi, gegen siire acisindan her grup kendi igerisinde
degerlendirildiginde;

Kontrol grubunda 24., 48., 72. saat ve eliminasyonda sirastyla 1,99+0,13, 1,73+0,19,
2,5440,12 ve 2,1840,06 pmol/g protein olarak bulunmustur. Kontrol grubunda 72. saatteki
GSH degeri diger zaman ortalamalarima gore istatistiksel olarak o6nemli bulunmustur
(p<0,05).

0,2 ppm grubunda 24., 48.,72. saat ve eliminasyonda sirasiyla 2,5+0,14, 2,52+0,05,
2,38+0,06 ve 2,41+£0,39 umol/g protein olarak bulunmustur. Bu grupta GSH diizeyindeki en
yiiksek ve anlamli degisiklik 24. saatte goriilmiistiir (p<<0,05). Diger zamanlardaki degerler
benzer olarak bulunmustur.

1 ppm grubunda GSH diizeyi 24., 48.,72. saat ve eliminasyonda sirasiyla 3,18+0,37,
2,66+0,12, 1,5840,07 ve 2,06£036 pumol/g protein olarak bulunmustur. Bu grupta, GSH
diizeyinde en yliksek degisiklik 24. saatte (p<0,05) ve en diisik GSH degeri 72. saatte
gorilmiistiir.

GSH diizeyi 5 ppm grubunda 24., 48.,72. saat ve eliminasyonda sirastyla 2,85+0,20,
2,52+0,13, 1,39+0,06 ve 1,79£0,30 pmol/g protein olarak bulunmustur. Bu grupta, 24. ve 48.
saatlerdeki GSH diizeyleri, en yiiksek degerleri gostermistir (p<0,05).

10 ppm grubunda GSH diizeyi 24., 48.,72. saat ve eliminasyonda sirasiyla 2,67+0,16,
2,3840,31, 1,34+0,09 ve 1,60+0,10 pumol/g protein olarak bulunmustur. Bu gruptaki en
yiiksek GSH diizeyleri 24. ve 48. saatlerde bulunmustur (p<0,05).
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GSH diizeyi 25 ppm grubunda 24., 48., 72. saat ve eliminasyonda sirastyla 2,7610,11,

2,92+40,14, 1,4840,04 ve 1,39+ 0,17 pmol/g protein olarak bulunmustur.

50 ppm grubunun GSH diizeyi ise, 24., 48., 72. saat ve eliminasyonda sirasiyla
2,73+0,18, 3,0240,35, 1,33+£0,19 ve 1,59+0,15 pmol/g protein olarak bulunmustur.

Tablo 3.11. CuO (40 nm) NP’lere maruz birakilan A. salina bireylerinde GSH seviyelerindeki degisiminin iki
yonlii varyans analizi ile degerlendirilmesi (Lmol/g protein, Two-way ANOVA / Tukey alt test)

Gruplar 24 saat 48 saat 72 saat Eliminasyon
Kontrol 1,99+0,13% 1,73+0,19° 2,54+0,12" 2,18+0,06™
0,2 ppm 2,95+0,147 2,52+0,05" 2,38+0,06" 2,41+0,395°
1 ppm 3,18+0,37™ 2,66+0,125° 1,58+0,07"" 2,06+0,36°"
5 ppm 2,85+0,20 2,5240,13" 1,39+0,06° 1,79+0,30%%°
10 ppm 2,67+0,16™ 2,38+0,31" 1,34+0,09 1,60+£0,10°"
25 ppm 2,76+0,11% 2,92+0,14" 1,48+0,04°" 1,39+0,17°¢
50 ppm 2,73+0,18" 3,02+0,35" 1,33+0,19"° 1,59+0,15°"

A, B, C ve D:Aym konsantrasyonlarda (ayni satirda) farkli biiyiik harflerle gosterilen zaman ortalamalari
arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05)

a,b,c ve d: Ayni zamanda (ayn: siitunda) farkli kiiciik harflerle gosterilen konsantrasyon ortalamalari arasindaki
farklar 6nemlidir (p<0,05)

3.5.2. Tiyobarbiitirik Reaktif Maddeler Analiz Sonuclari

Bakir (60-80 nm) NP’line maruz birakilan A. salina bireylerinde TBARS bulgulari
Tablo 3.12.°de verilmistir. Calismada, A. salina’ya wuygulanan tim Cu NP
konsantrasyonlarinda ve uygulama siireleri ile eliminasyon déneminde TBARS seviyelerinde
bir artisin oldugu belirlenmistir. Calismadaki TBARS diizeyleri, 24., 48., 72. saatler ve
eliminasyon siiresince artan konsantrasyon ag¢isindan incelendiginde;

24. saatteki kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarindaki TBARS degerleri sirasiyla; 3,10+£0,26, 4,384+0,93, 4,16+0,76,
5,63%0,76, 4,36+0,85, 5,17+0,18, 4,94+0,15 nmol/mg protein olarak bulunmustur. Bu saatteki
TBARS diizeyindeki en yiiksek degisim 25 ppm grubunda olmustur. Bununla birlikte kontrol
disindaki diger tim gruplar bu grupla benzer degisimi gdostermis olup bu farklilik istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Calismanin 48. saatteki, TBARS diizeyleri kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm,
25 ppm ve 50 ppm konsantrasyonlarinda sirasiyla 3,42+0,41, 2,89+0,19, 4,01+0,37,
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5,25+1,18, 2,67+0,24, 4,66+0,94, 4,73+0,82 nmol/mg protein olarak bulunmustur. Bu saatteki
en diisitk TBARS degeri 10 ppm’de goriilmiistiir (p<0,05).

72. saatteki kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarindaki TBARS degerleri sirasiyla 3,11+£0,22, 3,43+0,10, 5,00+1,10,
3,97+0,19, 4,26+0,14, 3,19+0,07 ve 5,15+1,35 nmol/mg protein olarak bulunmustur. Bu
saatte TBARS diizeyindeki en yiiksek degisim 50 ppm grubunda goriilmiis ve sirastyla 1 ppm,
10 ppm ve 5 ppm konsantrasyonlarindaki farklilik 50 ppm grubuyla benzerlik gostermis ve bu
farklilik istatistiksel olarak Onemli bulunmustur (p<0,05). Diger gruplarda ise TBARS
diizeyleri diisiis gostermistir.

Eliminasyon saatinde TBARS diizeyindeki degisiklik 2,26+0,34, 4,26+1,09,
3,36+0,24, 5,16+0,70, 4,88+0,49, 3,76+0,06 ve 4,62+0,61 nmol/mg protein olarak sirasiyla
kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm konsantrasyonlarinda
goriilmustlir. Eliminasyon siirecinde 5 ppm, 10 ppm ve 50 ppm gruplarinda benzer ve en
yiiksek degisim goriilmiis ve bu degisim istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05). En
diisiik TBARS diizeyi kontrol grubunda goriilmiis ve bu fark 6nemli bulunmamuistir.

Bakir NP uygulanan gruplarda TBARS diizeyi siire agisindan her grup kendi icerisinde
degerlendirildiginde;

Kontrol grubunda 24., 48., 72. saat ve eliminasyonda TBARS diizeyi sirasiyla,
3,10£0,26, 3,42+0,41, 3,11+0,22 ve 2,26+0,34 nmol/mg protein olarak bulunmustur. Kontrol
grubunda en diisiik deger eliminasyon siiresinde goriilmiis ve diger zaman ortalamalar
arasindaki farklar 6nemli bulunmamistir (p>0,05).

0,2 ppm grubunda 24., 48., 72. saat ve eliminasyonda TBARS diizeyi sirasiyla
4,38+0,93, 2,89+0,19, 3,43+0,10 ve 4,26+1,09 nmol/mg protein olarak bulunmustur. Bu
gruptaki en diisik TBARS degeri 48.saatte gézlenmis ve diger zaman ortalamalar1 arasindaki
farklar benzer ve yliksek olarak bulunmustur (p<0,05).

TBARS diizeyi 1 ppm grubunda 24., 48., 72. saat ve eliminasyonda sirasiyla
4,16+0,76, 4,01+0,37, 5,00£1,10 ve 3,36+0,24 nmol/mg protein olarak bulunmustur. Bu
grupta en yiiksek TBARS degeri 72. saatte gbzlenmis ve sirasiyla 24. saat ve 48. saatte benzer
olarak yiiksek TBARS diizeyleri bulunmustur.

5 ppm grubunda 24., 48., 72. saat ve eliminasyonda sirasiyla 5,63+0,76, 5,25+1,18,
3,9740,19 ve 5,16£0,70 nmol/mg protein olarak bulunmustur. Bu grupta, TBARS
diizeyindeki en yiiksek degisiklik 24. saatte goriilmiistiir ve bununla birlikte 48.saat ve
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eliminasyon siirecinde benzer yiiksek degerler bulunmustur. Bu farkliligin istatistiksel olarak
anlamli oldugu gorilmiistiir (p<0,05).

TBARS diizeyi 10 ppm grubunda 24., 48., 72. saat ve eliminasyonda sirasiyla
4,36+0,85, 2,67+0,24, 4,26+0,14 ve 4,88+0,49 nmol/mg protein olarak bulunmustur. Bu
grupta en ylksek TBARS degerleri 48.saat hari¢ diger tiim gruplarda benzer olarak
gorilmistiir ve bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

25 ppm grubunda 24., 48., 72. saat ve eliminasyonda TBARS diizeyi sirasiyla
5,17+0,18, 4,66+£0,94, 3,19+0,07 ve 3,76+0,06 nmol/mg protein olarak bulunmustur. Bu
grupta, en yiksek TBARS degeri 24. saatte goriilmistiir (p<0,05). 48. saatteki deger
eliminasyon ve 24. saat ile benzerlik gostermistir. En diisiik TBARS diizeyi ise 72 saatte
gOrilmiistiir.

Son olarak 50 ppm grubunda 24., 48., 72. saat ve eliminasyonda TBARS diizeyi
sirastyla 4,94+0,15, 4,7340,82, 5,15+1,35 ve 4,62+0,61 nmol/mg protein olarak bulunmustur.
Bu grupta zaman ortalamalar1 arasindaki farklar tim saatlerde benzer olarak bulunmus ve bu

benzerligin istatistiksel olarak anlamli olmadig goriilmiistiir (p>0,05).

Tablo 3.12. Cu (60-80 nm) NP’lere maruz birakilan A. salina bireylerinde TBARS seviyelerindeki degisiminin
iki yonlii varyans analizi ile degerlendirilmesi (nmol/mg protein, Two-way ANOVA / Tukey alt

test)
Gruplar 24 saat 48 saat 72 saat Eliminasyon
Kontrol 3,10£0,26" 3,420,417 3,110,227 2,26+0,34"
0,2 ppm 4,38+0,93" 2,89+0,19°" 3,43+0,10™° 4,26+1,097
1 ppm 4,16+0,76™™ 4,01£0,37™ 5,00+1,10™ 3,36+0,24"°
5 ppm 5,63+0,76™ 5,25+1,18"% 3,97+0,19% 5,16+0,70™
10 ppm 4,36+0,85™ 2,67+0,24"° 4,26+0,14™ 4,88+0,49
25 ppm 5,17+0,18™ 4,66+0,94" 3,19+0,07°° 3,76+0,06"°
50 ppm 4,94+0,15™ 4,73+0,82" 5,15+1,35™ 4,62+0,61™

A, B ve C: Ayni konsantrasyonlarda (ayni satirda) farkl: biiyiik harflerle gdsterilen zaman ortalamalar1 arasindaki

farklar dnemlidir (p<0,05)

a,b,c ve d: Ayn1 zamanda (aym: siitunda) farkli kii¢iik harflerle gosterilen konsantrasyon ortalamalar1 arasindaki

farklar 6nemlidir (p<0,05)

Bakiroksit (40 nm) NP’e maruz birakilan A. salina bireylerinde TBARS bulgular
Tablo 3.13.’de verilmistir. Calismada CuO NP maruziyetinin 24., 48., 72. saatler ve

eliminasyon siiresince artan konsantrasyonlarda TBARS diizeyleri su sekilde degismistir;
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24. saatte kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarinda TBARS degerleri sirasiyla 1,73+0,24, 2,95+0,22, 3,29+0,27, 3,80+0,24,
3,64+0,78, 5,11+0,56 ve 5,43+0,18 nmol/mg protein bulunmustur. Bu saatteki TBARS
diizeyindeki en yiiksek degisim sirasiyla 50 ppm ve 25 ppm gruplarinda istatistiksel olarak
benzer farklilik gostermis ve farklilik konsantrasyon ortalamalar1 yoniinden onemli olarak
bulunmustur (p<0,05).

Calismanin 48. Saatte TBARS diizeyleri kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25
ppm ve 50 ppm konsantrasyonlarinda sirasiyla 2,02+0,19, 2,27+0,12, 3,09+0,33, 5,45+0,89,
4,16+0,11, 4,77+1,07 ve 4,66+0,08 nmol/mg protein bulunmustur. Bu saatte konsantrasyon
ortalamalar1 arasinda 5 ppm, 25 ppm ve 50 ppm gruplarinda sirasiyla en yiiksek TBARS
degerleri goriilmiistiir, bu farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

72. saatte kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarindaki TBARS degerleri sirasiyla 1,80+0,27, 3,91+0,11, 4,37+0,41,
4,40+0,25, 4,71+£0,57, 4,7610,44 ve 5,41£1,20 nmol/mg protein bulunmustur. Bu saatte
TBARS diizeyindeki en yiiksek degisim 50 ppm grubunda goriilmiis (p<0,05), 10 ppm
konsantrasyonundaki degisim hem 50 ppm grubu ile hem de kontrol disindaki diger tim
gruplarla benzerlik gostermistir.

Eliminasyon saatinde TBARS diizeyindeki degisiklik 2,58+0,41, 2,90+0,25,
3,94+0,37, 3,34+0,44, 4,25%0,74, 5,10+0,27 ve 4,34+0,17 nmol/mg protein olarak sirasiyla
kontrol, 0,2 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm ve 50 ppm konsantrasyonlarinda
gorilmiistiir. Eliminasyon siirecinde en yiiksek TBARS degisim degeri 25 ppm grubunda
goriilmiis ve istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0,05). En diisiik TBARS diizeyi
kontrol grubunda goriilmiis ve bu fark 6nemli bulunmamistir (p>0,05).

Bakir oksit NP’iin TBARS diizeyinde yaptig1 degisimi, gecen siire agisindan her grup
kendi igerisinde degerlendirildiginde;

Kontrol grubunda 24., 48., 72. saat ve eliminasyonda TBARS diizeyi sirasiyla,
1,7340,24, 2,02+0,19, 1,80+0,27 ve 2,58+0,41 nmol/mg protein olarak bulunmustur. Kontrol
grubunda en yiiksek deger eliminasyon siiresinde goriilmiistiir.

0,2 ppm grubunda 24., 48.,72. saat ve eliminasyonda sirasiyla 2,95+0,22, 2,27+0,12,
3,91£0,11 ve 2,904+0,25 nmol/mg protein bulunmustur. Bu grupta en yiiksek TBARS degeri,
72. saatte gOzlenmis ve zaman ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur (p<0,05).
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TBARS diizeyi 1 ppm grubunda 24., 48., 72. saat ve eliminasyonda sirasiyla
3,2940,27, 3,09£0,33, 4,37£0,41 ve 3,94+0,37 nmol/mg protein bulunmustur. Bu grupta en
yiiksek TBARS degeri 72. saatte gbzlenmis ve eliminasyon siiresindeki degerde 72. saat ile
benzer yiiksek deger gostermistir.

5 ppm grubunda; 24., 48., 72. saat ve eliminasyonda sirasiyla 3,80+0,24, 5,4540,89,
4,40£0,25 ve 3,34+0,44 nmol/mg protein olarak bulunmustur. Bu grupta, TBARS
diizeyindeki en yiiksek degisiklik degeri 48.saatte goriilmiistiir ve bununla birlikte 72. saatteki
degisim 48. saat ile istatistiksel olarak benzerlik gostermis ve zaman ortalamalar1 arasindaki
fark 6nemli bulunmustur (p<0,05).

TBARS diizeyi 10 ppm grubunda; 24., 48., 72. saat ve eliminasyonda sirasiyla
3,6410,78, 4,16£0,11, 4,71+0,57 ve 4,25+0,74 nmol/mg protein olarak bulunmustur. Bu
grupta en yilksek TBARS degerleri 72. saatte goriilmiistiir ve eliminasyon siirecinde diger
onemli yiiksek deger bulunmustur.

25 ppm grubunda; 24., 48., 72. saat ve eliminasyonda sirasiyla 5,1140,56, 4,77+1,07,
4,76+£0,44 ve 5,10£0,27 nmol/mg protein TBARS diizeyi olarak bulunmustur. Bu grupta
TBARS diizeylerindeki degisim zaman ortalamalar1 yoniinden istatistiksel olarak benzerlik
gostermis ve bu fark dnemli bulunmamistir (p>0,05).

Son olarak TBARS diizeyi 50 ppm grubunda; 24., 48., 72. saat ve eliminasyonda
sirastyla 5,43+0,18, 4,66+0,08, 5,41+1,20 ve 4,34+0,17 nmol/mg protein olarak bulunmustur.
Bu grupta zaman ortalamalar1 arasindaki en diisiik degisim degeri eliminasyon siirecinde
goriilmustilir, diger saatlerdeki degisimler birbirinden farkli bulunmus fakat en yiiksek
degisimin gorildiigii 72. saatte, diger gruplarla ayn1 zamandaistatistiksel olarak benzerlik

gorilmistiir.
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Tablo 3.13. CuO (40 nm) NP’lere maruz birakilan A. salina bireylerinde TBARS seviyelerindeki degisiminin iki
yonlil varyans analizi ile degerlendirilmesi (nmol/mg protein, Two-way ANOVA / Tukey alt test)

Gruplar 24 saat 48 saat 72 saat Eliminasyon
Kontrol 1,73+0,24"¢ 2,02+0,19"P4 1,80+0,27°° 2,58+0,41%9
0,2 ppm 2,95+0,22" 2,27+0,12%¢ 3,91+0,11°° 2,90+0,25"

1 ppm 3,29+0,27°° 3,09+0,33" 4,37+0,41°° 3,94+0,37"
5 ppm 3,80+0,24"° 5,45+0,89 4,40+0,25™° 3,340,445
10 ppm 3,64+0,78"° 4,16+0,11%° 4,7140,57°%% | 4,25+0,74"P¢
25 ppm 5,11£0,56™ 4,77+1,07°% 4,76+0,44"° 5,10+0,27
50 ppm 5,43+0,18"™ 4,66+0,08% 5,41£1,20°P* | 4,34+0,17™°

A,B,C ve D: Aym konsantrasyonlarda (ayni satirda) farkli biiyiik harflerle gosterilen zaman ortalamalari
arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05)
a,b,c ve d: Ayni zamanda (aym siitunda) farkli kiigiik harflerle gosterilen konsantrasyon ortalamalar1 arasindaki
farklar dnemlidir (p<0,05)
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4. TARTISMA VE SONUC

En az bir boyutlu, farkli sekil ve biiyiikliikte olabilen nanomalzemeler, tek elementli
ya da c¢ok elementli yapida olabilir ve istenilen sekillerde olusturulabilirler. Bu
nanomalzemelerden olan NP’ler son derece kullanigh olmalarindan dolayr daha yogun olarak
tiretilmektedirler. Yogun olan bu iiretim, dogada bulunan organizmalarda dogrudan veya
dolayl1 yollarla muhtemel birikim anlamina gelmektedir. Ancak NP’lerin dogal ortama olan
etkileri heniiz ¢ok yeni olarak arastirilmaya baslanmis ve ilk bulgular durumun ¢ok ciddi
olabilecegi yoniinde giiclii sinyaller vermistir. Uretilen nanomalzemelerin insan saghgi ve
cevre lizerindeki potansiyel etkileriyle ilgili meseleler, yeni yeni ortaya c¢iktigindan,
nanoteknolojinin ¢evresel ve insan sagligi tizerindeki etkileri konusundaki bilgimiz heniiz ¢ok
yetersizdir (Arslan ve ark., 2011; Primera-Pedrozo ve ark., 2012). Gergeklestirilen pek ¢ok
calismada NP’lerin bazilarinin yiiksek toksik ozellikte oldugu anlasilmistir (Baun ve ark.,
2008; Adam ve ark., 2015; Aravantinou ve ark., 2015). Organizmalarin toksik maddelere
toleransi, biiyiik o6l¢iide degiskenlik gosterdiginden toksikolojik etkiler, farkliliklarin biiyiik
bir bolimiinii agiklar mahiyettedir. Dolayisiyla, ayni NP’lerin farkli organizmalar ve farkli
cevreler iizerindeki etkilerini es zamanli olarak belirlemek icin dogru toksikoloji modellerini
kullanmak gereklidir. Biyolojik sistemdeki tiim organizmalar, agiz yoluyla veya deriden
niifuz etme de dahil bir ¢cok farkli yoldan NP’lere maruz kalabilirler. NP’lerle ilgili ¢evresel
kaygi ise besin zincirinin en altindaki birincil iiretici ve tiiketici organizmalarin maruz
kalmasidir. Bu biyolojik sistemde besin zincirini olusturan en 6nemli organizmalar birincil
tiretici olan fitoplankton ve birincil tiiketici organizmalar ise zooplanktonlardir. Ates ve ark,
(2015a), CuO NP'leri ile yaptiklar1 caligmalarinda farkli viicut dokularinda partikiillerin
birikmesinden dolayi, A. salina'dan elde edilen sonuglar 1s1g8inda sucul sistemdeki baliklara
besin zincirinin aktarildigin1 bildirmislerdir. Insanlarin yiyeceklerinin énemli bir kismim
olusturan baliklarin, suyla taginan besinlerde veya beslenme yoluyla nano boyuttaki
parcaciklarla kirlenmis fitoplankton ve zooplankton tiirleriyle beslenmeleri ve her tiirlii NP’lin
birincil {iretici ve birincil tiiketici organizmalarda birikmesi endise verici bir durumdur.

Metal bazli NP’lerin her biri ayr1 bir karakteristik 6zellik gdstermesine ragmen
aragtirmada kullandigimiz metal ve metal oksit NP’lerinin koloidal yapida genellikle
kiimelesme yapmaya meyilli oldugu goriilmektedir. Ayrica bu NP’lerin morfolojik yapisi
incelendiginde biiyiik ¢ogunlugun yuvarlak veya kiiresel bir yap1 sergiledikleri gériilmektedir.



Tim NP’lerde olmamakla birlikte nanorod dedigimiz farkli ebatlarda ¢ubuksu
yapilarin da oldugu goriilmektedir. NP’lerin tanimlanmasi i¢in yaptigimiz karakterizasyon
analiz sonuglar1 daha once metal NP’ler ile yapilmis calismalar ile benzer sonuglar
gostermektedir.

Karakterizasyon analizleri verilerine gore, metal bazli NP’lerin koloidal sivi
icerisindeki boyutlarinda birkag kattan 100 kata kadar biiyiime oldugu goriilmektedir. Bu da
NP’lerin genel karakteristik 6zellikleri olup, sulu ortamda boyutlarinda biiylime oldugunu
gostermistir (Nel ve ark., 2009; Ates ve ark.,2013a). TEM’de elde edilen goriintiiler ayirt
edici oOzellikleri ortaya koymustur (Cuche ve ark., 2009). Parcaciklarin kiimelesmeleri veya
birlesmeleri i¢in metal bazli nanopartikiillerin polar sivilar igerisindeki davraniglarim
yiizeylerindeki elektrik yiikii ile degil, zeta potansiyel degerleri ile belirlenir (Choi ve ark.,
2011; Clogston ve Patri, 2011; Sapsford ve ark., 2011; Ates, 2018), ayn1 yiikteki pargaciklar
birbirlerini iter, farkl yiikteki pargaciklar ise ¢ceker. Bu ¢ekme ve itme kuvveti parcacigin zeta
potansiyel degerine baglidir (Baalousha ve Lead, 2007). Nanopartikiillerin en ¢ok karsilagilan
sikintilar1 kararliliklaridir, zeta potansiyelinin Olgiilmesi, kolloidal dispersiyonun saklama
stabilitesi hakkinda tahminde bulunmaya olanak vermektedir (Kavaz, 2011). Zeta potansiyel
sonuglar1 incelendiginde bakir NP’ler pozitif (+) ylizey yilikiini gostermektedir. Zeta
potansiyeli, i¢inde bir pargacigin dagildigr yigin sivisi ve NP ylizeyi ile alakali zit yiikli
iyonlar1 iceren sivi tabakasi arasindaki potansiyel farkin bir Ol¢iisiidiir (Sapsford ve ark.,
2011). Metal NP’lerin s1v1 ortamdaki kararlilik degerleri ve yiizey yiikii degerleri bakimindan
ise biyodeneyde kullandigimiz NP’ler Cu (60-80nm) +7,2 (mV) ve CuO (40 nm) ise +17,1
(mV) olarak bulunmustur. Bu sonuglar bu NP’lerin kararli olduklarim1 gostermektedir.
Bakiroksit NP'lin zeta potansiyeli ile ilgili yapilan bir ¢alismada, toksisite testlerinde,
kararliligin maksimize edildigi kosullar altinda gergeklestirilmesi ve hidrodinamik cap ile
CuO-NP'lerden serbest Cu™ salmmunin en aza indirilmesi gerektigi bildirilmistir, boylelikle
test organizmalarinin daha biiyiik agregatlar veya ¢6ziinmiis iyonlar yerine dncelikle NP'lere
maruz kalmasini saglamaya yardimci olacagi belirtilmistir (Son ve ark., 2015).

Bakir (60-80 nm) NP’lerin ve CuO (40 nm) NP’lerin FT-IR spektrumu ve adsorbe
edilmis sudan dolay1 benzer kusaklar gostermislerdir. Doruk noktalar1 atmosferdeki diisiik
miktardaki karbondioksit ile ilgili olarak degerlendirilmistir. ~650-400 cm™ araligindaki ayr
ve keskin bir kusak Cu-O bagindan dolayidir ve Cu NP’ler i¢in olan ~700-400 cm
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araligindaki cesitli diisiik doruk noktalarina sahip kusak bunlarin safligin1 géstermektedir. Cu-
O bagma 6zgii bakir oksit i¢in ~650-400 cm™ araliginda ayr ve keskin bir kusak degerleri
onceki caligmalarla desteklenmektedir (Ethiraj ve Kang, 2012; Srivastava ve ark., 2013; Umer
ve ark., 2014). CuO ve Cu NP'lerin 26'daki doruk noktalar1 daha 6nce ICDD tarafindan
raporlanan, standart spektrumun doruk noktalari ile uyusmaktadir. Literatiire gore Cu NP'den
kaynaklanan bir kusak kaydedilmistir, CuO i¢in kaydedilen keskin kusak ve Cu NP'ler i¢in
ince yapiya sahip kusak yiiksek saflik ve kristallik gosterirler (Soomro ve ark., 2014).
Kirinimim keskin doruk noktalari, numunelerin yiiksek kristalligini gostermektedir ve
hesaplanan kristalit boyutlar1 iireticinin verileri ile uyumlu olarak belirlenmistir. Bu doruk
noktalarinin konumlar1 daha 6nce raporlanan c¢aligmalarla benzerdir (Srivastava ve ark., 2013;
Abboud ve ark., 2014; Shaffiey ve ark., 2014) XRD sonuglarinin SEM goriintiileriyle uyumlu
olmasi beklenmektedir (Ethiraj ve Kang, 2012; Nithya ve ark., 2014). Calismamizda XRD
sonuclari, nano boyuttaki kristallerin hem CuO hem de Cu NP'ler i¢in nano ¢i¢ek ve toplar
olarak gosteren SEM goriintiileriyle uyumludur.

Deneyde kullanilan canli organizmalarin NP’ler ile olan etkilesimlerini gérmek igin
yapilan faz kontrast mikroskobik analizi sonucunda elde edilen gorsellere gore; zooplanktonik
olan A. salina organizmalarinin ortamda bulunan NP’leri aldiklart ve viicut igindeki
organlarin parcaciklarla dolu olduklar1 agik¢a goriilmektedir. Genellikle bu tiir organizmalar
stizerek beslendigi i¢in sulu ortamda bulunan mikro veya makro boyuttaki tiim pargaciklari
besin yoluyla viicuduna alirlar (Gophen ve Geller, 1984). Ancak viicuda alinan bu
parcaciklarin ne kadarimin NP oldugunun veya organizmada bu NP’lerin birikim yapip
yapmadiginin ise ICP-MS analizleri sonuglar1 ile belirlenebilir. Bu kapsamda birikim ve
eliminasyon oranlariin belirlenmesi i¢in ICP-MS ile yaptigimiz analiz sonuglar1 ile NP
konsantrasyonlarin artis1 ile aymi paralelligi gostermektedir. NP konsantrasyonu arttik¢a
birikim oraninda da artis oldugu goriilmektedir. Bakir (60-80 nm) NP’lerine maruz birakilan
A. salina bireylerinde Cu birikimi ve eliminasyon sonuglari incelendiginde; her uygulama
saatinde ve eliminasyonda konsantrasyon artigina paralel olarak birikim ve eliminasyonun
gerceklestigi belirlenmistir. Konsantrasyon orani arttikga birikim miktarlart katlanarak bir
artis gostermistir.

Son zamanlarda, nano yapili malzemeler ile ilgili muhtemel ¢evresel etkilerini agikliga

kavusturmak i¢in kapsamli arastirmalar yapilmaktadir. Yine de, bu cabalar kesin sonuglar
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saglamaktan ¢ok uzaktir. Farkli gruplarin bulgular1 énemli 6l¢iide farklilik gostermektedir.
Ornegin hem tatli hem de tuzlu suda yasayabilen (6rihalin) Sheepshead minnow (Cyprinodon
variegatus) baligi lizerinde yapilan bir aragtirmada, ayni NP’liin nanotoksisite etkileri
incelendiginde, diislik tuzlulukta daha ¢ok oldugu saptanmistir (Ates ve ark., 2014). Yukarida
da belirtildigi gibi, NP’lerin biyokimyasal ve toksikolojik etkilerini tam olarak anlamak
zordur. Ciinkii gozlenen etkiler nano boyuttaki malzemenin tiiriine, biiytikliigiine, fiziko-
kimyasal Ozelliklerine, cevreye ve organizma g¢esitliligine baghdir. Deneysel arastirma
calismamizda ise benzer sonuglar elde edildigi gibi farkli sonuglar da alinmistir. Cu NP’leri
(60-80 nm) CuO NP’lerinden (40 nm) daha fazla toksik olmustur. Baska arastirma gruplari
tarafindan yapilan c¢aligmalarda, balik karacigerinde Cu-NP'lerin nekrozu indiikledigi ve
solungaclarda sintisoidal bosluklari degistirdigi gosterilmistir (Griffitt ve ark., 2007; Al-
Bairuty ve ark., 2013). Su kaynakli maruziyetlerde ¢oziinmiis Cu i¢in hedef organlar oncelikli
olarak solunga¢ olup, karaciger Cu metabolizmasinda merkezi bir bolme olmaktadir (Grosell
ve ark, 1996, 1997; Shaw ve ark., 2012). Bununla birlikte, baliklarda Cu toksisitesi; alkalinite,
sertlik, ¢ozlinmiis organik madde ve pH gibi su kimyasindan etkilenir (Erickson ve ark.,
1996). Coziinmiis Cu baliklarin solungaglarina zarar verebilir (Figueiredo-Fernandes ve ark.,
2007). Bu durumda da solungag¢ islevinin kaybi, iyonik diizenlemeye ve gaz aligverisi
rahatsizliklarina neden olabilir (Wood ve McDonald, 1982; Laurén ve McDonald, 1985).
Bakirin i¢ organlara oksidatif stres yoluyla ve/veya solunga¢ yaralanmasi ile iliskili ikincil
hipoksiye bagl olarak baliklarda toksisiteye neden oldugu bilinmektedir (Hoyle ve ark., 2007;
Eyckmans ve ark., 2011; Shaw ve ark., 2012). Al-Bairuty ve ark., (2016) gokkusag: alabalig1
(Oncorhynchus mykiss) ile yaptiklar1 ¢alismalarinda su pH's1 disiiriildiigiinde Cu birikiminin
ve iliskili 6liimciil tepkilerin etkilendigini bulmuslardir. CuO NP'lerin alt seviyedeki bentik
organizmalardan sudaki besin zincirinin diger organizmalarina kadar toksisiteye neden oldugu
bildirilmistir (Madhav ve ark., 2017). Buffet ve ark., (2011), farkl iki deniz omurgasizi (S.
plana ve H. diversicolor) ile yaptiklari calismalarinda, CuO NP’niin bu canlilarda
biyokimyasal ve davranissal tepkilerinde hasara yol agtigini tespit etmislerdir. Shi ve ark,
(2011) ise sucul baska bir bitki olan Landoltia punctata iizerinde CuO NP’lerin etkisini Cu ile
kiyaslamislardir. 1 mg/L CuO NP varliginda bitkilerde klorofil seviyesinde énemli azalma
gorilmiistiir. CuO NP’ye maruz birakilan bitki yapragindaki Cu igeriginin, esdeger dozdaki
Cu’ya maruz birakilan bitki yapraklarindakine gore 4 kat daha fazla oldugu tespit edilmis,
toksik etki bu sekilde agiklanmustir.
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Metal bazli NP'lerin bulunduklar1 sivi ortaminda ¢oziinmesi, kendilerini eslestiren
iyonik tiirleri toksik 6zellik gdsterir. Bu nedenle, zamanla organizmalar {izerindeki potansiyel
etkileri daha iyi anlamak i¢in hem NP hem de ortama iyon salinimlart goz oniine alinmalidir.
Ciinkii metal veya metal oksit NP’lere bagl iyonik salinimlar1 sonucunda, ¢esitli biyolojik
siireclerde Onemli degisiklikler meydana getirir. Ozellikle yasayan hiicrelerde iyonik
mekanizma ve oksidatif stres izleyerek toksisiteye neden olur. Bakir (60-80 nm) ve CuO (40
nm) NP’lerinin ortama verdigi Cu iyon miktarlar1 degerlendirildigi zaman; her uygulama
saatinde genel olarak ortama salinan iyon miktarlar1 konsantrasyon artigina paralel olarak
bariz sekilde artmistir. Her grup igerisinde, uygulama siiresiyle birlikte iyon saliniminin arttig1
belirlenmistir. Diisiik ve yiiksek konsantrasyonlar arasinda biiyiik salinim farklarinin oldugu
tespit edilmistir. NP’ler arasindaki salinim miktarlar1 karsilastirildigi zaman en yiiksek
degerler genellikle 72. saatte elde edilmis, NP’ler arasindaki en yiiksek degerler ise metal
formu olan Cu (60-80 nm) NP’den elde edilmistir. Bakiroksit formunun uygulandig1 gruplar
ise en diislik salinim miktar1 gostermistir.

Oksidatif stres belirteglerinden GSH ve TBARS testleri kullanilarak toplam lipid
peroksidasyon Ol¢iimii tespiti seklinde incelenmistir. GSH, Okaryotik hiicrelerde bulunan
hiicre icindeki serbest radikalleri temizlemekle goérevli 6nemli bir antioksidandir. Oksidatif
stres halinde hiicre GSH sentezlemekte ve boylelikle hiicre icinde GSH seviyesi artmaktadir
(Eyckmans ve ark., 2011; Melegari ve ark., 2013). Calismanin 24, 48 ve 72. saatlerinde Cu
NP’lerin GSH seviyelerinde kismi artiglara neden oldugu belirlenmistir. Eliminasyon
stirecinde ise kontrol grubu ile istatistiksel olarak benzerlik gostermistir (p<0,05). Diger
yandan zaman ortalamalar1 genellikle istatistiksel olarak benzerlik gdsterirken, bazi gruplarda
ve baz1 zamanlarda (0,2 ppm ve 5 ppm) istatistiksel farklar vardir. Elde edilen verilere gore
GSH seviyelerinde artmalar ve azalmalar olmustur. GSH seviyesi ilimli oksidatif stres
kosullarinda artis gosterip radikalleri temizlemekte, yliksek oksidatif stres kosularinda ise
azalmaktadir. GSH miktarindaki azalmalar, serbest radikal olusumunun ve lipid
peroksidasyonunun uzun siireli artisina bagl olarak hiicresel antioksidan savunma sisteminin
asilmas1 ve antioksidan enzim aktivitelerinde azalmalarin goriilmesiyle agiklanabilir. Bunun
yaninda bazi bilim adamlar1 metal etkisinde GSH seviyelerindeki azalmalari, GSH sentez
mekanizmasinin bloklanmasina da baglamaktadirlar (Griffith, 1999). Bununla birlikte CuO
NP uygulamasinda GSH seviyelerinde, 24 ve 48. saatlerde kismi bir artig goriilmiis, fakat 72.

saat ve eliminasyon siirecinde tiim konsantrasyonlarda (0,2 ppm grubu haric) GSH
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seviyelerinde azalma goriilmistiir (p>0,05). Gruplarda goriilen bu artis ve azalis degerleri
1liml1 oksidatif stres ve yiiksek oksidatif stres durumlarinda organizmanin verdigi tepki olarak
aciklanmistir. Benzer olarak, baliklarda, yapilan bircok calismada agir metallerin GSH
diizeyinde artma ve azalmalara sebep oldugu bildirilmistir (Pena ve ark., 2000; Elia ve ark.,
2003; El-Demerdash, 2004; Lima ve ark., 2006; Ath ve Canli, 2007; Firat ve Kargin, 2010;
Lushchak, 2011; Kaya, 2012).

TBARS lipid peroksidasyonun gostergesidir. Artan TBARS seviyeleri; serbest oksijen
radikali seviyesinin yiikseldigini, bunun oksidatif strese yol acarak antioksidan enzimlerini
azalttigin1 bunun da lipid peroksidasyon olusumunu arttirarak membran yapisinit bozdugunu
gostermektedir (Fernandez ve ark., 1997; Suman ve ark., 2015). 72 saat siireyle farklh
konsantrasyonlarda (0,2; 1; 5; 10; 25 ve 50 ppm) ve eliminasyon siiresinde, Cu (60-80 nm)
NP’ne maruz birakilan A.salina da artan konsantrasyona oranlartyla TBARS degeri artmis ve
en yiiksek artis 5 ppm grubunun 24. saatinde gozlenmistir. Gruplar gecen siire agisindan (24.,
48., 72. saat ve eliminasyon) TBARS diizeylerinde artig-azalig-artig-azalis egilimi
gostermislerdir (5 ppm ve 10 ppm gruplar1 72. saatte de TBARS diizeyinde azalis egilimi
gostermislerdir). Bakiroksit (40 nm) NP’de artan konsantrasyon oranlariyla TBARS degeri
artmistir. En yiiksek artis 5 ppm grubunun 48. saatinde goriilmiistiir. Gruplar gecen zaman
karsisinda TBARS diizeylerinde 24. saatte artis, 48. saatte azalig (10 ppm ve 25 ppm gruplari
bu saatte de artis gostermistir) egilimi gostermislerdir. Artan TBARS seviyesi serbest oksijen
seviyesinin artig1 ile TBARS seviyesindeki azalis ise antioksidan savunmasi ile ilgili oldugu
diisiiniilmektedir. Bu yoniiyle TBARS seviyesindeki bu degisimler (Oberddrster, 2004; Smith
ve ark., 2007) calismalartyla benzerlik gostermektedir. Smith ve ark., (2007), karbon
nanotubiin alabalik {izerine toksisitesini arastirdiklar1 caligmalarinda, TBARS diizeyinin
ozellikle solungag, beyin ve karacigerde kontrol grubuna oranla énemli derecede azaldigini
oksidatif stres kosullarinda azalan TBARS degerlerinin, diger antioksidanlarin
indiiksiyonundan kaynaklanabilecegini, One siirmiislerdir. Benzer sekilde Oberdorster
(2004)’de Micropterus salmoide iizerine Cq (fulleren)’in toksisitesini arastirdigi ¢aligmada
solungag¢ ve karacigerde TBARS degerlerinin azaldigin1 ve bunun nedeninin bu organlarin
daha iyi antioksidan savunmasindan kaynaklandigin1 ve muhtemel antioksidan enzimlerinin
indiiklenmesinden dolay1 lipit peroksidasyonunun azalmasina yonelik bir egilim oldugunu

ileri siirmustiir.
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5. ONERILER

Nanotoksisite deneyinde kullandigimiz Cu ve CuO NP’leri, zooplankton tiirii izerinde
farkli toksik etkiler olusturmustur. Bu da metal NP’lerin bulunduklar1 ortamin etkisinden
kaynaklanmaktadir.

Biyolojik sistemdeki organizmalar, nano boyuttaki malzemeler basta olmak tizere, agir
metaller, toksinler ya da patojenlere maruz kalmaktadir ve ayrica zayif antioksidan savunma
sistemleri, asirt olumsuz cevresel uyaricilar ve giinlilk metabolik {irtinler gibi faktorler
organizmalarda oksidatif strese neden olurlar. Calismamizda ¢ok yonlii yapilan analizlerin
sonucunda Cu ve CuO NP’lerin organizmada birikim yapmakla birlikte, deney
organizmasinda toksik etkilerinin oldugu ve oksidatif stres olusturdugu da goriilmiistiir. Bu
etkilerin simdilik laboratuvar ortaminda yapilan ¢aligmalarda gozlenebiliyor olmasi, NP’lerin
cevre icin olusturabilecekleri tehdidi golgelememelidir. Dogadaki birikmenin boyutu arttikca
sonuglar daha net bir sekilde karsimizda belirecektir. Nano boyuttaki malzemeler, her gecen
giin artan yogun kullanim alanlar1 ile beraber, muhtemel yanlis kullanilmalar1 da goz oniine
alindiginda diinya genelinde cevre igin biiyiik tehditlerden birini olusturmaktadir. Besin
zinciri organizmalari tarafindan alinan NP’ler dokuda metal olarak birikim yaptiginda bir tist
tiikketici organizmalar i¢in tehlike olusturmaktadir. Bugiinlerde hizli bir sekilde tanimaya
basladigimiz, nano boyuttaki malzemeler konusunda, bir hataya diismemiz, gezegende
yasayan insan dahil tim canlilarin varligini kacinilmaz olarak geri doniisii olmayacak sekilde
etkileme potansiyeline sahiptir.

Sucul ekosistem iizerindeki nanotoksikolojik c¢alismalar gbéz Oniine alindiginda,
NP’lerin kullanimi, dogaya salinimi, ekosistemlere bulagsmalar1 konularinda daha kapsamli
aragtirmalar yapilmali, desarj ortami olan su kaynaklarindan NP’lerin uzaklastirilmalar
amaciyla aritim mekanizmalar1 gelistirilmeli ve NP’lerin dogaya olas1 salinimlari iizerinde bir

kontrol mekanizmasinin olugturulmasi gerekmektedir.
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