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OZET

ALFA VE GAMMA Fe,03 NANOPARTIKULLERE MARUZ BIRAKILAN Daphnia
magna’da NANOTOKSISITE VE OKSIDATIF STRES ETKILERININ
BELIRLENMESI

Bilal AYDIN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Temel Bilimler Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman : Dog. Dr. Selguk BERBER
Ikinci Danisman : Dog. Dr. Mehmet ATES
31/08/2018, 54

Nanopartikiil (NP) (<100 nm) igeren iiriinler; tibbi cihazlar, elektronik, enerji liretimi
ve depolanmasi, saglik bilimleri ve gida sektorleri gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir.
Ancak, NP’lerin ¢evre ve insan sagligina etkileri hakkinda literatiirdeki bilgi heniiz yeterli
diizeye ulasamamustir. Bununla birlikte nanomateryaller yari-iletken maddeler, metal
oksitlerler ve metaller olmak iizere olduk¢a genis bir yelpazede kullanilmaktadir. Bu
caligmada, tatlisu ortaminda yasayan birincil tiiketici zooplankton tiirlerinden Daphnia
magna, demir oksit (Fe;O3) NP’lere maruz birakilarak nanotoksisite testleri
gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan Fe;O3 NP’lerin karakterizasyonu; TEM, DLS,
Zeta Potansiyeli, XRD, SEM, FT-IR ve UV-goriinim spektroskopisi yontemleriyle
gerceklestirilmistir. Organizmalarda NP’lere bagli birikim ve atilim oranin belirlenmesi
ICP-MS analiziyle yapilmistir. Zooplanktonik organizmalarda NP etkileri faz kontrast
mikroskobuyla goriintiilenmistir. Zooplanktonik organizmalardaki toksik etkiler, mortalite
ve oksidatif stres testleriyle (GSH ve TBARS) incelenmistir. Sonuglar NP’lerin
organizmalar {izerindeki farkli etkilerini gostermekle birlikte, NP’lerin birikim ve atilim
oranlarinda  farkliliklar ~ oldugunu  gostermistir.  Organizmadaki  birikim NP
konsantrasyonuyla artis gostermistir. Calismada her bir NP nin tatlisuda farkli metal iyon
salinimi gosterdigi gozlenmistir. Ayrica, NP’lere maruz birakilan zooplankterlerin
yiizeylerinin NP’ler ile sarilldigi gozlemlenmistir. Oksidatif stres analizlerinde, TBARS

degeri D. magna bireylerinde artig gdstermis olup benzer sekilde GSH seviyesinde azalma
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ve artmalar meydana gelmistir. Organizma tarafindan alinan NP’ler hem organizma hem

de bir iist tiiketici i¢in tehlike olusturmaktadir.

Anahtar sozciikler: Alfa-Gama Demir Oksit, Nanopartikiil, Karakterizasyon,

Daphnia magna, Birikim, Oksidatif Stres.



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF OXIDATIVE STRESS AND
NANOTOXICITY ON Daphnia magna EXPOSED TO ALPHA AND GAMMA
Fe,O3s NANOPARTICLES

Bilal AYDIN
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Marine and Inland Water Sciences
Advisor : Assoc. Prof. Dr. Selguk BERBER
Co-Advisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet ATES
31/08/2018, 54

The products that include Nanoparticle (NP) are used in many fields, such as medical
devices, electronics, the production and the storage of energy, health sciences and food
sectors. Unfortunately, the knowledge in the literature is lack on the effects of NPs on the
environment and human health. On the other hand, nanomaterials are commonly used in
the wide range on half-conductive materials, metals and metal-oxides. This is because
nanomaterials have a wide range, from metals, metal-oxides to half-conductive materials.
In this study, nanotoxicity tests are conducted by means of exposing Daphnia magna,
which is one of the primary zooplankton species living in freshwater ecosystem, to iron
oxide (Fe,O3) NPs. The characterization of Fe,O3 NPs used in this study has been made
with the methods of TEM, DLS, Zeta Potential, XRD, SEM, FT-IR and UV-Visible
Spectroscopy. The measurement of NP-related accumulation and elimination rates has
been made with ICP-MS analysis. The NP effects on zooplanktonic organisms has been
monitored with phase-contrast microscopy. The toxic effects on zooplanktonic organisms
have been examined with the GSH and TBARS, which are among mortality and oxidative
stress symptoms. The results indicate that there are differences in the accumulation and the
elimination rates of NPs, with differing influences of NPs on organisms. The accumulation
in the organism increased with NP concentration. It has been observed that each NP made
different metal ion oscillation in freshwater. The surfaces of the zooplankters which were

exposed to NPs have been encapsulated with NPs. In oxidative stress analysis, TBARS



value has increased in D. magna individuals, whereas ups and downs have been observed

on the level of GSH. NPs taken by an organism constitue danger for the higher consumer.

Keywords: Alpha-Gamma Iron Oxide, Nanoparticle, Characterization, Daphnia

magna, Accumulation, Oxidative Stress.
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BOLUM 1
GIRIS

Nanoteknoloji, biiyiikliikleri 1-100 nm arasinda degisiklik gdsteren malzemeler
kullanilarak yapilan ¢aligmalar vasitasiyla hayati tamamen degistirmeyi amaglayan yeni bir
bilimsel vizyondur. Nanopartikiiller (NP’ler) c¢ok kiiclik olmalar1 sayesinde, optik,
manyetik ve kimyasal 6zellikler sergilerler (Huber, 2005). Giliniimiizde nanomalzeme
bilimi, elektronik ve eglence sektorii, biyomedikal arastirmalar, ¢evre sagligi ve hijyen,
enerji iretimi ve depolanmasi gibi alanlarda nanodlgekteki malzemelerin yeni
ozelliklerinden yararlanilarak farkli teknolojilerin gelistirilmesine yonelik, ayn1 ¢izgide en
hizl1 gelisme gosteren endiistri olmustur (Colvin, 2003). Nanomalzemelerin gercekiistii
ozellikleri sayesinde neredeyse her alanda bircok yeni malzeme uygulamasma imkan
saglamaktadir. Ozellikle elektronik, otomotiv sektorii, savunma sanayisi, insaat, tekstil,
ilag endiistrisi ve gelismis tedavi yontemleri gibi alanlarda nanopartikiillerden ¢ok etkili
bicimde faydanilmaktadir. NP'ler ayrica, materyali daha gii¢lii, daha dayanikli ve hafif
yapmak icin kullamlmaktadir. Ornegin; tenis raketlerinin cercevelerine, motorsiklet
kasklarma ve kumaslara NP’lerin ilave edilmesi ve nanodlcekte katki maddelerinin
eklenmesi sonucu lekelenmelere, kirigmalara ve bakteri iiremelerine kars1 daha dayanikli
tiriinler elde edilir. Gozlilk camlarinda, bilgisayar ve fotograf makinesi gibi elektronik
cihazlarin ekranlarinda, pencerelerde ve diger yiizeylerin iizerinde bulunan nanodlgek ince
filmler, onlar1 su gecirmez, yansitmaz, kendi kendini temizleyen, ultraviyole veya
kizilotesi 1518a dayanikli, bugu tutmaz, anti mikrobik veya cizilmeye direngli 6zellikler
kazandirmaktadirlar (Pitkethly, 2004). Nanomalzemelerin etkileyici 6zelliklerine ragmen,
cevre ve insan yasamu lizerindeki yan etkileri konusunda ise bilinen ¢ok az sey vardir.
Miihendislik iiriinii olarak tasarlanmis nanomalzemelerin yarattig1 sorunlar, NP’lerle elde
edilen triinler insan yasamiyla biitiinlestikge ortaya c¢ikmaktadir (Dagani, 2003; Dreher
vd., 2004; Hoet vd., 2004).

Nanoboyutlarda {iretilen miihendislik malzemeleri, nanoteknoloji  {iizerine
gerceklestirilen calismalarla elde edilmektedir. Dolayisiyla nanomalzeme terimi birgok
iirlin grubunu icermektedir. Hemen her ¢esit malzeme miihendislik yontemleriyle islenerek
nanoboyutta elde edilebilmektedir. Malzemelerin karakteristik ozelikleri, yapisina ve
kullanildig1 siirece gore degiskenlik gostermektedir. Giin gectikge artan nanomalzeme
sayist ve bu malzemelerin kullanildigi siireglerin ¢esitliligi nanomalzemelerin belirli

kurallara gére smiflandirilmasim  gerektirmektedir. Insan  yapimi  tasarlanmis

1
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nanomateryaller nanodlgekte ortaya cikan 0Ozglin Ozelliklerinden faydalanilmak igin
ozellikle tretilmektedirler. Bu tasarlanmig insan yapimi NP’lerin ¢evresel etkilerinin diger
parametreler ile ilgili olup olmadigmin degerlendirilmesi onemlidir. Insan yapimi veya
dogal olarak meydana gelen NP’ler tiim sularda gozlenebilir; ylizey suyu, yeralt1 suyu,
okyanuslar, buzul ve atmosferik sular gibi tiim akuatik ortamlarda NP’ler
bulunabilmektedir (Sondi ve Salopek-Sondi, 2004).

Nanomalzemelerin giivenilirligi ile ilgili sorulara yol agan iki énemli faktér vardir.
Birincisi, nanodlgekli malzemeler c¢ok cesitlidir ve mikrodlgekli her partikiilden
yapilabilirler. Bu da bize nanoboyuttaki malzemelerin ¢evre ve insan sagligi tizerindeki
etkilerinin cesitliligini gdstermektedir. Ikincisi ise, nanomalzemeler o kadar kiigiiktiir ki
hiicrelere, dokulara ve canlilarin organlarina basit bir sekilde niifuz edebilirler. Ayrica,
parcgacik biiyiikliigii partikiiler malzemenin toksikolojik ve fiziko-kimyasal yapisini 6nemli
derecede etkiler. Daha biiyiik 6l¢ekteki tehlikesiz bir materyal, nanodlgekte toksik ve
reaktif olabilir. Sadece kiitlesel 0zellikleri veya bir bagka nanomalzemenin
karakteristiklerinin bilinmesiyle, belirli bir partikiiler nanomalzemenin toksikolojik ve
fiziko-kimyasal ozellikleri bilinemez. Cagimizda, nanod6l¢ekli malzemenin birgok dikkat
cekici 6zelligi oldugu bilinmektedir. Ornegin, karbon nanotiipleri ve titanyum dioksit
(TiO2) NP’leri kiitlesel halde nispeten zararsiz nanomateryallerdir. Ancak, bu NP’lerin
akciger lezyonlari, solunum yolu hastaliklar1 ve solunum yollar: iltihab: olarak ortaya
cikan akciger zehirlenmesine sebep olduklari bildirilmistir (Lee vd., 1985; Bermudez vd.,
2002; Warheit vd., 2004; Wiench vd., 2009; Zhu vd., 2010). Bununla birlikte, 1985 yilinda
bulunan buck kiirelerinin (karbonun yuvarlak bir bi¢cimi) baliklarda genis capli beyin
hasarma sebep oldugu rapor edilmistir (Hood, 2004; Sampson, 2004;). Buck kiirelerine
maruz kalan baliklarda beyin hasar1 olusumunun yaninda baliklarin karacigerlerindeki gen
ekspresyonunda da degisimler goriildiigii bildirilmistir (Oberdoster, 2004).

Son yillarda hizla gelismekte olan nanomalzemelerin iiretimi ve kullanimi hakkinda
Ozellikle gelismis tlkeler, kendi ¢evresel kosullarimi gbéz Oniinde bulundurarak bu
malzemelerin akuatik g¢evrelerdeki etkileri konusundaki arastirmalara hiz vermektedir.
Giiniimiizde, nanoteknoloji temel olarak toksikolojik ozellikleri hakkinda higbir bilgiye
sahip olmadan veya ¢ok az bilgiyle yeni 6zellikleri olan nanomalzemelerin formiilasyonu
ve iretimi lizerine odaklanmistir. Bu calismada, a-Fe,O3; ve y-Fe,O; NP’lerin, tatlisu
akuatik organizmalar1 olan D. magna {izerindeki birikim ve atilim oranlar1 aragtirilmistir.

Ayrica bu amagla yapilan ¢aligmada hem iki farkli formda iiretilen nanopartikiiliin tatlisuda



gosterdigi dagilimlart incelenmis hem de organizma iizerinde toksik etkileri, mortalite ve

oksidatif stres degerleri ortaya ¢ikarilmistir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Nanomalzemeler, kiiclik boyutlar1 ve yiiksek reaktiviteleri nedeniyle potansiyel genis
kapsamli ekolojik etkilere sahip Onemli bir kirletici smifidir. Genellikle nano
durumlarindan dolay1 daha biiyiik parcaciklarla karsilastirildiginda farkl toksisite profilleri
gosterirler (Manzo vd.,2013). Nanoboyut ve biiyiik yiizey alani, NP’lerin biyolojik
sistemler ile daha etkili bir sekilde etkilesime girerek toksiklik {iretme potansiyelini verir
(Manzo vd., 2011). NP’lerin ozellikleri, ¢evresel etkileri nispeten kesfedilmemis bir
arastirma alani olarak kalirken, yan etkileri hakkinda endise olusturmaktadir (Farre vd.,
2009; Melegari vd., 2013). Metal ve metal oksit NP’leri son yillarda kapsamli olarak
gelistirilmistir. Katalizorler, sensorler, yariiletkenler, tip bilimi, kapasitorler ve piller gibi
bir¢ok uygulamada yaygin olarak kullanilmaktadir. Nanodl¢ekli materyallerin kullanimi
katlanarak artmaktadir. Ancak akuatik biyota ve cevresel zararlart konusunda ciddi
endiseler bulunmaktadir. Metal iceren bu yeni NP’ler miihendislik malzemelerinin 6nemli
bir grubudur ve gogunlukla bir metal (6rn. Ag-NP), metal oksitler (6rn. TiO, NP) veya
birka¢ metalin birlesigidir (6rn: Rb,CO3) (Shaw ve Handy, 2011). Metal bazli NP’lerin
tiretim hiz1 ve uygulamalari, ortama saliverilmeleri, suda ve karada yasayan organizmalara
karsi toksisiteye iligskin endiseleri arttirmistir (Madhav vd., 2017).

Teknoloji ve sanayideki gelismelerle birlikte nanoteknoloji de ticari olarak biiytlik
gelisim gostermektedir. Bununla birlikte toplumda ve sanayide nanopartikiillere maruz
kalma oram1 da artmaktadir. Dolayisiyla nanopartikiil saliniminin cevresel etkilerinin
gelecekte ¢ok ciddi boyutlara ulasabilecegi ongoriilmektedir. Bu nedenle, miihendislik
tirtinii sonucunda elde edilmis tiim metal ve metal oksit NP’leri ile yar1 iletken kuantum
noktaciklarin giivenligi diinya ¢apinda bir konu haline gelmistir. Mevcut bazi NP’ler ile
ilgili dikkate deger miktarda toksikolojik bilgi mevcut olsa da (in-vitro hiicre
kiltiirlerinden biyolojik seviyelerde cesitli kemirgenler iizerine yapilan ¢alismalara kadar
elde edilen verilere gore), NP’ler iizerine ekotoksikolojik veriler yeni ortaya ¢ikmaktadir
(Kahru ve Dubourguier, 2010). Her bir NP’nin veya nanokristallerin ayr1 bir 6zelligi veya
kullanim alan1 oldugu gibi ayr1 6zellikte toksik etki gdstermektedir.

Metal bazli NP’ler ile yapilmis bazi ¢alismalar incelendiginde, her birisinin
birbirinden ayr1 ve farkli karakteristik 6zellikler gosterdigi goriilmektedir.

Demir (Fe) ve demir oksit (Fe;O3) NP’leri hacimsel yapilarindan farkli manyetik

ozellik gostermekle birlikte olagandisi fiziksel ve kimyasal 6zellikler sergilemektedirler.



Son yillardaki c¢aligmalar bu malzemelerin diisiikk ergime ve sinterleme sicakligi,
stiperplastik davranis, yiiksek siineklik ve tokluk, yiiksek 1sil genlesme katsayisi, farkll
termofiziksel 6zellikler ve yiiksek self diflizyon katsayis1 gibi 6zellikler gosterdigini ortaya
koymustur. Diinya’nin kabugunda en yaygin olarak bulunan ge¢is metali demirdir (Huber,
2005). Demir ve oksijen kimyasal olarak demir oksitler (bilesikler) olusturmak tizere
birlesmektedir ve ~16 farkli Fe;O3 bulunmaktadir. Dogada, demir (III) oksit pas seklinde
bulunmaktadir (Cornell ve Schwertmann, 2003). Genellikle, Fe;O3; yaygin olarak
bulunduklar1 ve ucuz olduklarindan dolay1 en ¢ok kullanilanlarin basinda gelmektedir.
Bircok biyolojik ve jeolojik silirecte zorunlu bir rol oynamaktadirlar. Ayrica, insanlar
tarafindan, ornegin termitteki demir cevheri, katalizor, dayanikli pigmentler (kaplamalar,
boyalar ve renkli betonlar) ve hemoglobin olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Laurent
vd., 2008).

Dogadaki Fe,O3’lerin en yaygin {i¢ formu manyetit (Fe3O4), maghemit (y-Fe;O3) ve
hematittir (a-Fe;O3). Bu oksitler bilimsel teknoloji alaninda ¢ok 6nemlidir (Teja ve Koh,
2009). Kiigiik Fe,O3 parcaciklar in-vitro teshislerde yaklasik 40 yildir uygulanmaktadir.
Son on yilda, nanoboyuttaki manyetik pargaciklar alaninda ¢esitli Fe,O3 ile yapilan
arastirmalarin arttig1 gézlemlenmistir (Gilchrist vd., 1957). Manyetik NP’leri uygun yiizey
kimyasiyla sentezlemek i¢in ¢esitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik yOntemler
kullanilmaktadir (Ali vd., 2016). Ferromanyetik malzemelerden olusan ve <20 nm
boyutunda olan NP’ler, essiz bir manyetizma sekli, yani siiperparamanyetizma
sergilemektedirler. Ferromanyetik malzemeler bir dis manyetik alanla miknatislanan
elemental metaller, alasimlar, oksitler ve diger kimyasal bilesikleri kapsamaktadir (De
Cuyper ve Joniau, 1988). Diisiik toksisitesi, ylizey alani ve hacim orani gibi essiz
mezoskopik fiziksel, kimyasal, termal ve mekanik 6zelliklerine dayanarak ve basit ayirma
metodolojisinden dolayi, siiperparamanyetik a-Fe3O4, a-Fe;0s, y-FesO4 ve y-Fe, O3 NP’leri
cok dikkat cekmekte ve hiicre etiketleme, hedefleme gibi hiicresel tedavide, hiicre
popiilasyonlarinin saflastirilmast ve ayrilmasinda arag¢ olarak, doku onarimi, ilag salimi,
manyetik rezonans goriintiileme (MR), hipertermi, magnetofeksiyon gibi biyomedikal
uygulamalarda kullanilmaktadir (Gupta ve Gupta, 2005; Hasany vd., 2012).

Toksikolojik testlerde ekolojik bir sekilde giincel ve anlamli sonuglar elde etmek i¢in
sadece uygun test tipinin degil ayn1 zamanda uygun test organizmasmin da secilmesi
gerekmektedir (Randy, 1995). Biyodeney veya toksisite c¢aligmalarinda kullanilacak
organizmalar arastirmayi etkileyen faktorlerin basinda gelmektedir. Cogu kimyasal madde

dogrudan ya da dolayli olarak tatlisu veya deniz ekosistemlerine ulasmaktadir. Tim



muhtemel toksik etkileri olan kimyasallar veya pargaciklarin her iki ekosistemdeki
organizmalar lizerindeki etkilerinin toksikolojik degerlendirmeleri insanlar i¢in dnemlidir.
Ekotoksikoloji ¢alismalarinda 6zellikle tatlisu zooplanktonik organizmalarindan olan D.
magna nin kullanimi standart olarak kullanilabilecek birgok kaynakla tanimlanmistir (ISO
6341, 1996; USEPA, 2001; OECD, 2004).

D. magna gibi birincil tiiketici olan organizmalarda biriken NP’lerin, bir iist besin
zinciri olan baliklar veya kabuklularda beslenimsel (trofik) transfer potansiyeli ile kolayca
gecisi olabilir. Bunun sonucunda ise besin zincirinde ekolojik dengesizlige neden olabilir.
Bu canlilarin  kullanimi ile farkli bircok NP’lerin toksisite potansiyellerinin
degerlendirildigi ¢aligmalar gerceklestirilmistir (Fan vd., 2012; Blinova vd., 2013; Jared
vd., 2014; Balusamy vd., 2015; Suman vd., 2015).



BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasal ve Nanomalzemeler

Arastirmada kullandigimiz, Sucrose (C12H220131), EDTA
(HO,CCH,),NCH,CH;N(CH,CO,H),, HEPES, fosfat (NaH,P042H,0), sodyum hidroksit
(NaOH), TBA (C4HsN,0,S), TCA (CIsCCOOH), BHT ([(CH3)3C].CsH2(CH3)OH),
potasyum fosfat monobasic (KH,PO,), potasyum hidroksit (KOH), glutatyon rediiktaz,
DTNB ([-SCgH3(NO,)CO2H],), NADPH (Cy;H26N;017P3Nay), Bradford soliisyonu
kimyasal malzemeleri Sigma-Aldrich firmasindan ve metal bazli NP’ler ise; a-Fe,O3 (20-
40 nm), y-Fe,O3; (20-40 nm), SkySpring liriinlerini iilkemizde satan ticari firmalardan
temin edilmistir. Analitik reaktif sinifindan olan tiim kimyasallar herhangi bir arindirma

veya saflastirilma yapilmadan kullanilmistir.

3.1.1. Metal Nanopartikiil Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

a-Fe;03 (20-40 nm), y-Fe,03 (20-40 nm) NP’lere ait stok siispansiyonlari %10’luk
(m/v) olacak sekilde tiim NP’ler ultra saf su (18,0 MQ) iginde ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir
(Sekil 3.1). Bu ¢ozeltiler, 10 saniye vortekslendikten sonra, maksimum NP dagilimini elde
etmek i¢in yaklasik 15-20 dakika boyunca bir ultrasonik banyoda sonifikasyona tabi
tutulmustur. Stok siispansiyonundan, her bir deney grubunun konsantrasyon oranina gore
otomatik pipet yardimiyla uygun hacimler alinarak, hemen deney {initeleri i¢ine transfer
edilmis ve deney organizmalari NP’lere maruz birakilmistir. Tim temin edilen
nanoboyuttaki malzemelerin gerekli karakterizasyon analizleri yapilmistir. Metal bazli
NP’ler icin elde edilen tiim degerler firetici firmanin beyan ettigi degerler ile
karsilastirilmistir.  Sekil ve boyut olarak veriler dogrulandiktan sonra biyodeney

caligmalarinda kullanilmistir.



Sekil 3.1. Biyodeneyde kullanilan a-Fe;O3 (20-40 nm), y-Fe,O3 (20-40 nm) NP’lerin stok

soliisyonlar1 (Orijinal)

3.2. Biyodeney Organizmasi

Biyodeney i¢in segilen organizmalar tatlisu ortaminda yasayan birincil tiiketici
tirlerinden kullanilmistir. Nanotoksisite deneyi icin birincil tiiketici olarak zooplankton
tirlerinden D. magna kullanilmistir. Deneysel aragtirmalarda bu organizmalarin
kullanilmasinin asil amaci; laboratuvar kosullarina olan uygunlugu, kontroliiniin kolayligi,
elde edilen verilerin giivenilirligi, ekonomik olarak temin edilebilmesi ve kolaylikla
tiretilmesidir. Birincil tiiketici organizmalar olarak kullanilan zooplanktonik organizmalar
ise yurt i¢inden temin edilmistir. Daphnia magna Akdeniz Su Uriinleri Arastirma, Uretme
ve Egitim Enstitiisii (Antalya) ve ticari bir firmadan temin edilmistir.

Tatlisuda yasayan ve su ylizeyinde pire gibi ziplayan bu zooplanktonik organizma
yavru baliklarin beslenmesinde kullanilan 6nemli bir canli yem 0&zelligindedir. Bu
organizma bulundugu ortamdaki suyu siizerek fitoplanktonik organizmalar ile beslenir.
Laboratuvarlarda yapilan toksikolojik veya biyodeneysel caligmalarda tatlisu deney
organizmasi olarak kullanilmaktadir. Uretimi son derece basit ve masrafsizdir. Giinde yiiz
kat cogalabilme 6zellikleri vardir. Bu da laboratuvar ortaminda yapilacak ¢aligmalar i¢in
bulunmaz bir firsattir. Kiltiiri temin edilen D. magna laboratuvar ortaminda
akvaryumlarda cogaltilmistir. Zooplanktonik organizmalarin 6zelliklerini ve kiiltiirlerin

cogaltilmasi i¢in izlenen yontemler asagida agiklanmistir.



3.2.1. Daphnia magna

D. magna, birincil tiiketici olarak bilinen ve beslenmelerini ise ortaminda bulundugu
suyu siizerek yapan bir zooplanktonik organizmadir. Akuatik zooplankton organizmalar
arasinda 6nemli bir yere sahip olan ve su piresi olarak bilinen D. magna bir tatlisu
kabuklusu  (Crustacea)’dur.  Ekotoksisite  deneylerinde  kullanilan en  hassas
organizmalardan biridir ve Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii’niin (OECD) standart
protokolleri i¢in kullanilan standart bir test organizmasidir. D. magna’nin akuatik toksisite
testlerinde sik¢a kullanilmasinin sebepleri; laboratuvarda kolayca ve ekonomik sekilde
kiiltiirinlin yapilmasi, kiigiik yapida, kisa omiirlii ve yiiksek dogurganlik kapasitesi ile
partenogenetik lireme yapabilmesi, kirlilige kars1 duyarl bir yapiya sahip olmasi1 ve tatlisu
akuatik ekosistemlerinin besin zincirinin en alt basamaginda olmasidir. Bu nedenle D.
magna popiilasyonlarindaki nitelik veya miktar bakimindan herhangi bir degisiklik diger
sucul organizmalarin popiilasyonlarinda da degisikliklere neden olabilmektedir. Eklem
bacaklilar subesine ait bu organizmanin boyutlari 0,2-5 mm arasinda degisir (Sekil 3.2).
Uygun sicakliktaki (15-22°C) su birikintilerinde, nehir kenarlarinda, her tiirlii tathisu ve
gollerde, batakliklarda yasarlar. Bahar aylarinda partenogenez olay: ile iirerler ve bu
lireme, yaz sonuna kadar devam eder (Santojanni vd., 1995). Nanotoksisite deneyi igin
birincil tiiketici olarak zooplankton tiirlerinden D. magna kullanilmigtir. Deneysel
arastirmalarda bu organizmalarin kullanilmasinin asil amaci; laboratuvar kosullarina olan
uygunlugu, kontroliiniin kolayligi, elde edilen verilerin giivenilirligi, ekonomik olarak

temin edilebilmesi ve kolaylikla tiretilmesidir.

(a) (b)

Sekil 3.2. a) D. magna organizma stok kiiltiirii b) Akvaryumda ¢ogaltilan organizmalar

(orijinal)



3.3. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Partikiillerin karakteristik 6zellikleri, yapisina ve kullanildig: siirece gore degiskenlik
gostermektedir. Nanoyapidaki partikiiller, yigin (makro) halinde gosterdikleri 6zelliklerden
cok farkli etkin ozellikler gdsterebilmektedirler. Ozellikle 100 nm’den kiiciik boyuttaki
partikiiller toksikolojik temelli biyodeney calismalar1 yapilirken, partikiillerin fiziksel ve
kimyasal Ozelliklerinin iyi belirlenip c¢alismanin amacina uygun olup olmadigi
belirtilmelidir. Nanoboyuttaki malzemeler ile yapilan arastirmalarda veya nanotoksikolojik
caligmalarda oOzellikle nanomalzeme karakterizasyonu yapilmalidir. Bu dogrultuda
karakterizasyon  igin siklikla  kullanilan ~ analiz ~ yoOntemlerinin  basinda;
Transmisyon/Gegirimli Elektron Mikroskop (TEM), Dinamik Isik Sacilimi (DLS), Zeta
Potensiyeli, X-1s1n1 Difraksiyon (XRD), Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Fourier
Doniistim Kizilétesi (FT-IR) ve UV-Goriiniir Spektroskopisi analizleri gelmektedir. Bu
arastirmamizda ¢aligsma takvimine uygun olarak, nanotoksikolojik etkilerini arastirdigimiz
a-Fe,0O3 ve y-Fe;O3 NP’lerinin karakterizasyon analizleri, asagida belirtilen yontemler

kullanilarak yapilmistir.

3.3.1. Transmisyon Elektron Mikroskobu Analizi

Transmisyon (Gegirimli) Elektron Mikroskobu (TEM), goriintileme ve kirmim
tekniklerini birlikte kullanarak malzemelerin mikro yapisal incelemesini ve kristal
yapilarinin belirlenmesini birlikte saglayabilen ¢ok 6zel bir malzeme karakterizasyon
cthazidir. Bir baska deyisle, nanometre mertebesinde ¢ok kii¢iik ve ince alanlardan, milyon
kat1 biiyiitmelerde malzemenin kristalagrofik ve morfolojik bilgilerine ayni anda
ulasilmasini olanakli kilan bir tekniktir. Bu calisma deneyinde kullanilan a-Fe;O3 ve y-
Fe,O3 NP’lerinin kuantum noktaciklariin pargacik boyut ve sekilleri TEM ile 40-100 kV
hizlanan gerilim altinda 50-106 kat biiyilitme ile 0,2 nm ¢ozliniirlik saglayan JOEL-1011
TEM enstriiman1 kullanilarak karakterize edilmistir (Cuche vd., 2009). TEM ol¢iimleri
icin, NP’lerin Kkolloidal ¢6zeltisinin bir damlas1 (8-10 uL) 50 A° kalinliginda karbon-
kaplanmis bakir 1zgaralar (grid) {izerine damlatilmistir ve TEM goriintiisiinii kaydetmek
icin 24 saat kurumaya birakilmigtir. Ortalama parcacik ¢ap1 ve boyut dagilimi Image J
yazilim programi kullanilarak tespit edilmistir. Her bir NP i¢in rastgele alanlardan alinan 3
mikroskop goriintiistinden Olgiilen yaklasik 100 adet pargacigin c¢aplar1 incelenerek
parcaciklarin ortalama boyutlar1 ile topaklanma (kiimelesme) yapip yapmadiklar: tespit

edilmistir.
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3.3.2. Dinamik Isik Sacilimm Analizi

Dinamik Isik Sacilimi (DLS), seyreltik ¢ozelti igerisindeki NP’lerden sagilan 1s181n
siddetinin ve degisiminin Ol¢lilmesi temeline dayanmaktadir. Sagilan 15181n siddetindeki
degisim, parcacigin hareketine, biiyiikliigiine, ortamin viskozitesine, sicaklifa ve tuzluluk
gibi faktdrlere baglidir. Akuatik ortamdaki NP’lerin karakteristik 6zellikleri agisindan DLS
analizlerinin yapilmasi Onemlidir. Bu agidan her bir NP’nin sulu ortamdaki
(solisyon/medium) ger¢ek boyut dagilimi DLS o6l¢iimleri (Malvern Zetasizer Nano ZS
Instrument) ile belirlenmistir. Metal NP’lerin ger¢cek boyut dagilimlari, deiyonize su i¢inde
stok siispansiyonlarinda incelenmistir. Konsantrasyonun ¢ok yiiksek olmasi durumunda,
seyreltilip cihazin saniyede sayim elde edebilecegi diisiik konsantrasyonlara (<10 ppm)
ayarlanmigtir. Her bir slispansiyonun bir kismi, goriiniir kiimelerin parcalanmasi (eger
varsa) icin birka¢ dakika sonike edilmistir ve daha sonra DLS ol¢iimleri i¢in 1,5 mL’lik
temiz kare kiivete konulmustur (Brar ve Verma, 2011). Her bir NP ¢o6zeltisi i¢in ortamdan
bes DLS ol¢iimii arka arkaya alinmigtir ve ortalama boyut; olgiilen yogunluk, hacim ve

say1 dagilimlarindan enstriiman yazilimi ile elde edilmistir.

3.3.3. Zeta Potansiyeli Analizi

Zeta potansiyeli, nanopargaciklar (tane) arasindaki itme veya ¢ekme degeridir. Zeta
potansiyel 6l¢iimii dagilma mekanizmalar ile ilgili ayrintili bilgi verir ve elektrostatik
dagilma kontroliinlin anahtaridir. Belli bir yiikteki parcacik, siispansiyon igerisindeki karsi
yiikteki iyonlar1 ¢eker, bunun sonucunda yiiklii pargacik yiizeyinde giiclii bir bag yiizeyi
olusur ve daha sonra da ytiklii parcacigin ylizeyinden disa dogru yayilmis bir yiizey olusur.
Yayilmis bu ylizey igerisinde "kayma yiizeyi" diye adlandirilan bir sinir bulunur. Yiikli
parcacik ve onun etrafinda bulunan iyonlarin kayma yiizeyi simirma kadar olan kisim tek
bir parca olarak hareket eder. Bu kayma yiizeyindeki potansiyel zeta potansiyeli olarak
isimlendirilir ve hem pargacigin yiizey yapisindan hem de iginde bulundugu sivinin
iceriginden etkilenir. Parcaciklarin polar sivilar igerisindeki davranmislarini yiizeylerindeki
elektrik yiikii ile degil, zeta potansiyeli degerleri belirler (Choi vd., 2011). Zeta potansiyeli
icin standart analiz yontemi esas alinarak DLS analizleri i¢in hazirlanan aym
soliisyonlardan (¢ozelti) analizler yapilmistir. Zeta potansiyeli 6l¢timleri igin ¢ozeltiden 1
mL 6rnek alinarak, temiz elektrotlu Zeta potansiyel kiivetine konularak zetasizer (Malvern

Nano ZS) cihazinda analizler yapilmistir.

11



3.3.4. X-Isim Kirmmim Spektroskopisi Analizi

X-Isim1 Kirimim spektroskopisi veya X-Isin1 Difraksiyon (XRD) spektroskopisi
olarak bilinen, isminden anlasilacag1 {lizere X-151n1 denilen Ultraviyole 1sindan daha
kuvvetli fakat Gama 1sinindan daha zayif enerjili 1s1in kullanilarak yapilan analizi temel
almaktadir. Bu yontem, her bir kristal fazin kendine 6zgii atomik dizilimlerine bagl olarak,
X-1gmlarint karakteristik bir diizen igerisinde kirmasi esasina dayanir. Bu arastirma igin
gerektiginde kullanilincaya kadar kati1 (toz) formdaki NP numuneleri, bir desikator i¢inde
ve karanlik bir ortamda saklanmistir. NP’lerin kristal yapilari, X-1s1m1 toz difraksiyonu ile
(D8 Gelistirilmis X-1s1m1 difraktometresi, Bruker, Almanya) karakterize edilmis ve
Seramik X-igin1 tiipii ile 1,54 A° dalga boyunda iiretilen 2,2 kW bakir anodu radyasyonu
ile taranmigtir (Sapsford vd., 2011). Her bir NP’den yaklasik 250 mg 10-100 araliginda
tarama i¢in numune tutucu lizerine ayri ayrt konulmustur. Kristal olusumu difraksiyon

deseninden belirlenmis ve kristalit boyutu Scherrer formiilii ile hesaplanmustir.

3.3.5. Taramah Elektron Mikroskobu Analizi

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), cok kiigiik bir alana odaklanan yiiksek
enerjili elektronlarla pargacik ylizeyinin taranmasi prensibiyle ¢alismaktadir. SEM yiiksek
¢Oziinlirliklii resim olusturmak i¢in vakum ortaminda olusturulan ve ayni1 ortamda
elektromagnetik lenslerle inceltilen elektron demeti ile incelenecek malzemeyi analiz etme
imkan1 saglar. SEM analizinde goOriintii alinmasi, yliksek voltaj ile hizlandirilmis
elektronlarin numune iizerine odaklanmasi, bu elektron demetinin numune yiizeyinde
taratilmas1 sirasinda elektron ve numune atomlari arasinda olusan cesitli girisimler
sonucunda meydana gelen etkilerin uygun algilayicilarda toplanmasi ve sinyal
giiclendiricilerinden gegirildikten sonra bir katot 1ginlar tiipiiniin ekranina aktarilmasiyla
yizey gorintisii elde edilir (Bernier vd., 2012). Metal ve metal oksit NP’leri ile
laboratuvar ortaminda sentezledigimiz kuantum noktaciklarin morfolojisi 25 kV’de
KYKY-EM3200 enstrimani ile taramali elektron mikroskobunda (SEM) belirtilen
prosediire bagli olarak standart analiz yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Numune
tizerinde olusturulan elektron demetinin sactigi karakteristik X 1sinlari ile elementlerin

cizgisel dagilimi izlenmistir.

3.3.6. Fourier Doniisiim Kizilotesi Spektroskopisi Analizi
Fourier Doniisiim Kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi incelenmek istenen 6rnek makro

molekiillerin fonksiyonel gruplarinin titresimlerinden kaynaklanan yapisal, kompozisyonel

12



ve fonksiyonel bilgilerinin elde edilmesini saglayan bir tekniktir. Bu ¢aligmada kullanilan
a-Fe,03 ve y-Fe,O3 NP’lerin kati (toz) formlardaki 6rnekleri FT-IR analizleri igin standart
yontemle hazirlanmistir. FT-IR spektrumu, bir Nicolet Nexus 6700 FT-IR spektrometresi
(Thermo Scientific Instruments, Madison, WI) kullanilarak 4000-400 cm™ araliginda
kaydedilmis ve oOrnekler, potasyum bromiir (KBr) peletleri icinde hazirlanmistir.
Spektrumlar 4 cm™ ¢oziniirliikte 32 taramali tek 1510 modunda toplanmustir. Enstriiman
detektorii doterlenmis triglisin siilfat (DTGS) tizerine, kizilotesi dedektdr materyali ve Isin
Splitter de KBr tizerinde kurulmustur. Detektoriin sinyalini amplifiye etmek i¢in kullanilan
kazanim parametresi Autogain moduna ayarlanmistir. Aynanin hizi 0,6329 olarak ve
diyafram degeri 60 KBr (150 mg) olarak belirlenmistir. Ornekler (2-4 mg), bir havan
tokmag1 kullanilarak bir havan icinde birlikte 6giitiilmiis ve iyi bir saydamliga sahip
peletler hazirlanmistir. ilk olarak, background spektrumu kaydedilmistir ve ardindan
orneklerin spektrumlari ayni kosullarda elde edilmistir. Background otomatik olarak
numune spektrumundan ¢ikarilmistir ve nihai spektrumlar, transmisyon modunda

kaydedilmistir. Spektrumlarin yonetimi enstriimanin yazilimi ile gerceklesmistir.

3.4. UV-Vis Absorbans Degerlerinin Istatistiksel Olarak Belirlenmesi

Ultraviyole-goriiniir (UV-Vis) spektroskopi genellikle ¢ozeltideki molekiiller veya
inorganik iyon ve komplekslerin 6l¢iimiinde kullanilir. Normalde UV taramasi 200-400 nm
dalga boyu araligina denk gelirken goriiniir 1g1k taramasi 400-800 nm araliga karsilik
gelir. Metal bazli NP’ler biiyiikliige, bicime, yogunluga, kiimelesme durumuna ve
yiizeyine yakin kirilma indeksine kars1 hassas optik 6zelliklere sahiptir. Bu sebepten dolay:
UV-Vis spektroskopisi ile NP’lerin teshis edilmesi, karakterize edilmesi ve incelenmesi
olduk¢a onemlidir. NP’lerin UV—goriiniir spektrast UV-Vis spektrofotometre (Optima,
SP-3000 Nano) kullanarak absorbsiyon modunda 300-800 nm dalga boyunda
belirlenmistir. Denemelerde; a-Fe;O3 (20-40 nm), y-Fe,O3 (20-40 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.

3.5. Toksisite Biyodeney Diizenegi

Bu calismanin toksisite immobilizasyon testleri, ticari olarak elde ettigimiz her bir
NP igin Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Teskilati [OECD 202 (zooplankton)] test
yonergelerine (OECD 2004) gore gergeklestirilmektedir. Kontrol grubu da, ayni deneysel
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kosullarda hedeflenen NP’lerin yoklugunda hazirlanmistir. Toksisite deneylerinde metal ve
metal oksit NP konsantrasyonlarmin 6nemli oldugu bilinmektedir. Tez onerisinde de
belirtildigi gibi ¢alismada oOzellikle ¢evresel oranda olacak sekilde diisik NP
konsantrasyonlar1 ayarlanmistir. Bu kapsamda biitiin deneysel konsantrasyonlar maruziyet
ortamina hazirlanan bu stoklardan verilmistir. Organizmalarin maruz birakilmis olduklar
deneysel konsantrasyonlar, miimkiin oldugu kadar genis kapsamli olarak yapilmaya 6zen
gosterilmis olan literatiir taramasinda elde edilen verilere dikkat edilerek belirlenmistir
(OECD, 2014). D. magna igin tipik bir maruziyet tertibi asagida gosterilmektedir (Cizelge
3.1). Deney diizeneginde goriildiigii gibi kontrol ve tiim gruplar 3 tekerriirlii olarak

yapilmustir.

Cizelge 3.1. Alfa ve gama demir oksit nanopartikiillere maruz birakilan organizmalarin
biyodeneysel tasarimi

Gruplar Kontrol Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grupb6
NP™ (ppm) 0 0.2 1 5 10 25 50
D. magna 100 100 100 100 100 100 100
Tekerrur 3 3 3 3 3 3 3

"Metal ve metal oksit nanopartikiil konsantrasyonun mg/L oranmi gostermektedir.
Her bir grupta ortalama 200 mL hacim igerisinde 100 adet D. magna organizmalari
konularak deney baslatilmistir.

D. magna deney ¢alismalari i¢in ise cam beher kullanilmistir (Sekil 3.3). Cizelge
3.1°de goriildiigii gibi kontrol ve tiim gruplar 3 tekrarli olarak ¢aligma ylriitilmustiir. 16:8
saat aydinlik: karanlik 151k rejimi ve 24£2°C’lik sicaklik temin edilmistir. Test ortaminin
oksijen (6,9 mg/L) ve pH (7,9-8,3) degerleri deneyin basinda ve sonunda 6l¢iilmistiir.
Arastirma verilerinin elde edilmesinde fiziksel metotlar, analitik spektrometrik teknikler ve
biyokimyasal testler kullanilmistir. o-Fe;O3 ve vy-Fe,O; NP’lere maruz birakilan
organizmalar {izerinde bu NP’lerin toksisite oranlariin belirlenmesi i¢in ise her gruptaki
Olim oranlar diizenli ve ayr1 olarak maruziyet siirelerine gore kayit edilmis ve grafiklere

dokiilmiistiir.
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Sekil 3.3. D. magna biyodeney diizenegi (orijinal)

3.5.1. Faz Kontrast Mikroskobik Analizi

Faz kontrast goriintiileri dijital kamera ile donatilmig faz kontrast mikroskobu
(Micromaster, Model 12-575-252, Fisher Scientific) kullanilarak, maruziyet siireci
sonunda incelenen D. magna organizmalarinda metal birikmesini aydinlatmak i¢in gri-
Olcekte goriintiiler alinmigtir. Goriintiiler 6zel lam igindeki canli organizmalardan Micron

Gorlintiileme yazilim programi ile (Micron Imaging software) elde edilmistir.

3.5.2. Zooplankton Sayim

D. magna sayisini miimkiin oldugu kadar dogru saymak onemlidir. Bunun i¢in
zooplanktonik organizmalarda seyreltme yontemi ile populasyon miktari belirlenmistir. D.
magna oOrnekleri ise bir petri kabmna konulmus ve sayilmistir (Zhu vd., 2010).
Zooplankterlerin sayist bu hacimde gorsel olarak belirlenmistir. D. magna bireylerinin
bliylite¢ altinda sayilmasi Sekil 3.4°te verilmistir. Deney i¢in gerekli zooplankton
ayarlandiktan sonra yukaridaki Cizelge 3.1°de belirtilen konsantrasyon oranlarinda

organizmalar maruz birakilmistir.
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Sekil 3.4. Daphnia magna’nin biiyiite¢ altinda sayilmasi

3.6. Kimyasal Analizler

Deney organizmalarinda muhtemel NP birikim ve atilim tespiti i¢in, deney siiresinin
belirli zaman dilimlerinde ve deneyin sonunda [24. saat; 48. saat; 72. saat ve atilim (ilave
24 saat)] organizmadan numuneler alinarak kimyasal analizler yapilmistir. Organizmalarda
NP’lere bagli olarak birikim ve atilim oranin belirlenmesi ancak ICP-MS (Endiiktif
Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometresi) cihazinda metal analizi yapilmasiyla tespit edilir.
Ciinkii ICP-MS, kat1 ve sivi orneklerde ¢ok sayida elementin hizli, ucuz, hassas ve dogru
bicimde, niteliksel, niceliksel ya da yari-niceliksel olarak 6l¢iilmesine olanak saglayan ileri
teknoloji iirlini bir analiz teknigidir.

Bu kapsamda D. magna’da birikim ve atilim oranlarinin belirlenmesi i¢in uygulanan
analiz 6ncesi Orneklerin hazirlanma prosediirii kisaca su sekildedir; vakum pompasina
bagli bir filtre diizeneginde kullanilan 0,47 mm Whatman filtre kagidindan 6rnekler
stiziilerek bir kag¢ sefer saf su ile yikanarak filtre edilmistir. Filtre edilen yas Ornekler
hassas terazide tartilip ve bir spatula yardimi ile numaralandirilmis (kodlanmig) 2 mL’lik
ependorf tiiplere aktarilmistir; Digest (¢0zdiirme) analizlerin yapilma zamanina kadar
ependorf tiiplerdeki 6rnekler minimum 4 "C olacak sekilde soguk bir dolapta bekletilmistir.
0,5 mL (yaklasik 500 pL) saf nitrik asit (HNOs3) otomatik pipet yardimi ile 6rneklerin
oldugu ependorf tiiplere aktarilmis ve 6rnekler asitle hafif bir sekilde karistirildiktan sonra
bekletmeden ¢ozdiirmek igin 1siya dayanikl teflon tiiplere aktarilmistir. Teflon tiiplerdeki

asit oran1 2 mL’ye tamamlanmis ve daha sonra tiiplerin agizlar1 dikkatlice kapatilip
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ornekler mikro dalga firinda ¢ozdiirilmistir. Cozdirme isleminden sonra Ornekler
sogumaya birakilmis ve ¢eker ocak altinda ¢oziilmiis 6rnekler 15°1ik tiiplere aktarilmistir;
Bunu takiben teflon tiipler 1-2 sefer daha ultra saf su (yaklasik 4-5 mL) ile yikanip
orneklerin konuldugu 15 mL’lik tiiplere aktarilarak tiipler saf su ile 15 mL’ye
tamamlanmistir. Bu seyreltmeler sonuncunda ortamdaki nitrik asit oran1 %5’e diisiiriillmiis
ve bu ortamdaki 6rneklerden ependorf tiiplere 2 mL aktarilmistir. Ayrica tim NP’lerin
tamamen ¢Ozlinmesi gorsel olarak da kontrol edilmistir (6rnekte herhangi bir bulaniklik
olmadan berrak ¢ozelti elde edilmesi gibi). Seyreltme sonucunda ortamdaki nitrik asit
orani %5 olduktan sonra drneklerde ICP-MS cihaz1 ile metal analizi yapilmistir.
Organizmalardaki birikim ve atilim metal analizleri i¢in Mahmuzlu Camg6z Kopek
Balig1 (Squalus acanthias) kasi (DORM-2) ile Amerikan Istakozu (Humarus americanus)
hepatopankreasi (TORT-2), ICP-MS kalibrasyonunda sertifikali referans materyali olarak
kullanilmigtir. Referans materyal olarak kullanilan DORM-2 ve TORT-2 malzemeleri
Kanada Ulusal Arastirma Birimi’nden satin alinmistir. Sertifikali degerler i¢in olgiilen
ilgili metallerin degerleri genellikle %90-115 arasinda bulunmustur. Ayrica ICP-MS
analizinde kullanilan stok metal standart cozeltileri ise (100 pg/mL) SCP Science
(Champlain, NY, ABD) firmasindan satin alinmistir. ICP-MS 6l¢iimleri i¢in kalibrasyon
standartlar1 0-100 pg/L araliginda olacak sekilde %5’lik HNOj i¢indeki her bir metal
standart ¢Ozeltisinden hazirlanmistir. Hazirlanan 6rneklerin (nihai asit oran1 %5°lik HNOj3
olacak sekilde), metal iceriginin belirlenmesi i¢in, ICP-MS cihaz1 (Varian 820-MS,
Avustralya) kullanilarak analizler yapilmistir. Elde edilen sonuglarda, kullanilan asitin
seyreltme orani ile kullanilan yas organ agirlik oranlar1 dikkate alinarak toplam metal

iceriginin hesaplanmasi, kuru agirlik (ng/g) olarak ifade edilmistir.

3.7. Demir Metal Iyon Analizleri

a-Fe;03 ve y-Fe,O3 NP’lerin bulundugu ortama iyon salinimlari toksisite agisindan
onem arz etmektedir. Metal bazli NP’lerin toksisite oranlarin1 genelde ortama verdigi iyon
miktart belirler. Toksik olmayan bazi NP’ler ortama verdigi iyon miktarindan dolay1
organizma i¢in zararli olur ve organizmanin Sliim oranindaki artig1 ise ortamda bulunan
iyon salinimlarindan kaynaklanmaktadir. Ayrica tiim nanomalzemelerin, akuatik ortamda
¢oziinmeleri farklilik gostermektedir. Calismada kullandigimiz o-Fe,O3; ve y-Fe,O3
NP’lerin ortamda ¢oziinmelerini ve iyon miktarlarini belirlemek i¢in deney ortamindan
(NP’lere maruz birakilan organizmalarin bulundugu ortamdan) su 6rnegi alinarak ICP-MS

cihazi ile iyon analizi yapilmistir. Aliman su orneginden herhangi bir partikiil veya
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organizma gelmemesi i¢in bir mikro gozenekli plankton kepge kullanilarak zooplankton
organizmalarin bulundugu ortamdan steril bir siringa yardimiyla 2 mL 6rnek alinmis ve
0,45 um gozenekli MILLEX-HP filtreden gegirilmistir. Daha sonra alinan 6rnek 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 (10 kat seyreltme yapildi) ve

ICP-MS cihaz1 ile metal analizleri yapilmistir.

3.8. Biyokimyasal Analizler

D. magna organizmalarindaki oksidatif stres etkilerin belirlenmesi i¢in glutatyon
(GSH) ve tiyobarbitiirat reaktif maddeler (TBARS) analizleri yapilmistir. Malondialdehit
(MDA) ve TBARS analiz sonuglart ayni degerleri vermektedir. Calismamizda MDA

sonuclarinin belirlenmesi igin TBARS analiz yontemi kullanilmstir.

3.8.1. Glutatyon Analizi

Glutatyon (GSH), kendisini oksidize olmus eski halinden geriye dondiiren enzim
olan Glutatyon rediiktaz yapisal olarak aktif ve oksidatif stresle uyarilabilir oldugundan
sadece indirgenmis big¢imiyle bulunur. Hiicrelerdeki indirgenmis glutatyonun oksidize
glutatyona orani bilimsel olarak hiicresel toksisitenin bir 6l¢iisii gibi kullanilir (Oberddster,
2004). Toplam glutatyon miktari, 5-5-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik asit) (DTNB),
Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) ve GR varliginda enzimatik dongii
prosediirii ile Ol¢iilmektedir. GSH analizinde ilk olarak buffer hazirlanir. Bufferda; 100
mM potasyum fosfat [KH,PO,4], 5 mM potasyum EDTA ve 2,0 M potasyum hidroksit
(KOH) ile pH 7,5’¢ ayarlanir. Daha sonra ayr1 kaplarda 2U/mL glutatyon reduktaz, 10 mM
DTNB ve 3,63 mM NADPH -2mL buffer igerisinde hazirlanir. Bu kapsamda deneyin
uygulanisi ise; GSH analizi Thermo Scientific marka mikroplaka okuyucuda 412 nm dalga
boyunda yapilmistir. Plakanin tiim kuyucuklarina ilk olarak 20 u. DNTB konulmus, sonra
ilk kuyucuklara 40’ar plL kor ornek (A1-3) ve standartlar (B,C,D,E,F,GH 1-3)
konulmustur. Geriye kalan 78 kuyucuga ise 26 zooplankton 6rneginden (26x3) 40’ar uL
eklenmistir. Daha sonra tiim kuyucuklarin iizerine 20 pL glutatyon reduktaz ve 260 pL
analiz bufferindan ilave edilmistir. Tiim kimyasallar dengelendikten sonra multipipetle (8
kanall1) reaksiyonu baglatan 20 uL. NADPH ilave edilmistir. Kinetik enzimin baslangi¢ ve
bitis asamalarini1 gozlemleyebilmek i¢in 10 dk boyunca her 10 sn’de bir okuma alinmustir.

Analiz sonuglar1 reaksiyonun durdugu noktadaki absorbanstan basladigi noktadaki
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absorbansin ¢ikarilmasi ile elde edilmistir. Ayn1 6rneklerden Bradford protein analizi de

yapilarak sonuglar protein igerisindeki GSH olarak verilmistir.

3.8.2. Tiyobarbitiirik Asitle Tepkimeye Giren Maddelerin Analizi

Bu yontem MDA igerigini belirlemek amaciyla uygulanmaktadir. Tiyobarbitiirik
asitin (TBA) yonteminin prensibi, MDA ve TBA reaksiyona girerek kirmizi renkli pigment
olusturmasi esasina dayanmaktadir. TBARS testi kalibrasyon grafigi Sekil 3.5°te
verilmistir. Olusan kirmizi-pembemsi renkteki pigment spektrofotometrede 532-535 nm’de
Olciilmektedir. TBARS yontemi ile sadece ikincil bir reaksiyon tirlinii olan MDA 6lgiilmez
¢linkii ayn1 zamanda diger gida bilesenleride TBA ile reaksiyona girebilmektedir. TBA ile
reaksiyona giren ama MDA olmayan bilesiklere TBARS denir (Fernandez vd., 1997).
Deney ayiraclari asagida verilmistir;

Ayirag 1; Fosfat buffer1 hazirlamak i¢in 7,8005 g sodyum dihidrojen ortofosfat 400
ml saf su icerisinde ¢dzdiiriilmiistiir. 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 iizeri 10 ml olacak kadar saf su
ilave edilerek ayr1 bir kaba alinmistir.

Ayirag 3: 0,09 gr NaOH {izeri 30 ml olacak kadar saf su ilave edilerek ayr1 bir behere
alinmustir.

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

Ayirag 5: 2,2 gr Butil hidroksi toluen (BHT) 10 ml ethanol igersinde ¢ozdiiriilerek
ayri1 bir behere alinmistir.

Deneyin Uygulanisi: TBARS analizi Thermo Scientific marka (96 kuyucuklu) plaka
okuyucu kullanilarak yapilmistir. Tiim ¢o6zeltiler 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 6rnekten 200 pL 3 tekrarli olmak
tizere hiicrelere koyulmustur. Daha sonra 75 uLL TBA ilave edildikten sonra mikroplakanin
tizeri kapatilarak 60 °C’de 1 saat etiivde inkiibe edilmistir. Sonra mikroplaka
okuyucusunda 530 nm dalga boyunda okunmustur. Sonuclar ayn1 dokulardan Bradford

protein analizi de yapilarak degerlendirilmistir.
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3.9. Istatistiksel Analizler

Biitiin deneyler bagimsiz olarak iicer kez yinelenmistir ve veriler standart sapmali
ortalamalar olarak kaydedilmistir. Gruplar arasindaki anlamli farkliliklar1 bulmak igin
Tukey’in ¢oklu karsilagtirmalart ile degiskenlerin tek yonlii analizi (ANOVA SPSS/24.0
software) kullanilmistir. Gruplarin paralel mukayesesi i¢in Student’s t—test kullanilmistir.

Biitlin veri analizlerinde p—degeri < 0,05 olarak alinmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgular:

4.1.1. Nanomalzemelerin Karakterizasyon Bulgular:

Nanotoksisite biyodeney ¢alismamizda kullandigimiz a-Fe,O3 ve y-Fe;,O3 NP’lerinin
karakterizasyonu i¢in gerceklestirilmis olan TEM, DLS, Zeta Potansiyeli, XRD, SEM, FT-

IR ve UV-goriiniim spektroskopisi analiz sonuglart asagida degerlendirilmistir.

4.1.1.1. Transmisyon Elektron Mikroskobu Analiz Bulgulari

Her bir NP icin rastgele alanlardan aliman 3 mikroskop goriintiisiinden oOlgiilen
yaklasik 100 adet parcacigin caplari incelenerek parcaciklarin ortalama boyutlart ile
topaklanma (kiimelesme) yapip yapmadiklart tespit edilmistir. o-Fe;,O3 (40 nm) NP’ nin
TEM gorintiisii Sekil 4.1°de ve y-Fe;O3z (40 nm) NP’nin TEM goriintiisii Sekil 4.2°de
verilmistir. Her metal grubu ayr1 bir karakteristik 6zellik gdstermesine ragmen metal ve
metal oksit NP’lerin kolloidal (akuatik ortamda) yapida agregat (kiimelesme) yapmaya
meyilli oldugu bilinmektedir (Ates vd. 2014). Bu ¢alismada da benzer sonuglar alinmigtir.
Ayrica metal ve metal oksit NP’lerin sekilsel yapisi incelendiginde biiyiik cogunlugun
yuvarlak veya kiiresel bir yapi sergiledikleri goriilmektedir. Tim NP’lerde olmamakla
birlikte nanorod olarak adlandirilan farkli ebatlarda ¢ubuksu yapilarin da oldugu

gorilmektedir.

Sekil 4.1. Biyodeneyde kullanilan a-Fe,O3 (40 nm) NP’nin TEM goriintiisii
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Sekil 4.2. Biyodeneyde kullanilan y-Fe;O3 (40 nm) NP’nin TEM goriintiisii

4.1.1.2. Dinamik Isik Sacilimi Analiz Bulgular

Dinamik Isik Sagicist (DLS), ¢ogunlukla NP’lerin bulundugu kolloidal ¢ozelti
ortaminda boyutlandirilmasi ve silispansiyonlarda kiimelesimlerini belirlemek igin
kullanilir. DLS ile 6lgiilen cap degeri bir partikiiliin siv1 igerisinde nasil hareket ettigini
gosterir. Buna hidrodinamik ¢ap denir. Hidromatik ¢ap (karakterize edilen parcaciklarla
ayni hizda yayilan varsayimsal gegirgen olmayan bir kiirenin ¢api1), sagilma yogunlugu
Ol¢iimlerinin zamana baglilifindan oOlgiilebilir. Elde edilen ¢ap degeri partikiille ayni
difiizyon katsayisina sahip kiirenin ¢apidir. Bu difiizyon katsayis1 sadece partikiiliin esas
boyutuna bagh degildir, ayn1 zamanda ortamdaki iyonlarin tipine ve konsantrasyonuna da
baghdir. Hidrodinamik c¢ap, TEM gibi diger biiyiiklik ol¢iimleri i¢in tamamlayict
niteliktedir. Cilinkii NP cozeltilerinin agregasyon (kiimelesme) durumlari hakkinda bilgi
saglar. Son derece kiimelesmis ¢ozelti TEM biiyiikliigiinden ¢ok daha biiyiik hidrodinamik
caplara sahip olurken sabit, kiimelesmemis kolloidal ¢ozeltiler TEM biiyiikliigiine benzer
veya biraz daha biiyiik hidrodinamik ¢aplara sahip olmaktadir.

Calismada kullandigimiz a-Fe;O3 ve y-Fe;O3 NP’ler i¢in elde edilmis DLS sonuglari
Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te verilmistir. Ayrica ortalama parcacik boyut degerleri ise Cizelge
4.1°de verilmistir. DLS sonugclar1 incelendiginde tiim NP’lerin gergek boyutlarinin birkag
veya 10-100 kat1 arasinda biiylime oldugu goriilmektedir. Bu da metal ve metal oksit
NP’lerin genel karakteristik Ozellikleri olup sulu ortamda biliylime gosterdigi

gorilmektedir.
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Cizelge 4.1. Sulu ortamdaki metal ve metal oksit parcaciklari ile laboratuvar ortaminda
sentezlenen nanomalzemelerin boyut dagilimi, PdlI ve yiizey yiikii degerleri

- DLS Boyut * -
Nanopartikiiller [Z-Average (d.nm)] Pdl Zeta Potansiyeli (mV)
a-Fe,03 NP’leri (20-40 nm) 196,5 0,141 +32,1
v- Fe,03 NP’leri (20-40 nm) 501,5 0,329 +20,1

*: Polidispersite indisi: Agirlikga Ortalama Molekiil Agirligi’nin, Sayica Ortalama
Molekiil Agirligi’na orani, o malzemenin karistminin polidispersitesi (sa¢inimi) veya

polidispersite indisi (saginim indisi) olarak tanimlanir.

167
14

10

Hacim (%)
Lo -]

1 10 100 1000 10000
Boyut (d.nm)

[l /-1 [Alfa-Fe,O;-NP (20-40 nm)] ile ortalama

Sekil 4.3. a-Fe;03 (20-40 nm) NP’lerinin dinamik 1s1k sagilimi analiz sonuglari
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Sekil 4.4. y-Fe;O3 (20-40 nm) NP’lerinin dinamik 11k sag¢ilimi analiz sonuglari

4.1.1.3. Zeta Potansiyeli Analiz Bulgular

Bu ¢alismada a-Fe;O3 ve y-Fe,0O3 NP’leri ve kuantum noktaciklarin zeta potansiyeli
analizi sonucunda elde edilen (+/-) yiizey yiikii ve degerleri (mV) Cizelge 4.1°de, Zeta
potansiyeli grafikleri ise Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da verilmistir. Zeta potansiyeli sonuglar
incelendiginde NP’ler pozitif (+) ylizey ylikii gostermektedir. Zeta potansiyeli, i¢inde bir
parcacigin dagildigr yigin sivisi ve NP yiizeyi ile alakali zit yiiklii iyonlar1 igeren sivi
tabakas1 arasindaki potansiyel farkinin bir 6lgiisiidiir. Zeta potansiyeli 6l¢iimii, dagilma
mekanizmalart ile ilgili ayrmtili bilgi verir ve elektrostatik dagilma kontroliiniin
anahtaridir. Pozitif bir zeta potansiyeline sahip pargaciklar negatif yiiklii yiizeylere
baglanirlar veya bunun tersi durumunda da ayn1 durum olmaktadir.

Zeta potansiyelinin biiylikliigli parcacik kararliligi hakkinda bilgi saglar. Daha
yiiksek biiyiikliikteki potansiyeller artan elektrostatik itme ve dolayisiyla artan kararlilig
gostermektedir. Ornegin 0-5 mV pargaciklar kiimelesme veya bir araya gelme egilimi
sergilerler, 5-20 mV parcaciklar minimal diizeyde kararlidirlar, 20-40 mV pargaciklar orta
diizeyde kararlidirlar, 40+ mV’den biiyiikler ise par¢aciklar son derece kararlhidirlar. Buna
gore calismada kullandigimiz a-Fe;O3 ve y-Fe,O3 bazli NP’ler 20,1 ile 32,1 mV o6zellik
gosterdikleri i¢in orta diizeyde kararlidirlar. Bu NP’lerin Polidispersite indisi degeri ise
0,141 ve 0,329 olmustur.
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Sekil 4.5. a-Fe,03 (20-40 nm) NP’lerinin zeta potansiyeli analiz sonuglari
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Sekil 4.6. y-Fe,03 (20-40 nm) NP’lerinin zeta potansiyeli analiz sonuglari

4.1.1.4. X-Istm Kirmmm Analiz Bulgular:

a-Fe;03 ve y-Fe,0O3 NP’lerin XRD analizleri yapilmig ve sonuglar1 Sekil 4.7 ve Sekil

4.8’de verilmistir. Buna gore bu NP’lerin XRD sonuglari incelendiginde; XRD

spektrumlarindaki spesifik tepe noktalarinin sayisi, konumlar1 ve keskin formu 20,6-38,8

nm araliginda kristalit boyutu ile belirgin ve saf demir nanooksitler olan a-Fe,O3 ve y-

Fe 03’1 gostermektedir. Kirmimin keskin tepe noktalari, 6rneklerin yiiksek kristalligini

gosterir ve hesaplanan kristalit boyutlari iiretici verileri ile uyum i¢indedir.

a-Fe;O3 NP’nin (20-40 nm) XRD kirinim goriintiisii Sekil 4.7°de gosterilmistir.

Bunun belirli on bir doruk noktasi, raporlanan verilerle uyumlu olarak, 20-80° araligindaki

20’nin su degerleri gézlenmistir: 24,18, 33,2, 35,7, 40,7, 49,5, 54,1, 57,6, 62,5, 64,1, 72,04
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ve 75,6°. Ayrica, bu doruk noktalarin konumlari, a-Fe;O3 fazinin olusumunu onaylayan,
Toz Kirmim Standardi Birlesik Komitesinin (JCPDS) veri tabanimin 33-0664 nolu Kart
dosyasindakilerle uyusur (Nidhin vd., 2008; Long vd., 2015). Nanooksidin yiiksek
derecede kristallenmesi keskin doruk noktalar1 ile kamitlanmistir ve katisiksiz doruk
noktalar1 da gdézlemlenmistir (Sohoo vd., 2010). Kristalitlerin boyutu, 28,4 nm ortalama
boyuta sahip, 20,6-38,6 nm araligindaki 11 26 degeri i¢in Scherrer formiilii ile
belirlenmistir. a-Fe;O3 igin, literatliirde raporlananlarla uyumlu olarak, XRD kirinim
goriintlisiinde 20 i¢in alt1 doruk noktast belirlenmistir: 30,27, 35,6, 43,4, 53,7, 57,2, 62,9°,
elde edilen doruk noktalart Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de verilmistir (Guivar vd., 2014). Bu
konumlar, y-Fe,O3 igin JCPDS’nin 39-1346 nolu kart dosyasinda bulunan konumlarla
uyusmustur. Biitlin doruk noktalarinin keskin yonleri bilesimin yiiksek kristallenme
derecesini goOstermistir. 21,2-38,8 nm araliginda ve 29,1 ortalama boyutunda yukaridaki
doruk noktalari i¢in hesaplanmis kristalitlerin boyutudur. Belirli doruk noktalarinin sayist,
konumu ve XRD spektrumundaki keskin formu, 20,6-38,8 nm araliginda kristalit boyutuna
sahip belirgin ve saf demir nanooksitler, a-Fe,O3 ve y-Fe,O3’i agiga ¢ikarmistir. Demir
nanooksitlerin SEM goriintiileri Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da sunulmustur. Demir nanooksit
kristallerinde 1yi homojenlik ve kiiresel sekil oldugu goriilmiistiir. Her iki bilesik kiimeler
olustursa da, a-Fe;O3, y-Fe,O3’¢ kiyasla daha fazla kiimelenmis goriiniir. NP boyutlari,

XRD analizi ile belirlenmis olanlara yakindir (6rn, @-Fe,O3 igin 29,6 nm).

Alfa-Fe,0;-NP (20-40 nm)
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Sekil 4.7. a-Fe,O3 (20-40 nm) NP’lerin XRD sonuglari
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_Gamma-Fe,0;-NP (20-40 nm)
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Sekil 4.8. y-Fe,0O3 (20-40 nm) NP’lerin XRD sonuglar1

4.1.1.5. Taramah Elektron Mikroskobu Analiz Bulgulari

a-Fe,03 ve y-Fe,03 NP’lerin morfolojisi 25 kV de KYKY-EM3200 enstriimani ile
taramali elektron mikroskobunda (SEM) analiz edilmis ve sonuglar Sekil 4.9 ve Sekil
4.10’da verilmistir. Buna gore bu NP’lerin SEM sonuglari incelendiginde; Demir
nanooksit kristallerinin homojenligi ve kiiresel sekilleri gézlenmistir. Her iki bilesikte
kiimeler olusturmasina ragmen, o-Fe;Os; NP’lerin y-Fe,O3 NP’lerine gore daha fazla
kiimelenme (agregat) yaptigr gdézlenmistir. NP’lerin boylart XRD analizi ile belirlenen
degerlere yakindir, 6rnegin y-Fe,O3 igin 29,6 nm. XRD spektrumlari igindeki spesifik
doruk noktalarinin sayisi, konumu ve keskin formu, 20,6-38,8 nm arasinda kristal
boyutuna sahip, belirgin ve saf demir nanooksitlerini (a-Fe,O3 ve y-Fe;,0O3) gostermistir.

Ayrica, SEM analizleri ile de onlarin homojenlik ve kristaliniteleri kanitlanmstir.
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Sekil 4.10. y-Fe;03 (20-40 nm) NP’lerin SEM goriintii sonuglari

4.1.1.6. Fourier Doniisiim Kizilotesi Spektroskopisi Analiz Bulgular
FT-IR Spektroskopisi analizine ait sonuglarin degerlendirilmesi a-Fe,O3 ve y-Fe,03

nanopartikiiller i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Sonuglar asagida verilmistir.
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4.1.1.6.1. Demir Grubu Nanopartikiillerin FT-IR Bulgulan

a-Fe;03 ve y-Fe,03 (20-40 nm) arasindaki FT-IR spektrumlari, Sekil 4.11 ve Sekil
4.12°de gosterilmistir ve 4000-400 cm™ bolgesi icin karsilik gelen transmitans degerlerine
sahip spesifik dalga boylar1 Cizelge 4.2’de sunulmustur. Demir grubu NP’lerin FT-IR
sonuclar1 incelendiginde, a-Fe;O3 ve y-Fe,O3 FT-IR spektrumlarindaki kaydedilen bantlar
ve tepe noktalar1 atmosferden absorbe edilmis su ve karbondioksit eser miktarlarina tahsis
edilmistir. Ayrica ~750-400 cm* bolgesindeki spesifik maksimumlar ile Fe-O baglar ile
ilgili olan ve oksitlerin safligin1 ve kristallesmesini ortaya koyan keskin bant ve tepe
noktalar1 gozlenmistir. Bu da literatiirde yayinlanan verilerle uyum igindedir. Her bir
NP’nin FT-IR sonuglart ayri ayri incelendiginde; her iki spektrum da, O-H’nin gerilme
titresiminden dolay1 3426,9 ve 3428,8 cm™ maksimuma sahip kusaklarda ve atmosferdeki
absorbe suyun O-H egilme titresimine karsilik gelen 1629,5 cm™’de seyretmislerdir (Li
vd., 2012; Kazemzadeh ve Ataie, 2012). a-Fe;O3 i¢in 896,7, 800,3 cm ™ deki ve v-Fex03
icin 879,3, 817,6 cm™’deki iki doruk nokta O—H’nin diizlem disi egilmesi ile ilgilidir
(Lopez vd. 2010). 29236 ve 2854,1 cm™deki diisiik doruk noktalar1 sirasiyla
karbondioksit sebebiyledir. 1440,5 ve 1438,6 cm™?  arasindaki sogurum kusaklari
karbonattaki CO; ile ilgilidir ve digeri her iki spektrum i¢in CO;’ye olan 1384,6 cm ™ deki
deger bikarbonattandir (Galhotra, 2010). Nanoboyutlu oksitlerin bdlgede ~750-400 cm™
araliginda belirli kusaklar1 vardir. a-Fe;O3’in durumunda, sirasiyla %23,2 ve %61,3
degerlerinde yiiksek ve orta transmitansa sahip 570,8 ve 480,1 cm ™’ de iki keskin kusak ve
%87,3’liik 414,6 cm™ ayr1 bir doruk gdzlenmistir. Bunlar, Fe—O bagna karsilik gelen
raporlanmis verilerle uyum igindedir (Duhan ve Devi, 2012; Li vd., 2012). y-Fe,O3 igin,
694,2, 640,2, 562,1 cm™? maksimuma ve sirasiyla %45,6, %31,1 ve %39,9 transmitansa ve
%85,2 ve %70,3 transmitansa karsihik gelen 482,1, 422.3 cm™’lik iki zirveye sahip genis
ve keskin bir kusak kaydedilmistir. Bu kusak ve doruklar y-Fe,O3’lin Fe-O bagindan
kaynaklanmaktadir. Boylelikle yaymlanmis verilere uygun olarak, hem a-Fe;O3; hem de y-
Fe,O3’in safligin1 ve kristalligini agiga vuran 750-400 cm* bolgesinde belirli bir

maksimuma sahip doruklar ve keskin kusaklar kaydedilmistir.
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Cizelge 4.2. Demir grubu nanopartikiillerin spesifik dalga boyu ve FT-IR spektrumlarinin
gecirgenlik degerleri

No a-Fe,03 (20-40 nm) v-Fe,03 (20-40 nm)

D*(cm™) G*(%) D*(cm™) G*(%)
1 3426.9 84.1 3428.8 85.6
2 3147.3 86.4 2923.6 98.2
3 2923.6 97.6 2854.1 99.2
4 2854.1 99.9 2269.8 99.4
5 275.6 99.9 1629.5 93.6
6 1629.5 88.4 1438.6 92.1
7 1600.6 87.0 1384.6 96.7
8 1440.5 86.8 1349.9 98.7
9 1384.6 88.7 1120.4 98.2
10 1351.8 93.1 879.3 99.8
11 1118.5 93.8 817.6 99.9
12 896.7 75.4 694.2 54.6
13 800.3 84.1 640.2 31.1
14 570.8 23.2 563.1 39.9
15 480.1 61.3 482.1 85.2
16 414.6 87.3 422.3 70.3

*D: Dalga boyu (cm™); *G: Gegirgenlik (%)
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Sekil 4.11. a-Fe,O3 (20-40 nm) NP’lerin FT-IR sonuglari

30



100{ ——, ~———— N\ A

v-FeaOs ~r’ {
2040 nm

80 l |

60

Gegirgenlik
2
.~

/

© © o W oo™
™ 0 o < N ONDWOW NI OO
~ o @ - 0 ©@OITLW WM v~ T v
© D — ) N OO DO NNT

-20- =) ™o > P O THO MO —vem™
o~ oW o N MOITN O~ ™Moo
- o o~ O TOMvr M~ O
™ R o — v v 000 NI

L) L] L L

Dalga sayisi

Sekil 4.12. y-Fe,O3 (20-40 nm) NP’lerin FT-IR sonuglari

4.1.1.7. Nanopartikiillerin UV-Vis Absorbans Degerlerini Gosteren Istatistiksel
Deneysel Tasarim Bulgulari

Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’e gore yapilan deney tasarimi sonucunda elde edilen
verilerle, en kii¢iik kareler yontemi ile regresyon analizi yapilmistir. Ug¢ degisken ii¢
seviyeli bu tasarimin sonucunda elde edilen polinomal denkleme gore esitlik 4.1 ve esitlik

4.2 kullanilarak cevap yiizey grafikleri elde edilmistir.

yi=Po+ 2 BiXi+ X BiXiyz + X Bij XiX; (4.1)

Y = Bo + B1X1 + B2Xy + B3X3 + Br11Xy2 + BaXp2 + B33 X3z + B2 X1 X +
P13X1X3 + B3X, X3 (4.2)

Cizelge 4.3. Absorbans Oolgiilmesinde kullanilan bagimsiz degiskenlerin seviye ve
araliklari.

" Degisken Seviyeler
Degiskenler k(;gdiarl 1 0 1
Nanopartikiil dozu (mg/L) X1 1 10 50
Etkilestirme siiresi (Saat) X2 24 36 48
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Cizelge 4.4. Iki bagimsiz degiskenle BBD (Box Behnken Design) modeline gore
oOlusturulan deney tasarimi.

X1: Dozu  X2: Siire

Deneme (mg/L) (Saat) a-Fe;03(20-40 nm) v-Fe,03 (20-40 nm)
1 10.00 48.00 0.099 0.14
2 10.00 24.00 0.0266 0.338
3 10.00 48.00 0.098 0.143
4 50.00 48.00 0.02 0.025
5 1.00 48.00 0.028 0
6 10.00 48.00 0.133 0.136
7 10.00 72.00 0.025 0.024
8 50.00 72.00 0 0
9 10.00 48.00 0.131 0.138
10 1.00 24.00 0.069 0.013
11 50.00 24.00 0.067 0.168
12 10.00 48.00 0.11525 0.13875
13 1.00 72.00 0.006 0

Ikinci dereceden polinomal esitlik esas alinarak absorbans degerlerinin farkinin
bulunmasinda; NP konsantrasyonu (ppm) ve etkilestirme siiresinin istatistiksel analizi
yapilmis ve uygulanan modelin %95 giiven araligi igerisindeki ANOVA analizi ile
incelenmis ve model ile deneysel bulgularin uyumuna bakilmigtir. Anlamlilik F degerinin
0,05’den kii¢iik olmasi (%95 giliven araliginda) modelin istatistiksel olarak 6nemli
oldugunun gostergesidir. Yapilan istatistiksel degerlendirmede segilen modelin uygunlugu
her bir NP ismi verilerek tablolar seklinde gosterilmistir. Buna gore quadratik model, bu
denemelerin tamamu i¢in kullanilmis ve elde edilen verilerin ANOVA sonuglart Cizelge
4.4’te gosterilmistir.

a-Fe;03 (20-40 nm) NP’si igin verilen istatistiksel tablo sonuglarina goére; uygun
goriilen Quadratik model i¢in Korelasyon katsayisi (R?) degeri sirastyla; Coklu R=%81,65,
R2=%66,67 ve ayarl R2=%42,87 olarak belirlenmistir. (RZ) degerinin %66,67 olarak
belirlenmesi, gozlenen degerlerle 6ngoriilen degerler arasinda uyumlulugun az oldugunu
ve uygulanan modelin giiven aralig1 icerisinde yer almadigim1 gostermektedir. Coklu R
degerinin %81,65 olmasi, regresyonun istatistiksel olarak 6nemli oldugunu ve toplam
degiskenlerin %19,35’Iik bir kisminin bu modelle agiklanamayacagini belirtmektedir.

Modelin istatistiksel degerini belirlemek icin ANOVA testi igerisindeki “Anlamlilik F”
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degerine bakilmistir. Anlamlilik F degerinin 0,05’den biiyiik olmasi (0,1060) ve model F
degerinin 2,80 olarak elde edilmesi, %95 giiven araliginda modelin istatistiksel olarak
degerli olmadiginin gostergesidir (Sekil 4.13).

Matematiksel modellemede ise;
Yy = Bo + B1X1 + B2Xo + 12X1 X, + f11X12 + [22X 52 (4.3)
Abs.= 0.13 - 0.0026 X; — 0.023 X, — 0.0067 X;, — 0.068 X2 — 0.041 X,> (4.4)

olarak bulunmustur.
Yapilan degerlendirme sonucunda, a-Fe;O3 (20-40 nm) i¢in segilen parametrelerden
partikiil dozunun ve silirenin absorbans degerini azaltict etkiledigi sonucuna varilmistir.

Katsayilarin mutlak degerlerine bakildiginda etkime sirasi siire ve doz seklindedir.

a-Fe203 NPs.(20-40 nm)

A: Part.dose w2 < Sl B: Time
10077200

Sekil 4.13. a-Fe,03 (20-40 nm) NP’ler igin istatistiksel verilerin grafikleri

v-Fe203 (20-40 nm) NP’si igin verilen istatistiksel tablo sonuglarina gore; uygun
goriilen Quadratik model i¢in Korelasyon katsayisi (RZ) degeri sirasiyla; Coklu R=%289,78,
R?=%80,61 ve ayarl R*=%66,76 olarak belirlenmistir. (RZ) degerinin %80,61 olarak
belirlenmesi, gozlenen degerlerle Ongoriilen degerler arasinda uyumlulugun yiiksek
oldugunu ve uygulanan modelin giiven araligi igerisinde yer aldigin1 gostermektedir. Coklu
R degerinin %89,78 olmasi, regresyonun istatistiksel olarak dnemli oldugunu ve toplam
degiskenlerin %10,22’lik bir kisminin bu modelle agiklanamayacagint belirtmektedir.

Modelin istatistiksel degerini belirlemek icin ANOVA testi igerisindeki “Anlamlilik F”
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degerine bakilmistir. Anlamlilik F degerinin 0,05’den kiigiik olmas1 (0,0195) ve model F
degerinin 5,82 olarak elde edilmesi, %95 giiven araliginda modelin istatistiksel olarak
degerli oldugunun gostergesidir (Sekil 4.14).

Matematiksel modellemede ise;
Yy = Bo + B1X1 + B2Xo + 12X1 X, + f11X12 + [22X 52 (4.5)
Abs.= 0.26 + 0,030 X; — 0.085 X, — 0.013 X;, — 0.25 X2 + 0.037 X,2 (4.6)

olarak bulunmustur.
Yapilan degerlendirme sonucunda, y-Fe;03 (20-40 nm) i¢in secilen parametrelerden
partikiil konsantrasyonu ve silirenin absorbans degerini azaltici etkiledigi sonucuna

vartlmistir. Katsayilarin mutlak degerlerine bakildiginda etkime sirasi siire ve doz

seklindedir.

g-Fe203 NPs.(20-40 nm)

A:Partdose TS~ %® B: Time
00

Sekil 4.14. y-Fe,03 (20-40 nm) NP’ler igin Istatistiksel verilerin grafikleri
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4.1.2. Toksisite Analiz Bulgular:

4.1.2.1. Faz Kontrast Mikroskobik Analiz Bulgular:

Herhangi bir uygulamaya tabi tutulmayan kontrol grubu ile a-Fe,O3; ve y-Fe,Os
NP’lere maruz birakilan D. magna bireylerinin faz kontrast resimleri Sekil 4.15°te
verilmigtir. Sonuglar incelendiginde, hem tatlisu hem de deniz suyu tiirlerinin akuatik
ortamda bulunan NP’lerden etkilendigi goriilmiistiir. NP’lere maruz birakilan D. magna
tirtiniin  hemen hemen her ylizeyi bireysel veya topaklanmis nanomalzeme ile
sartlmaktadir.

Herhangi bir uygulamaya tabi tutulmayan kontrol grubu ile NP’lere (50 ug/mL, 72
saat) maruz birakilan zooplanktonlarin faz kontrast resimleri Sekil 4.15°te verilmistir. Faz
kontrast mikroskobik sonuglari incelendiginde; D. magna organizmasinin ortamda bulunan
NP’leri aldigr goriilmektedir. Bu organizma da siizerek beslendigi i¢in sulu ortamda
bulunan mikro veya makro boyuttaki tiim parcaciklart besin yoluyla viicuduna alir. Bu
zooplanktonik organizmalar beslenme aliskanliklarindan dolayr ortamda bulunan tim
partikiilleri ayrim yapmadan siizerek biinyesine alirlar. Ancak viicuda alinan bu
pargaciklarin ne kadarinin NP oldugu veya organizmada bu NP’lerin birikim yapip
yapmadigi ise ancak ICP-MS analizleri sonuglari ile belirlenebilir. Bu sonuglar ICP-MS
analizi sonucunda yapilan birikim sonuglar1 ile ayni paralellik gostermektedir. NP
konsantrasyonu arttikga birikim oraninda da artis oldugu goriilmektedir. Organizma
tarafindan alman NP’ler dokuda metal olarak birikim yaptiginda bir st tiiketici

organizmalar i¢in tehlike olugturmaktadir.

Kontrol grubu D. magna NP’lere maruz birakilan D. magna

Sekil 4.15. Kontrol grubu ile NP’lere (50 pg/mL, 72 saat) maruz birakilan zooplankterler
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4.1.3. Metal ve Metal Oksit Nanopartikiillerin Toksisite Oranlari

4.1.3.1. D. magna Toksisite Test Bulgulari

a-Fe,03 ve y-Fe,O3 NP’lerin etkileri sonucunda D. magna’ya ait toksisite sonuglarini
gosteren grafikler Sekil 4.16 ve Sekil 4.17’de verilmistir. a-Fe,O3 NP’leri (20-40 nm)
digerlerine kiyasla ¢cok daha az toksik etkiye sahip oldugu vurgulanabilir. Caligilan
stirelerin sonunda hicbir konsantrasyonda letal doz saptanmamistir. y-Fe,O3 NP’lerinde
(20-40 nm) ise 25 ppm’den itibaren 72. saatte letal doz saptanmis, diger siirelerde herhangi

bir letal doz etkisi gozlenmemistir.

Wos [ 24s | 48s P T2s

Canh Sayisi1 (Adet)

S = N W &~ O

0.2 1 5 10 25 50
Deneme gruplari (mg/L)

Sekil 4.16. a-Fe;,03 (20-40 nm) NP’lerin D. magna’da toksisite oranlarini gdsteren

grafikler
Wos [ 24s | 48s P T2s
5_
g a-
<
g 37
51
(3]
0_
0.2 1 5 10 25 50
Deneme gruplarn (mg/L)

Sekil 4.17. y-Fe;O3 (20-40 nm) NP’lerin D. magna’da toksisite oranlarini gésteren
grafikler
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4.1.4. Kimyasal Analiz Bulgular

Birincil tiiketici organizmalarin beslenme aliskanliklarindan dolayi, yasadiklar veya
bulunduklar1 ortamdaki her tiirlii faydali veya zararli pargaciklar1 suyu siizerek almalari
kacmilmazdir. Bu 06zellik beslenme aligkanliklarindan dolayr gelmekte ve bu tiir
zooplanktonik organizmalar, biinyelerinde birikim olusturmaktadir. Ancak her organizma
farklilik gostermekle birlikte 6zellikle NP’lerin birikim ve atilim oranlari ayni degildir. Bu
kapsamda biyodeneysel asamada kullandigimiz a-Fe,O3 ve vy-Fe,Os3 NP’lere maruz
birakilan zooplanktonik organizmalardaki birikim ve atilim oranlari ICP-MS ile analiz

edilmis ve elde edilen sonuglar agsagida ayr1 boliimler halinde verilmistir.

4.1.4.1. D. magna Bireylerinde Birikim ve Atilim Degerleri

Biyodeneyde kullanilan D. magna bireylerinin metal ve metal oksit NP’lere maruz
birakilmasi sonucunda bireylerde birikim ve atilim degerlerin belirlenmesi i¢in yapilan
ICP-MS analiz sonuglar1 asagida verilmistir (Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6).

a-Fe;03 (20-40 nm) NP’lerine maruz birakilan D. magna bireylerinde Fe birikimi ve
atilm sonuglar1 incelendiginde; her uygulama saatinde, konsantrasyon artisina paralel
olarak birikim ve atilimin gerceklestigi belirlenmistir. Konsantrasyon orani arttik¢a birikim
miktarlar katlanarak bir artig gostermistir. Birikim oranlari ise uygulama siireleri acisindan
degerlendirilirse, siire artigina paralel olarak bir birikim azalmasinin oldugu belirlenmistir.
Calismada a-Fe;O3 NP’sinin tiim konsantrasyonlarinda denemenin 24. saat sonucunda en
yiiksek birikimlere ulastigi ve daha sonraki giinlerde ise giderek azalma gosterdigi
belirlenmistir. En yiiksek birikim ve atilim oranlar1 yiiksek konsantrasyonlarda
belirlenmigtir. Atilim oranlarinda da konsantrasyon arttikca katlanarak bir artis egilimi
goriilmiistiir. Calisma sonucunda yapilan atilim siireci sonucunda ise ciddi oranlarda Fe
atiliminin gergeklestigi goriilmiistiir.

v-Fe203 (20-40 nm) NP’lerine maruz birakilan D. magna bireylerinde Fe birikimi ve
atilm sonuglart incelendiginde; her uygulama saatinde, konsantrasyon artisina paralel
olarak birikim ve atilimin gergeklestigi belirlenmistir. En yiiksek birikim ve atilim oranlari
yilksek  konsantrasyonlarda  belirlenmistir.  Caligmada y-Fe;O3  NP’sinin  tiim
konsantrasyonlarinda denemenin 24. saati sonucunda yiiksek birikimlere ulastigi ve daha
sonraki giinlerde ise genellikle birikimin daha az oldugu goriilmiistiir. Atilim oranlarinda

da konsantrasyon arttik¢a katlanarak bir artis egilimi gortiilmistiir.
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Cizelge 4.5. D. magna bireylerinde a-Fe;O3 (20-40 nm) NP’lerin birikim ve atilim

degerleri (ug/g)
Birikim
Gruplar Atilhm
24 saat 48 saat 72 saat

Kontrol 88,7+421¢ 87,2422A 84,3+9"¢ 89,145
0,2 ppm 205,3+317¢ 129,8+95¢ 96,1435 79,4+35¢
1 ppm 277,623 173,1455% 143,4+95¢ 78,9+3%°
5 ppm 443,1+73%¢ 239,6248% 210,6+35% 138,3+10%°
10 ppm 632,4+65"° 353,3+635¢ 265,44+425° 144,14225¢
25 ppm 1049,1423%° 793,9+3350 628,8+33° 340,6+33""
50 ppm 1322,4+317 1207,1+62% 956,330 719,4+61

Cizelge 4.6. D. magna bireylerinde y-Fe,O3 (20-40 nm) NP’lerin birikim ve atilim

degerleri (ug/g)
Birikim
Gruplar Atihm
24 saat 48 saat 72 saat

Kontrol 78,942 A° 76,4+4 78,1+3 A 77,2454
0,2 ppm 90,0+9 A° 82,1+314° 79,9+0 4 60,8+4 B¢
1 ppm 273 4452 198,8+23 A 166,0+16 98,0+5 B¢
5 ppm 643,1+73 2 339,4+24 A 261,8+29 AB° 196,6+9 B
10 ppm 832,6+65"" 553,14+63 A 423,7+86 "B 227,9+40 B
25 ppm 1151,1423 A% 1040,4+33 A% 951,1494 A 448 4+10°°
50 ppm 1825,6+31 "2 1649,8+62 "2 1574,7+37 752 817,5+79 B2

Not 1: Ayni konsantrasyonlarda (ayni satirda) farkli biiyiik harflerle gosterilen zaman
ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
Not 2: Ayn1 zamanda (aynu siitunda) farkli kiigiik harflerle gosterilen konsantrasyon
ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).

4.1.4.1.2. Demir iyon Salinimi Analiz Bulgular

Biyodeneyde kullandigimiz D. magna organizmalarinin bulunduklari ortamdan su

ornekleri alinarak o-Fe;O3; ve y-Fe;Os3 NP’lerin her iki ortamdaki iyon salinimlari

incelenmistir. Bu kapsamda tatlh su (D. magna organizmalarin bulundugu ortam)

ortaminda NP’lerin ¢oziinmelerine bagli olarak ortama (medium) saldiklar1 metal iyon

analizleri ICP-MS ile yapilmis ve sonuglar ppm (ug/L) olarak asagida verilmistir (Cizelge

4.7). Tath su ortamindaki iyon sonuglar1 incelendiginde her bir NP ortama farkli miktarda

iyon birakmaktadir. Baz1 NP’lerde konsantrasyon artigina bagli iyon artisi olurken diger

38



NP’lerde zaman artisina bagli olarak ortama iyon salinimlarinda artis olmamistir. Bu
sonuclar a-Fe,0O3 ve y-Fe,0O3 NP’lerin suda ¢oziinmelerini hakkinda bilgileri vermektedir.
a-Fe;03 (20-40 nm) ve y-FeOsz (20-40 nm) NP’lerinin ortama verdigi Fe iyon
miktarlar1 degerlendirildigi zaman; a-Fe,O3 (20-40 nm) NP’si i¢in uygulama gruplarinda
kontrol grubuna oranla bir diisiis gerceklesmis ve konsantrasyon artigina paralel olarak
gerceklesen artis ile Dbirlikte nispeten dengelenmistir. Ancak, 25 ve 50 ppm
konsantrasyonlarinin 48 ve 72. saatlerinde kontrol grubunun iizerinde degerler elde
edilmistir. y-Fe;,O3 (20-40 nm) NP’de ise 0,2, 1 ve 5 ppm konsantrasyonlarinin 24.
saatlerinde kontrol grubundan daha diisik degerler elde edilmisken, tim diger
konsantrasyon ve uygulama siirelerinde kontrol grubundan daha yiiksek degerler elde
edilmistir. Belirlenmis olan artis miktarlar1 slire ve konsantrasyon artigi ile birlikte

gergeklesmistir.

Cizelge 4.7. a-Fe;O3 (20-40 nm) ve y-Fe,O3 (20-40 nm) NP’lerin ortama verdigi Fe iyon
miktarlar: (ug/L)

Gruplar a-Fe,O3 (20-40 nm) v-Fe>03 (20-40 nm)

Tath su 24.s 48.s 72.5 24.s 48.s 72.5
0,2 ppm 6,0 11,3 22,6 51,3 81,6 128,1
1 ppm 19,9 22,9 36,4 67,0 98,7 114,4
5 ppm 20,1 32,2 37,8 70,0 103,4 138,3
10 ppm 30,7 36,6 82,0 83,8 119,0 155,3
25 ppm 68,0 95,7 1171 91,2 129,1 169,9
50 ppm 69,2 98,5 136,8 98,4 138,7 1747

4.1.5. Biyokimyasal Analiz Bulgular

Organizmalarda oksidatif stres olusumu, yag asitlerinin oksidasyonu reaktif bir
radikal tarafindan yag asitlerinin metilen gruplarindan bir hidrojen atomunun koparilmasi
ile baglar. Oksidatif stres ile birlikte olusan ve reaktif oksijen tiirleri/metabolitleri olarak
bilinen molekiiller 6zellikle lipid, protein ve DNA gibi hiicre bilesenlerine zarar verir.
Karbon merkezli radikal olugmasi ve daha sonra molekiiler oksijenin baglanmasi ile lipid
hidroperoksitleri meydana gelir. Lipid hidroperoksitleri, lipid peroksidasyonunun erken
asamasina neden olur. Lipid hidroperoksitlerinin yikimi ile de biyoaktif aldehitler olusur.
Bunlardan en 6nemlileri Glutatyon (GSH) ve malondialdehit (MDA)’tir. Organizmanin
biitiin hiicrelerinde bulunan ve hiicrelerin protein yapisi disindaki siilfidril grubu igeriginin
%90 kadarini olusturan GSH ise zararh bilesiklerin etkisizlestirilmesinde 6nemli rollere
sahiptir. GSH radikal kaynakli hasara kars1 koyarken antioksidan enzimlere substrat olarak

gorev yapar ve bir radikal tutucusu gibi davramr. Ozellikle peroksidaz ve rediiktaz
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enzimlerinin aktiviteleri i¢cin son derece Onemlidir. MDA ise lipid hidroperoksit
ayrismasinin  birgok diisiik molekiil agirlikli nihai {riiniidir ve c¢ogunlukla lipid
peroksidasyonunun en son iiriinii olup, oksidatif stres belirleyicisi olarak siklikla kullanilan
testtir. Bu amagla MDA {iretimini degerlendirmek ic¢in kullanilan en yaygin yontem ise
tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) belirleyicisidir. Biyodeney calismasinda
kullanilan zooplanktonik organizmalardaki oksidatif stresin gostergesi olarak GSH ve

TBARS biyomarkirlar1 degerlendirilmis olup sonuglar1 asagida ayr1 ayri olarak verilmistir.

4.1.5.1. GSH Analizine Ait Bulgular

4.1.5.1.1. D. magna

a-Fe;,03 ve y-Fe,O3 NP’lere maruz birakilan D. magna bireylerinden elde edilen
GSH bulgulart Cizelge 4.8’de verilmistir. a-Fe;,O3 (20-40 nm) ve y-Fe,O3; (20-40 nm)
NP’leri i¢in ise benzer bir sekilde sadece 0,2 ppm konsantrasyonu kontrol grubuna gore
yiiksek veriler vermigken, diger tiim gruplarda ise GSH verilerinin konsantrasyon artigina
paralel olarak bir genel diisiis gdsterdigi goriilmiistiir. Her iki NP i¢inde en diisiik veriler
25 ppm konsantrasyonundan elde edilmistir. a-Fe;03; ve y-Fe;,O3 (20-40 nm) NP’lerine

maruziyet sonucunda elde edilen GSH bulgular1 daha diisiik olarak bulunmustur.

Cizelge 4.8. a-Fe,0O3 (20-40 nm), y-Fe,O3 (20-40 nm) NP’lere 72 saat siireyle maruz
birakilan D. magna bireylerinden elde edilen GSH bulgulari

Gruplar a-Fe,03 (20-40 nm) (mg/L)  y-Fe,O3 (20-40 nm) (mg/L)

Kontrol 7,4340,112 7,97+0,14%
0,2 ppm 9,20+1,18? 8,21+0,312
1 ppm 6,78+1,12° 6,46+0,32%
5 ppm 6,15+0,30° 6,31+0,23°
10 ppm 6,35+0,34% 6,00+0,27°
25 ppm 4,65+0,27" 5,50+0,26°
50 ppm 4,87+0,50" 6,17+0,16%

Not: Ayni siitunda farkl: kiigiik harflerle gosterilen konsantrasyon ortalamalar1 arasindaki

farklar 6nemlidir (p<0,05).

4.1.5.2. Tiyobarbitiirik Reaktif Maddeler Analiz Bulgular:

4.1.5.2.1. D. magna

a-Fe;O3 ve y-Fe,O3 NP’lere maruz birakilan D. magna bireylerinden elde edilen
TBARS bulgular1 Cizelge 4.9’da verilmistir.
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a-Fe;03 (20-40 nm) NP’si igin en yiiksek TBARS degeri 1 ppm konsantrasyonunda,
en diisiik deger ise 10 ppm Konsantrasyonunda bulunmustur. TBARS degerleri arasinda
bariz ve diizensiz bir dalgalanmanin oldugu goériilmiistiir. y-Fe;O3 (20-40 nm) NP’si igin
ise nispeten tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna benzer veriler elde edilmistir. En

diisiik deger 10 ppm ve en yiiksek deger ise 1 ppm konsantrasyonlarindan elde edilmistir.

Cizelge 4.9. a-Fe;03 (20-40 nm), y-Fe,O3 (20-40 nm) NP’lere 72 saat siireyle maruz

birakilan D. magna bireylerinden elde edilen TBARS bulgulari

Gruplar a-Fe,03 (20-40 nm) (mg/L)  y-Fe O3 (20-40 nm) (mg/L)
Kontrol 5,21+0,12% 5,33+0,55%
0,2 ppm 5,58+0,21° 6,00+0,57°
1 ppm 6,11+0,06% 6,32+0,65°
5 ppm 4,72+0,37° 5,20+0,41°
10 ppm 4,41+0,19° 4,72+0,35°
25 ppm 5,89+0,12° 5,09+0,46°
50 ppm 5,78+0,33° 5,99+0,18°

Not: Ayni siitunda farkl: kiigiik harflerle gisterilen konsantrasyon ortalamalar1 arasindaki
farklar 6nemlidir (p<0,05).

4.2. Tartisma

En az bir boyutlu, farkli sekil ve biiytikliikte olabilen nanomalzemeler, ¢ok elementli
veya tek elementli yapida ve bigimlerde olabilir ve arzu edilen bigimlerde
olusturulabilirler. Bu nanomalzemelerden olan NP’ler ¢ok kullanisli olmalar1 nedeniyle
yogun miktarda iiretilmektedirler. Yogun diizeyde gergeklestirilen bu iiretim sebebiyle de
dogada bulunan organizmalarda dogrudan veya dolayli olarak potansiyel birikim
artmaktadir. Ancak, heniiz son zamanlarda arastirilmaya baslanan NP’lerin dogal ortama
olan etkileri ve bu aragtirmalardan elde edilen ilk bulgular durumun cok ciddi olabilecegini
ortaya ¢ikarmaktadir. Yapilan bircok aragtirmada bazi NP’lerin yiiksek toksik ozellige
sahip oldugu rapor edilmistir (Baun vd., 2008; Adam vd., 2015; Aravantinou vd., 2015).
Organizmalarin toksik maddelere karsi gostermis oldugu toleransin genel anlamda
degiskenlik gostermesinden dolayi toksikolojik etkiler, farkliliklarin biiylik bir bolimiinii
aciklamaktadir. Bu nedenle, ayn1 NP’lerin farkli ¢evreler ve farkli organizmalar tizerindeki
etkilerinin es zamanli olarak belirlenebilmesi i¢in dogru toksikoloji modellerini kullanmak
gereklidir. Biyolojik sistemdeki tiim organizmalar, agiz yoluyla veya deriden niifuz etme

de dahil bir ¢ok farkli yoldan NP’lere maruz kalabilirler. NP’lerle ilgili cevresel kaygi ise
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besin zincirinin en altindaki birincil iiretici ve tiiketici organizmalarin maruz kalmasidir.
Bu biyolojik sistemde besin zincirini olusturan en 6nemli organizmalar birincil {iretici olan
fitoplanktonik organizmalar ve birincil tiiketici organizmalar olan zooplanktonik
organizmalardir. Insanlarin yiyeceklerinin énemli bir kismini olusturan baliklarin, suyla
taginan besinlerde veya beslenme yoluyla nanoboyuttaki parcaciklarla kirlenmis
zooplankton tiirleriyle beslenmeleri ve her tiirli NP’nin birincil tiiketici organizmalarda
birikmesi endise verici bir durumdur. Bu birikim ile organizmalar arasindaki av-avci
iliskisini géz Oniine alarak besin zinciri boyunca NP’lerin nasil tasindigini ve en 6nemlisi
de nanoboyuttaki malzemelerin farkli ortam ve konsantrasyonlarda nanotoksisitesinin nasil
olustugu aciklanabilmektedir.

Metal bazli NP’lerin her biri ayr1 bir karakteristik 6zellik gostermesine ragmen
arastirmada kullanilan o-Fe;O3 ve y-Fe;Os NP’lerinin  kolloidal yapida genellikle
kiimelesme yapmaya meyilli oldugu goriilmektedir. Ayrica bu NP’lerin morfolojik yapisi
incelendiginde biiyiilk c¢ogunlugunun yuvarlak veya kiiresel bir yapt sergiledikleri
goriilmektedir. Tiim NP’lerde olmamakla birlikte nanorod olarak isimlendirilen farkli
ebatlarda ¢ubuksu yapilarin da oldugu goriilmektedir. NP’lerin tanimlanmasi i¢in yapilan
karakterizasyon analiz sonuglar1 daha 6nce metal NP’ler ile yapilmis ¢alismalar ile benzer
sonuglar gostermektedir (Lin vd., 2014).

Karakterizasyon analizi verilerine gore, metal bazli NP’lerin kolloidal sivi
icerisindeki boyutlarinda birkag kattan 100 kata kadar biiyiime oldugu goriilmektedir. Bu
da NP’lerin genel karakteristik ozellikleri olup sulu ortamda boyutlarinda biiyiime
oldugunu gostermistir (Nel vd., 2009). a-Fe;O3 ve y-Fe,O3 NP’ler pozitif (+) ylizey yiikii
gostermektedir. Sapsford vd. (2011) zeta potansiyelini NP ylizeyi ve i¢inde bir pargacigin
dagildigr y1gin siwvisi ile ilgili zit yiikli iyonlarin bulundugu sivi tabakasi arasindaki
potansiyel farkinin bir 6l¢iisii olarak ifade etmistir. Metal NP’lerin s1v1 ortamdaki kararlilik
degerleri ve ylizey yiikii degerleri bakimindan ise biyodeneyde kullanilan NP’ler 20,1 ile
32,1 mV arasinda 6zellik gosterdikleri i¢in orta diizeyde kararli olduklar1 goriilmiistiir.

a-Fe;03 ve y-Fe,O3 NP’lerin FT-IR’de spektrumlari, absorbe su izleri, atmosferdeki
karbondioksitin sebep oldugu kaydedilmis kusaklar ve doruk noktalaridir. Ayrica,
yaymlanmis verilere uygun olarak, oksitlerin safligin1 ve kristallesme derecesini agiga
c¢ikaran Fe—O baglarla iliskili ~750-400 cm™ bolgesinde belirli maksimumlara sahip keskin
kusaklar ve doruk noktalar1 gozlenmistir. Belirli doruk noktalarinin sayisi, konumu ve

XRD spektrumundaki keskin formu, 20,6-38,8 nm araliginda kristalit boyuta sahip belirgin
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ve saf demir nanooksitler, a-Fe;,Os; ve y-Fe,Os3’1 acgiga c¢ikarmistir. Ayrica, bunlarin
homojenligi ve kristalligi SEM analizi ile kanitlanmigtir.

Deneyde kullanilan canli organizmalarin NP’ler ile olan etkilesimlerini gérmek icin
yapilan faz kontrast mikroskobik analizi sonucunda elde edilen gorsellere gore;
zooplanktonik olan D. magna organizmalarinin ortamda bulunan NP’leri aldiklar1 ve viicut
icindeki organlarin parcaciklarla dolu olduklar1 agik¢a goriilmektedir. Genellikle bu tiir
organizmalar silizerek beslendigi i¢in sulu ortamda bulunan mikro veya makro boyuttaki
tiim parcaciklar1 besin yoluyla viicuduna alirlar (Gophen ve Geller, 1984). Ancak viicuda
alman bu parcaciklarin ne kadarinin NP oldugu veya organizmada bu NP’lerin birikim
yapip yapmadigi ise ancak ICP-MS analizleri sonuclar1 ile belirlenebilir. Bu kapsamda
birikim ve atilim oranlarinin belirlenmesi i¢in ICP-MS ile yapilan analiz sonuglar1 ile NP
konsantrasyonlar1 ayni paralelligi gostermektedir. NP konsantrasyonu arttik¢a birikim
oraninda da artis oldugu goriilmektedir. Organizmalarda ne kadar birikim ve atilim
yapildigi Boliim 4.4.1°de aciklanmustir.

Nanotoksisite deneyinde kullanilan a-Fe;O3 ve y-Fe,O3 NP’leri, organizma iizerinde
6liime neden olabilecek diizeyde farkli toksik etkiler olusturmustur. Bu da metal NP’lerin
bulunduklar1 ortamin etkisinden kaynaklanmaktadir. Uretilen nanomalzemelerin ¢evre ve
insan saglig1 iizerindeki olasi etkileri {izerine olan c¢aligmalar son yillarda yapilmakla
beraber nanoteknolojinin insan sagligi ve g¢evre iizerindeki muhtemel etkileri konusunda
heniiz yeterli diizeyde bilgi olusmamistir (Arslan vd., 2011; Primera-Pedrozo vd., 2012).
Son zamanlarda, nanoyapili malzemeler ile ilgili muhtemel g¢evresel etkilerini agikliga
kavusturmak i¢in kapsamli arastirmalar yapilmaktadir. Yine de, bu ¢abalar kesin sonuglar
saglamaktan ¢ok uzaktir. Farkli arastirma gruplarinin bulgulart 6nemli dlgiide farklilik
gostermektedir. Ornegin hem tatli hem de tuzlu suda yasayabilen (6rihalin) Disli Sazancik
(Cyprinodon variegatus) baligi {izerinde yapilan arastirmada, aynt NP’ nin nanotoksisite
etkileri incelendiginde, diisiik tuzlulukta daha cok oldugu saptanmistir (Ates vd., 2014).
Yukarida da belirtildigi gibi, NP’lerin toksikolojik ve biyokimyasal etkilerinin tam
anlamiyla tespit edilebilmesi gézlenen etkilerin nanoboyuttaki malzemenin fiziko-kimyasal
ozelliklerine, biiyiikliigline, organizma cesitliligine, tiirline ve ¢evreye bagli olmasindan
dolayr olduk¢a zordur. Deneysel arastirmada ise benzer sonuglar elde edildigi gibi farkli
sonuglar da alinmigtir. Tatlisu ortaminda yasayan D. magna i¢in ise y-Fe,O3 NP’lerinde
(20-40 nm) ise 25 ppm’den itibaren 72. saatte letal doz saptanmus, diger siirelerde herhangi

bir letal doz (LCso) etkisi gézlenmemistir.
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a-Fe;03 (20-40 nm) ve y-Fe,O3 (20-40 nm) NP’leri D. magna’da konsantrasyon
artisgtna bagli olarak birikim oraninda artis olmustur. Genellikle 24 saat igerisinde
maksimum birikim oldugu goriilmiistiir. Ayrica a-Fe;O3 (20-40 nm) ve y-Fe O3 (20-40
nm) NP’lerin her konsantrasyonuna ait atilim degerleri oran olarak genellikle %20-40
arasinda olmustur. NP nin toksik etkilerinin arastirildigi ¢caligmalarda pek ¢ok farkli NP ve
tiir i¢in benzer sonuglar ortaya koyulmustur. D. magna ve su mercimegi (Lemna minor)
‘nde titanyum dioksit (TiO,) NP’lerin olasi etkileri irdelenmistir. Calismada, NP’ye maruz
birakilan D. magna tiirlerinde 6nemli miktarda TiO, birikimi gézlenmis ve yiiksek TiO,
konsantrasyonlarinda da (> 10 mg/L) D. magna tiiriinde yiiksek 6liim orani1 goriilmiistiir.
Pinheiro vd. (2013) TiO,’nin NP’ye maruz birakilan organizmalarin popiilasyon diizeyi ve
fizyolojisi iizerinde degisiklige yol agarak sucul ekosistemlerde risk olusturabilecegini
bildirmistir.

Metal bazli NP’lerin bulunduklart sivi ortaminda ¢oziinmesi, kendilerini eslestiren
iyonik tiirleri toksik ozellik gosterir. Bu nedenle, zamanla organizmalar {izerindeki
potansiyel etkilerini daha iyi anlamak i¢cin hem NP hem de ortama iyon salinimlar1 goz
online alinmalidir. Ciinkii metal veya metal oksit NP’lere bagli iyonik salinimlar
sonucunda, cesitli biyolojik siireclerde dnemli degisiklikler meydana getirir. Ozellikle
yasayan hiicrelerde iyonik mekanizma ve oksidatif stres izleyerek toksisiteye neden olur.
a-Fe;03 (20-40 nm) ve y-Fe,O3 (20-40 nm) NP’lerinin tatlisu ortamina verdikleri iyon
miktarlar1 konsantrasyonun ve zamanin artmasiyla artis gostermistir.

Oksidatif stres belirteglerinden GSH ve TBARS testleri kullanilarak toplam lipid
peroksidasyon Ol¢limii tespiti seklinde incelenmistir. GSH, okaryotik hiicrelerde bulunan
hiicre ig¢indeki serbest radikalleri temizlemekle gorevli 6nemli bir antioksidandir. Oksidatif
stres halinde hiicre GSH sentezlemekte ve boylelikle hiicre icinde GSH seviyesi
artmaktadir (Eyckmans, vd., 2011; Melegari, vd., 2013). Biyodeneysel calismada farkli
konsantrasyonlarda (0,2; 1; 5; 10; 25 ve 50 ppm) 72 saat siireyle o-Fe;O3 (20-40 nm) ve y-
Fe,O3 (20-40 nm) NP’lere maruz birakilan D. magna bireylerinde konsantrasyon artigina
bagl olarak GSH seviyesinde azalma olmustur. Ayrica y-Fe;O3 (20-40 nm) ve a-Fe;Os
(20-40 nm) GSH seviyelerindeki bu azalis, y-Fe;O3 (20-40 nm) NP i¢in 25 ppm de ve a-
Fe,O3 (20-40 nm) NP’leri i¢in 50 ppm’de en yiiksek oranda olmustur. Elde edilen bu
verilere gore GSH seviyelerinde artmalar ve azalmalar olmustur. GSH seviyesi 1liml
oksidatif stres kosullarinda artis gosterip radikalleri temizlemekte, yiiksek oksidatif stres
kosularinda ise azalmaktadir. Ercal vd. (1996) yaptigi calismada kursun toksisitesine

maruz biraktiklar1 sicanlarin karaciger dokusunda GSH seviyesinin azaldigini, lipid
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peroksidasyonda artma meydana geldigini rapor etmislerdir. GSH miktarindaki bu
azalmalar, lipid peroksidasyonunun ve serbest radikal olusumunun uzun stireli artigina
bagli olarak antioksidan enzim aktivitelerinde azalmalarin goriilmesi ve hiicresel
antioksidan savunma sisteminin asilmasiyla ag¢iklanabilir. Bunun yaninda bazi bilim
adamlar1 metal etkisindeki GSH seviyelerindeki azalmalari, GSH sentez mekanizmasinin
bloklanmasina da baglamaktadirlar (Griffith, 2007).

TBARS lipid peroksidasyonunun gostergesidir. Artan TBARS seviyeleri; serbest
oksijen radikali seviyesinin yiikseldigini, bunun oksidatif strese yol acarak antioksidan
enzimlerini azalttigint bunun da lipid peroksidasyon olugumunu arttirarak membran
yapisini bozdugunu gostermektedir (Fernandez vd., 1997; Suman vd., 2015). 72 saat
stireyle farkli konsantrasyonlarda (0,2; 1; 5; 10; 25 ve 50 ppm) a-Fe;O3 (20-40 nm) ve y-
Fe;O3 (20-40 nm) NP’lerine maruz birakilan D. magna bireylerinde, konsantrasyon
artisina bagli olarak TBARS seviyelerinde ¢ok fazla artis olmadigr gibi 5 ppm ve 10 ppm
konsantrasyonlarinda kontrole gore azalma olmustur. Smith vd. (2007), karbon nanotiibiin
alabalik {izerine toksisitesini arastirdiklari calismalarinda TBARS ve GSH biyomarkirlarini
incelemiglerdir. Calisma sonucunda TBARS diizeyinin O6zellikle karaciger, beyin ve
solungacta kontrol grubuna kiyasla 6nemli derecede azaldigini, GSH seviyesinin ise tim
konsantrasyonlarda ayni diizeyde kaldiginmi bildirmislerdir. Oksidatif stres kosullarinda
azalan TBARS degerlerinin, diger antioksidanlarin indiiksiyonundan kaynaklanabilecegini
one siirmiiglerdir. Benzer sekilde Oberddrster (2004) Iri Agizli Siyah Levrek (Micropterus
salmoide) tizerinde Cgo (fulleren)’in toksisitesini arastirdigi calismada solungag ve
karacigerde TBARS degerlerinin azaldigint ve bunun nedeninin bu organlarin daha iyi
antioksidan savunmasindan kaynaklandigini ve muhtemel antioksidan enzimlerinin
indiiklenmesinden dolay: lipid peroksidasyonunun azalmasina yonelik bir egilim oldugunu

ileri stirmiistiir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismanin sonucunda a-Fe,O3 ve y-Fe;O3 NP’ler organizmalar tizerinde farkli
etkiler gostermekle birlikte Ozellikle NP’lerin birikim ve atilim oranlari agisindan
farkliliklar goriilmektedir. ICP-MS analiz sonucu verilerine goére NP konsantrasyonu
arttikca organizmada birikim oraninda da artis oldugu goriilmektedir. NP’lerin metal iyon
salinimlar1 ise tatlisu ve deniz suyu ortaminda farkliliklar gostermekle birlikte, her bir
NP’nin  iyon salmimm oranlart kendilerine 06zgii farkli karakteristik &zellikler
gostermektedir.

Faz mikroskobik analiz sonucunda NP’lere maruz birakilan zooplanktonik tiirlerin
hemen hemen her ylizeyi bireysel veya topaklanmig NP’ler ile sarilmaktadir. Birincil
tilketici olan zooplakton tizerinde yapilan oksidatif stres analizlerinde ise TBARS ve GSH
degerleri D. magna bireylerinde artis gostermistir. Zooplanktonik organizmalar tarafindan
alinan NP’ler dokuda metal olarak birikim yaptiginda bir ist tiiketici organizmalar i¢in
tehlike olusturmaktadir.

Biyolojik sistemdeki organizmalar; nanoboyuttaki malzemeler basta olmak iizere,
agir metaller, toksinler ya da patojenlere maruz kalmak, zayif antioksidan savunma
sistemi, besleme sistemi, asir1 olumsuz gevresel uyaricilar ve giinliik metabolik {iriinler
organizmalarda oksidatif strese neden olurlar. a-Fe;,O3 ve y-Fe,03 NP’lerin ciddi toksik
etkileri oldugunu gosteren bu arastirma, her bir NP’nin ¢ok yonli yapilan analizleri
sonucunda elde edilmistir. Bu malzemeler kullanim alanlarinin artmasiyla birlikte ¢evre
icin biiyiik bir sorun olmaya baslamistir. Bunlarin ¢evre icin olusturabilecekleri tehditler
olumsuz etkilerin sadece laboratuvar kosullarinda goézlemlenebilmesi nedeniyle goz ardi
edilmemelidir. Dogada nanopartikiillerin birikim miktar1 artmaya devam ettigi siirece
neden olabilecegi olumsuz sonuglar daha anlasilir bir bigimde ortaya ¢ikacaktir.
Halihazirda, nanoboyuttaki materyallerin ¢ok yogun ve olast yanlhs kullanimi kiiresel
Olgekte cevre i¢in ¢ok biiyiik bir tehdit olusturmaktadir. Son yillarda nanoboyuttaki
malzemeler konusundaki bilgilerin artmasiyla birlikte bu malzemelerin yanlis ve asir
miktarda kullanilmasi diinyadaki tiim canlilarin varligi onarimi miimkiin olmayacak

bigimde etkileme potansiyeline sahiptir.
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