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Öz

Nanoteknoloji önemli bir yenilikçi, bilimsel ve ekonomik büyüme alanıdır. Bununla birlikte, nanopartiküller insan sağlığı ve çevre üze-
rinde zararlı etkilere sahip olabilir. Şimdiye kadar, nanopartiküllerin toksisitesi üzerine artan sayıda çalışma yapılmasına rağmen hala ni-
celiksel ekotoksisite veri eksikliği bulunmaktadır. Napartiküller en az bir boyutu ≤100 nm olup karbon, silikon ve metaller gibi çok farklı 
temel materyalden oluşabilir. Nanopartikül atomlarının yaklaşık % 40-50’si yüzeyde olmasından dolayı reaktivitesi yüksekdir. Buna bağlı 
olarak da farklı biyolojik etkiler göstermesi beklenmektedir. Ekotoksisite deneylerinde nanopartiküller ile nanopartikül agregatlarının ay-
rıntılı bir şekilde karakterize edilmesi gerekir. Çünkü, nanopartiküllerin çevresel konsantrasyonları hem etki derecelerini hem de maruz 
kalma değerlendirmelerini değiştirmektedir. Çevredeki nanopartiküller ile agregat nanopartiküllerinin yapısı son ürünlerin özellikleri ve or-
tamdaki davranışları üzerine büyük önem taşımaktadır. Farklı ortamlardaki nanopartikülleri ölçerken, konsantrasyonlarla ilgili veriler sağ-
lamak tek başına yeterli değildir, aynı zamanda nanopartiküllerin boyut dağılımı ve fizikokimyasal özellikleri hakkında da bilgi gereklidir. 
Tek bir teknik bu bilgilerin hepsini sağlayamaz, bu nedenle farklı analitik teknikler gereklidir. Bu derlemede, nanopartikül toksisitesinin 
değerlendirilmesinde nanopartikül karakterizasyonun önemi açıklanmıştır. Aynı zamanda, nanopartiküllerin mikroskopik, kromatografik, 
spektroskopik yöntemler, santrifüjleme ve filtrasyon teknikleri ve diğer teknikler adı altında nanopartikül boyut ve fizikokimyasal özellik-
leri dikkate alınarak karakterizasyon yöntemleri ayrıntılı olarak tartışılmıştır.

Anahtar Kelimeler: Ekotoksisite, Karakteriasyon, Nanopartikül, Nanotoksisite, Nanotoksikoloji

Abstract

Nanotechnology is an important area of innovation, scientific and economic growth. However, nanoparticles may have harmful effects on 
human health and the environment. So far, despite the increased number of studies on the toxicity of nanoparticles, there is still a lack of 
quantitative ecotoxicity data. At least one dimension of Naparticles is ≤100 nm and can consist of very different base materials such as car-
bon, silicon and metals. The reactivity is high because about 40-50% of the atoms in the nanoparticle are on the surface. Accordingly, diffe-
rent biological effects are expected. Nanoparticles and nanoparticle aggregates should be characterized in detail in ecotoxicity assays. Be-
cause the environmental concentrations of nanoparticles change both the efficacy ratings and the exposure assessments. The structure of 
the surrounding nanoparticles and aggregate nanoparticles is of great importance to the properties of end products and their behavior in the 
environment. When measuring nanoparticles in different media, it is not enough to provide data on concentrations. It is also necessary to 
know the size distribution and physicochemical properties of nanoparticles. A single technique can not provide all of this information, so 
a different analytical technique is required. In this review, the significance of nanoparticle characterization in assessing nanoparticle toxi-
city is described. At the same time, the characterization of nanoparticles has been discussed in detail, taking into consideration the nano-
particle size and physicochemical properties, such as microscopic, chromatographic, spectroscopic methods, centrifugation and filtration 
techniques and other techniques.

Keywords: Ecotoxicity, Characterization, Nanoparticles, Nanotoxicity, Nanotoxicology
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I. GİRİŞ
Nanoteknoloji, bilim ve teknolojik uygulamalarının pek çok 
alanını kapsayan oldukça umut ve heyecan verici yenilikçi, 
bilimsel ve ekonomik büyüme alanı olan çaprazlama mo-
leküler teknolojisidir [1]. Nanobilim nanometre düzeyinde 
(0.1-100 nm çapında) materyalleri anlamaya çalışır [2].

Nanoteknoloji, maddenin bu seviyede (nano) sentezlen-
mesine, değiştirilmesine ve manipüle edilmesine çalışmak-
tadır. Resmi bir tanımlamasının yapılmamasına rağmen ge-
nelde 100 nm’nin altında en az bir boyuta sahip malzemeler 
olarak kabul edilir [3]. Nanoteknoloji uygulaması, konvan-
siyonel malzemelerin temel fiziksel ve kimyasal özellikle-
rinin değiştirilmesini sağlar, çünkü malzemelerin boyutları 
nanometreye indirgenmesiyle benzersiz elektrik, optik ve 
mekanik özelliklere sahip yeni malzemeler oluşur [13]. Bu-
nunla birlikte, nanomalzemelerin kalıntıları, insan sağlığı ve 
çevre üzerinde zararlı etkiye sahip olabilir. Nanopartikülle-
rin (NP’lerin) farklı matrislerdeki analizi, NP kompozisyonu 
ve kütle konsantrasyonunun belirlenmesi ile sınırlandırılma-
malıdır. Çünkü, NP’lerin potansiyel toksisitesi ve davranış-
ları, partikül sayısı, yükü, boyut ve boyut dağılımı, kimya 
ve reaktivitesi, yüzey alanı, yapı ve şekli ile agregasyon du-
rumu ve elemental kompozisyonu gibi çok çeşitli faktörler-
den etkilenebilir [5-8].

Kısaca bu özellikleri şunlardır;
Agregasyon/toplanma durumu; agregasyon eğilimi gös-

teren NP’ler işlevselliğini koruyabilir, ancak boyutlarındaki 
artış, hücreler tarafından alımının azalmasına neden olabilir. 
Elemental kompozisyon; farklı partikül bileşimi, farklı dav-
ranış/(toksik) etkiye yol açar. Kütle konsantrasyonu; nor-
malde kontaminant konsantrasyonunun artışı toksisite/etki 
artışına neden olur, bu durum daima NP’ler için geçerli de-
ğildir. Partikül sayısı konsantrasyonu; NP’ler düşük kütle 
konsantrasyonlarına sahiptir, ancak toplam partikül sayıları 
yüksek yüzde göstermektedir. NP Şekli; farklı partikül şekil-
leri (örneğin, küresel, boru şekilli vs.) farklı afiniteler veya 
erişilebilirliklere sahiptir, örneğin NP’lerin membranlardan 
hücrelere taşınımı ve bu NP’lerin farklı antibakteriyel dav-
ranış sergilemesidir. Boyut ve boyut dağılımı; NP’ler boyut-
larına göre tanımlanır ve sınıflandırılır, çünkü NP boyutu, 
taşınma davranışlarını tanımlayan temel özelliklerden biri-
sidir. Çözünürlük; çözünür NP’lerin iyonik formları zararlı 
veya zehirli olabilir. Türleşme; farklı türler, farklı davranış, 
toksisite ve etki gösterebilir (Örneğin, C60’a karşı C70, do-
ğal organik madde veya oksidasyon durumu ile NP komp-
leksleri). Yapı; NP kararlılığını veya davranışını etkileye-
bilir (örn., TiO2’nin muhtemel kristal yapıları olarak rutil 
veya anastaz formları). Yüzey alanı ve porozite; yüzey alanı-
nın artışı reaktivite ve emme davranışını artırır. Yüzey yükü; 

yüzey yükünün özellikle dispersiyonlarda NP stabilitesi üze-
rine etkisi vardır. Yüzey kimyası; kaplamalar farklı kimyasal 
bileşimlerden oluşabilir ve bu NP davranışını veya toksisi-
tesini etkileyebilir (örneğin, CdSe çekirdeği ve ZnS kabuğu 
bulunan kuantum noktaları).

NP’ler, bulk ve moleküler materyal arasındaki madde-
nin ara bir supramoleküler halini temsil eder [4]. Partikül 
boyutu çok büyük yüzey hacim oranı sağlamasının dışında, 
NP biyouyumluluk yüzey özellikleri, NP tarafından taşınan 
yüklere ve kimyasal reaksiyona bağlıdır. Polimerik makro-
moleküller in vitro hücre membranları ile güçlü bir etkileşim 
gösterirler. NP’lerin biyolojik dokuların yüzey astar tabaka-
ları ile bu etkileşimi NP’lerin yüzey kimyası ve reaktivitesi 
ile belirlenir [4].

NP’lerin herhangi bir ortamda nasıl davranacağı konusu 
hala büyük ölçüde bilinmemektedir. Bununla birlikte, bo-
yutları, yüzey yükleri ve kimyasal reaktivitesi kısaca yu-
karıda bahsedilen özellikleri hakkında bilenlere dayanarak 
potansiyel tehlikeleri hakkında makul bazı öngörüler yapa-
bilir. Fakat temel olarak süper molekül varlıklar oldukları 
için, yüzey özelliklerinden edinilen bilgilere dayanarak ön-
görülemeyen yeni özellikleri ortaya çıkabilmesinden dolayı 
biyolojik etkileşimleri hakkında kolaylıkla öngürü yapıla-
maz [4, 24-25]. Nanoteknolojinin sürdürülebilir gelişimini 
sağlamak için çeşitli uygulamalarda kullanılan NP’lerin risk 
değerlendirilmesine ihtiyaç duyulmaktadır [17, 25]. Bu tür 
risk değerlendirmeleri, hem etki hem de maruz kalma değer-
lendirmelerini gerçekleştirmek için uygun analizler ve yön-
temler gerektirir [30-32].

Geleneksel olarak, maruz kalma değerlendirmesi hem 
bir modelleme hem de bir ölçüm yaklaşımı içermesi öner-
ilir, her iki yaklaşımda enstrümantasyon ve analitik teknikler 
gerektirir [17,29]. Modelleme yoluyla NP’nin çevresel kon-
santrasyonlarının tahmini, emisyon senaryolarına (örneğin 
üretim hacimlerinden ve yaşam döngüsü değerlendirmele-
rinden) ve parçalanma parametrelerine dayanır (örneğin aki-
beti ve davranışı gibi). Analitik teknikler, düşük konsantras-
yonlu NP’lerin ölçülmesi için yeterince hassastır, zira küçük 
partiküller normalde toplam kütlenin yalnızca küçük bir bö-
lümünü temsil eder.

Analitik teknikler, laboratuvar analizlerinin ortam-
dan etkilenmeyen çevre koşullarını yansıtmasını sağlaması 
için numunelerin bozulmasını en aza indirgemelidir [35, 
36]. Mikroskopik yaklaşımlar, kromatografi, santrifüjleme 
ve filtrasyon, spektroskopik ve ilgili diğer teknikler olmak 
üzere NP konsantrasyonu, özellikleri, tespiti ve karakteri-
zasyonu hakkında bilgi vermek için farklı yaklaşımlar ve 
çok sayıda analitik teknikler mevcuttur. Bu nedenle, su, top-
rak, çökelti, kanalizasyon çamuru ve biyolojik örnekler gibi 
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kompleks çevre matrislerindeki konsantrasyon ve NP karak-
teristiklerini belirlemek için uygun analitik yöntemlerin ge-
liştirilmesi gerekmektedir.

1.1 Karakterizasyon için Numunelerin Hazırlanması
Kullanılacak tekniğe/yönteme bağlı olarak doğal numune-
leri analiz etmek için numune hazırlama ve/veya sindirme 
işlemlerine sıklıkla ihtiyaç duyulmaktadır. NP’ler çevrele-
rine tepki olarak yapı ve bileşimini değiştirebilirler. Elde 
edilen veya ön işleme tabi tutulmuş veya sindirilmiş numu-
neler partiküllerin yerine karakterize edildiği durumda ge-
nellikle sonuçlar farklı olabilir [34]. Analizlerdeki bu arte-
faktlar numunenin hazırlanmasını minimuma indiren veya 
gerektirmeyen teknikler kullanarak önlenebilir. Numune ha-
zırlığı önlenemiyorsa, artefaktları izlemek için dikkatli bir 
örnekleme ve hazırlama yöntemleri gereklidir. NP’lerin do-
ğasıda zamanla değişebilir; Örneğin agregasyon artabilir 
veya azalabilir ve partiküller eriyebilir [34]. Bunula birlikte, 
kolloidal NP’lerin dispersiyonlarının karasızlığından dolayı 
in situ analizler tercih edilir. Ancak bu yöntemler nadiren 
mevcuttur [17, 20]. Diğer bir seçenek örneklemeden ana-
lize kadar minimum pertürbasyona neden olan metodoloji-
leri uygulamaktır. NP’lerin

numunelenmesi genellikle standart numune alma proto-
kolleri ile mümkündür ancak kullanma prosedürleri birçok 
diğer kimyasaldan farklıdır. Yüzey sularındaki kolloid nu-
munelerinin toplanmasında çoğunlukla minimum adsorpsi-
yon ve kontaminasyonu önlemek için inorganik kolloidler 
ve metal analizleri için plastikler, özellikle fluoroplastik şi-
şeler ile organik iz elementlerinin analizi için cam şişeler 
kullanılır [21]. Üretilen NP’ler organik bir kaplamaya veya 
yüzey aktif cismine sahip bir inorganik çekirdekten oluşabi-
leceğinden geleneksel malzeme seçimlerine dikkat edilmeli-
dir [17]. Ayrıca, nanopartikül yüzey yükü ve spesifik pH’da 
hem plastik hem cam şişe duvarlarındaki muhtemel yükler 
göz önüne alınmalıdır.

1.2 Karakterizasyon Yöntemleri

1.2.1 Mikroskopik teknikler
Mikroskopik teknikler optik, elektron ve taramalı prob 
mikroskobu yöntemlerini içerir. Taramalı yakın alan op-
tik mikroskopi (SNOM); NP’lerin boyutları optik mikros-
kopi algılama limitinin altında olduğundan, NP agregatlarını 
görüntülemek için 50 ila 100 nm arasında çözünürlüğe sa-
hip SNOM modifiye görüntüleme tekniği kullanılabilir [9]. 
Konfokal mikroskopi/Konfokal lazer tarama mikroskobu 
(CLSM); floresan numuneleri algılayabilmesi ve kalın ör-
nekleri görüntüleyebilmesinden dolayı kolloid numunelerin 

karakterize edilmesinde kullanılabilir [8]. NP’lerin görsel-
leştirilmesi/karakterizasyonu için en popüler teknikler elekt-
ron ve taramalı prob mikroskoplarıdır. Bu tekniğe bağlı 
olarak, alt-nanometre aralığındaki çözünürlükler elde edi-
lebilir. Atomik kuvvet mikroskopisi (AFM), taramalı elekt-
ron mikroskobu (SEM) ve geçirimli elektron mikroskopisi 
(TEM) kullanılarak NP’ler sadece görselleştirilemez, aynı 
zamanda agregasyon, dağılma, emilim, boyut, yapı ve şe-
kil durumu gibi özelliklerde gözlemlenebilir [11]. TEM’de, 
bir görüntü elde etmek için elektronlar bir numune boyu-
nca iletilir (dolayısıyla numunenin çok ince olması gerekir). 
SEM’de dağınık elektronları görüntülemek için numune 
arayüzde bulunur. Genel olarak, bir elektron mikroskopunda 
daha hafif atomların görüntülenmesi, elektronları daha az 
verimli şekilde saçtığı için daha zordur [13]. Analitik elekt-
ron mikroskobu (AEM); analitik (çoğunlukla spektrosko-
pik) cihazlar, genel AEM olarak bilinen ek element bileşimi 
analizi için elektron mikroskoplarıyla birleştirilebilir. Örne-
ğin, kayıp elektron enerji spektroskopisi (EELS) ve enerji 
dağılımlı X-ışını spektroskopisi (EDS); elemental analizler 
için kullanılır. Bunlar TEM ile birleştirilirildiğinde numune-
nin temel bileşimi hakkında ek bilgiler verir [11]. Seçilmiş 
alan elektron difraksiyonu (SAED); NP’lerin kristal özellik-
leri hakkında bilgi verir [10]. Bu teknikler güçlü olmakla 
birlikte bazı dezavantajlara sahiptir. Bunlar numuneleri yı-
kıcı/bozucu tekniklerdir ve bu nedenle numuneler sadece bir 
kez analiz edilebilir. Ayrıca, biyolojik numuneler için, TEM 
grubu olan taramalı transmisyon elektron mikroskobu olan 
(STEM) kullanılabilir. STEM ile karanlık alan mikroskobu, 
yüksek kontrast özellikleri olmasından dolayı biyolojik ör-
neklerin lekelenmeden görüntülenmesine olanak tanır. Kırı-
nım ve spektroskopik tekniklerle birlikte STEM’ler

NP’ler için alt nanometre mekansal çözünürlükte gö-
rüntüler ile kimyasal veriler de sağlayabilir. Atomik kuvvet 
mikroskobu (AFM) kullanılarak NP’leri tamamen sıvı halde 
görüntülemek mümkündür. AFM, taramalı prob mikros-
kopları (SPM) ailesine aittir [18]. NP görselleştirmesi için 
AFM’nin ana sınırlaması, uc geometrisinin genellikle tara-
nan partiküllerden daha büyük olmasıdır. Bu durumda ta-
ramada partikül topografyasının başlangıcında ve ofsetinde 
hatalara yol açarak NP’lerin yanal boyutlarının aşırı tah-
minine neden olur. Bu nedenle, doğru boyut ölçümleri yal-
nızca partiküllerin yüksekliği üzerinden yapılmalı ve yanal 
boyutlar çok dikkatle kullanılmalıdır. Kimyasal kuvvet mik-
roskopisi (CFM); tekniğiyle bireysel atomların doğasını ta-
nımlanabilir [22-23]. NP’lerin nicelleştirilmesinde sadece 
bu yöntemlerler kullanılmaz. Yukarıda yazılan yöntemlerle, 
kompleks biyolojik ve sucul matrikslerde kullanılacak, se-
lektif ve hassas analitik yöntemlerin geliştirilmesine katkıda 
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bulunabilecek NP’lerin yüzey özelliklerini ve reaktivitesini 
anlamalarına yardımcı olabilirler.

1.2.2 Kromatografik yöntemler
Numunelerde NP’lerin ayrılması için kromatografiye da-
yalı veya bununla ilgili teknikler kullanılabilir. Bu teknikler 
hızlı, hassas ve tahribatsızdır, böylece numuneler daha sonra 
yapılacak analizlerde kullanılabilir. Bazı kromatografik ci-
hazlarda çözücüler kullanılır ve ayrıca numuneler genellikle 
orijinal ortamlarında çalıştırılamaz, bu da numunde değişik-
liğe ve numune çözücü etkileşimine neden olabilir. Boyut-
landırma tekniklerine detektör olarak geleneksel analitik ci-
hazların (örneğin ICP-MS, DLS vb.) eklenmesiyle, gıda, su, 
ve toprakta bulunan farklı NP’lerin sayısallaştırmasının ya-
nısıra NP’ler karakterize edilebilir veya elemental olarak 
analizi yapılabilir [8]. NP’leri karakterize etmek için, boyut 
ayırmada en iyi bilinen teknikler;

Boyut dışlama kromatografisi (SEC); bu en yaygın uygu-
lanan kromatografik yöntem olup voltametrik gibi saptama 
teknikleriyle birlikte kullanılır.

Alan akış fraksiyonasyonu (FFF); Kompleks doğal nu-
munelerde NP’lerin boyut ayrımı için son derece umut ve-
rici bir tekniktir NP’leri yalnızca hidrodinamik kuvvetlere 
dayanan sabit faz olmadan ayırır [17,120].

Hidrodinamik kromatografi (HDC); farklı ortamlarda 
geniş partikül boyutu ayırım aralığı ile çeşitli NP’lerin bo-
yutlandırılmasını sağlar. Bununla birlikte HDC, agrega olu-
şumunun daha iyi anlaşılmasına yardımcı olmakta özellikle 
yararlıdır [121-123].

Kapiler elektroforez (CE) dir. Bu yöntemler oldukça has-
sas olup numunelerin daha sonraki analizlerde kullanılma-
sını sağlar [8].

1.2.3 Spektroskopik yöntemler
Nanopartikül analizi ve karakterizasyonu için çok çeşitli 
spektroskopik yöntemler mevcuttur. Nanopartikül karakte-
rizasyonu için en kullanışlı saçılım teknikleri, SLS ve DLS 
gibi ışık saçma yöntemleri veya SANS gibi nötron saçılı-
mıdır.

Dinamik ışık saçılımı metodu (DLS); NP boyutlandırıl-
ması ve süspansiyonlarda agregasyonunun belirlenmesi için 
kullanılan en yaygın yöntemdir [14]. Aynı zamanda, DLS 
hızlı

in situ ve gerçek zamanlı boyutlandırma sağlar [19], fa-
kat, toz parçacıkları gibi müdahaleler ile daha küçük parti-
küllere kıyasla saçılma yoğunluğunu ve dolayısıyla boyut-
landırma sonucunu etkileyecek olan bir dizi olası artefakt 

kaynağı olmasından dolayı önemli sınırlamalara sahiptir. 
Ayrıca, heterojen boyut dağılımlarına sahip partikülleri içe-
ren numunelerden elde edilen verilerin yorumlanması zor-
dur. DLS sadece niceldir ve numunenin içeriği bilinmediği 
veya saf olmadığında boyut fraksiyonları spesifik bir kom-
pozisyonun partikülleri ile ilgili değildir [26].

Foton korelasyon spektroskopisi (PCS); DLS de olduğu 
gibi özellikle NP’lerin boyutlandırılması ve süspansiyonlar-
daki agregasyon durumlarının saptanması için yararlıdır. La-
zer tabanlı yöntemler;

Küçük açılı X-ışını saçılımı (SAXS); monodispers (or-
tamdaki tüm taneciklerin büyüklüğü aynı) ve polidispers 
(tanecik büyüklükleri birbirinden farklı) sistemleri karakte-
rize edebilir.

Lazerle indüklenen arıza tespiti (LIBD); çok düşük algı-
lama limitine sahip ve kolloidlerin boyut ve konsantrasyon 
analizi için uygundur.

Raman spektroskopisi; NP’lerin yapısal karakterizas-
yonu için uygundur [8, 33].

Küçük açılı nötron saçılımı (SANS); katı veya sıvı numu-
nelerde kullanılabilir [8]. X-ışını spektroskopisi, XPS, XRF 
ve XAS ve XRD tekniklerini kapsar.

X-ışını fotoelektronunu (XPS); NP yüzeylerini ve kapla-
maları karakterize etmek için yararlı olabilir.

X-ışını kırınımını (XRD); tahribatsızdır, doğal ve imal 
edilen malzemelerin kristalografik yapısı veya elemental bi-
leşimi hakkında bilgi verebilir.

X-ışını absorpsiyonu (XAS) ve emisyon spektroskopisi; 
kimya ve malzeme bilimlerinde elemental kompozisyonu ve 
kimyasal bağları belirlemek için kullanılır.

X-ışını floresan (XRF); bu spektroskopi yöntemi numu-
nelerde tahribat yapmaz. Katı, toz veya sıvı haldeki numu-
nelerde bulunan elementlerin konsantrasyonlarının belirle-
mesi ve tanımlamasında kullanılabilir [27].

Kütle spektrometresi; bir iyon kaynağı, bir kütle anali-
zörü ve bir dedektör sisteminden oluşur ve ESI ve MALDI 
tekniklerini içerir.

Elektrosprey iyonizasyon (ESI) ve matris destekli la-
zer desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI); sıvı ve katı biyolo-
jik numuneler ile sıklıkla kullanılan iki iyonizasyon tekni-
ğidir [28].

UV-görünür spektroskopi (UV-vis spektroskopisi); 
NP’lerin kütle konsantrasyonunu Beer’in yasasına göre ölç-
mek için basit ve kullanışlı bir analitik tekniktir. Bir nu-
mune tarafından emilen ve dağılan ışığı ölçmek için kullanı-
lan tekniktir [45]. NP’ler optik özelliklere sahip olup boyut, 
şekil, konsantrasyon, aglomerasyon durumu ve nanoparti-
küllerin yüzeye yakın kırılma indeksine duyarlı olmasından 
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dolayı UV-vis ile karakterize edilmesi ve incelenmesi için 
uygundur.

1.2.4 Santrifüjleme ve filtrasyon teknikleri
Bu yöntemler, düşük maliyetli, yüksek hızlı ve yüksek ha-
cimli teknikler olup numunelerin hazırlanması ve boyut 
fraksiyonlamasında uygun yöntemdir. Ultra santrifüjleme 
(UC); 1,000,000 g’a kadar hızlanma için çok yüksek eğirme 
hızlarına sahip bir santrifüj sistemidir. Analitik ve hazırlayıcı 
UC olmak üzere İki farklı ultra-santrifüj tipi vardır. Anali-
tik ultra santrifüj (ANUC); numune ultraviyole ışık emilimi 
ve/veya optik refraktif indeks hassas sistemleri kullanılarak 
bir optik algılama sistemi vasıtasıyla gerçek zamanlı olarak 
izlenebilir. Hazırlayıcı ultra santrifüj; ince tanecikli fraksi-
yonların peletlenmesi, gradyan ayırma işlemleri ve TEM ve 
AFM substratlarında sudaki kolloidleri ve NP’lerin agregas-
yonu için kullanılmıştır [18, 26, 36]. Çapraz akışlı filtras-
yon (CFF) veya tanjant filtrasyon; numuneleri tekrar sirküle 
eder ve bu sayede, tıkanıklığı, konsantrasyon polarizasyo-
nunu ve geleneksel sonda filtrelemenin neden olduğu diğer 
artefaktları azaltır [20].

1.2.5 Diğer teknikler
Partikül sayıcı; bu teknik, bir karbon nanotüp tabanlı 

coulter counter kullanılarak NP’lerin boyut ve yüzey yükü 
karakterizasyonunda başarıyla uygulanmıştır [37].

Yoğunlaştırma parçacık sayacı (CPC); alkol ve su gibi 
çeşitli işletim sıvılarını kullanarak yoğunlaştırma işlemi-
yle partiküllerin büyütülmesi bireysel partiküllerin sayısı ve 
konsantrasyonu hakkında bilgi verir [15].

Diferansiyel hareketlilik analizörü (DMA); alt mikrome-
tre aerosol partiküllerinin boyut dağılımını belirlemek için 
kullanılabilir [38, 39, 40].

Tarama hareketlilik parçacık ölçme cihazı (SMPS); 
bir DMA ve bir CPC’den oluşur. İlk olarak, partiküller 
DMA’daki elektriksel hareketlilikleri ile ayrılır, daha sonra, 
boyut fraksiyonlamaları, bu boyuttaki partikül konsantra-
syonunu belirleyen TBM’ye girer.

Brunauer-Emmett-Teller (BET); çok yaygın olan bu yön-
temi, katıların ve böylece gaz adsorpsiyonu ile nanopar-
tiküllerin spesifik yüzey alanlarının belirlenmesini sağlar [12].

Elektroforetik hareketlilik ve zeta potansiyeli; elektro-
forez dağınık partiküllerin özelliklerini özellikle de zeta 
potansiyelini ölçmek için kullanılır.

Zeta potansiyeli; bir parçacığın belirli bir ortamda elde 
ettiği toplam yükün bir ölçümüdür ve bir kolloidal siste-
min potansiyel stabilitesinin göstergesidir. Tüm partiküller 

büyük bir negatif veya pozitif zeta potansiyele sahipse bir-
birlerini iter böylece partikül yükü neredeyse nötr old-
uğunda daha yüksek kararlılığa neden olur. Zeta potansiyeli 
net yükün bir ölçüsüdür.

1.3 Yüzey Yük Ölçümleri
Kolloidal NP’ler sulu solüsyonlarda yüzey yüklerini artırır. 
Net yüzey yükü veya yüzey potansiyeli en önemli NP özel-
liklerinden biridir. NP dispersiyonunun partiküller arası itme 
ile ne derece elektrostatik olarak stabilize edildiğini açıklar. 
Sonuç olarak, NP yüzey potansiyelinin akibeti ve davranış-
ları üzerinde yüzey yükünün büyük etkisi olur [16, 17]. Bu-
nunla birlikte, yüzey potansiyelini doğrudan ölçmek kolay 
değildir, ancak elektroforez ile ölçülen partiküllerin elekt-
rostatik çift katmandaki bir hidrodinamik kayma düzlemin-
deki potansiyeli olan zeta potansiyeli ölçen basit bir yöntem 
bulunmaktadır. Ölçülen elektroforetik hareketlilik Smolu-
chowski teorileri ile Z potansiyeline dönüştürülebilir. Sı-
fır yük noktası (SYN) negatif ve pozitif yüklerin dengelen-
diği pH’dır, bu nedenle NP’lerin üzerinde net bir yük yoktur. 
SYN’de, genellikle çekici van der waals kuvvetlerinin (bağ-
larının) harekete geçebilmesi için partiküllerin yakın temas 
etmesi sağlanıdığından dolayı maksimum agregasyon ger-
çekleşir.

1.4 Kütle Yoğunluğunun Ölçümü
Kütle, NP’lerin geleneksel ve en sık ölçülen konsantrasyon 
metriğidir. NP numunelerinin toplam kütle konsantrasyon-
larını ölçmek için günümüzde çeşitli analitik teknikler ve 
metodolojiler mevcuttur. En yaygın olanları ICP-MS, AAS, 
UV-vis spektroskopisi ve kuvartz kristal mikro dengesidir. 
Atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS); potansiyel olarak 
doğal organik madde (DOM) veya ağır yüzey aktif madde 
kapsama alanındaki kütle konsantrasyonlarını belirlemek 
için kullanışlı analitik yöntemdir [46]. AAS, çok çeşitli me-
tal konsantrasyonlarının tespitinde güvenilirlik açısından iyi 
bilinir. İndüktif plazma ile birleştirilmiş kütle spektromet-
resi (ICP-MS); karbon olmayan NP’lerin kütle konsantras-
yonunu değerlendirmek için önde gelen bir analitik teknik-
tir, çünkü diğer yöntemlerle karşılaştırıldığında hassas bir 
saptama limiti sağlar (0.1-0.05 µg/L), izotopik ölçüm için 
büyük doğrusal bir aralık ve potansiyele sahiptir [11, 49]. 
Tipik olarak, ICP-MS için NP numuneleri, ölçümden önce 
çoklu asit ile muamele edilerek hazırlanır. Organik madde-
lerden NP analizi yapılacaksa yaş yakma (kül etme) metodu 
ile numuneler hazırlanır. UV-vis spektroskopisi laboratuvar 
temelli çalışmalar için basit ortamda agregasız NP numune-
lerinin



Marmara Fen Bilimleri Dergisi 2018, 1: 1-17  Nanopartikül Karakterizasyon Yöntemleri ve Ekotoksisite Deneylerindeki Önemi

6

yaklaşık toplam kütle konsantrasyonu ölçümü için uy-
gundur [11]. Sulu fazda fulleren NP gibi veya yüksek iyo-
nik mukavemetli ortamda yüklü stabilize NP’ler gibi agrega 
numuneleri için UV-vis verileri dikkatlice analiz edilmeli-
dir. Çünkü NP’lerin spektroskopik özellikleri boyutları, yü-
zey özellikleri ve agregasyon durumuna göre önemli ölçüde 
değişiklik gösterir [11, 48]. Kuvars kristal mikro balansı 
(KKMB); piezoelektrik özelliği etki yoluyla NP kütlesini al-
gılamakta başarıyla kullanılabilir. KKMB, NP’lerin boyut-
larından veya yüzeylerinden etkilenmeden nanokristallerin 
kütle konsantrasyonunu ölçmek için doğrudan ve hassas bir 
tekniktir [47].

Çevresel süreçleri değerlendirmek ve toksikolojideki 
doz-tepki ilişkilerini yorumlamak için farklı NP konsant-
rasyon ölçümlerinin önemini Palchoudhury 2015’de kon-
santrasyon metriğinde özetlemiştir. Buna göre; Kütle kon-
santrasyonu: birimi µg/L dir. Daha büyük (yüksek kütle) 
NP’lerin toksisitesini analiz eden nano (toksikoloji) ile ilgi-
lidir, örneğin, sedimentasyon. Yüzey alanı konsantrasyonu: 
birimi m2 cm-3 dir. Enflamasyon gibi küçük NP ile ilgili tok-
sisite etkilerini daha iyi gösterir. Sayı konsantrasyonu: parti-
küller L-1 dir. Nanotoksikolojideki önemi küçük NP fraksi-
yonu ile alakalıdır, örneğin, agregasyon/ayrıştırmadır.

1.5 Nanopartikül Özelliklerine Göre Potansiyel 
Ölçümlerde Kullanılan Analitik Yöntemler
Agregasyon: Mikroskopik teknik; STEM, TEM, SEM, 
AFM, STM, santrifüj ve filtrasyon teknikler; ANUC, spekt-
roskopik yöntemler; XRD, SANS, diğer teknikler; zeta po-
tansiyeli.
Kütle konsantrasyonu ölçümü: Mikroskopik teknik; AEM, 
CFM, diğer teknik; gravimetri, termal analiz.

Kimyasal kompozisyonu: Mikroskopik teknik; AEM, CFM, 
spektroskopik yöntemler; NMR, XPS, Auger, AES, AAS, 
MS, XRD, EBSD.
Partikül sayısı konsantrasyonları: Diğer teknik; partikül 
sayacı, CPC
Şekil: Mikroskopik teknik; STEM, TEM, SEM, AFM, STM, 
Kromatografik teknikler; FIFFF-SLS, SedFFF-DLS, santri-
füj ve filtrasyon teknikleri; UC
Boyut: Mikroskopik teknik; STEM, TEM, SEM, AFM, 
STM, diğer teknikler; DMA
Boyut dağılımı: Mikroskopik teknik; STEM, TEM, SEM, 
AFM, STM, Kromatografik teknikler; FFF, HDC, SEC, 
santrifüj ve filtrasyon teknikler; CFF, UC, CFUF, spekt-
roskopik yöntemler; SPMS, SAXS, diğer teknikler; UCPC, 
SMPS
Çözülme: Diğer teknikler; Voltametri, titrasyon gibi ince 
filmlerde difüzif gradyanlar
Türleşme yapısı: Mikroskopik teknik; STEM, TEM, SEM, 
AFM, STM, diğer teknikler; BET Yüzey alanı (porozite)
Yüzey yükü: Kromatografik teknikler; CE, diğer teknikler; 
Zeta potansiyel
Yüzey kimyası: Mikroskopik teknik; AEM, CFM, spektros-
kopik yöntemler; XPS, Auger, SERS

1.6. Nanopartikül Kararkterizasyonunun Ekotoksisite 
Çalışmalarındaki Yeri
Nanopartiküllerin, toksik etki mekanizmaları veya nedenle-
rini doğru şekilde saptamak için nanopartikül özelliklerini 
hem biyolojik ortamın dışında hem de biyolojik çevrede iyi 
anlamak gerekir. Araştırmacılar fizyolojik ortamın dışındaki 
NP’lerin boyut, şekil ve yüzey özelliklerini incelemek için 

Tablo 1: Nanopartikül boyutlandırma yöntemleri ve nanopartikül ölçümleri için boyut aralıkları

Boyut Analizler

NP noyutu 0.001µm (1 nm) 0.01 µm (10 nm) FFF, TEM, SEM, AFM, UC, HDC, CE, santrifüj, SEC, LIBD, 
X-ışını, SANS

0.01 µm (10 nm) 0.1 µm (100 nm) SedFFF, DLS, TEM, SEM, AFM, CLSM, SNOM, membran filt-
rasyon, HDC, CE, santrifüj, SEC, LIBD, X-ışını, SANS

Partikül, bulk materyal ve ag-
regatların boyutu

0.1 µm (100 nm) 1 µm (1000 nm) SedFFF, DLS, TEM, SEM, AFM, CLSM, SNOM, membran filt-
rasyon, HDC, CE, santrifüj, LIBD, X-ışını, SANS.

1 µm (1000 nm) 10 µm (10000 nm) lazer kırınımı, CLSM, SNOM, membran filtrasyon, HDC, LIBD, 
X-ışını emilimi

10 µm (10000 nm) 100 µm (100000) lazer kırınımı, X-ışını emilimi
100 µm (100.000) 1 mm (1000000 nm) lazer kırınımı, X-ışını emilimi

* Lead ve Wilkinson (2006) ve Gimbert et al. (2007) tarafından uyarlanmıştır.
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yukarıda da açıklandığı gibi birçok araç ve yönteme sahip-
tir. Ekotoksisite çalışmalarında, NP’lerin biyolojik aktivite-
sini etkileyen/değiştiren temel parametreler büyük oranda 
bilinmediğinden nanopartikül karakterizasyonu oldukça 
önemli hale gelmiştir. Bu sebeple ekotoksisite deneylerinde 
nanopartikül karakterizasyonu açık ve kapsamlı şekilde ya-
pılmalıdır. Çünkü, toksisite için kritik olduğu tespit edilen 
özellikler için nitelendirilmemiş nanopartikül ile yapılan ça-
lışmaların ekotoksiteye katkısı az olacaktır. Bununla bir-
likte, bu alanda çalışan araştırmacılar tarafından genellikle 
kabul edilen bir takım temel özellikler bulunmaktadır. Bun-
lar nanotoksisite çalışmalarında kullanılan nanopartiküller 
için ölçülmesi gereken minimum özelliklerin temelini oluş-
turmaktadır. Bunlar, boyut ve şekil, dispersiyon hali, fiziksel 
ve kimyasal özellikler, yüzey alanı ve yüzey kimyasıdır. Ge-
nelde toksiste çalışmalarında bu özellikler dikkate alınarak 
karakterizasyon yapılmıştır.

Ekotoksisite deneylerinde nanopartikül karakterizas-
yonu ilk yıllarda su ortamında (deiyonize su, distile su, nano 
saf su) gerçekleştirirken son yıllarda genellikle karakterizas-
yon için deney ortamları tercih edilmiştir. Bazı ekotoksisite 
çalışmalarda ise farklı deney ortamlarında nanopartikül ka-
rakterizasyonunun farklı sonuçlar sergilediğini göstermek 
için araştırmacılar aynı karakterizasyon yöntemlerini hem 
su hemde deney ortamlarında ayrı ayrı gerçekleştirmişlerdir. 
Ayrıca, yine aşağıdaki tabloda görüldüğü gibi nanopartikül 
toksisitesinin değerlendirildiği ekotoksisite çalışmalarının 
ilk yıllarında yüksek yapılı organizmalar yerine daha çok 
fungus, maya, vektör ve bakteri gibi organizmalar ile hücre, 
hücre hattı gibi in vivo çalışmalar terih edilmiştir. Aşağıdaki 
tabloda ekotoksisite deneylerinde kullanılan nanopartikül 
karakterizasyon yöntemleri ve karakterize edilen deney or-
tamaları kronolojik olarak verilmiştir (Tablo 2).

Tablo 2. Nanopartikül karakterizasyon yöntemlerinin değerlendirildiği bazı ekotoksisite çalışmalar

Nanopartikül İndikatör organizma Karakterizasyon yön-
temleri

Karakterize edilen 
ortam Araştırmacı ve yılı

Ag NP Maya suşu MKY3 TEM, XRD, XPS, UV-Vis 
ve WAXS Distile su Kowshik ve ark., 2002 

[50]

Kitosan-DNA NP

Mezenkimal kök hücreler
İnsan embriyonik böbrek hücreleri 
(HEK293)İnsan osteosarkom hücreleri 
(MG63)

TEM, AFM,
fFluorescamine ve PicoG-
reen analizleri

- Corsi ve ark., 2003 [51]

Au NP Thermomonospora sp. (aktinomiset) TEM - Ahmad ve ark., 2003 [52]

Kitosan-Floresein NP Tavşan kornea ve konjunktival epitel TEM, PCS* ve LDA* Distile su De Campos ve ark., 2004 
[53]

Ag, Al, MoO3, MnO2, 
Fe3O4, TiO2, CdO, Sıçan karaciğer hücreleri - - Hussain ve ark., 2005 [54]

TiO2 NP Desmodesmus subspicatus (alg)Daph-
nia magna (su piresi) - - Hund-Rinke ve Simon 

2006 [55]

Fulleren, C60 Pimephales promelas (balık)Daphnia 
magna (alg) - - Zhu ve ark., 2006 [56]

TiO2, ZnO, Fe3O4, Al2O3, 
CrO3

Fare neuro-2A hücreleri TEM Deiyonize su Jeng ve Swanson 2006 
[57]

ZnO, Bulk ZnO, ZnCl2 Pseudokirchneriella subcapitata (alg) DLS, TEM, Dengeleme 
diyalizi Saf su Franklin ve ark., 2007 [58]

Ag NP Chlamydomonas reinhardtii (alg) DLS, Zeta potansiyeli ve 
TEM Deney ortamı Navarro ve ark., 2008 [59]

Cu NP Phaseolus radiatus (fasulye)
Triticum aestivum (buğday) TEM - Lee ve ark., 2008 [60]

Cu, ZnO, TiO2 NP Pseudokirchneriella subcapitata (alg) - - Aruoja, ve ark., 2009 [61]

CeO2 NP

Pseudokirchneriella subcapitata (alg)
Daphnia magna (su piresi)
Thamnocephalus platyurus (kabuklu)
Danio rerio (balık)

NİA*, Zeta potansiyeli ve 
XANES*

Deney ortamları ve 
deiyonize su Hoecke ve ar., 2009 [62]

Ag NP Caenorhabditis elegans (nematod) TEM, DLS ve karanlık 
alan mikroskopu Deney ortamı Roh ve ark., 2009 [63]
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CeO2, SiO2, TiO2 NP’leri Chironomus riparius
Daphnia magna TEM ve BET* Deney ortamı Lee ve ark., 2009 [64]

ZnO, CuO, TiO2 Saccharomyces cerevisiae - - Kasemets ve ark., 2009 
[65]

ZnO, CeO2 Glycine max (soya fasulyesi) XRD, ICP-OES, XAS

CeO2 NP için saf 
HNO3 + H2O2 (1:4),
ZnO NP için Saf 
HNO3

López-Moreno ve ark., 
2010 [66]

Au NP Oryzias latipes (balık) TEM, DLS ve ICP-MS Su ortamı Zhu ve ark., 2010 [67]
Eclipta prostrata yaprak 
özütü ile gümüş nanoparti-
küllerin sentezi

Culex quinquefasciatus
Anopheles subpictus
(filariasis ve sıtma vektörlerleri)

XRD, FTIR ve SEM Deney ortamı Rajakumar ve Rahuman 
2011[68]

Nelumbo nucifera yaprak 
özütü ile Ag NP’lerin sen-
tezi

Anopheles subpictus
Culex quinquefasciatus

XRD, FTIR, SEM, UV – 
Vis Deney ortamı Santhoshkumar ve ark., 

2011 [69]

Mimosa pudica yaprak 
özütü ile Ag NP’lerin sen-
tezi

Anopheles subpictus
Culex quinquefasciatus
Rhipicephalus sanguineus

XRD, FTIR, SEM ve UV-
Vis Deney ortamı Marimuthu ve ark., 2011 

[70]

Silika NP Makrofaj (J774) ve fibroblast (3T3) 
hücre hattı TEM, DLS Deney ortamı Rabolli ve ark., 2011 [71]

ZnO NP Lymnaea luteola (Tatlı salyangozu) UV-Vis, XRD, TEM ve 
DLS Saf su ortamı Ali ve ark., 2012 [72]

TiO2 NP

Chlorella vulgaris (alg)
Daphnia magna
Phaeodactylum tricornutum (diyatom)
Brachionus plicatilis
Linum usitatissimum (bitki)

Zeta potansiyeli, TEM ve 
XRD Deney ortamı Clément ve ark., 2013 [73]

Ag NP

Saccharomyces cerevisiae
Pseudokirchneriella subcapitata
Daphnia magna
Sıçan fibroblast hücre hattı Balb/3T3

EDX, TEM, SEM ve Zeta 
potansiyeli ve UV-Vis

Deney ortamı ve ultra 
saf su Ivask ve ark., 2014 [74]

Ag NP Pseudokirchneriella subcapitata,
Daphnia magna, Danio rerio DLS, TEM ve EDX Deney ortamı Ribeiro ve ark., 2014 [75]

Bor NP Apis mellifera, - - Dağlıoğlu ve ark., 2015 
[76]

Silika NP’leri A549, HepG2 epitel hücreleri,
NIH/3T3 fibroblast hücreleri TEM, SEM, DLS ve BET Deney ortamı ve dei-

yonize su Kim et al., 2015 [77]

PT/PVF+ NP’leri Artemia salina (Zooplankton) - - Dağlıoğlu ve Çelebi 2015 
[78]

TiO2, ZnO-TiO2 and Ag-
TiO2

Apis mellifera (Arı) SEM - Özkan ve ark., 2015 [79]

Cu ve ZnO Daphnia magna TEM, ICP-OES ve DLS, Deney ortamı Xiao ve ark., 2015 [80]

ZnO NP Chlorella vulgaris (Alg) EDX, XRD, EDAX, FE-
SEM, FTIR, ve KMA Deney ortamı Suman ve ar., 2015 [81]

Ag, ZnO, TiO2 NP Daphnia magna Zeta potansiyeli ve SEM Deney ortamı, ultra 
safsu Cupi ve ark., 2015 [82]

Pd/PVF+ NP Apis mellifera - - Dağlıoğlu ve ark., 2015 
[83]

Bor NP Desmodesmus multivariabilis (Alg) - - Dağlıoğlu ve Öztürk 2016 
[84]

ZnO-TiO2 Artemia salina SEM ve DLS Distile su Dağlıoğlu ve ark., 2016 
[85]

Centroceras clavula-
tum’dan sentezlenmiş Ag 
NP

Aedes aegypti (sivrisinek)
UV-Vis, FTIR, XRD, 
SEM, EDX ve zeta potan-
siyeli

Deney ortamı Murugan ve ark., 2016 
[86]
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II. TARTIŞMA
Temel olarak nanopartiküllerin (NP’lerin) ekotoksisitesini 
belirlemek mümkündür. NP’ler spesifik NP’lerin özellikle-
rine bağlı olarak çeşitli ekotoksikolojik etkiler gösterebilir. 
Deney ortamlarında NP’lerin hazırlanması, doz/konsantras-
yonlarının belirlenmesi ve uygulanması ortamdaki nanopar-
tiküle maruz kalmanın potansiyel zararlı etkilerinin araş-
tırılmasında önemli faktörler arasındadır. Buna ilaveten, 
NP’lerin çeşitli fizikokimyasal özelliklerinden biri olan ag-
regasyon eğilimi ise, kimyasal çevreye bağlı olarak toksisi-
teyi etkileyen önemli bir faktördür. Bu eğilimlerinden do-
layı, NP’lerin ekotoksisite çalışmalarında kullanılan deney 
ortamlardaki agregasyon durumları diğer özelliklere naza-
ran daha önemli hale gelmiştir. Tam ve doğru nanopartikül 
karakterizasyonunun, biyolojik sistemlerde NP’lerin potan-
siyel toksisitesini değerlendirmenin önemli bir parçası ol-
duğu görüşü genel kabul görmüştür [2, 94].

Nanopartiküllerin doğru karakterizasyonu, sonuçların 
tekrarlanabilir olmasını ve ayrıca biyolojik etkilerini belir-
leyen NP’lerin özelliklerini anlamanın temelini sağlamak 
için önemlidir. Bununla birlikte, nanopartikül karakterizas-
yon yöntemlerinde araştırmacılar tarafından genellikle ka-
bul edilen bir takım temel özellikler bulunmaktadır [95-97]. 
Bunlar nanotoksisite çalışmalarında kullanılan NP’ler için 
ölçülmesi gereken minimum özelliklerin temelini oluştur-
maktadır [98]. Genellikle ekotoksisite deneylerinde nano-
partikül özelliklerini ve bunların biyolojik sistemler ile etki-
leşimlerini ölçmede belli başlı nanopartikül karakterizasyon 
teknikleri/yöntemleri kullanılmıştır. NP’lerin fiziko-kimya-
sal özellikleriyle ekotoksisite arasındaki ilişkiyi araştırmak 
için genellikle NP’lerin birincil karakterizasyon yöntem-
leri arasında yüzey alanı ve yüzey alanı hakkında bilgi ve-
ren Branauer, Emmett ve Teller (BET) ve geçirimli elektron 

mikroskopisi (TEM) dir. Nanopartiküller için yüzey alanı, 
genelde BET yöntemi kullanılarak ölçülür. BET, yüzey alanı 
gözeneksiz küresel bir modele dayanan tahmini bir ortalama 
boyut sağlar. 100 nm ve altında partikül sistemlerine uygula-
nabilen agregat boyutlandırma tekniklerinden birisidir. Ge-
nelde nominal boyut aralığı 5 nm’den birkaç mikrona ka-
dar olan partiküller analiz edilebilir. Çoğu sistem için basit 
ve uygulanabilirdir. Dezavantajı ise partikül boyutu, göze-
neksiz monodispers (tek dağılımlı) küresel bir modele da-
yalı olarak tahmini bir ortalama boyut vermesidir [98-99]. 
Elektron mikroskopisi (TEM), nominal boyut aralığı 0.3 
nm’den birkaç mikrona kadar olan nanopartiküllerde iyi çö-
zünürlük ve görüntüleme sağlar. Yüksek çözünürlüklü mik-
roskopi, numune hazırlamanın veya özel analiz koşullarının 
neden olduğu artefaktlara sebep olur. Örneğin, TEM, elekt-
ron demetinin numuneye nüfuz edebilmesi için yüksek va-
kum ve ince numune kesitleri veya sınırlı çaplı partiküller 
gerektirir. TEM, NP’lerin morfolojik şekli ve boyutu hak-
kında bilgi sağlar ve neredeyse ekotoksisite deneylerinin ta-
mamında NP’lerin morfoloji ve boyutlarını göstermek için 
rutin şekilde uygulanır. Örneğin, Lee ve ark., deney orta-
mında test edilen NP’lerin TEM görüntüleri ile boyut farkını 
göstermiştir. Aynı zamnda BET yüzey alanları daha küçük 
boyutlu CeO2 ve TiO2 NP’lerinin daha büyük yüzey alanla-
rına sahip olduğunu göstermiştir [64].

Nanopartiküllerin yaygın olarak, kristal yapısı X-ışını 
kırınımı (XRD) kullanılarak araştırılır [100]. Nano mater-
yalin bileşimi/kompozisyonu ise, tipik olarak, enerji dağı-
tıcı X-ışını (EDX) spektroskopisi ve/veya X-ışını fotoelekt-
ron spektroskopisi (XPS) kullanılarak araştırılır [100-101]. 
XPS, daha yüzey hassas bir tekniktir ve materyaldeki ele-
mentlerin oksidasyon durumu hakkında bilgi sağlayabi-
lir. EDX ve XPS’in tipik olarak >% 0.1 aralıktaki yabancı 

TiO2, AgTiO2 NP Artemia salina SEM ve DLS Distile su Özkan ve ark., 2016 [87]

PVA-AgNP, cit-Ag NP İnsan hepatoblastoma (HepG2) hücre-
leri

TEM, ICPMS ve Zeta po-
tansiyeli, Deney ortamı Vrček ve ark., 2016 [88]

Si NP’leri Zea mays(Mısır) EDX, XRD ve SEM, Distile su Tripathi ve ark., 2016 [89]

(ZnO-TiO2)NCM NP’leri Desmodesmus multivariabilis (Alg) TEM ve DLS Distile su Dağlıoğlu ve Öztürk 2017 
[90]

PT/PVF+ NP’leri Apis mellifera (arı) Dağlıoğlu ve ark., 2016 
[91]

Pd/PVF+ NP’leri Artemia salina (Zooplankton) - - Dağlıoğlu ve ark., 2016 
[92]

TiO2 Lemna minor (sucul bitki) - - Dağlıoğlu ve Türkiş 2017 
[93]

Bor NP’leri Myriophyllum spicatum (sucul bitki) - - Dağlıoğlu ve Türkiş 2017 
[94]

*Geniş açılı X-ışını kırınımı (WAXS), Nanopartikül izleme analizi (NİA), X-ışını fotoelektron spektroskopisi (XPS), Yüzey karakterizasyonu (BET), Taramalı Elektron Mikroskobu (FESEM), X-ışını spekt-

roskopisi (EDX), Lazer doppler anemometri (LDA), X-ışını emilimi yakın kenar yapısı (XANES), Konfokal mikroskop analizi (KMA).
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madde seviyelerine karşı oldukça hassastır [100]. Kowshik 
ve ark., 2-5 nm boyut aralığındaki Ag NP’lerini gümüşe tole-
ranslı maya türü MKY3 tarafından ekstraselüler olarak sen-
tezlemişlerdir. TEM, XRD ve XPS analizleri sonucu meta-
lik (elemental) Ag NP’lerinin oluştuğunu doğrulamıştır. Ek 
olarak, NP’lerin partikül boyutunun yanı sıra nanopartikül 
yapısını belirlemek için geniş açılı x-ışını kırınımı (WAXS) 
analizini gerçekleştirmişlerdir. Bu çalışmada XPS’nin, na-
nopartikülün kimyasal bileşiminin tahmin edilebilmesi için 
güçlü ve doğru bir teknik olmasından dolayı kullanılmış ve 
numunede C, O, N ve P ile birlikte Ag’nin bulunduğu görül-
müştür. C, N, O ve P’nin varlığı muhtemelen numunedeki 
kontaminant proteinlerin ve diğer biyopolimerlerin varlığına 
bağlı olduğunu kaydetmişlerdir. Bununla birlikte, numunede 
Ag2O veya Ag2S görülmemiş ve bu sonuçlar aynı zamanda 
WAXS ve TEM analizinden elde edilmiştir. Mevcut araş-
tırmalar, yüksek saflıkta Ag NP’lerinin mikrobik yolla sen-
tezlendiğini göstermiştir. Bununla birlikte, XRD analizinde 
büyük partiküllerin geniş dağılımı ve baskınlığı nedeniyle 
daha küçük partiküllerin yapısal ayrıntıları hakkında sonuç 
alınamamıştır [50]. Bunu haricinde nanopartikül bileşiminin 
daha kesin analizleri için, NP’ler asitle digeste edildikten 
sonra atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS), indüktif 
eşleşmiş plazma optik emisyon spektroskopisi (ICP-OES), 
daha düşük konsantrasyonda (tipik olarak ppm seviyesinde) 
saf olmayanları tespit edebilen endüktif eşleşmiş plazma 
kütle spektrometresi (ICP-MS) kullanılabilir [102-103]. Ay-
rıca, ICP-MS, nanopartikül alımını incelemek için nanopar-
tiküle maruz bırakılan organizmaların veya doku örnekleri-
nin analizine ve ayrıca NP’lerden metal iyonu salınımının 
miktar analiz için de uygulanabilir [102,104]. Lopez-Mo-
reno ve ark., dokulardaki metal konsantrasyonu ve oksidas-
yon durumu ile ilgili verileri sırasıyla ICP-OES) ve X-ışını 
absorpsiyon spektroskopisi (XAS) kullanılarak elde etmiş-
lerdir. XAS verileri CeO2 NP’lerindeki Ce’nin oksidasyon 
durumuna sahip olduğunu göstermiştir. Buna ek olarak, bu 
çalışmada, XAS analizi soya fasulyesi fidelerindeki CeO2 
NP’lerinde herhangi bir değişiklik olmadığını göstermiş-
tir. Yine bu çalışmada ICP analizleri, ZnO NP’leri için % 
100.0±3.0 ve CeO2 NP’leri için % 98.0±0.2 saflıkta oldu-
ğunu göstermiştir. Çinko için sertifikalı referans materyalin 
ICP-OES verileri bu çalışmanın sonuçlarını % 99 doğrula-
mıştır. Ayrıca, soya fidelerinin Zn ve Ce alımlarınında ol-
dukça farklı olduğu kaydedilmiştir [66].

Ekotoksisite çalışmalarında zeta potensiyel ölçümü, 
NP’lerin ve bakteri hücrelerinin (genellikle negatif yüklü 
yüzeye sahip olduğu) ve düşük çözünürlüklü NP’lerdeki 
toksisite öncüsünün arasındaki etkileşim gücünün önemli 
bir öngörücüsü olarak tespit edilmiştir [105-106]. Bu-
nunla birlikte, literatürde zeta potansiyelleri her zaman 

bildirilmemiştir. Zeta potansiyelleri, pH’ın, çözeltinin iyo-
nik mukavemetinin ve yüzey kaplamaların varlığından et-
kilenebilir [105]. Ayrıca, çelişkili sonuçlarda bildirilmiştir, 
örneğin, partikül alımı ve protein adsorpsiyonu partikül yü-
küyle (negatif yüklü partiküllerin tercihli alınması) ilişkili 
olduğu bulunmuştur [104]. Bununla birlikte, negatif zeta po-
tansiyelleri, negatif yüklü bakteri hücre duvarı ile daha za-
yıf bir etkileşime sahipken, P25 titanyum gibi toksikliği bi-
linen nanopartikül için de rapor edilmiştir [107-108]. Bu 
nedenle, zeta potansiyeli ve nanopartikül-hücre etkileşimi 
arasındaki ilişki tam olarak açık değildir [105]. NP’lerin 
zeta potansiyelleri tipik olarak elektroforez veya elektroa-
kustik yöntemlerle ölçülür. Literatürdeki çalışmaların çoğu, 
ışık saçılım elektroforezi ölçümünü benimsemiştir çünkü 
ticari tam otomatik aletler piyasada yaygın olarak bulun-
maktadır [103,108]. Zeta potansiyeli, numunenin konsant-
rasyonu, pH, ölçüm sıcaklığı ve dispersiyon ortamı bileşi-
minden önemli ölçüde etkilenir [103,109-113].

Ekotoksisite deneylerinde UV-Vis absorpsiyon spektros-
kopisi, belirli bir ışık dalga boyuyla aydınlatmanın fotoka-
talitik reaksiyonlara bağlı olarak ilave toksik etki oluşturup 
oluşturmayacağını incelemek için yararlı olan, nanoparti-
külün bant açısını belirlemek için kullanılabilir [100-101]. 
Fourier transform kızılötesi spektroskopisi (FTIR), adsor-
batların nanomateryal yüzey üzerindeki varlığını karakte-
rize etmek için kullanılabilir [114]. Adsorbatlar, ortamdaki 
numuneler için ortak olan suyun yanı sıra kasıtlı olarak ka-
tılan yüzey düzeltici/kaplayıcı ajanlar yada nano materyal 
sentezi sırasında istenmeden verilmiş olan adsorbat/ reaksi-
yona girmemiş reaktifler içerebilir [103,114]. Marimuthu ve 
ark., çalışmalarında Mimosa pudica yapraklar özütü ile Ag 
NP solüsyonunun sentezi ve çözeltilerde Ag+ iyonlarının bi-
yolojik olarak indirgenmesi, UV-vis spektrumlarının ölçül-
mesi ile izlemişlerdir. Ag NP’lerinin sentezi öncesinde ve 
sonrasında alınan yaprak özütlerinin FTIR spektrumu ana-
liz edilmiş ve Ag NP’lerinin oluşması için olası fonksiyonel 
gruplar tartışılmıştır. M. pudica yaprak özütü tarafından üre-
tilen Ag NP’leri daha belirgin ve dağınık dağılmış ve FTIR 
spektrumları belirgin pikler sergilemiştir [70].

NP’lerin agregasyon durumu, toksik aktivitelerinin de-
neysel olarak değerlendirilmesi için ekotoksisite çalışmala-
rında önemli bir zorunluluk olmuştur. Bu konu nanotoksiko-
lojide yoğun tartışmalara neden olmuş ve bunu için İki farklı 
yaklaşım düşünülmüştür. İlki, elementer/birincil dağılımlı 
NP’lerin kendi özelliklerinin toksikolojik etkilerini araş-
tırmak üzere incelemek, ikincisi ise risk değerlendirilmesi 
amaçları için önemli olduğundan organizmaların maruz kal-
dığı NP’lerin agregat ve/veya agregasyon durumlarının ön-
celikli olarak incelemektir [71]. Ekotoksisite çalışmalarında, 
deneysel koşullarda (deney ortamlarında) NP’lerin gerçek 
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agregasyon durumunun değerlendirilmesi bu sebeplerle ge-
rekir ve bunun için dinamik ışık saçılması (DLS) gibi tek-
nikler önerilir [115]. DLS, nominal bouyutu 4 nm–6 µm 
arasında olan partiküller için uygulanabilir. Bu yöntemin 
avantajı zeta potansiyeli için de kullanılabilir olmasıdır. De-
zavantajı ise boyut dağılımı genişledikçe daha az güvenilir 
olmasıdır [116-117]. Ayrıca, dispersiyonu arttıran fakat NP 
özelliklerinide değiştiren ajanlar (deterjanlar, proteinler, se-
rum vs.) ve/veya prosedürlerin (örneğin sonikasyon) kulla-
nılması, toksisite üzerine agregasyonun etkisinin kesin so-
nucuna varılmasını engellemektedir [71,115, 118-119].

Nanopartikül agragasyonunun toksisite üzerine etkisinin 
detaylı değerlendirildiği bir çalışmada dispersiyon ajanları 
olmaksızın kararlı monodispers ve agragat silikon tabanlı 
nanopartiküllerin (SNP) sitotoksik aktivitesi karşılaştırıl-
mıştır. Bu amaçla, çalışmada SNP’nin dikattle kontrol edilen 
agragatları indüklenmiş ve iki tip hücre hattı, SNP’nin mo-
nodispers veya agregatlarca zenginleştirilmiş süspansiyon-
larına maruz bırakılmıştır. DLS ile NP’lerin ortalama hidro-
dinamik çapının agregasyonu takiben 25 nm’den 183 nm’ye 
yükseldiği görülmüştür [71].

Tablo 2‘de görüldüğü gibi 2007 yılına kadar yapılan bir-
çok ekotoksikolojik çalışmalarda NP’lerin karakterizasyonu 
genel olarak eksik yada yapılmamıştır. Bu tarihden sonraki 
yapılan çalışmalarda nisbeten artan sayıda karakterizasyon 
yöntemleri kullanılmaya başlanmıştır. Öncellikli olarak ka-
rakterizasyon yöntemlerinde TEM sonra DLS daha sonrada 
XRD kullanılmaya başlanmıştır. Günümüze gelindiğinde ise 
ekotoksisite deneylerinde kullanılan karakterizasyon yön-
temlerinin sayısı ve çeşitliliği artmıştır. Örneğin UV-vis, 
FTIR, ICP-OES, DLS ve EDX gibi karakterizasyon yön-
temleri kullanılmaya başlanmıştır. Ayrıca, NP’lerin agre-
gasyon kabiliyeti göz önüne alındığında, tek başına nominal 
(birincil/gerçek) partikül boyutunu sağlayan çalışmalar spe-
sifik nanopartikül riskleri için yetersiz kalması muhtemel-
dir. Çünkü belli bir sistemde NP’lerin agregasyon derecesi 
NP’lerin hücrelere alımını büyük ölçüde etkiler. Nanoparti-
küllerin ekotoksisitesi üzerine yapılan güvenilir araştırmalar 
NP’lerin uygun bir şekilde karakterizasyon değerlendirme-
lerini ve sulu (deney) ortamları hakkında temel fizikokimya-
sal bilgileri sağlar. Çünkü, sulu sistemlerde çözelti pH’sı ve 
adsorbe moleküllerin ve iyonların varlığı, yüzey yüklerini 
değiştirir ve NP’lerin agregasyon davranışlarını kuvvetlice 
etkiler. De Campos ve ark., çalışmalarında o yıllarda yapı-
lan ekotoksisite deneylerinden farklı olarak nanopartikül ka-
rakterizasyonunda XPS ve lazer Doppler anemometre kulla-
nılmıştır. Ayrıca, bu çalışma o yıllarda yapılan ekotoksisite 
deneyleriyle kıyaslandığında nadiren nanopartikül karakte-
rizasyonun yapıldığı çalışmalardandır [53]. Corsi ve ark., 
optimum sentez koşullarını belirlemek için kitosan ve DNA 

arasındaki bağlanma derecesinin değerlendirilmesi için po-
limer üzerindeki serbest amino gruplarını ve süpernatan-
daki bağlanmamış DNA’yı ölçen tamamlayıcı teknikler ola-
rak fluorescamine ve PicoGreen analizlerini kullanmışlardır 
[51]. Hoecke ve ark., yaptıkları çalışmalarında nanoparti-
kül karakterizasyonunun ekotoksisite deneylerindeki öne-
mini açıklayan ender çalışmalardan bir tanesidir. Buna göre, 
nanopartikül boyutu dağılımlarını nanopartikül izleme ana-
lizi (NİA) kullanılarak elde etmişlerdir. İlk olarak CeO2 NP 
dağılımları pH 4’te seyreltilmesiyle incelenmiş ve NP’le-
rin küçük agregaları (14, 20 ve 29 nm) içerdiği ve ortalama 
boyutunun yaklaşık 100 nm olduğu görülmüştür. Bu agra-
gatlar şaşırtıcı değildir, çünkü NP’ler sentez sırasında kuru-
tulmuş ve digeste ile yeniden süspanse edilmiştir. NP’ler ku-
rutulurken agragasyon oluşturması kaçınılmazdır ve digeste 
gibi mekanik işlemler nanopartikül agregalarını bir arada tu-
tan kuvvetleri aşamaz. Ayrıca, numune hazırlama, ekotok-
sikolojik değerlendirme için önemlidir. Çünkü bu işlem, 
NP’lerin endüstriyel uygulamalarında yaygın olarak kulla-
nılmaktadır. Çeşitli test ortamlarında seyreltildikten ve pH 
7.4’e ayarlanmasını takiben süspansiyonlar bir saat içinde 
bulanıklaşmış ve nanopartikül agregaları yaklaşık 400 nm 
çapa ulaşmıştır. Dolayısıyla, organizmalar ekotoksisite de-
neylerinde agregat haldeki CeO2 NP’ne maruz kalırlar. Ay-
rıca, çalışmalarında, farklı deney ortamlarında analiz edilen 
nanopartikül boyut dağılımlarının çakıştığını kaydetmişler-
dir. 14, 20 ve 29 nm CeO2 NP agregalarının zeta potansi-
yelini, OECD alg ortamında ve M4 Daphnia ortamında in-
celemişlerdir. Buna göre NP’ler pH 7.4’te deney ortamında 
negatif yüzey yükü taşırken, 10 mM KCI çözeltisinde yü-
zey yükü pH 7.4’te pozitif olduğunu kaydetmişlerdir. Yü-
zey yükünün değişimi, öncelikli olarak CeO2 NP’lerin fosfat 
iyonlarını adsorbe etme eğilimi ile ve İkinci olarak NP’lerin 
düşük iyonik ortamda daha yüksek yük taşımalarıyla açıkla-
mışlardır. İstatistiksel analiz sonucunda, OECD ve M4 or-
tamında dağılmış NP’ler arasındaki zeta potansiyel farkları 
her CeO2 NP boyutu için anlamlı olduğunu kaydetmişlerdir. 
Sonuç olarak araştırmacılar aynı NP’leri kullanırken bile or-
tam bileşimdeki değişiklikler nedeniyle nanopartikül özel-
liklerinde farklılıkların ortaya çıkabileceğini açıkça ortaya 
koymuşlardır [62].

Navarro ve ark., Ag NP’nin orijinal partikül süspan-
siyonunda (deneysel koşullarda) partikül boyutu ölçüm-
lerinde (DLS) partikül boyutunun 10 nm’den 200 nm’ye 
kadar değişmekte olduğunu ve ortalama partikül çapının 
ise 40 nm olduğunu kaydetmiştir. Bununla birlikte, hacim 
bakımından, Ag NP’nin % 98’i 25 ±13 nm dir. TEM anal-
izi bu sonuçları teyit etmiş ve ayrıca 10 nm’den küçük par-
tiküller olduğu görülmüştür. Bu farklılıkların sebebinin ise, 
DLS ölçümlerinin daha büyük partiküllere yönelik eğilimi 
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ile açıklamışlardır. Ayrıca deneysel koşullar altında (MOPS) 
Ag NP’lerinin agregasyon oluşturmadığını kaydetmişle-
rdir [59]. Lee ve ark., çalışmalarında NP’lerin deney or-
tamındaki karakterizasyonunun ekotoksisite üzerindeki et-
kilerini açıklamaya çalışmışlardır. Çünkü, nanotoksisite ile 
bağlantılı olarak, sıklıkla boyutun küçülmesi toksisitenin 
daha güçlü olması şeklinde beklenir. Buna göre, BET yüzey 
alanları sonuçları, SiO2 NP’leri hariç daha küçük boyutlu 
CeO2 ve TiO2 NP’lerinin daha büyük yüzey alanına sahip 
olduğunu göstermiştir. SiO2 NP’lerinde böyle bir eğilim 
gözlenmemesinin muhtemel sebebi çok küçük boyut fark-
lılıklarından (7 ve 10 nm) ve farklı fiziksel özelliklerinden 
(füme ve gözenekli tipten) dolayı olabilir [64].

III. SONUÇ
Nanoteknoloji, ekonomik büyüme alanı olan medikal ve 
üretim teknolojilerindeki muazzam gelişmeleri ile çevre-
sel iyileştirmeleri vaad etmektedir. Hem nanoteknoloji en-
düstrileri hem de hükümetler bu yeni teknolojinin bir sonucu 
olarak insan sağlığı ve çevresel bozulmalar için öngörüle-
meyen risklerin olasılığı üzerine ciddi önlemler almaktadır 
[1, 4, 41-43]. NP’lerin imalatının ve kullanımının dinamik 
bir şekilde büyümesine rağmen, eşsiz fiziksel ve kimyasal 
özelliklerine bağlı olarak çevresel matrislerde nicelendirme-
leri için çok az analitik yöntem bulunmaktadır. NP’lerin kol-
loidal fazlar ve agregasyon oluşturma eğilimi farklı emme 
ve emilme özellikleri ile şekil ve boyut çeşitliliği

NP’lerin nicelleştirilmesini (miktar, sayısallaştırma) 
zorlaştırır [13, 19]. Ayrıca, mevcut bilimle, NP’ler ile do-
ğal veya başka kaynaklardan gelen partiküllerin ayırt edil-
mesi çok zordur [34]. Doğal olarak ortaya çıkan partiküller 
ile NP’lerin ayırt edilmesinin yolu bulunmalıdır. Bu sayede 
NP’lerin tüketici ürünleri ve çevresel konsantrasyonlarının 
belirlenmesini sağlayacaktır. Bu nedenle, NP’ler için seçici 
tespit yöntemleri geliştirilmelidir. Tieda 2012’de bu soru-
nun çözümünün NP etiketlemesi olabileceğini belirtmiştir. 
Bu etiketleme, örneğin karbon temelli NP’ler için floresan 
ve radyoaktif etiketlemeden, metal tabanlı nanopartikülle-
rin izotop zenginleştirmesine veya tükenmesine kadar deği-
şen etiketleme önerileridir. Ayrıca, deneysel bir çalışmadan 
sonra, özel partikül kaplamaları, nanotüpler veya fulleren-
lerde nadir elementlerin tutulması bu belirgin kimyasal 
özelliklerin saptanmasını sağlamak için kullanılabilir [15]. 
Farklı ortamlardaki NP’leri ölçerken, konsantrasyonlarla 
ilgili veriler sağlamak tek başına yeterli değildir, aynı za-
manda NP’lerin boyut dağılımı ve özellikleri hakkında da 
bilgi gereklidir. Tek bir teknik tüm bu bilgileri sağlayamaz, 
bu nedenle bir dizi analitik teknik uygulaması gereklidir. Da-
hası, NP’lerin analizi için bir dizi yöntem uygulanabilirken, 

mevcut yöntemler tüm veri gereksinimlerini karşılayama-
maktadır [8]. Yukarıda da bahsedildiği gibi, NP’lerin ka-
rakterizasyonu için teorik olarak birçok analitik teknik/yön-
tem uygundur. Metroloji ve analitik kimyadan elde edilen 
sonuçların izlenebilirliğini sağlamak esastır. Niceleme için 
kullanılan kalibrasyon standartları genellikle birincil ulusal 
veya uluslararası standartlara göre izlenebilir. Bununla bir-
likte, NP için bu standartların geçerliliği diğer standartların 
çoğundan daha kısa bir ömre sahiptir ve çalışma koşullarına 
daha duyarlıdır. NP standartları veya referans malzemeleri 
hem süspansiyonlar hem de tozlar olarak mevcuttur. Süs-
pansiyon içindeki NP standartları genellikle son kullanma 
tarihleri ve depolama talimatları ile etiketlenir. Bazen stan-
dartın bütünlüğünü korumak için standartın daha da sey-
reltilmesine ilişkin talimatlar da mevcuttur. Toz nanoparti-
kül standartlarının kullanımı NP süspansiyonu için standart 
bir prosedür içermez. Her bir laboratuvarda NP dispersi-
yonu yapıldığında üretici tarafından belirtilen orijinal metri-
ğin belirsizliği artar. Nitekim, NP için yapılan bir çok metrik 
(boyut, şekil, vs.) dispersiyonun hangi ortamda (pH, iyo-
nik kuvvet ve bileşim ve organik madde varlığı) yapıldığına 
kuvvetle bağlıdır. Bu metrik belirsizliği en aza indirmenin 
birkaç yolu vardır. Bunlardan biri, laboratuvarlar arası karşı-
laştırma yapmaktır. Örneğin, kör numuneler analiz için bir-
çok laboratuara gönderilir ve böylece elde edilen sonuçların 
karşılaştırılması bu sonuçların doğruluğunu ve hassasiyetini 
gösterir. Fakat, laboratuvarlar arası karşılaştırmalar, sertifi-
kalı akreditasyonun sağlanması için klasik analitik kimyada 
olduğu gibi nano-metrolojide henüz yaygın değildir. Diğeri 
ise, maruziyet/etki deneylerinin karakterizasyonundaki ba-
şarılı/uygun laboratuvar uygulamaları, minimal örnek per-
türbasyonu ve dispersiyon aglomerasyon durumunun belir-
lenmesini içermelidir [17, 44].
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