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Ozet: Bu caligmada ¢inko oksit nanopartikiiliinin (ZnO NP), ¢inko Kkloriiriin (ZnCl2) ve karigimlarinm, farkl
konsantrasyonlarda (0,75, 1,5, 3, 6 ve 12ppm) Daphnia magna (Straus, 1820) tizerine akut toksik etkileri 24., 48. ve 72.
saatlerde statik akut toksisite testi kullanilarak arastirilmigtir. Veriler probit analiz metodu kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirilmigtir (SPSS 21.0v). En yiiksek toksisite karisgimin (ZnO NP+ZnCl2) 72. saatinde, en diisiik toksisitenin ise
ZnCl2'nin 24. saatinde oldugu tespit edilmistir. Akut toksisite sonuglart géz 6niine alindiginda, D. magna iizerine ZnO NP'nin
ZnCl2'ye gore, karigimlarinin ise bu iki kirleticiye gore daha toksik oldugu tespit edilmistir. Zamana bagh akut toksisite sonucu
degerlendirildiginde her {i¢ deney grubu (ZnO NP, ZnCl2 ve ZnO NP+ ZnCl2) igin zaman arttik¢a toksisitenin de arttigi
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: ZnO NP, ZnClz, Daphnia magna, korelasyon.
Acute Toxic Effects of Zinc Oxide Nanoparticle and Zinc Chloride on Daphnia magna (Straus)

Abstract: The acute toxicities of zinc oxide nanoparticle (ZnO NP), zinc chloride (ZnCl2) and their mixtures of different
concentrations (0.75, 1.5, 3, 6 and 12ppm) on Daphnia magna (Straus, 1820) were investigated at 24, 48 and 72 hours by
employing the static acute toxicity test. The data obtained were statistically evaluated by probit analysis method (SPSS 21.0v).
The highest toxicity was found at 72 hours of the mixture (ZnO NP+ZnCl3) and the lowest toxicity was found at 24 hours of
ZnCl2. When the overall acute toxicity results were considered, ZnO NP was determined to be more toxic than ZnCl2 and
mixtures were determined to be more toxic than these two pollutants alone. When the results of time-dependent acute toxicity
were evaluated, toxicity was found to increase with increasing time for all three experimental groups (ZnO NP, ZnClzand ZnO
NP+ZnCly).

Key words: ZnO NP, ZnClz, Daphnia magna, correlation.

Giris

Dogada, sahradan gelen mineral tozlar, orman etkileri giinimiizde 6nemli bir arastirma konusu haline

yanginlar1 ve volkanik patlamalar gibi dogal kaynaklarda
bulunan nanopartikiillerin, mithendislik yontemleri ile de
tiretimi miimkiindiir (Baker ve ark. 2014). Son yillarda
nanoteknoloji alaninda yasanan biiyiik gelismeler,
nanoteknolojik {irlinlerin {iretiminde ve kullaniminda
arisa yol agcmustir.  Kullamm  alanlarmin =~ ve
uygulamalarinin artmasi, nanopartikiillerin g¢evre ile olan
etkilesiminin de artmasina neden olmustur. Yiizey-hacim
oranmnin yiiksekligi, ara yiizey aktivitesi ve elektronik
yapilar gibi farkl fizikokimyasal 6zelliklere sahip olan
nanopartikiillerin farkli ¢evresel etkilere neden olacagi
diistiniilmektedir (Ma ve Wang 2010).

Eser element olsun ya da olmasin biyolojik sistemdeki
birikimleri belli bir esik degerden sonra toksik olan
metallerin (Anton ve ark. 2000) ekosistemdeki varligi1 ve
konsantrasyonu pek ¢ok arastirici tarafindan arastirilmig
olsa da giderek artan nanopartikiil ile etkilesimi ve toksik

gelmistir. Onemli bir agir metal olan ¢inko (Zn), tiim
organizmalar igin gerekli bir besin kaynagidir ve
enzimatik faaliyetlerde 6nemli fonksiyonlar1 bulunan bir
gecis metalidir  (Palmgren ve ark. 2008). Zn
galvanizlemede ve otomotiv sanayinde dokiim kaliplari
yapiminda kullanilan bir metaldir. Cinko kloriir metali
(ZnCly) lastik sanayisinde aktivator olarak, pil
govdelerinin  yapiminda, tekstil sanayisinde ve
dezenfektan olarak kullanilmaktadir. Cinko oksit
nanopartikiilii (ZnO NP) ise giibrede, boyada, giines
kremlerinde, sensoér uygulamalarinda, dis macunu,
gidalarda ve gida ambalaj paketlerinde katki maddesi
olarak kullanilmaktadir (Baker ve ark. 2014, Shetty ve
ark. 2015, Zhang ve ark. 2015, Kuang ve ark. 2016).

Kullanim alanlar1 ¢ok yaygin olan agir metal ve
nanopartikiiller dogada karisim halindedir. Dolayisiyla
karisim halindeki kirleticilerin ekosistem ve canli hayati
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iizerine etkilerinin olasi olumsuz yonlerinin aragtirilmasi
onemli hale gelmistir. Ekosistemdeki kirleticilerin
aragtirtlmasinda O6nemli bir model organizma olan
Daphnia magna (Straus) agir metal ve nanopartikiil
¢aligmalari igin de ¢ok dnemli bir tiirdiir (Loureiro ve ark.
2011, Shashkova ve Grigor'ev 2013) ve pek ¢ok metal
toksisite ¢aligmalarinda yer almistir (Tan ve Wang 2011,
Fikirdesici ve ark. 2012, Que ve ark. 2013).

Bu caligmada iiretimi artan nanoteknolojik iiriinlerin
kullaniminda sikc¢a rastladigimiz nanopartikiillerden ZnO
NP ile yine oOnemli metallerden olan ZnCly’nin
laboratuvar ortaminda D. magna iizerine tek tek ve
karigim halindeki akut toksik etkileri aragtirilmistir.

Materyal ve Metot

Daphnia magna Kiiltiirii

Test organizmasi D. magna laboratuvarda 30L
akvaryumlara 1SO-6341 (Anonim, 1999) prosediiriine
uygun olarak alistirilmigtir. Millipore Milli-Q ultra saf
(Milli-Di, France) su sistemi kullanilarak canlilar igin saf
su ortami yaratilmistir. Akvaryumlar 12 saat karanlik 12
saat aydmlik olacak sekilde 1siklandirilmig, sicaklik 24+
1,3°C’de, ¢oziinmiis oksijen 6ppm'de ve elektriksel
iletkenlik ise 250puScm™'de sabit tutulmustur.

Cinko Oksit Nanopartikiil Sentezi

Zn0O nanopartikiiller yaklasik 30-40nm boyutunda basit
soliisyon faz yaklagimi ile sentezlenmistir. Rahman ve ark.
(2013)’nin ¢aligmasi temel alinmis olup, baz1 degisiklikler
yapilmistir. Sentez asagida kisaca anlatilmigtir:

Mikro kiireler uygun ortalama partikiil boyutu ve
gozeneklilige sahip olacak sekilde tiretilmistir. Yaklasik
0,5-1M ¢inko asetat ve oksalik asit soliisyonlart manyetik
karistiricidda  250rpm  de karigtirilarak ayri1 ayri oda
sicakliginda hazirlanmigtir.  Hazirlanan oksalit  asit
soliisyonu, ¢inko asetat soliisyonuna damlatma yolu ile
ilave edilerek, bu islem sirasinda karigtirmaya 250rpm de
devam edilmistir. Oksalik asit soliisyonu, ¢inko asetat
¢ozeltisine ilave edildikten sonra karisim bir giseye alinip,
agz1 sikica kapatildiktan sonra 70°C ve 12 saat boyunca
120rpm de beyaz renkli bir ¢ozelti elde edilinceye kadar
calkalanmis ve ardindan metanol ve damitik su ile
yikanmustir. Daha sonra 80°C sicaklikta vakum ortaminda
kurutulmustur.

Toksisite Calismasi

Biyodeneyde, toksik madde olarak ¢inko oksit
nanopartikiilii (ZnO NP) ve ¢inkokloriir (ZnCly) metalleri
teker teker ve karigimlari (v/v) D. magna iizerinde
calisilmistir. Her deney grubu igin yag1 24 saatten kiigiik
10 adet D. magna kullanilmustir.

Nanoparcaciklarin D. magna tarafindan alinmasi i¢in
iki yol bulunmaktadir. Birinci yol, nanopargaciklarin
viicut ylizeyi tarafindan emilmesi seklindedir. Alinma
derecesi, nanopartikiiller ve viicudun yiizey potansiyelleri
tarafindan yonetilir. Bununla birlikte, bu yol, toksik etkiye
katkida bulunmayabilir ¢ilinkii nanopargaciklar, diizenli
araliklarla kabuk degisimi yapan D. magna tarafindan

S. Fikirdesici Ergen

kolayca atilabilir. Dolayisiyla diger alim yollarina kiyasla
onemsizdir. Diger yol ise nanopargaciklarin agizdan yani
gastrointestinal yol ile alimidir (Wang ve ark. 2011).
Nanopartikiiliin suda ¢6zelti halinde bulunmasi da D.
magna {lizerine toksisiteyi artirict bir diger etkidir.
Dolayistyla deneyde kullanilan nanopartikiil D. magna'ya
suda ¢o6zelti halinde verilmistir.

Tiim deneyler kimyaca inert 100mL'lik beherlerde
gerceklestirilmistir. Biyodeneyde 0,75, 1,5, 3, 6 ve 12ppm
olmak tizere 5 konsantrasyon ile birlikte kontrol grubu da
kurulmustur. 24, 48 ve 72. saatlerde akut toksisite
degerleri (LCso) probit analizi ile, ZnCl,, ZnO NP ve
karigimlarinin korelasyon iligkisi de korelasyon testi ile
hesaplanmigtir (SPSS 21.0v (IBM, Portsmouth, UK)).

Karisimdaki metallerin birbiri {izerindeki etkilerini
anlamada toksik birim (TU;) (Dener ve Sinnige 1988) ve
ilave indeks (AI) (Marking 1977) hesaplamalar
kullanilmisgtir.

Bulgular ve Tartisma

Yapilan calisma sonucunda D. magna iizerine en
yiiksek toksisiteyi ZnCly+ZnO NP karigiminin 72. saati,
en disiik toksisiteyi ise ZnClo'nin 24. saati gostermistir.
Toksisite siralamasi yapildiginda; C72h> A72h> B72h>
C48h> A48h> B48h> C24h> A24h> B24h seklinde bir
siralama oldugu tespit edilmistir (Tablo 1). Heinlaan ve
ark. (2008) ZnO NP'nin D. magna tizerine 48 saat LCso
degerini 3,2ppm; Blinova ve ark. (2010) ise 48 saat ECsg
degerini 2,6ppm olarak bulmuglardir. Bu c¢alisma
sonuglari, mevcut c¢alisma sonuglari ile paralellik
gostermistir.

Deneyde ZnCl, ve ZnO NP kullanarak toksisiteye,
¢oziinmiis Zn*?> iyonu mu yoksa metal oksit
nanopartikiillerinin mi sebep oldugu arastirilmustir.
Literatiirde bazi ¢aligmalar ZnO nanopartikiiliiniin
olusturdugu toksik etkinin ¢dziinmiis Zn*? iyonundan
kaynaklandigini belirtirken, bazi ¢aligmalar ise metal
oksit  nanopartikiillerden = kaynaklandigint  ortaya
koymustur (Mwaanga ve ark. 2014, Bacchetta ve ark.
2016). Bu calisma ile metal oksit nanopartikiillerinin
toksisiteyi artirict etkiye sahip oldugu tespit edilmistir
(Tablo 1, Sekil 1 ve 2). Bu sonucu destekler nitelikte ZnO
NP gibi metal oksit nanopartiikiillerinin sucul canlilar i¢in
toksik oldugunu gosteren ¢aligmalar literatiirde mevcuttur
(Mwaanga ve ark. 2014, Adam ve ark. 2015, Haulik ve
ark. 2015).

Tablo 1. ZnClz ve ZnO NP ve karisgimlarimin D. magna iizerine
24, 48 ve 72. saatlerdeki akut toksik etki (LCso) degerleri.

ZnO NP(A) ZnClz(B) ZnCl2+Zn0O NP(C)
24N 4,486ppm 6,460ppm 4,062ppm
(0,169-10,706) (2,576-19,676) (-2,189-11,129)
48h 2,924ppm 3,946ppm 1,945ppm
(1,624-4,066)  (2,286-5,525) (0,380-3,062)
72 0,933ppm 1,656ppm 0,345ppm

(-0,745-1,810)  (0,035-2,751)  (-1,735-1,215)
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Sekil 1. Farkl saatlerde (24, 48 ve 72) ZnClz ve ZnO NP'ye maruz kalan D. magna 'nin doz-6liim egrisi (probit analizi).
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Sekil 2. Farkli saatlerde (24, 48 ve 72) ZnClz ve ZnO NP karigimina maruz kalan D. magna 'nin doz-6liim egrisi (probit analizi).

Ayrica karigimdaki metallerin birbiri lizerine etkilerini
anlamada toksik birim (TU;) (Dener ve Sinnige 1988) ve
ilave indeks (Al) (Marking 1977) hesaplamalari
kullanilmistir.

Toksik birim (TU;) degeri, karigimdaki bir kirleticinin
LCso degerinin, o kirleticinin LCso degerine boliinmesi ile
hesaplanmaktadir (Dener ve Sinnige 1988).

TUi: I—CSOkar1§1m,i/|—C50i

TUi, karisgimdaki i bileseninin toksik birimidir.
LCsokangim,i, karigimdaki i bileseninin LCso degeridir. LCso;
ise 1 bileseninin LCsp degeridir.

M=TUs=XTU;j

Birbirleri tizerine sinerjistik etki gosteren kirleticilerin
toksisite degerleri arasindaki iliski korelasyon testi ile
degerlendirildiginde, karigimin toksisitesi ile
kontaminantlarin teker teker toksisitesi arasinda ¢ok
yiiksek korelasyon oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla
karigimdaki her kontaminantin birbiri tizerinde sinerjistik
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bir etkisi oldugu sonucunu desteklemektedir (p<0,001)
(Tablo 3). Wang ve ark. (2011), Cerodaphnia dubia
(Richard 1894) iizerine As(V) ve TiO2 nanopartikiillerinin
toksik etkilerini aragtirmislar ve As(V) ve TiO;
nanopartikiilleri arasinda benzer sekilde sinerjistik etkinin
oldugunu raporlamglardir.

Tablo 2. Karigimdaki metallerin D. magna tizerindeki toksisitesi.

A B TU(M) TU; Al
LCso(C24h) 0,182 026 008 004 115
LCso(C 48n) 0,057 0,077 004 0,02 24
LCso (C72h) 0,0032 0,006 0,007 0,035 141,38

Tablo 3. ZnClz, ZnO NP ve karigimlarinin korelasyon iligkisi.

ZnClz,  ZnONP ZnCl2+ZnO NP
ZnClz 1,000
ZnO NP 0,992** 1,000
ZnCl+ZnO NP 0,987** 0,987** 1,000
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Sonuc¢

Dogal ortamlarda konsantrasyonlar1 hizla artan metal
ve nanopartikiil gibi kirleticilerin ekosistem ve canlilar
i¢in yararlari oldugu kadar dnemli zararlar1 olabileceginin
bilinirligi giiniimiizde yapilan ¢aligmalarla artmistir. Bu
calismada ZnO nanopartikiillerinin ZnCl,’ye oranla daha
toksik oldugu gozlenmistir.

Dogadaki Kirleticilerin karigim halinde bulunmasi,
aragtiricilart  kirleticilerin  karisim halindeki etkilerini
anlamaya yonlendirmistir. ZnO NP ile ZnCl, birbiri
iizerine sinerjistik etki gostererek dogada karigim halinde
bulunmasi, teker teker bulunurluklarina oranla, dogal
ortam ve canlilar icin daha tehlikeli bir hal alabilecegi
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