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e Herhangi bir nanomalzemenin karakterizasyonu, én kosullari ve
hazirlanisi igin parametreler hakkindaki 6zel géstergelerin
saglanabilmesi amaciyla numune hazirlama ile ilgili Bolum
2.1.1'in glincellenmesi.

e Bu sonlanma noktas! icin kullanilabilecek alternatif rehberleri
dahil etmek ve ¢oéztuinmezligin diger sonlanma noktalari igin bir
feragat olarak uygulanamamasinin secilebilmesi icin suda
¢ozunurlik ile ilgili 2.2.1 bélimuntn glincellenmesi

e Nanomalzemelere iliskin bu sonlanma noktasinda 6nerilen rehber
ilkelerin  nanomalzemeler icin gecgerli olmadigi mesajini
gliclendirmek ve bunun vyerine dusunullebilecek  diger
parametreleri onermek icin n-oktanol/su dadilim katsayisi
hakkindaki bélim 2.2.2'nin giincellenmesi.

e Bu sonlanma noktasi icin ana rehberde o6nerilen ydntemlerin
nanomalzemeler icin gegerli olmadigini acikliga kavusturmak ve
bunun yerine dikkate alinabilecek diger parametreleri 6nermek
icin ylizeye tutunma/ylzeyden siyrilma ile ilgili bélim 2.2.4'Gn
gincellenmesi.

e Insan saghg sonlanma noktalar (bélim3.1.1) igin test ve
numune alma stratejisi ve numune hazirlama hakkinda
yeni tavsiye notu;

e Tekran onlemek icin belirli her sonlanma noktasinin alti
yerine bolim 3.1.1'deki test disi yontemlerle ilgili (genel)
tavsiyenin yeniden dizenlenmesi

e Akcidger asin yuklenmesine (bolim 3.2.1.1) iliskin tavsiye
notlarinin giincellenmesi;

e Tekrarli doz toksisitesi (bolum 3.2.1) ile ilgili boélimin
gincellenmesi;

e Mutajenite (bélim 3.2.2) ile ilgili b6limin glincellenmesi




Boliim R7a Sonlanma noktasi 6zel rehberi igin gecgerli
nanomalzemeler igin uygulanabilir Ek R7-1
4 Ekim 2020

ONSOZz

Kayit ettirenlere, "nanoformlar" kapsayan KKDIK kayit dosyalarini hazirlarken kullaniimak
lzere tavsiye saglamak icin bilgi gerekliliklerine iliskin tic ek (BG ve KGD Rehberi Bolimleri
R7a, R7b ve R7c ekleri) gelistirilmistir!.

Bu belgede verilen tavsiyeler, nanomalzemelerin test edilmesine yoénelik 6zel 6nerilere
odaklanmaktadir?. Saglanan tavsiyenin bir kismi tamamen nanomalzemelere 6zgl degildir ve
diger tanecikli malzemeler (yani, ¢ozlinme hizi ile ilgili) igin de gegerli olabilir. Bununla birlikte,
bu tir bir tavsiye dahil edildiginde, kapsanan konunun o6zellikle nanomalzemeler ile ilgili
oldugu ve nanomalzemelere 6zgl rehberin bir parcasi olmasi gerektigi disintlmelidir.

Herhangi bir uygun 6zel hilkmin yoklugunda (halihazirda saglanan rehberin nanomalzemeler
icin esit derecede gecerli oldugu disunudldiginde sonlanma noktasinin nanomalzemeler igin
ilgili olmamasi ya da tavsiyenin gelistiriimesinden 6nce daha fazla arastirmaya ihtiyag
duyulmasi sebebiyle) bu eke sonlanma noktasi igin ilave bir rehber dahil edilmemistir.

Bu ek, nanomalzemelere 6zgl tavsiyeler saglamay! amaclamaktadir ve Bolim R.7a'da verilen
genel ilkelerin (yani ana rehber) uygulanabilirligini engellemez.

Ayrica, bu ekte belirli bir sonlanma noktasi icin herhangi bir tavsiye verilmemisse ana
Rehber'de verilen tavsiyelere uyulmalidir.

Litfen bu belgenin (ve ana rehberin) KKDIK Yénetmeligi Ek 6 - Ek 11'de belirtilen bilgi
gerekliliklerinin karsilanmasi konusunda 6zel rehberlik sagladigini unutmayiniz.

Mevcut bilgilerin toplanmasi ve degerlendirilmesi ile bilgi gerekliliklerinin uyarlanmasi gibi bilgi
gerekliliklerini karsilamaya yonelik genel bilgiler, BG & KGD Rehberi, Bolim R.2 ila R.5'te
mevcuttur.

Ayrica, mevcut olan verilerin kullanimi dikkate alindiginda Ek R.6-1: Nicel Yapi-Aktivite
Iliskileri ve Kimyasallarin  Gruplandirimasina Iliskin  Rehber'de [1] gecerli olan
nanomalzemeler, ayni maddenin nanoformlari (ve nanoformu olmayan maddeler) arasindaki
zararlihk verilerinin kullaniminin nasil gerekgelendirilecedine dair bir yaklasim saglamasi
sebebiyle yararl olabilir.

1 Litfen nanoformlari kapsayan kayit dosyalarinin nasil hazirlanacagina bakiniz: en iyi uygulamalar [153]
2 Avrupa Komisyonu tarafindan benimsenen Nanomalzeme tanimina iliskin tavsiye'ye bakiniz.
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2 FIZIKO-KIMYASAL OZELLIKLER ICIN
ONERILER

2.1 Genel aciklamalar

2.1.1 Numune hazirlama

Asadidaki bolim numunenin hazirlanmasina odaklanmaktadir, bu nedenle halihazirda bir test
malzemesi(leri) seciminin yapildigi ve bunlarin kayith maddeyi ve/veya ilgili nanoformlari
temsil ettikleri ifade edilmektedir.

Numune hazirlama, nanomalzemelerin basarili karakterizasyonu ve daha sonra test edilmesine
yonelik en kritik adimlardan biri olarak kabul edilmektedir. Numune hazirlama igin bir yéntem
tasarlarken dikkate alinmasi gereken bircok dedisken vardir. Numune hazirlama ile ilgili
dikkate alinmasi gereken yaygin konular arasinda test edilen nanomalzemenin depolanmasi,
koloidal ve kimyasal kararliligi, test ortaminin kimyasal bilesimi, stok c¢ozelti dagihimlarinin
karakterizasyonu ve uygulama/test ©ncesi (stok ¢ozelti dadilimlarindan hazirlanan)
numunelerin karakterizasyonu bulunmaktadir [2] .

Nanoformlar da dahil olmak Uzere bir kayit kapsamindaki maddenin tiim olasi formlarindan
kaynaklanan zararlilhk, kayit dosyasinda saglanan toksikolojik ve ekotoksikolojik bilgilerle ele
alinmaldir. Secilen test malzemesinin/malzemelerinin dederlendirilen maddeyi ve/veya
nano(formlari) temsil etmeye uygun oldugunu gostermek igin, KKS'deki test malzemesi
bilgileri alani altinda sonlanma noktasi calisma kaydinda bazi bilgiler rapor edilmelidir.
Asadidaki parametreler saglanmalidir

o Kimyasal bilesim (KKDiK ve SEA kapsaminda maddelerin tanimlanmasi ve
adlandirilmasina iliskin CSB Rehberi'nde agiklandidi gibi)

e Boyut (minimum D50 olarak, ancak tanecik boyutu dagilimi énerilir)
e Sekil ve en boy orani
e Ylzey Kimyasi

Ayrica, Nicel Yapi Aktivite Iliskileri ve Kimyasallarin Gruplandinimasi [1] rehberine
uygulanabilen nanomalzemeler igin Ek R6-1, ayni maddenin nanoformlari (ve nanoform
olmayan) arasindaki zararliik verilerinin kullaniminin nasil gerekgelendirilecegine dair bir
yaklasim sadlar. Rehber, mevcut zararlilik verilerinin bir maddenin farkli nanoformlari igin
gegerli olup olmadigini degerlendirebilmek amaciyla gerekli olabilecek bazi (ilave) parametreler
saglar. Kayit ettiren, yukarida bahsedilen rehberi takip edebilmek igin bu tlir parametreleri
dikkate alarak test malzemesini karakterize etmeyi distnebilir. Ornegdin, ¢céziinme hizi, ylizey
kimyasi ve dadilabilirlik, nanomalzemelerin gruplandiriilmasi igin bir temel olarak rapor
edilmigstir [1].

TUm bu parametrelerin yani sira ISO 14887: 2007 [3], genel olarak maddelerin tanecik boyutu
analizi igin gesitli toz/sivi kombinasyonlarindan iyi dagilimlarinin hazirlanabilmesi amaciyla
prosedirlerin ana hatlarini belirtir. Cesitli nanomalzemeler igin 6nerilen dagilim prosediirleri de
bilimsel literatlirde 6rnegdin [4] ve [5]'te ortaya cikmaktadir.

Bununla birlikte, bu tir prosedirlerin incelenen test malzemesi igin yeterli olup olmadigini
belirlemek amaciyla dikkatlice incelenmelidir ve farkli malzemeler igin degisiklikler gerekli
olabilir. Ornegin, soluma toksisitesi testi ile ilgili olarak buharlastirma/yogunlasma ydnteminin
(ISO 10801: 2010 [5]) kullaniimasi sonucunda metal nanotaneciklerinin UGretimi icin gerekli
prosediirleri  Ozetleyen ve soluma maruz kalma odalarindaki nanotaneciklerin
karakterizasyonunu destekleyen standartlar mevcuttur.
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[5].

Numune hazirlamanin 6énemli bir bileseni, "glUvenilir" numune almadir. Glvenilir numune
almada, 6lgim icin kullanilan test alikotu, tim numunenin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini
temsil eder. Boyut, bigim ve 6zgll ylzey alani gibi pargacik 6zelliklerinin karakterizasyonu, gok
dikkatli numune alimini ve izlenecek numune ayirma uygulamalarini gerektirir. ISO 14488:
2007 [3], tanimlanan bir gliven seviyesi ile temsili olarak kabul edilebilen ve 6zellikle tanecik
boyutu, tanecik boyutu dagilimi ve ylizey alani élgimleriyle ilgili olan tanimlanmis bir tanecikli
malzeme numunesinden (toz, macun veya siuspansiyon) bir test alikotunu elde etme
yontemlerini belirtir.

Tanecik kirleticilerinden / safsizliklarindan kaynaklanan sonuglarin yorumlanmasindaki olasi
hatalari ortadan kaldirmak icin, safligi da dahil olmak Uzere test malzemesinin
karakterizasyonundan elde edilen veriler ve teknik olarak mimkiinse, belirlenen kirletici ve
safsizlik miktarlari calisma o©ncesinde, madde tanimlama gerekliligi ile tutarh olarak ele
alinmalidir.

Ayrica numune hazirlama ile ilgili olarak, nanomalzemelerin agregalarinin ve aglomeratlarinin
dagihm, toz ve aerosol formlarinda olusabilecedinin ve bunlarin varlidinin sentez yéntemi,
depolama, ellegleme ve gevresel kosullar gibi bir dizi faktérden etkilendiginin bilinmesi gerekir.
"Agrega", glcli bir sekilde bagl veya kaynasmis taneciklerden olusan (daha buyuk) bir
tanecik anlamina gelir. "Aglomerat", zayif sekilde baglanmis taneciklerin bir koleksiyonu
anlamina gelir. (Nanomalzemenin tanimina iliskin EC Tavsiyesi).

Aglomerasyon veya agregasyon durumu, nanomalzemelerin karakterizasyonunun ve testinin
yorumlanmasini etkileyen énemli bir parametre olarak kabul edilir ("alindigi gibi", "kullanildigi
gibi", "dozlandigi / aciklandigi gibi") ve bu nedenle numune hazirlama sirasinda dikkate
alinmalidir. Aerodinamik/isik sacilimi 6zellikleri 6lgllerek veya elektron mikroskobu ([6], [7])
ile belirlenen etkin kesitsel ¢gap dahil olmak Uzere aglomerasyon veya agregasyon durumunu
dederlendirmek igin olglilen bir dizi blyUtklik 6nerilmistir.

Su ortamindaki nanomalzemelerin aglomerasyon davranisi ve ¢ozinme hizina iliskin taslak
test rehberleri ve rehber belge, OECD biinyesinde gelistirme asamasindadir ve aglomerasyon
davranisinin karakterizasyonuna ve nicellendirilmesine izin verecektir (bkz. Blum 2.2.2).

Agregasyon ve aglomerasyona ilave olarak, taneciklerin sivi ortamdaki davranisi, taninmasi
gereken bazi ek dnemli hususlar ve zorluklar sunar. Ozellikle, bir nanomalzemenin ne zaman
dagildigini ve ne zaman kulicik tanecik boyutundan dolaylr c¢6zindugini ayirt etmek zor
olabilir. Cozunurlik ve dagdilabilirligin iki ayrn durum oldugunu kabul etmek 6nemlidir.
Gozunurluk, bir malzemenin (¢6zlinen) baska bir malzemede (¢6zicl) tek, homojen, kararli bir
faz olusturacak sekilde g¢o6zlnebilme derecesidir ve katilar, sivilar ve gazlarla ilgilidir.
Dadilabilirlik, parcacik halindeki bir malzemenin baska bir malzemede (dagilma ortami veya
slirekli faz) homojen olarak dagilabilme derecesidir. Gegmiste, "¢dzinmis" terimi, 0.45 pm'lik
(veya benzeri) bir filtreden gegen sivi bir numunenin bileseni anlamina gelmistir. Bununla
birlikte, nanotaneciklerin (koloidal) dagiimlari da bu tiur filtrelerden gegebileceginden,
"co6zinmug" teriminin kullaniminin gergek goézeltilerin olusumu ile sinirlandirilmasi ve hem
sivilarin, hem de taneciklerin mevcut oldugu yerlerde "dagilmis" teriminin kullanilmasi onerilir

([21, [81).

Ultrasantrifijleme ve ultrafiltrasyon tekniklerinin bir kombinasyonunu uygulayarak, gergekten
¢6zlnidr oran miktarini 6lcmek mimkindar (bakiniz [4] ve [9]).

Dagilma, bir sivi ve ince gsekilde dagilmis kati malzeme iceren heterojen bir nanomalzeme
karisiminin sdspansiyonudur ve bu, yanlislhkla bir g¢dzeltinin gortGnimine sahip olabilir.
Dagilm kararhihidi, numune hazirlama badlaminda dederlendirilmek igin 6nemli bir
parametredir. Taneciklerin dagihmi, tanecik-tanecik etkilesimlerinin yani sira tanecikler ve
onlari cevreleyen matrisler arasindaki molektller arasi kuvvetler tarafindan belirlenir.
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Cekici kuvvetler (6rnegin, van der Waals etkilesimleri) nedeniyle tanecikler, ylizey yiki veya
sterik etkilerle kararli hale getirilmedikce aglomerat egilimi gosterir. Sonug olarak, dagilim
durumu dinamiktir ve potansiyel ¢dzliinmeye ve/veya daha yiksek aglomerasyona kadar
zamanla degisir.

Dagihm, nanotaneciklerin 0Ozellikleri ile nanotanecikleri cevreleyen matrisin 06zellikleri
arasindaki etkilesimlerle belirlenir. Sivi ortamda, pH, iyonik kuvvet ve molekiler bilesenlerin
konsantrasyonlarindaki klctk degisiklikler, taneciklerin dagilimini énemli 6lclide degistirebilir.
Aerosol haline getirilmis tozlar icin, aerosoliin konsantrasyonu ve yayillma oOzellikleri dagihim
durumunun zamanla dedismesine neden olabilecedinden, durum daha da karmasik olabilir.

Dagilim durumu tipik olarak karsilastirmali tanecik boyutu 6lgtimleri kullanilarak dederlendirilir
ve malzemenin temel tanecik boyutu dagilimini élgmek igin glvenilir bir yéntem gerektirir.
Tanecik boyutu dagilimindaki degdisiklikleri karsilastirarak, nitel bir dederlendirme veya dagilim
durumunun temsili bir 6lcimU yapilabilir. Kiresel tanecikler igin gecerli 6lcim ydntemlerine bir
O0rnek olarak: Dinamik Isik Sacilimi (DLS) ile birlegtirilen Zeta potansiyeli 6lcimU, nanotanecik
dagihmlarinin kararliginin izlenmesini ve elde edilecek aglomerasyon siirecinin niteliksel bir
anlayisini da saglar. Tanecik izleme analizi gibi diger yontemler de test edilen madde igin
uygulanabilir oldugunda kullanilabilir [10].

2.1.1.1 (Eko)-Toksikolojik test icin genel hususlar

Uygun numunenin hazirlanmasi ile baslamak icin, imal Edilen Nanomalzemelerin Givenlik
Testi icin Numune Hazirlama ve Dozimetri Rehberi OECD No. 36 ENV/IM/MONO(2012)40
dikkate alinmaldir. Numune hazirlama hakkindaki daha fazla rehber Imal Edilen
Nanomalzemelerin Ekotoksikoloji ve Cevresel Davranisi: Test Rehberi OECD No. 40
ENV/IJM/MONO(2014)1 [8], ENV/IM/MONO(2014)1/ADD1 [11] icerisinde bulunabilir ve imal
Edilen Nanomalzemelerin Test Programi sirasinda OECD'nin nanogivenlik konusundaki
calismalarinin tartisma sonucu yansitilmistir [13].

Ornegin, numune hazirlamada asadidaki hususlarin énemli oldugu kabul edilir:

e Nanomalzemelerin fizikokimyasal 6zelliklerinin karakterizasyonu (6rnedin, tanecik
boyutu dagihmi, sekli, 6zgul ylzey alani, bilesim, safsizliklar ve ylizey kimyasli) ve test
ortamindaki mevcut durum (aglomerasyon/coktiirme derecesi).

e Nanomalzemeler test maddesinin hazirlanmasi ve dadilimi (kararhilik dahil) test
ortaminin  6zelliklerini g6z 6ntnde bulundurmahdir [4]. (Eko)toksikolojik test
ortamindaki 6zel yapilari nedeniyle, nanomalzemelerin fiziko-kimyasal ozellikleri ve
potansiyel (eko)toksikolojik etkileri, bu ortamdaki biyo-fizikokimyasal c¢evre ile
etkilesimlerden oldukga etkilenir. Bu nedenle, maruz kalma konsantrasyonunu izlemek
icin gereken testler eslik eden analizlerle yapilmaldir. Nanomalzemeler icin sadece
kimyasal analizin kullanilmasi, daha sonra doz élgutleriyle ilgili tartismada daha ayrintili
olarak agiklandigi tzere yeterli dedildir.

e Toz kullanimini ve/veya sonlanma noktasina bagli dadihmi iceren test asamalarinda
oldugu gibi numune hazirlamanin kontrollti, tutarh, gtivenilir ve kapsamli olmasi gerekir
ve test maddesi gok asamal bir hazirlik siirecinden gegmis olabilir.

e Secilen numune hazirlama prosedlri (ve uygulaniyorsa kontroller) gerekgelendirilmeli
ve kapsamli calisma 6zetinde yeterince rapor edilmelidir.

e En uygun doz olgutleri bilinemeyebilecedinden, ylizey alani ve tanecik sayimlar gibi
kutle esasl olmayan diger doz olgitlerinin kullanimi, mevcut oldugunda kitle élgllerine
ek olarak sadlanacaktir. Bu olgimler, dozlari kitleden tanecik sayimlarina ve/veya
ylzey alanina donlUstirme kabiliyetini artiracaktir ve metrikler badimsiz olarak
kullanildiginda dénustmle ilgili belirsizligi azaltirken, sonug olarak gerekli test miktarini
azalttidi icin gerekli kabul edilir.



Boliim R7a Sonlanma noktasi 6zel rehberi igin gecgerli
nanomalzemeler igin uygulanabilir Ek R7-1
1 Ekim 2020

Bir nanomalzeme ¢o6zinir ise ve ilgili biyolojik veya cgevresel ortamda ylksek bir ¢éziinme
hizina sahipse (bkz. Bolim 2.2.1), bu durumda test sistemine molekiiler veya iyonik formunda
sunulmasi muhtemeldir ve bu nedenle, nanomalzemeden kaynaklanan metal iyonik forma
karsi pozitif referans olarak kullanilan metalik maddelerin tuzlan gibi nano 6lgekli olmayan
¢6zlinmis maddelerle ayni cevaba neden olur. Bununla birlikte, arastirilan nanomalzeme
biyolojik veya cevresel ortamda ¢6zlinmez veya az ¢ozinirse, muhtemelen test sistemine bir
tanecik formunda sunulacaktir. Bu durumda, Bé/im R.7a (bu belge), R.7b ve R.7c icin gecerli
olan nanomalzemelere iliskin Eklerde verilen tavsiyeler gecerli olacaktir.

Ek olarak, nanotanecikler sivi faz bilesenleriyle etkilesime girerek, genel toksisiteyi ve davranis
slireglerini etkileyebilecek kismen veya tamamen ¢ozlinebilir veya dagilmis dénisim Grinleri
(ayrica bazi ¢6zinmis nanomalzemelerin kendisi) verebilir. Bu olasiligin, ortam ve stireclerin
secilmesinde ve ayrica herhangi bir testin sonucunun degerlendiriimesinde dikkate alinmasi
gerekir ([2], [14]).

Numune hazirlama sirasinda dikkate alinmasi gereken diger o6nemli hususlar, kirletici
maddelerin (biyolojik kirleticiler dahil) ve safsizliklarin (eko) toksikolojik test sonuglar
tzerindeki etkisini icerir. Ornedin, nanotaneciklerin Uretim sirecinde kullanilan Co ve Ni
katalizorleri gibi metalik safsizliklarin zebra baligi embriyolarinda (6rnedin [15]) yumurtadan
cikmayi inhibe ettigi gosterilmistir.

Nanomalzemeler igin 6zellikle endise verici olan, endotoksinin belirli test sonuglar UGzerindeki
etkisidir. Endotoksin (lipopolisakkarid), gram-negatif bakterilerin dis hicre duvarinin bir
bilesenidir ve bu nedenle ortamda her yerde bulunur. Bununla birlikte, endotoksin, ates,
"endotoksin soku" ve 6lim gibi cevaplara neden olan organizma seviyesinin timinde veya
proinflamatuvar aracilarin salgilanmasina yol acan proinflamatuvar kaskadlarin tetiklenmesi
yoluyla hiicresel diizeyde bir dizi toksik etki olusturabilir.

Biyolojik tayinlerde endotoksinin olusturabilecedi glicli cevap nedeniyle, kontamine olmus bir
test numunesinin toksisite testleri sonucglarinin (potansiyel bir yanls pozitif dahil)
karistinlmasina neden olabilir. Bu nedenle, bir test numunesinde endotoksin varliginin veya
seviyesinin belirlenmesi, toksikolojik test icin bir numunenin hazirlanmasi sirasinda énemli bir
o6n islemdir. Endotoksin, Avrupa Alternatif Test YoOntemlerinin Dodgrulanmasi Komitesi
tarafindan onaylanan ve tasarlanmis, arastirma dereceli nanomalzemelerin pirojenitesini
belirlemek icin glvenilir bir yontem olarak 6nerilen makrofaj aktivasyonu testi gibi in vitro
yontemler kullanilarak 6lgllebilir [16]. Nanomalzemelerin test edilmesi icin uluslararasi
standartlar mevcuttur [17]. Kontaminasyonla ilgili sorunlarin nanomalzemelere 6zgl
olmamasina ragmen, diger taneciklere kiyasla nanofaz sistemlerinin artan badil ylizey alani,
ylzeye tutunan olasi endotoksin miktarlarinin (6rn. gram malzeme basina ylzeye tutunan
gram endotoksin) anlamli oldugu anlamina gelir [18].

Yanlis negatiflerin varlidi, érnedin organizmanin maruz kalmasinin hafife alindigi durumlarda
(yani, Ames testi, ¢ozlinmeyen tanecikler vb.) hesaba katilmalidir. Nanomalzemeler ve farkl
test ortamlarindaki normal kimyasallar arasindaki durum ve davranis farklihklarindan dolayi,
nanomalzemeler icin OECD No. 40'ta [8] Onerilen dadilma, ¢6zinme, dadilma kararhlidi ve
agregasyon Uzerine bir test stratejisi/karar semasi yaklasimi dastnulebilir. Bu yaklasim, 6rn.
pH, DOM, NOM/proteinler ve iyonik kuvvetlerin etkilerini dikkate alir ve OECD tarafindan
gelistirilen 6zel test rehberleri ve rehber dokimanlar kamuya acik hale gelene kadar g6z
ondnde bulundurulmahdir (bkz. 2.1.1). Ortamdaki ¢6zinme hizi ve dadilma kararlihdinin
dikkate alinmasi ve olgllmesi, vyalnizca uygun test stratejisinin ve test kosullarinin
bulunmasina yardimci olmayacak, ayni zamanda sonuglarin yorumlanmasina da yardimci
olacaktir. Bu bilgi ayrica nanomalzemelerin gruplanmasi ve capraz okumasi [1] icin yararh
olacaktir.
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2.2 Sonlanma noktalari igin 0zel tavsiye
2.2.1 Suda ¢oziniirliik

Suda c¢odzindrlik, ana rehberin Bélim R.7.1.7'sinde ele alinmistir. Nanomalzemeler s6z konusu
oldugunda, suda ¢6zinurligin azalan tanecik boyutlarindan dolaylr nano boyut araligindaki
malzemeler igin artma potansiyeline sahip oldugunu ve ayrica sekil ve ylizey kaplamalarindan
etkilenebilecegini goz oninde bulundurmak gerekir. Nanomalzemeler icin, ¢dzliinme hizi ve
dagillim derecesi de maddenin hareketliliginde 6nemli bir rol oynar. Bununla birlikte, kliglik
tanecik boyutundan dolayi bir maddenin ne zaman dagdildigini ve ne zaman ¢d6zindigunu ayirt
etmek zor olabilir. CozUnurligin ve dagilabilirligin, test ve karakterizasyon Uzerindeki farkl
sonuclari ile farkh ve ayr olaylar oldugunu bilmek ve aralarinda ayrim yapmak énemlidir. Bu
durum nanomalzemelere 6zgl dedildir ve aslinda ana rehber, "eser miktarda c¢ozinir
bilesiklerin ¢oziUntrliginin 6lgilmesinin, dagiimis malzeme eklenmeden malzemenin doymus
gozeltilerinin olusturulmasi igin son derece dikkatli olmayi gerektirdigini" vurgulamaktadir.
Bununla birlikte, bu problem eser miktarda c¢ozinir nanomalzemeler durumunda daha da
guclendirilebilir. Bu konularla ilgili daha fazla bilgi, Numune Hazirlama ile ilgili bélim 2.1.1'de
verilmektedir. Ayrica, ¢6zinmemis malzemenin ¢ézinmus malzeme olarak &lglilen miktara
katkida bulunmadigindan da emin olunmalidir.

OECD, nanomalzemeler igin test rehberlerinin uygulanabilirligini incelemistir ve OECD
yayinlari, OECD Test Rehberi 105 [19]'un (Suda ¢6zUunlrlik) nanomalzemelerin test edilmesi
icin her zaman uygun olmadigini belirtmistir [11].

Bu, sdz konusu maddenin suda disik c¢ozinlrlige sahip oldugu ve bir dagilim olusturma
olasiliginin da mevcut oldugu durumdur. OECD Test Rehberi 105 rehberi kullanilarak suda
¢ozUnlrlaglin olgllmesi, suda ¢ozlnlr olan ve yliksek ve hizli bir ¢éziinme hizina sahip
nanomalzemeler icin yine de dederli olabilir.

2.2.1.1 Coziniirliik icin diger rehberler ve protokoller

Destekleyici bilgi olarak ve/veya OECD Test Rehberi 105'in uygulanamadidi durumlarda
alternatif bir yontem olarak, ilgili biyolojik ve g¢evre ortamindaki ¢ézinme hizinin (biyolojik)
ortamdaki maddelerin biyoyararlanimini etkiledigi géz 6nliine alindiginda, ¢6ziinme hizinin ve
kapsaminin 8lciilmesi 6nemle tavsiye edilmektedir (OECD No. 62 [20]). Ornegin, ¢éziinme hizi
ile ilgili veriler, sucul toksisite testi icin hangi tlur testin gerekli oldugunu belirlemede faydali
olabilir (6rnedin Ek R.7-1 - Kisim R.7b'deki bolim 1.2.1'e bakiniz).

OECD 29 [21], 1 ila 28 glun arasinda dedisen test sliresi igin ¢bzinme ve doénlsimu test
etmeye izin verir ve genelde 7 glnlik bir stre uygulanir. Bu sonlanma noktas! igin test
malzemesi secerken, nanomalzemeler s6z konusu oldugunda en kiglk tanecik boyutunun test
edilmesinin (rehberde tavsiye edildigi tizere) yeterli olmayabilecedi unutulmamalidir.

OECD 62 [20], esas olarak ¢6ziinme hizina ve ylksek veya > %70 baska bir formda ¢éziinme,
%710 ila 70 arasinda orta, > 1 ve %10'un altinda dlstk ve < %1 ihmal edilebilir olmak Gzere
nitel esiklerinin dizenlenmesine odaklanmaktadir (hepsi 7 glUnlik bir test sliresi igin tahmin
edilmistir).

Dénidsim/coziinme hakkindaki OECD 29 test protokoll [21], metallerin ve az ¢bdzlinir metal
bilesiklerinin sucul ortamda mevcut ¢ézinir iyonik ve diger metal tasiyan tlrleri Uretebilme
hizinin ve kapsaminin nasil belirlenecegi konusunda tavsiyeler sadlar. Coziinme hizinin dlgimi
ve OECD No. 62'de daha da gelistirilen niteliksel esikler, dénisim/¢ézinme protokolinin
metalik nanomalzemelere nasil uygulanacadi konusunda daha fazla tavsiye saglar. Ayrica,
OECD iginde gelistiriimekte olan nanomalzemelerin ¢6ziinme hizini belirlemek icin, mevcut
olduklarinda OECD 29 yerine gecerli olacak iki ek test rehberi vardir:



Boliim R7a Sonlanma noktasi 6zel rehberi igin gecgerli
nanomalzemeler igin uygulanabilir Ek R7-1
1 Ekim 2020

e Nanomalzemelerin Sucul Ortamda Coézinme Hizi igin Test Rehberi,

e Sucul Ortamda Nanomalzemelerin Aglomerasyonu ve Céziinme Davranigina liskin
Rehber Dokiimani.

Aglomerasyon ve agregasyon olcimleri, mevcut oldugunda yukaridaki
rehber belgeleri kullanan ¢éziinme hizi ile birlikte yararh olabilir.

2.2.1.2 Bir feragat olarak ¢oziiniirliik (¢oziinmezlik)

Ana Rehber Bolim R.7.1.7.1'de, suda c¢oézinmezligin belirli fizikokimyasal ve ekotoksikolojik
sonlanma noktalarindan feragat etmek icin dizenleyici bir tetikleyici olarak kullanildigi
belirtilmektedir. Ancak nanomalzemeler igin ¢éziinmezlik testten feragat etmek icin tek basina
bir gerekce olarak uygun degildir. Bir nanomalzemenin yutksek ¢éztinmezligi, toksisitenin olasi
olmadigini géstermez. Coziinmeyen bir nanomalzeme bile boyut ve dadilabilirlik gibi nanoya
0zglu oOzellikler nedeniyle test organizmalan tarafindan biyolojik olarak kullanilabilir
olabileceginden, maruz kalma g6z ardi edilemez. Ayrica, yiuksek oranda g¢dzinmeyen
maddeler igin uygun olmayan test rehberleri, 6zel bir uyarlamayla nanomalzemeler igin gegerli
olabilir.

Nanomalzemelerin ¢ozlUnlrliginin OECD Test Rehberi 105 (Suda ¢ozlinlrlik) gibi mevcut
standart yontemlerle dederlendirilmesindeki nanoya 6zgl 6zellikler ve kisitlamalar g6z oniinde
bulundurularak, ylksek c¢oziinmezlige bagh bilgi gerekliliinden feragat etmek, her zaman
kapsamli teknik ve bilimsel gerekgelerle desteklenmelidir.

Ornegin, c6ziinme, aglomerasyon ve ¢dktiirme hakkindaki daha fazla bilgi, alternatif bir test
stratejisini (6rnedin bir cokelti toksisitesi testi dahil) gerekcelendirmek igin kanit adirliginin bir
parcasli olarak kullanilabilir.

2.2.2 n-oktanol/su dagilim katsayisi

Ana rehberin R.7.1.8.3 BoOlimi, test yontemleri dahil olmak Uzere n-oktanol/su dagilim
katsayisina iliskin deneysel veriler ile ilgili bilgileri icerir. n-oktanol / su dagilim katsayisi (Kow),
blylk délgide karismayan ¢bzlcller n-oktanol ve sudan olusan iki fazl bir sistemde ¢ézlinmis
bir maddenin denge konsantrasyonlarinin orani olarak tanimlanir. Iki fazli bir sistemde
nanotanecikler organik molekillerden farkli davranir. Nanotaneciklerin davranisi, tanecik
yapisindan dolayl su ve n-oktanol olmak Uzere iki faz arasinda dadilmalarn sonucunda
termodinamik dengeye ulasamadidi icin denge dadihimi ([22], [23]) ile tahmin edilemeyebilir.
Bu nedenle, n-oktanol/su dadilim katsayisi icin ana Rehberde onerilen OECD Test Rehberleri,
yani OECD Test Rehberi 107, OECD Test Rehberi 117 ve OECD Test Rehberi 123, cogu
durumda nanotanecikler icin gecgerli degildir ([6], [8], [12]). Sonuglar, imal edilen
nanomalzemenin tamamen ¢dzinmemesi durumunda mevcut olabilecek bir koloidal
slispansiyonun varligindan etkilenebilir ([2], [8]).

Bununla birlikte, nanomalzemenin hizli ve yliksek oranda ¢6zlindiglu gosterildiginde ve
parcaciklarin varligi harig tutulabildiginde, ana rehber gegerli olacaktir. Yukaridakileri dikkate
alarak, n-oktanol/su dagilim katsayisinin 6lgimi, suda ¢ozinilr olan ve yliksek bir ¢cdziinme
oranina sahip organik nanomalzemeler igin hala degerli olabilir (bkz. B6lim 2.2.1).

n-oktanol/su dadilm katsayisinin  (Kow) kullaniimasi, c¢evresel davranisin  veya
biyokonsantrasyonun yanlis yorumlanmasina yol agabilir [22]. Nanomalzemelerin n-oktanol/su
dagilim katsayisinin (Kow) mevcut standart yontemlerle dederlendirilmesindeki nanoya 6zgl
ozellikleri ve kisitlamalari dikkate alarak, n-oktanol/su dadilim katsayisina dayanilarak bilgi
gerekliliginden feragat edilmesi, kullanilan test yodnteminin (6rnedin, suda ¢6zUnir veya
ylksek ve hizli bir ¢éziinme hizina sahip nanomalzeme) uygulanabilirligine iliskin kapsamli bir
teknik ve bilimsel gerekceyle her zaman desteklenmelidir.

Ana Rehber bélim 7.1.8.3, “Test edilmesi zor maddeler” ile ilgili olarak, nanomalzemelerin
kiglk tanecik boyutundan dolayi, bir maddenin ne zaman dadildigini ve ne zaman
¢6zinduginu ayirt etmenin zor olabilecegine dikkat edilmelidir. CoézUnurligin ve
dagilabilifligin iki ayrn olay oldugunu bilmek ve aralarinda ayrim yapmak 6nemlidir.
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Bu konularla ilgili daha fazla bilgi, Numune Hazirlama ile ilgili blim 2.1.1'de verilmektedir.

2.2.2.1 Kow igin diger rehberler ve protokoller

Nanomalzemeler ile ilgili olarak, su anda n-oktanol/su dadiim katsayisina alternatif olarak
cevrede ve biyolojik ortamdaki nanomalzemelerin davranisini ve tasinmasini tahmin etmek
Uzere davranis tanimlayicilarl icin uygun standart yéntemler yoktur ([22], [23]). Bununla
birlikte, cevredeki ve organizmalardaki nanomalzemelerin davranisini ve taginmasini tahmin
etmek icin kullanilabilecek denge dadilimindan baska 6zellikler vardir. Aglomerasyon,
agregasyon, birikim ve baglanma, nanotaneciklerin davranisini tahmin etmek igin bilgilendirici
Ozellikler olarak kabul edilir ([22], [24], [25], [26]). Nanotanecikler icin alternatif davranis
tanimlayicilan, ylizeye tutunma/ylizeyden siyrilma ile ilgili 2.2.4 boliminde daha ayrnintih
olarak tartisiimaktadir.

OECD'de, nanomalzemelerin aglomerasyon davranisini belilemek icin asadidaki test
rehberlerinin gelistirilmesine yonelik devam eden bir faaliyet bulunmaktadir:

e Farkli Sucul Ortamlardaki Nanomalzemelerin Aglomerasyon Davranisli igin Test Rehberi
[27]

e Sucul Ortamda Nanomalzemelerin Aglomerasyon Davranisi ve Céztinme Hizi igin Rehber
Dokiman.

Nanomalzemelerin aglomerasyonunun dederlendiriimesi, mevcut oldugunda OECD test
rehberine uygun olarak yapilacaktirs.

Kow Olgiminiin gecgerli olmamasi durumunda dider test disi yontemler de dusindilebilir.
Gelistiriimekte olan modellerin ve belirli parametrelerin bir listesi ve ayrintilan Ek 1'de
mevcuttur.

3 Taslak erisim adresi: http://www.oecd.org/env/ehs/testing/test-guidelines-for-comments-section3-degradation-
and-accumulation.htm
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2.2.3 Graniilometri

2.2.3.1 RIP-oN 2 tarafindan verilen tavsiyeye iliskin genel hususlar

Granllometri, beklendigi gibi nanomalzemeler igin temel sorundur. Bu nedenle,
nanomalzemeleri kapsayanlar arasinda en c¢ok tavsiyeyi gerektiren sonlanma noktasidir.
Degisiklik ihtiyaci, “grantilometri” terimi tarafindan kapsanan seyin tanimiyla baslar.

Bu sorunla ilgili olarak, RIP-oN2 raporu iki alternatif sunar:
e Granilometri yalnizca tanecik boyutu dagilimini ifade eder
e Granilometri, tanecik boyutu dagilimina ilave olarak sekil ve ylzey alanini igerir

RIP-oN raporu farkli alternatifler sunar, ancak tavsiye 6ziinde aynidir: sekil ve ylzey alani
dikkate alinmasi gereken parametrelerdir (6rnedin toksikoloji Gzerindeki etki nedeniyle), bu
nedenle ya granilometri ile birlikte kabul edililer ya da yeni sonlanma noktalar olarak
Onerilirler.

Bu ekteki grantlometri béliminin yapilandinlmasi amaciyla, okuyucu igin grantlometri ile
ilgili metnin kapsamini yalnizca tanecik boyutu dagilimini dikkate alacak sekilde sinirlamanin
ve sekil ve ylizey alani tartismasi igin iki ek bolim eklemenin daha agik ve daha yararh oldugu
disindlmuastar.

Bolimler, sekil ve ylzey alani tartismasi igin tamamen yeni oldugundan, orijinal rehber yapisi
korunmustur ve bu ekte numaralandiriimis olarak belgenin gévdesinde yeni bélimlermis gibi
goérinmektedir (B6lim R.7.1.19 ve R. 7.1.20).

Son olarak, Ug¢ parametre (tanecik boyutu dadilimi, sekil ve ylizey alani) icin ortak bir
tanimlanmis numune alma stratejisini gésteren yeni bir Bélim 2.2.3.3 eklenmistir.

2.2.3.2 Graniilometri icin tavsiyeler (tanecik boyutu dagilimi olarak)

Taneciklerin calisma sahasina veya cevreye potansiyel salimi, bircok endlstriyel slrecin
tasariminda ve isletiminde ve maddelerin glvenli bir sekilde elleglenmesinde 6nemli bir
husustur. Taneciklerin salimi, bir glivenlik zararhligi olusturabilir, insanlar lGzerinde olumsuz
saghk etkilerine neden olabilir ve c¢evreyi etkileyebilir. Bu nedenle, risklerin
dederlendirilmesine, kontrol edilmesine ve en aza indirilmesine olanak taniyacak sekilde
maddelerin tanecik olarak salim edilimi hakkinda veri elde etmek 6nemlidir. Toz (powder)
halindeki maddelerden tanecik saliminin 6lgimu, bir tozun (powder) tozlulugunun normal
Olcimine benzerlik go6sterir, ancak farkl tanecik boyutu araliklarina uygun ydntem ve
cihazlandirmalarda anlamh farklliklar vardir. Havadaki oraninin tanecik boyutu dagiliminin ve
davranisinin, toz halindeki madde igin belirlenenlerden farkh olabilecedgine dikkat etmek
onemlidir.

Tanecik boyutu, dagilmis malzemelerin temel bir 6zelligidir. Bir grup tanecik farkl boyutlarda
oldugunda, bir tanecik boyutu dadihmi ile agiklanabilirler. Granilometri, tanecik boyut
dagihminin belirlenmesi olarak tanimlanabilir. Bir grup tanecik farkh boyutlarda oldugunda,
bunlar daha sonra bir Tanecik Boyutu Dagilimi ile tanimlanabilir.

Bolim R.7.1.14, Avrupa standardi EN 481 "Calisma Alani Ortamlari - havada tasinan
taneciklerin dlgimi icin boyut orani tanimlari"ndan [28] alinti yapmaktadir. Standart, ice
cekilebilir, torasik ve solunabilir boyut oranlarinin tanimlarini ve bu oranlan &6lgmek igin
numune alma cihazlan igin hedef o6zellikleri (dizenlemeleri) sadlar. Bu belgeye ek olarak
asadida Onerilen belgeler, calisma alaninda maruz kalmalar etkin bir sekilde karakterize etmek
ve izlemek igin mevcut son teknolojiyi temsil eden temel bilgiler ve numune alma rehberleri
saglar:

o Zararli Maddelerin Belirlenmesi Yéntemi MDHS 14/3 "Ige cekilebilir ve solunabilir tozlarin
numune alimi ve gravimetrik analizi icin genel yontemler" [29]
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e "Sabit kaynak emisyonlan - Disik konsantrasyonlarda tanecikli maddenin (toz) kitle
konsantrasyonunun belirlenmesi - manuel gravimetrik yontem" [30]

e "Sabit kaynak emisyonlari - Tanecikli maddenin kitle konsantrasyonunun manuel
olarak belirlenmesi" [31]

e "Ortamin hava kalitesi - Askida tanecikli maddenin PM2.5 kutle oraninin
belirlenmesi icin standart gravimetrik élgim ydntemi" [32]

¢ "Calisma alani ortamlan - Ultra ince, nanotanecik ve yapilandiriilmamis aerosoller - Soluma
yoluyla maruz kalma igin karakterizasyon ve degerlendirme" [33]

« "Nanoteknolojiler - Nanoteknolojilerle ilgili mesleki ortamlarda saghk ve guvenlik
uygulamalari" [34]

Son iki rapor (yukaridaki listeden nanomalzemelere 6zgl olan yalnizca ikisi), uygun oranlarin
Olcilmesine atifta bulunurken de ilgilidir.

Ongorilebilir oldugu lizere, granillometri icin test ydntemlerini ele alan Bdlim 7.1.14.2
(Granllometri hakkinda mevcut bilgiler), dedisiklige en cok ihtiyag duyan boliumdir. Bu
nedenle, RIP-oN tarafindan degistiriimesi Onerildigi Gzere, BOlim R.7.1.14.2'nin metninin
tamamini burada yeniden olusturmaktayiz.

R.7.1.14.2 Graniilometri hakkinda mevcut bilgiler
Grandlometri (zerine test verileri

Taneciklerin karakterizasyonu, c¢ok dikkatli numune alma ve izlenecek numune ayirma
uygulamalarini gerektirir. ISO 14488: 2007 [35], tanimlanmis bir glven seviyesiyle temsili
olarak kabul edilebilecek tanimlanmis bir tanecikli malzemenin (toz, macun, slspansiyon)
numunesinden test alikotunun elde edilme yontemlerini belirtir. Daha fazla bilgi bu ekin
Numune Hazirlama ile ilgili B6lim 2.1.1'inde mevcuttur.

Tanecik boyutu 6lcimleri igin pek gok ydntem mevcuttur, ancak bunlarin higbiri tim boyut
araligina uygulanamaz (bkz. Tablo 1 - 4). Tanecik o6zelliklerinin tam olarak anlasiimasini
formile edebilmek icin mimkln olan yerlerde birden fazla teknik kullaniimahdir ve gerekli olan
optimum teknikler seti, arastirilan belirli madde ve bicime goére segilmelidir. Tanecik boyutu
dagihmini belirleme yontemleri, suda ve havada c¢ozlinmeyen taneciklerin tasinmasi ve
cOkmesi hakkinda bilgi saglamak igin tasarlanmistir. Tanecik boyutu dagiliminin 6lgimiine
uygulanabilen OECD test rehberi OECD Test Rehberi 110'dur. Sadece 2 um < Rs < 100 pym
araliinda yararl oldugu icin OECD Test Rehberi 110 Yontem A'nin (¢Oktirme veya santrifiij)
nanomalzemelere [36] uygulanamayacadina dikkat etmek ©6nemlidir. Bununla birlikte,
alternatif standartlastirimis ekipman (6rnedin, santriflijli ¢oktlirme) bu yonteme uygun olarak
kullanilabilir. OECD Test Rehberi 110'un (elektron mikroskobu) B Ydntemi, nanomalzemeler
icin (yani, uzunlugu 5 mikrondan az ve c¢apt 100 nm'den az olan tanecikler/lifler) veri
raporlamasinda gerekli ancak kiglik bir sapma gerektirir. Nanotanecik boyutu dagilimlarini
Olcebilen ydntemlerin ayrintilari, ISO/TR 27628:2007 [33] ve ISO/TR 12885:2008 [34]'te
verilmistir.

Bu yontemler genellikle uygulanabilirdir ve sikhikla kullanimdadir. Hem lifli hem de lifli olmayan
taneciklerin etkili hidrodinamik yaricapini, diger tanecik boyutu ve yodunluk o6lgiimlerinden
dolayli olarak oOnceden denetlenmeden hesaplamak igin kullanilirlar. Dogru bir sekilde
uygulandiklarinda, mevcut aerodinamik 6zellik ve kitle oranlarinin bir tahminini temsil ederler
ve bu nedenle solunabilir taneciklerin mevcut olup olmadidini go6sterebilirler. Suda
¢bzinmeyen (yani suda g¢ozunurlik < 10-6 g/l) maddelere uygulanabilir ve 5 nm-100 pm
arahgini kapsar

Lif olusturabilen malzemeler s6z konusu oldugunda; baslangigta taneciklerin (6rn. plakalar,
igneler, vb.) yaklasik dogasini belirlemek igin hafif mikroskobik inceleme kullanilarak
dogrulanan, soluma veya yutmadan kaynaklanan potansiyel sadghk zararliliklarinin
belirlenmesine yardimci olmak icin ek bir 6lcim seti Onerilir. Bu nispeten 6zellestirilmistir,
nadiren gereklidir ve 6zel mikroskobik incelemeyi (6rnedin TEM, SEM) igerir. Lif: en boy orani
(uzunluk/cap > 3) ve capi < 100 pm olan suda c¢6zinmeyen bir taneciktir.
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Lifli taneciklerin goérinids oranlarini belirlemek icin tanecik boyutunun goérinti analizi
kullanilabilir. Gorintl analizi, her bir tanecigin goérintilerini dogrudan yakalayarak veri Uretir.
Tanecik boyutundaki ince farkhliklar dodru bir sekilde karakterize edilebildiginden, bu
kullanicilara nihai hassasiyet ve ¢ozlnirlik saglar. Her bir tanecigin gorintileri de kaydedilir,
bu da verilerin daha fazla gorsel dogrulamasini saglar ve ayrica aglomerasyon, kirilma ve
yabanci tanecikler gibi 6nemli olaylarin tespitini saglar. Bir dizi endUstri (6rn. farmasoétikler,
biyoteknoloji, asindiricilar, seramikler, polimerler, patlayiclar ve tonerler) Urinlerini
karakterize etmek igin gortintl analizi sistemlerini giderek daha fazla kullanmaktadir.
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Tablo 1: Malzemenin tanecik boyutu dagilimini oldugu gibi belirleme yontemleri

Yontem ve

ayrintilar

Malzeme ve
boyut
araligi

Veri tiiri

Optik mikroskobik inceleme

Taneciklerin seklini ve boyutunu etkilememek icin numunelerin dogrudan hazirlanmasi tercih edilir.
Bu yontem, ige cekilebilir ve solunabilir boyuttaki taneciklerin dagihmini belirler ve havayla tasinan
toz ile dagilmis veya neblilize edilmis tanecikleri ifade etmez.

Optik mikroskopi, bilinen lifli veya lif salan maddeler veya diger verilerle benzerlikleri karsilastirarak

liflerin mevcut olma olasihdini incelemek icin kullanilabilir. Lifin kirllmasini ve topaklanmasini 6nlemek

icin numune hazirlama sirasinda c¢ok dikkatli olunmasi gerekir. Havadaki liflerle kontaminasyonu

Onlemek igin de 6zen gosterilmelidir. Numuneler su sekilde hazirlanabilir:

(a) hafifce elle galkalama veya vorteks karistirma yoluyla suda suspansiyon olusturarak veya kuru
malzemenin bakir bant lzerine dogrudan aktarilmasiyla veya kuru liflerin atomizor veya pipet
kullanilarak puskdirttlmesi yoluyla hazirlanabilir.

(b)

Uzunluk ve cap dagihimlar bagimsiz olarak en az iki kez oOlglilmeli ve en az 70 lif sayilmalidir. Belirli
bir histogram araliinda hicbir deder >% 50 veya 3 fiber (hangisi daha blylkse) farkhlik
gostermemelidir. Uzun ince liflerin varhidi, daha fazla, daha hassas olglimlere ihtiyag oldugunu
gOsterir.

Bu yontem, solunabilir ve ice gekilebilir boyuttaki liflerin dagilimini belirlemek igin uygun olabilir.

Eleme

Tel 6rglu elekler ve delikli metal levha elekler kullanilarak eleme, solunabilir ve ice cekilebilir
boyuttaki taneciklerin dagiimini belirlemek igin uygun degildir, ginkt araliklari yalnizca 100-10.000
mikrondur. Mikro gozenekli (mesh) elekler (5-100 mikron araliinda) daha iyi sonuclar verebilir.
Bununla birlikte, bu elekler genellikle mekanik veya ultrasonik titresim ile birlikte galistirildiklari igin,
medyan boyut ve formda degisiklik meydana gelebilir.

Eleme, solunabilir boyuttaki taneciklerin dagihmini belirlemek igin uygun dedildir, ancak daha buyuk
taneciklerin belirlenmesi igin uygun olabilir.

Lifler dahil her gesit
tanecik

Boyut araligi: 0.2-5000
pgm.

0.2 um kadar kigik ve
100 pm kadar buyuk Iif
caplann ve 5 pm kadar
kiglik ve 300 pum kadar
blyudk lif uzunluklar

Kuru tozlar/graniller
Boyut arahdi:  100-
10.000 mikron (tel
orgli/metal elekler) ve
5-100 (mikro mesh)

Tanecik yogunlugu
bilgisi ile kltle
medyan
aerodinamik
gapinin (MMAD)
hesaplanabilecedi
tanecik
boyutu/boyut
dagihmu.

DSO [37]
tarafindan
tanimlanan

lif numarasi

En boy orani>
3:1, lif uzunlugu
> 5 mikron

MMAD
belirlenemez.
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Sedimantasyon (yercekimsel cokme)

Yéntem, taneciklerin sivi iginde yercekimsel olarak ¢gékmesine dayanir ve etkin hidrodinamik yarigap
belirlenir. Etkin hidrodinamik yaricap dagilimi, iki deger arasinda > % 20 farklilik gérilmeyen sekilde
3x olgllmelidir. Yaricap dadilim edrisini ¢ézmek igin yeterli sayida yarigap araligi kullaniimasini
gerektirir. Kalibrasyon malzemesi olarak lateks ktrelerin ikili veya Ucli karisimlari (2-100 mikron)
onerilir.

Yontem, solunabilir ve ice gekilebilir boyuttaki taneciklerin dagilimini belirlemek igin uygun olabilir.

Elektriksel Algilama Alani (6rn. Coulter) yontemi

Numuneler, elektrolitik bir ¢ézelti icinde siispansiyon haline getirilir. Parcacik bir acikliktan cekilirken,
iletkenlikteki degisiklik parcacik boyutunun bir 8lciisiinii verir. Onemli parametre, hem yogdunluga
hem de cgapa bagh olan sivi fazdaki ¢cokme hizidir. Birkac g/cms yodgunluga sahip tanecikler
belirlenebilir.

Akiskan iginde tam elektrik izolatér olan partiktillere uygulanabilir. Tanecikler ve akiskan arasindaki
yogunluk farki cok blyik olmamalidir.

Yéntem, solunabilir ve ige gekilebilir boyuttaki taneciklerin dagilimini belirlemek igin uygun olabilir.

Faz Doppler Anemometrisi

Pahali bir tekniktir. Tanecik boyutu dagimi havada veya sivi iginde Olglilebilir. Yéntem, taneciklerin
bilinen kirilma indisine sahip ve kiiresel olduklarini varsayar.
Yéntem, solunabilir ve ige gekilebilir boyuttaki taneciklerin dagihimini belirlemek igin uygun olabilir.

Gegirimli elektron mikroskopisi (TEM)

TEM, ayirma ve numune alma cihazlarindan olanlar dahil olmak lzere havadan toplanan veya bir
TEM izgarasinda slUspansiyon halinde hazirlanan numuneler icin kullanilabilir. Toz hazirlama bu
yontem icin oldukca kolay ve hizhidir. TEM, taneciklerin boyutunun ve bigiminin niteliksel
dederlendirmesini ve aglomeralar ile birincil tanecikler arasinda ayirt edilebilmeyi sadlar.
Aglomerasyonun o6nemli olmadigi durumlarda birincil taneciklerin boyut dagiiminin nicel tespiti
yapilabilir. TEM, cok yliksek bir yerel ¢ozlinlirlige (nm) sahiptir ve 0.2 nm'den daha iyi ¢ozunurltkle
kafes dizlemlerini ve atom siralarini tek tek goérintileme yetenedine sahiptir. TEM'e yapilan
eklemeler daha fazla bilgi saglayabilir, 6rn. Taramal Gegirimli Elektron Mikroskobu (STEM), Ylksek
Cozunarlakli TEM (HRTEM) veya Cevresel TEM kullanarak yerinde o6lgtiimler, karakterize edilecek
dagdilmis numuneler icin potansiyel sunar.

Kuru tozlar/graniller
Boyut arahdi: 2-200
mikron

Kuru tozlar/grantller
(iletken olmayan)
Boyut araligi:

1-1000 mikron

Kuru tozlar/graniller
Boyut arahdi: 0.5-80
mikron (havada); 0.5-
1000 mikron (sivi halde)

Kati, toz
slispansiyon
formundaki tanecikler.
Boyut araldi: < 0.1 - 10
pm.

ve

Tanecik boyutu araligi
1-500 nm olan
tanecikler igin ozellikle
uygundur.

MMAD
belirlenemez.

MMAD
belirlenemez.

MMAD
belirlenemez.

Tanecik yogunlugu
bilgisi ile sayi/kutle
medyan gapinin
hesaplanabilecegi
tanecik
boyutu/boyut
dagilimi
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Bununla birlikte, TEM oldukga yogun bir yontemdir ve numunelerin manuel olarak hazirlanmasini
gerektirir. Dagilimlarin seyreltilmesi (yaklasik % 1'e kadar) veya yodun is gerektiren kriyo-kesitler
halinde hazirlanmasi gerekir. Analiz icin humunelerin vakum altinda kurutulmasi, karakterize edilen
taneciklerin boyutunu ve seklini dedistirebilir. Numunenin son derece kugik bir alani analiz edilir ve
bu yeterince temsilci olmayabilir. Dederlendirilen taneciklerin nispeten kigik payi (yaklasik 1.000),
sinirl istatistiksel kesinlik ile sonuglanir. Sadece iki boyutlu bir tanecik izdisiumi gorilebilir ve
dederlendirilebilir; ve resimlerin yorumlanmasi zordur. Aglomerasyon anlamliysa resim analizi
imkansizdir. Bazi numunelerde tanecik konturlari net bir sekilde ¢dzlilemeyebilir. Analiz edilecek
gorintilerin kalitesi kritik 6neme sahiptir ve yonelim etkilerinden kaynaklanan o©nyargilardan
kacinmak icin 6zen gosterilmelidir.

Bu yéntemle ilgili daha fazla bilgilendirici bilgi ISO/TR 27628:2007 [33]'de mevcuttur.
I1SO/13322-1:2004 [38] ve ISO/13322-2:2006 [39], sirasiyla statik ve dinamik gérintl analizi ile
tanecik boyutunu belirlerken 6lgim agiklamasi ve dogrulamasi icin genel rehberlik saglar.

Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)
SEM, ayirma ve numune alma cihazlarindan olanlar dahil olmak lizere havadan toplanan veya bir

SEM izgarasinda slspansiyon halinde hazirlanan numuneler igin kullanilabilir. Numune hazirlama | toz ve Tanecik

TEM igin oldugundan daha kolaydir ve yalnizca az miktarda numune gerekir. Seyreltiimemis sUsp’ansiyon yogunlugu bilgisi
dagiimlar ve emdlsiyonlarla test mumkindir. SEM, numunelerin tahribatsiz test edilmesini saglar | ¢5-mundaki ile sayi/kitle
ve ylksek yerel ¢ozlnurllkte gok hassas boyut belirleme ile numune yapisinin bir goérantasini | {;necikler. medyan capinin
saglar. Bu yontem Cevresel SEM olarak yerinde kullanilabilir. Bovut aralidi: < 0.01 - hesaplanabilecedi
Malzemenin temsili bir numunesi kullaniimalidir. Numunelerin elektriksel olarak iletken olmadigi 10y“m. gt ' tanecik
durumlarda, ylizeye yapisan taneciklerin bir iletken malzeme tabakasi ile plazma puskirtmeli boyutu/boyut
kaplamasi genellikle gereklidir. Bu islem, karakterize edilen numuneyi dedistirebilir. Numunenin dagilimi

Tanecik boyutu aralidi
sadece kuguk bir bolimu resmedilmistir ve gérintileme, yizey o6zellikleriyle sinirhdir. Analiz y g

. AR Lo A o T o 10 nm - 1 pym olan
edilecek goériuntdlerin  kalitesi  kritik O6neme sahiptir ve yénelim etkilerinden kaynaklanan | (j acikler icin ozellikle
Onyargilardan kaginmak igin 6zen gdsterilmelidir. uygundur.

Bu yontemle ilgili daha fazla bilgilendirici bilgi ISO/TR 27628:2007 [33]'de mevcuttur. ISO/13322-
1:2004 [38] ve IS0O/13322-2:2006 [39], sirasiyla statik ve dinamik gorinti analizi ile tanecik
boyutunu belirlerken 6lglim agiklamasi ve dogrulamasi icin genel rehberlik saglar.
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Santrifiijlii Sedimantasyon (ISO 13318-1:2001 [40]; ISO 13318-2:2007 [41]; ISO 13318-
3:2004 [42])

Bir sivi icinde dagilmis tanecikli malzemelerin tanecik boyutu dadilimini oranlama ile olger.
Santrifjli sedimantasyon yontemleri, bir sividaki taneciklerin merkezkag alani altindaki gokelme
hizina dayanir. Yerlesme hizi ile tanecik boyutu arasindaki iliski, dlisik Reynolds sayilarinda Stokes
denklemine indirgenir. Bu nedenle, bu ydntemi kullanarak tanecik boyutunun hesaplanmasi Stokes
yasasina baglidir. Bu teknik, OECD Test Rehberi 110 [36] Yontem A'ya gore veri saglamak igin
kullanilabilir.

Optik bulaniklik tespitini kullanirken, 6lctim araligi malzemenin yogunluguna, ortamin viskozitesine
ve santrifijun devir sayisina baglidir. Bir tanecigin standardi ile kalibrasyon yolu aracilidiyla
tanecik boyutunun yiksek mutlak hassasiyeti ve diger yontemlerle karsilastirildiinda ylksek
¢bzunarlugt. Az miktarda numune yeterlidir. Bu ydntem, tim oranlari ayirmadan birlikte dlgen
integral yontemlere (6rnedin isik sacilimi) gbére daha az yapaylik ve olasi hata icerir. Bununla
birlikte, 6lcim konsantrasyonu cok duslktir ve bu nedenle dnemli dlclide seyreltme gereklidir.
Aglomerasyon potansiyeli dikkate alinmali ve siispansiyon/emilsiyon analizi icin kararli olmalidir.
Numune igin uygun bir goktiirme sivisi belirlenmelidir, burada 6lgiim igin bir yogunluk gradyani
olusturulabilir. Klguk tanecikli numuneler igin Olgim slresi uzundur. Dederlendirme igin,
taneciklerin yodgunlugu ve optik sabitleri bilinmelidir. Genis bir dadilimda ince bir oranin
degerlendirilmesi kritik olabilir.

X-1sin1 algilamasi kullanilirken, o6lcim araligi malzemenin yodunluguna badglidir. Kalibrasyon,
gradyan, Mie duzeltmesi veya optik bilgi gerektirmeden uygulama ve dederlendirme basittir.
Yiksek bir dagihm spektrumu ¢ozinurligi mumkindir ve sadece kilglik bir miktar numune
gereklidir. Bu yontem, bir 6lgiim etkinliginde degerlendirilen 1010 tanecik ile iyi istatistikler saglar.
Bununla birlikte, ~% 5'e kadar seyreltme gereklidir ve dederlendirme icin tanecik yogunlugu
bilinmelidir.

Ultrasonik spektroskopi (ISO/20998-1:2006 [43])

Bir sivi icinde dagilmis bir veya daha fazla malzeme fazinin boyut dagihiminin belirlenmesine izin
verir. Hacimce % 0.1-50 arasinda dedisen dagiimis faz konsantrasyonlari igin 6lgiimler yapilabilir.
Konsantre bir sistemde aglomerasyon veya topaklanma dahil olmak Uzere boyut dadiliminda
dinamik degisikliklerin izlenmesini saglar.

Ancak bu yontemin havaya ve sicakliga hassasiyeti vardir. Parametre ayarlamasi karmasiktir.

Bir SIVI
dadilmis
malzemeler

iginde
tanecikli

Boyut aralidgi: 0.1 - 5 ym

Kolloidlerdeki,
dagihmlardaki  ve
emullsiyonlardaki
tanecikler

Boyut araligi: 10
nm -3 mm

Tanecik
boyutunun
Stokes yasasina
gore
hesaplanabilece
gi cokelme hizi

(m/s).

Kitleye/sayiya
bagli  tanecik
boyutu
dagihminin  bir
model
(deneysel
olabilir veya ilk
ilkelere  bagli
olabilir)
araciligiyla
cikarilabildigi
azalma
spektrumu
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Olclim sonuglari farkli hacimlerin yiizdelerine gére degisebilir.
Kiiciik Acili X-151n1 Sacgilmasi (SAXS) (ISO/TS 13762:2001 [44])
Ultra ince tozlarin ve slspansiyonlarin tanecik boyutu dadiliminin belirlenmesine izin verir. . ) Bir
Numunenin tanecik dagilimi gerekliligi, diger yontemler kadar kati degildir. Toz ve suspansiyon difraktogramin
SAXS, gozenekleri taneciklerden ayirt edemez ve bu nedenle gézenekli taneciklerden olusan tozlar :g;n;;E?jearkl matematiksel
icin kullanilamaz. Bu yontem, taneciklerin izotropik ve kuresel olarak sekillendirildigini ve uyarlamasiyla
dolayisiyla karbon nanotiipler gibi kiiresel olmayan nano nesneler olmak tizere morfolojisi kiiresel tahmin  edilen
olmaktan uzak tanecikler igeren tozlar icin sinirli uygulanabilirlige sahiptir. Ek olarak, konsantre bir Boyut aralidi: 1-300 nm| numune igin
numuneye olan ihtiyag nedeniyle tanecikler arasinda bir girisim etkisi ortaya cikabilir. ortalama
tanecik boyutu
X-1s1n1 kirinimi (XRD) (EN 13925-1 [45], EN 13925-2 [46] ve EN 13925-3 [47])
XRD, simiile edilmis bir difraktogramin gercek 6lgiime matematiksel uyarlamasi ile ortalama Tek kristalli .
tanecik boyutunu tahmin eder. Kristalinitenin yiiksek istatistiksel uygunluk ile élclilmesini saglar veya ok Bir
ve temsili numune alma ihtiyacini ortadan kaldirir. kristalli difraktogramin
malzemeler matematiksel
uyarlamasiyla
Mevcut fazlarin kristal yapilari, cihaz ve numuneye 6zgl parametreler bilinmelidir. Tanecik ) ) . tahmin edilen
boyutunun kristalit boyutuna esit olmadigina dikkat etmek énemlidir. Mikro gerilim, kafes Kristalit boyut araligi: numune icin
kusurlar ve sicaklik faktorleri gibi diger faktorler de tepe genisligini etkileyebilir. Analiz icin daha ~ 1-100 nm ortalama tanecik
blyUk kristalli numuneler (> 1 mg) gereklidir. boyutu.
Dinamik Isik Sagilimi (DLS) / Foton Korelasyon Spektroskopisi (PCS) Kitle/sayiya
(ISO0/22412:2008 [48]; ISO/13321:1996 [49]; ASTM E2490 - 09 [50]) N gore boyut
. L . . . L . Sivilarda dagilmis dagilimi.
Ortalama tanecik boyutunun hizli ve basit bir sekilde tahmin edilmesini ve sivilarda dagilan tanecikler veya .
mikrometre alti taneciklerin veya damlaciklarin boyut dagiliminin genisliginin 6lglilmesini saglar damlaciklar Ortalama tanecik
boyutu ve goklu
dagilim indeksi
(birimsiz; boyut
dagiliminin
genigliginin
Olglsi).
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Suspansiyondaki  nanotanecikler icin DLS/PCS, boyut ve boyut dadiliminin yerinde
karakterizasyonunu sadlayan en yaygin kullanilan tekniklerden biridir ve zaman ile ortama goére
tanecik suspansiyonu kararliliginin bir gostergesini saglamak igin genellikle zeta potansiyeli
o6lgimleriyle birlikte uygulanir. Yalnizca kiguk bir miktar numuneye ihtiyac vardir ve < 100 nm
tanecik boyutu araliginda kirilma indislerine gerek yoktur. DLS/PCS, maruz kalma kosullarina daha
dodru bir sekilde benzeyen c¢ozeltilerde boyutu 6lctligl icin 6zellikle toksisite dederlendirmesinde
kullanishidir. Yiiksek konsantrasyonlu opak stispansiyonlar icin bu teknigin bir uzantisi, nanotanecik
slispansiyonlarinin  tanecik boyutu ve kararlihdini sadlayan Capraz Foton Korelasyon
Spektroskopisi'dir (PCCS).

Bununla birlikte, kapsamli numune seyreltmesi gereklidir. Bu yontem, taneciklerin daginik bir
durumda muhafaza edilmesi zor oldugunda veya > 2 ym boyutundaki taneciklerin mevcut oldugu
durumlarda sinirli kullanima sahiptir. Bu yontemin sicaklia hassasiyeti vardir ve yalnizca dusuk
¢6zunurlugt mamkin kilar. Veri analizi icin optik parametrelerin bilinmesi gerekir ve bu yontem
farkli optik 6zelliklere sahip tanecikler icin uygun degildir.

Dinamik Isik Saciliminin (DLS) tam bir tanecik boyutu dagihmi saglamadidi belirtiimektedir. DLS,
hidrodinamik capin hesaplandigi  Brownian hareketinin neden oldugu saciimis isigin
yogunlugundaki dalgalanmalar o6lcerek, tanecik boyutu dagiliminin tahmin edilmesini saglar. Bu
nedenle DLS, tanecik boyutu dagilimini dogrudan 6lgmese bile bu yontem, tam tanecik boyutu
dagihminin tahmini igin iyi bir temel saglar. Yontem ayrica tanecik popilasyonunun goklu dagilm
indeksini goOsteren bir sayi ("coklu dagilim indeksi") sadlar. DLS verilerinden tanecik boyutu
dagihminin hesaplanmasini kolaylastiran birkag yaziim vardir, ancak bu yazilimlarin yeterliligi ve
karsilastirilabilirliginin daha fazla degerlendirilmesi gerekmektedir [51].

Boyut aralidi: 1 -
1000 nm
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Tablo 2: Havada dagilmis veya nebiilize edilmis tanecikleri olusturma/numune alma yontemleri

Yontem ve Malzeme ve
ayrintilar boyut
araligi
Kademeli ayristirici Aerosol icindeki MMAD, uygun bagh
tanecikler bir analitik teknikle

belirlenebilir.
Bir aerosolun (yani, bu baglamda bir toz bulutu) boyut dagiimini elde etmek icin kademeli ayristiricilar | Boyut araligi: 0.1-

kullanilabilir. Hava numuneleri, taneciklerin cam veya cam elyafi tzerinde biriktirildigi birkag asamadan olusan | 20 ym ve 0.5-80
bir cihaz araciligiyla alinir. Tanecikler, boyutlarina bagh olarak belirli bir asamada etki edeceklerdir. Kesme um

boyutu, numune alimindan énce ve sonra her asamanin tartiimasiyla ve bu hesaplamalardan tiretilen MMAD ile
her asamadaki jet hizlarindan hesaplanabilir.

Solunabilir veya ice gekilebilir boyuttaki taneciklerin dagihmini 6lgmek igin iyi kurulmus bir tekniktir. Bununla
birlikte, kademeli ayristirici aerodinamik kurallara uymadigi zaman vyiksek en-boy oranina sahip
nanotaneciklerin boyutunu tanimlayamayabilir [52]. Normal kademeli ayristiricilar, ~ 250 nm'den daha blyuk
taneciklerin yakalanmasiyla sinirli boyut segici asamalara sahip olacaktir. Bu bir numune alma ydntemidir ve
ayrica aerosol haline getirmeyi gerektirir.

ISO/TR 27628:2007 [33] bilgilendirici bir agiklama saglar.

Diisiik Basingli Ayristirici (ELPI) Aerosol MMAD, uygun
icindeki bagh bir

ELPI, capi 7 nm'den buylk tanecikler igin gergek zamanliya yakin aerosol boyutu dadilimlar | tanecikler analitik teknikle

saglamak amaciyla atalet toplama ile elektrikli tanecik tespitini birlestiren bir tir kademeli veya

aynistiricidir. Aerosol tanecikleri, kademeli bir ayristirici ile numune almadan 6nce tek kutuplu bir | Boyut aralidi: hesaplamayla

iyon ylUki cihazinda yuklenir. Cihazin Ust boyut sinirt 10 uym'dir, ancak pratikte daha buylk tanecik [ 7 nm - 10 belirlenebilir.

boyutlarinda énemli kayiplar nedeniyle yalnizca yaklasik 2.5 pm'ye kadar guvenilir veriler elde | pm
edilebilir. Toplanan aerosol parcaciklarn gevrimdisi analiz igin kullanilabilir, ancak bu ayni zamanda
dodgrudan o6lcum sadlamadigindan bir sinilamadir. Bununla birlikte, elektron mikroskobu ve
kimyasal tirlesme dahil olmak Gzere, numunelerle kullanilabilecek bir dizi cevrimdisi analitik yontem
saglar. ELPI, maruz kalma tahmini ile ilgili olarak faydali bir uygulamaya sahiptir.

En disuk asamadaki veriler, gercek boyuttaki kanal genisligindeki kayiplar ve belirsizlikler
nedeniyle nispeten bluyuk belirsizlige sahiptir.
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ISO/TR 27628:2007 [33] bilgilendirici bir aciklama saglar.
Doner tambur yontemi (EN 15051-2) [53] Kuru
tozlar/graniller/ufa
MMAD, uygun

Bu yontem, dénen bir tamburdaki bir malzemenin tekrarh sekilde kaldirilmasi ve distrilmesi ile
Uretilen havada asili bir toz bulutunun boyut segici sekilde numune alimina dayanir.

Tamburdan gekilen hava, 6zel olarak tasarlanmis bir ¢ikis ve iki gézenekli polilretan képuk ve bir
membran filtreden olusan 3 asamali bir bélimlendirme sisteminden geger. Her toplama asamasinda
toplanan toz kitlesi, biyolojik olarak ilgili boyut oranlarinin dogrudan bir 6lcislini vermek icin
gravimetrik olarak belirlenir. Bu yéntem, endustrideki cok cesitli malzeme isleme siireclerini taklit
eder ve havada tasinan bir malzemenin biyolojik olarak ilgili boyut islevlerini belirler. Toz toplama
asamalarindaki icerikler analiz edilerek tam boyutlu dagilimlar elde edilebilir.

Bu yéntem, solunabilir veya ice gekilebilir boyuttaki taneciklerin dagilimini belirlemek igin uygundur.
Doner tambur tozluluk testleri genellikle Ug tekrarli test olarak gerceklestirilir ve oldukga buyuk
miktarlarda, tipik olarak 300-600 g test malzemesi gerektirir. Bu kadar blylUk miktarlardaki test
malzemesinin, c¢ok toksik ve/veya maliyetli malzemelerin test edilmesi durumunda pratik
olmayabilecedi ve cok daha az miktarda malzeme kullanilarak kontrolli atmosferik ortamlarda
calistirilabilen test sistemlerine ihtiyac oldugu vurgulanmistir [54].

lanabilir Grlnler

Boyut araligi: 0.5 -
10.000 pym

bagh bir analitik
teknikle
belirlenebilir.
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Siirekli damlatma yontemi (EN 15051-3) [55]

Bu yontem, yavas bir dikey hava akiminda malzemenin stirekli olarak tekli damlatilmasiyla
Uretilen havada asili toz bulutunun boyut segici sekilde numune alimina dayanmaktadir.

kisimlara ayrildigi bir numune alma bolimune iletilir.

kadar buyuk miktarlardaki test malzemesinin, cok toksik ve/veya maliyetli malzemelerin test

atmosferik ortamlarda galistirilabilen test sistemlerine ihtiyag oldugu vurgulanmistir [54].

Malzemenin damlatilmasiyla aciga cikan toz, hava akimi tarafindan ice gekilebilir ve solunabilir

Bu yontem, solunabilir veya ice gekilebilir boyuttaki taneciklerin dagilimini belirlemek icin uygundur.
Surekli tek damlatma yontemi, gerekli bes ayri test calismasi icin toplam 500 g miktar gerektirir. Bu

edilmesi durumunda pratik olmayabilecedi ve cok daha az miktarda malzeme kullanilarak kontrolll

Kuru

/ufalanabilir
artnler

tozlar/grandller

Boyut araligi:
0.5-10.000 pm

MMAD, uygun
baglh bir
analitik
teknikle
belirlenebilir.

Tablo 3: Yalnizca ige gekilebilir oranlari 6lgen veya ayrintili dagihhmlar vermeyen yontemler

Malzeme ve boyut

Veri turi

Yontem ve ayrintilar

Yikayarak ayirma (Eliitriasyon)

Tanecikler, dedisen hizlarda bir kolon (zerine cekilir. Hiz, tanecik boyutunu hesaplamak igin kullanilir ve
geriye kalan numunenin belirli bir hizdaki agirhidi, dagihmi hesaplamak igin kullanilir. Yontem, > 15
mikron taneciklerle sinirlidir.

Yoéntem, solunabilir boyuttaki taneciklerin dagiimini belirlemek igin uygun degildir, ancak ice

cekilebilir boyuttaki taneciklerin dagihmini belirlemek igin uygun olabilir.

Hava jetli elek

Hava, ince bir elek Gzerinde agirlikli bir numuneden aspire edilir ve agirlik kaybi 6lglltr. Yontem,
incelenen malzemenin ylizdirilemeyen oranini tahmin edebilmektedir. Taneciklerin agregasyonu,
glivenilmez dederlere neden olacaktir. Ayrica, tespit alt sinirn sadece 10 mikron oldugundan, bu yontem
solunabilir boyuttaki taneciklerin dagihmini belirlemek icin uygun degdildir.

Yontem, solunabilir boyuttaki taneciklerin dagilimini belirlemek icin uygun dedildir, ancak ice
gekilebilir boyuttaki taneciklerin dagilimini belirlemek igin uygun olabilir.

Siklonlar

arahk

Kuru tozlar/grandller
Boyut arahdi: 15-115
mikron

Her cesit tanecik

Boyut arahdi: 10-
10.000 mikron

MMAD
belirlenemez.

MMAD
belirlenemez.
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Siklon kullanimi, 4.25 ve 100 mikronda siklon kesme noktalarinin olusturulmasiyla test atmosferlerinde
solunabilir ve/veya ige gekilebilir taneciklerin mevcut olup olmadigini belirlemeye y6nelik basit bir
yaklagimdir. Siklondan gegen taneciklerin agirligi 6lglilerek, 10 mikrondan kuiglik taneciklerin boyut
dadgilimini belirlemek icin daha karmasik yéntemlerin uygulanmasinin gerekip gerekmedigine karar
verilebilir.

Bu y6ntem, solunabilir ve ige cekilebilir boyuttaki taneciklerin oranini belirlemek igin uygundur.

Her cesit tanecik

Boyut araligi: 0.1-
200 mikron

MMAD
belirlenemez.

Tablo 4: Havada dagilmis veya nebiilize edilmis tanecikleri 6lgme yontemleri

Yontem ve ayrintilar

Malzeme ve boyut

Veri tiiri

Taramali Mobil Tanecik Boyutlandirici (SMPS) (ISO 15900:2009 [56]; ISO
10808:2010
[5]; ISO 28439:2011 [57])

SMPS, tanecikleri ylkleyerek ve elektrotlar arasinda gecerken hareketliliklerine goére
parcalara ayirarak calisir. Bu ydntem, Diferansiyel Hareketlilik Analizéri (DMA) ve Optik
Tanecik Sayaci'ni (OPC) birlestirir. SMPS, nanotanecikleri algilar, sayar, tanecik boyutu
dagiliminin 6lglilmesini saglar ve nano aerosollerin medyan capini 108 tanecik/cm3'e kadar
sayar. Bu yoéntem ayrica, soluma toksisitesi testi sonuglarinin etkili analizini desteklemek igin
nanotanecigin ylzey alaninin, kitle dozunun, bilesiminin ve dagiliminin dederlendirilmesine
izin verir. SMPS, maruz kalma tahmini ile ilgili olarak faydali bir uygulamaya sahiptir.

SMPS ile 6lcim, 100 nm'nin altindaki boyut araliinda asadidaki gerekliliklerin timuna
karsilayan ve su anda mevcut olan tek yontemdir: i) tanecik boyutu dagiliminin kararlihgini
kontrol etmek icin uygun zaman ¢ozinilrlaga ile tanecige surekli maruz kalmalar sirasinda
tanecik boyutu dadiliminin  Olglilmesi ve konsantrasyon; i) tanecik boyutlan ve
konsantrasyonlarinin 6lgim aralidi, toksisite testi sirasinda test sistemine maruz birakilan
nanotanecik aerosollerinin 6lcim araligini kapsar; iii) tanecik boyutu ve konsantrasyon
Olgimleri, nanotanecik toksisitesi testi igin yeterince dogrudur ve uygun referans
standartlarina gore kalibrasyon gibi yollarla dogrulanabilir; iv) tanecik boyutlandirmasinin
¢OzUnlrligu, sayr agirhkh dagilimin ylzey alani veya hacim adirhikh dagilim déntstimine izin
verecek kadar dogrudur.

araligi

Aerosol icindeki
tanecikler

Boyut araligi: ~ 3-800
nm -115 mikron

Saylya gore
boyut dagilimi
(boyut araligi
basina say1).
MMAD, parcacik
yogunlugu bilgisi
ile dagilimdan
hesaplanabilir.
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Bununla birlikte, SMPS nispeten yavastir ve seri olarak farkli boyut araliklarini élgmek igin bir
tarama yaklasimi gerektirir. Bu yontem, 35 °C'nin altindaki ortam sicakliklariyla sinirhdir
(CPC'de bdatanolin buharlasmasi nedeniyle) ve numunenin aerosol haline getirilmesini
gerektirir. SMPS, aglomeralar ve birincil tanecikler arasinda ayrim yapamaz. Kiresel
olmayan tanecikler icin (6rnedin HARN), capin ve kiitle konsantrasyonunun SMPS ile tahmin
edilmesi 6nemli hatalara neden olabilir. Tanecik boyutu dagiliminin tam bir resmini saglamak
icin SPMS ve OPC'den alinan 6lgiim verilerinin bir araya getirilmesi, iki yontemin uyguladigi
farkli ilkeler nedeniyle uygun degildir [52]. Kaynadin kararlihdini bilmek onemlidir, clnk
boyut dadilimi, tanecik konsantrasyonu veya her ikisindeki hizli degisiklikler boyut
dagiiminin  6lgimini etkileyebilir. Bu, atmosferde toplanma edilimi yiksek olan
nanomalzemeler icin dikkate alinmasi gereken bir konudur.

Hizhh Hareketlilik Tanecik Boyutlandirici (FMPS)

FMPS, mikrometre alti aerosol taneciklerinin boyut dagiliminin 107 tanecik/cm3'e kadar (tanecik
boyutuna bagl olarak) belirlenmesini saglar. Tanecik boyutu dagilimlarinin gergek zamanl olarak
gorsellestirilmesini saglayan, bir saniyelik veya daha kisa bir zaman ¢ozuntrltgu ile élgimler
yapilabilir. Bununla birlikte, FMPS tipik olarak disik tanecik konsantrasyonlarinda SMPS'den daha az
hassastir.

Difiizyon hiicreleri

Diflizyon hiicrelerinin calismasi, aerosol taneciklerinin Brownian hareketine dayanir. Difizyon yoluyla
birikim kayiplari, tanecik capinin bir fonksiyonudur. Farkli geometrilere sahip sistemler aracilidiyla
difizyon bazli biriktirme hizlarini 6lgerek, tanecik boyutu dagihmini belirlemek mimkinddr. Biriktirme
sistemleri genellikle bir diftizyon hlcresi olusturmak igin seri halinde birlikte yerlestirilir. Diflizyon
hiicresi, cihaz kurulumuna bagli olarak 2 nm'ye kadar dislk tanecik boyutlarinin belirlenmesi igin
tasarlanabilir. Bu yontem, maruz kalma tahmini ile ilgili olarak yararh bir uygulamaya sahiptir.

Olcilen birincil 6zellik, taneciklerin difiizyon katsayisidir ve bu, tanecik capina dénustiridlmelidir. Her
difizyon asamasindan 6nce ve sonra sayl konsantrasyonunu belirlemek igin cihazin bir tanecik sayaci
(tipik olarak stirekli akisli Yogunlasma Tanecik Sayaci) ile calistirlmasi gerekir. Ham verilerin gercek
boyut dagilimina dontsttrilmesi karmasiktir ve denklemlerin ¢éziimleri, coklu dagihmh aerosol boyutu
dadilimlar durumunda kesin sonuglar vermez.

Aerosol igindeki
tanecikler Boyut aralidi:
~ 5-560 nm

Aerosol igindeki tanecikler

Boyut araligi: 0.005 - 0.1
pum

Saylya gére boyut
dagilimi (boyut
araligi basina
sayl). MMAD,
tanecik yogunlugu
bilgisi ile
dagilimdan
hesaplanabilir.

Ortalama diflizyon
gapinin tanecik
yodunlugu bilgisi
ile belirlenebilecegdi
difiizyon gapina
gore araliklarla
tanecik sayisi.
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ISO/TR 27628:2007 [33], bu yontemin bilgilendirici bir aciklamasini saglar.
Optik Tanecik Sayaci (OPC)

OPC, aerosol haline getirilmis tanecikleri tespit etmek ve saymak icin yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir ve genis bir sicaklik araliginda (0 - 120 °C) calisir. Birincil tanecik
aglomeralarinin/agregalarinin 6lglilmesini ve sayilmasini saglar. OPC, maruz kalma tahmini ile ilgili
olarak faydali bir uygulamaya sahiptir.

Bununla birlikte, OPC'nin gap olarak yaklasik 100-300 nm'den kiliglk taneciklere hassasiyeti vardir ve
potansiyel birincil tanecik icin yetersiz kapsama saglar. Tanecik boyutu dagiliminin tam bir resmini
saglamak igin SPMS ve OPC'den alinan 6lglim verilerinin bir araya getirilmesi, iki yontemin uyguladigi
farkl ilkeler nedeniyle uygun degildir [52].

ISO/TR 27628:2007 [33], bu yontemin bilgilendirici bir agiklamasini saglar.

Lazer sacilimi/kirinimi

Genel olarak, gelen isidin sagilmasi, bir detektor tarafindan 6lgllen belirgin bir model verir. Bu teknik,
tanecik 6zelligine baglidir - yani, malzemenin, ayni zamanda tanecik boyutuna da bagl olan benzersiz
sacilma ve kirinim 6zellikleri vardir. Cihazi benzer bir malzemeye (6lgllecek malzeme ile ayni boyut
araliginda) kalibre etmek 6nemlidir. Lazer sagilma teknikleri, geometrik parcaciklar, yani ktreler,
kUpler ve monokristaller icin uygundur. Tanecik boyutu optik olarak olusturulacaktir. MMAD, bir
hesaplama dlizeltmesi yoluyla hesaplanabilir.

Bu yontem, solunabilir ve ice gekilebilir boyuttaki taneciklerin dagilimini belirlemek icin uygundur.
Lazer kirinimi, kliresel bir tanecigin seklini alir. Bu nedenle test Grlinleri, kiresel olmayan tanecikler
icin 1:3'lUk bir kisitlama ile yliksek en boy oranlarina sahip olmamalidir. Bu yéntem, 100 nm'nin
altindaki aralikta gergekten uygun sinirli uygulanabilirlige sahiptir. Birkag mikronun altindaki aralikta,
sonuglar blyik 6lgide taneciklerin optik sabitlerine baglidir.

Aerosol igindeki

tanecikler Boyut araligi:

0.3-17 um

Her gesit tanecik
Boyut araligi: 0.06-100
pgm

Tanecik sayisi
konsantrasyonu

Tanecik yogunlugu
bilgisi ile kitle
medyan gapinin
hesaplanabilecegi
tanecik
boyutu/boyut
dagihmi*,

Isik dagitmali aerosol spektrometresi (LSAS)

LSAS, bir gazda asil taneciklerin boyutunu, sayl konsantrasyonunu ve sayi/boyut dagilimini 6lgmek igin
uygulanabilen bir tir 1sik dagitma aracidir. LSAS, 1011 tanecik/m3'e kadar nispeten yiksek
konsantrasyonlarda tanecik boyutu dagiliminin ve tanecik sayisi konsantrasyonunun belirlenmesi igin
kullanilabilir. LSAS'In genis 6lgim aralidi, nano 6lcekli 6lgimlerde yuksek belirsizlige neden olabilir.

Aerosol icindeki
tanecikler Boyut
araligi: 0.06 - 45 pym

Tanecik yogunlugu
bilgisi ile kitle
medyan gapinin
hesaplanabilecegi
tanecik
boyutu/boyut
dagilimi*,
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Olgtimler, taneciklerin yansitabilirligine bagl olabilir. Lazer kirinimi, kiiresel bir tanecigin seklini alir.
Bu nedenle test Urinleri, kiiresel olmayan tanecikler icin 1:3'lik bir kisitlama ile yliksek en boy
oranlarina sahip olmamalidir. Bu yontem, 100 nm'nin altindaki aralikta gergekten uygun sinirli
uygulanabilirlige sahiptir. Birkac mikronun altindaki aralikta, sonugclar blyuk 6lglide taneciklerin optik
sabitlerine baghdir.
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Tablo 1 - 4'te listelenen yontemler kullanilarak, asagidaki bilgiler (uygun oldudu
sekilde) sunulmalidir:

e Numune hazirlama yéntemleri ve kullanilan analiz yéntemleri

e Lot numarasi, numune numarasi

e Siispansiyon ortami, sicaklik, pH

e Konsantrasyon (taneciklerle veya liflerle ilgili)

e Mikroskopiden temsili gérinttler

e Uygulanan 6lcim tekniginden tanecik boyutu dagilimi histogrami

e Uygun sekilde birim hacim basina kiatle numarasi ve ylzey alani olarak
dagihmdaki ¢ézunur zirveler icin ortalama tanecik boyutu/boyutlari

e Gelecekte rapor edilen dederlerde beklenen dedisim ylzdesi (6r. Gretim serileri
arasindaki cesitlilikler)

e TUm Standartlar referansi (6rn. ISO) ve referans malzemeler

Histogramlarda, yogunluk dadilimlarinda ve kumdulatif dagilimlarda tanecik boyutu analizi
verilerinin grafiksel godsterimi igin gerekli kurallar ISO 9276 1:1998'de [58] belirtilmistir.
Ayrica, Olgllen verilerden yukarida bahsedilen dagilimlarin elde edilebilmesi igin izlenecek
standart bir isimlendirme belirler. Tanecik boyutu analizi verilerinin grafiksel bir temsilinde,
bagimsiz dedisken, yani taneciklerin boyutunu karakterize etmek icin secilen fiziksel 6zellik,
apsis (x ekseni) Uzerine cizilir. Miktarin 6lglisiinti ve tlrind (6rnedin sayi, kitle) karakterize
eden bagimh dedisken, ordinata (y ekseni) cizilir. ISO 9276-2:2001 [59], belirli bir tanecik
boyutu dadgilimindan ortalama tanecik boyutlarinin veya ortalama tanecik caplarinin ve
araliklarinin hesaplanmasi icin ilgili denklemleri saglar. Boyut dadiliminin histogram olarak
mevcut oldugu varsayllmaktadir. Bununla birlikte, tanecik boyutu dagdilimi bir analitik
fonksiyonla temsil edildiginde ayni matematiksel islemin uygulanmasi da mimkindir. Ayrica,
ISO 9276-2:2001 [59]'te herhangi bir baska sekle sahip bir tanecigin tanecik boyutunun ilgili
tanecik ile ayni hacme sahip esdeder bir kirenin capl ile de temsil edilebilecegi
varsayillmaktadir.

Malzemelerin tanecikli aerosol Uretme edilimi (malzemenin tozlulugu dahil) hakkinda dogru
bilgiye sahip olmak avantajlidir. EndUstride kullanilan gesitli isleme ve kullanma tlrlerini temsil
eden ve tekrarlayan tek bir tozluluk testi yontemi yoktur. Tozluluk 6lcimi, kullanilan test
cihazina, tozun 6zelliklerine ve gesitli cevresel degiskenlere baghdir. Olgiilen tozluluk, miligram
cinsinden tozluluk testi prosedlirt tarafindan Uretilen solunabilir tozun, test igin kullanilan test
malzemesinin test kltlesine kilogram cinsinden oranidir. EN 481'de tanimlanan biyolojik olarak
ilgili aerosol oranlarina gore yigin (nano 6lgekli olmayan) malzemelerin tozlulugunu 6lgmek igin
bir dizi yéntem vardir. iki yéntem (déner tambur ydntemi ve sirekli damlatma yéntemi) EN
15051 "Isyeri atmosferleri - Yigin malzemelerin tozlulugunun 6lcilmesi - Gereklilikler ve
referans test yontemleri" [60] belgesinde ayrintili olarak aciklanmistir.

Tozluluk géreceli bir terimdir (standart bir test prosediiri sirasinda yayilan toz miktarindan
tlretilmistir). Bu, secilen yonteme, test edilen yigin malzemenin durumuna ve 6zelliklerine ve
testlerin gerceklestirildigi cesitli cevresel dediskenlere baghdir. Bu nedenle, EN 15051'deki iki
yontem farkli sonuglar sadlayabilir (yontemler, kullanim slreglerini temsil etmeyi
amaglamaktadir).

Bir toz bulutunun tanecik boyutu dagilimi, toz kaynadindan farkli olabilir. Serbest diisen tozlar
tarafindan toz olusumu Uzerine yapilan galismalar, ortaya ¢gikan maruz kalma agisindan tozun
islenme seklinin malzemenin toz Uretme kapasitesi kadar énemli olabilecegini gostermistir.
Disme ylksekligi, birden fazla nedenden dolayl toz olusumu ve salimi (izerinde 6nemli bir
etkiye sahiptir. Etki ne kadar yiksek olursa, o kadar fazla toz yayilir. Ayrica, disme ytksekligi
ne kadar buytkse, tozun yayilmasini kolaylastiran siriklenmis hava akisi o kadar blayik olur.
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Bu, slirec tasariminin ve yeterli galisma uygulamalarinin énemini goésterir.

Malzeme akisi Uzerine, cgesitli faktorlerin etkisinin ¢ok acik olmadigini gbsteren bircok ilging
calisma yapilmistir. Ornedin, bazen hatall olarak, daha bliylik oranda iri tanecik iceren toz
halindeki bir malzemenin daha az toz zararliidina neden oldugu varsayilir; bununla birlikte,
malzemede daha ylUksek bir iri tanecik orani, iri taneciklerin oranindaki artis ile malzemenin
kohezyonunda bir azalmanin meydana gelmesi [61] ve ince taneciklerin blylk tanecikler ile
daha c¢ok carpismasi sonucunda bu taneciklerin karismasi sebebiyle tozlulugu artirabilir.
Tanecikler arasindaki etki ne kadar yiksekse, toz o kadar fazla yayilir.

Tablo 2'deki aerosol haline getirme/numune alma ydntemleri, solunabilir taneciklerin
dagihminin ve (daha az 6lglide) ice cekilebilir taneciklerin dagihiminin belirlenmesinde kullanilir.
Bu ydontemler aerosol test atmosferlerini olusturur ve eslestirilmis tanecik belirleme cihazlarini
gerektirir.

Tablo 4'teki tanecik belirleme yo6ntemleri, aerosol haline getirilmis taneciklerin dagilimini
karakterize etmek icin kullanilabilir. Bu ydéntemler, havadaki tanecikleri ve dolayisiyla kitle
medyan aerodinamik c¢api (MMAD) ile geometrik standart sapmay! (GSS) 6lgtigu icin tercih
edilir, ancak sinirlamalara tabidir. Tium tanecik boyutu cihazlari, calisma prensibi ile sinirli
tanecik boyutu araliklarina sahiptir. Bu nedenle, d6rtisen boyut araliklarniyla birlikte sikhkla
birden fazla cihaz tirt kullanilir. Genellikle malzemeye bagli olarak, bu boyut dagilimlar tam
olarak eslesmeyebilir, ctinkd farkl 6lgim ilkeleri farkh esdeder caplar saglar. Ayrica, tuplerdeki
veya cihazlarin girisindeki difizyon kayiplan nedeniyle 1 nm - 3 nm arasindaki distk boyutlar
aerosol 6lcimU cihazinda dogru bir sekilde oOlglilemez. Sayiya bagl tanecik boyutu dagihimina
gbre tanecik sayisi konsantrasyonu gok disuk olarak belirlenecek, farkh ve gecerli alt boyut
sinirina sahip tanecik sayaclan farkli tanecik sayisi konsantrasyonlarini verecektir. Maddelerin
tanecik boyutu dadiliminin karakterizasyonu icin aerosol haline getirilmesi, mihendislik
kurulumunun galisma kosullarinin (6érnedin akis hizi ve gikis deligi) bir sonucu olarak aerosol
boyutuna bir Ust sinir getirmesi durumunda da yapaylk derecesi ile sonuglanir. Ust boyut siniri
Stoke denklemi kullanilarak tahmin edilebilir. Yalnizca solunabilir oranlan 6lcen veya ayrintili
dagilimlar vermeyen diger yéntemler Tablo 3'te detaylandiriimistir.

Granidlometri ile ilgili yayinlanmis veriler

Tanecik boyutu 6lglimleri, meslektas incelemesinden gegmis literatiirde yayinlanmistir.
Tanecik boyutu verilerine 6zgu higbir elektronik veritabani yayin sirasinda bulunamamigstir.

(R.7.1.14.2'nin sonu)

Grantlometri ile ilgili mevcut bilgilerin dederlendirilmesiyle ilgili olarak (Bolim R.7.1.14.3),
sadece arastirilan malzemenin dedil, ayni zamanda uygun olan yerlerde havadaki tozun da
tanecik boyutu karakterizasyonunun yapilmasi tavsiye edilir. Gergek tanecik boyutu
dagihminin, kullanilan endistriyel isleme ydntemlerine blylk o6lglide badimli oldugunu ve
O6lcim ile degerlendirme faaliyetinin, sonraki cevresel veya insan doénusimlerinden
kaynaklanan tanecik boyutu dadiimindaki herhangi bir dedisikligi dikkate almasini saglamak
icin 6zen gosterilmesi gerektigini hatirlamak da énemlidir.

Granllometri (Gzerindeki belirsizlik g6z ©6nline alindidinda, mihendislik kurulumunun
operasyonel kosullarin (6rn. akis hizi ve gikis agikhidi) bir sonucu olarak aerosol boyutuna bir
Ust sinir getirmesi durumunda tanecik boyutu dagiimi karakterizasyonu icin maddelerin
aerosol haline getirilmesinin bir yapaylik derecesi ile sonuclandiina dikkat edilmelidir. Ust
boyut sinirn Stoke denklemi kullanilarak tahmin edilebilir.

Granulometri hakkinda bir sonuca varmak icin (Bkz. B6lim R.7.1.14.4), taneciklerin isyerine
veya cevreye potansiyel saliminin birgok endlstriyel sirecin tasarimi ile isletiminde ve
maddelerin givenli bir sekilde ellegclenmesinde 6nemli bir husus oldugu dikkate alinmalidir.
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Taneciklerin salimi, bir glvenlik zararliigi olusturabilir, insanlar Uzerinde olumsuz saghk
etkilerine neden olabilir ve cevreyi etkileyebilir. Bu nedenle, risklerin dederlendirilmesine,
kontrol edilmesine ve en aza indirilmesine olanak taniyacak sekilde maddelerin tanecik veya lif
olarak salim egilimi hakkinda veri elde etmek 6nemlidir. Toz halindeki maddelerden tanecik
saliminin 6lcim, bir tozun tozlulugunun normal Olcimine benzerlik gésterir, ancak farkl
tanecik boyutu araliklarina uygun yéntem ve cihazlandirmalarda anlamh farkhliklar vardir.

Ek olarak, akut toksisite icin hangi uygulama yolunun en uygun olduguna karar vermek ve doz
toksisitesi hayvan calismalarinin tekrarlanmasi icin tanecik boyutu dagilimina ihtiyac vardir.
Tanecik boyutu oranlarini belirlemek amaciyla daha sonra isyerinde havadaki taneciklerin
solunmasindan kaynaklanan olasi saglik etkilerini degerlendirmek icin kullanilan bir dizi yontem
saglanmistir. Farkh tanecik boyutu araliklarini kapsayan bir dizi yontem mevcuttur ancak
bunlarin higbiri tim boyut araligi icin gecerli dedildir. Tanecik 6zelliklerinin tam olarak
anlasiimasini formile edebilmek icin mimkin olan yerlerde birden fazla teknik kullaniimalidir
ve gerekli olan optimum teknikler seti, arastirilan belirli madde ve bigime gdre secilmelidir.

Son olarak, grantlometri igin batlinlesik test stratejisini (BTS) gdz 6énlinde bulundurarak dnceki
tavsiyeleri dikkate almak, is akisinda gosterildigi gibi olacaktir:
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Test edilen maddenin tanecikleri/lifleri igin
uygunlugun dikkate alinmasi ile birlikte
numune alma teknigini/tekniklerini

Test edilen taneciklerin/liflerin boyut araligi Seciniz.
icin uygunlugun dikkate alinmasi ile birlikte
mikroskopi tekniklerini/cihazlarini
seginiz. Uygun cihazlar/teknikler Tablo
R.7.1-30'da 6zetlenmistir.

¥
o Temsili olarak malzeme alikotlari igin
maddeden numune aliniz.

v Yilizeye birakilan bir numunenin
Gerektiginde referans granilometrisini tekrar Gretilebilir bir
malzemeleri kullanarak .| sekilde ve temsili olarak karakterize ediniz.
teknigi/cihaz cevabini
dodrulaviniz

'

Solunabilir boyuttaki (< 100 pm) Hayir
taneciklerin/liflerin salinmasi ve
soluma yoluyla maruz kalma riski
olusturma potansiyeli var mi?

; ) I Evet
Test edilen maddenin tanecikleri/lifleri v

igin yontemin uygunlugunun dikkate
alinmasi ile birlikte, gerekli tozluluk
/dagihm / aerosole dénustirme <
yOntemini seginiz.
Uygun teknik(ler) Tablo R.7.1-31 ve
R.7.1-32'de 6zetlenmistir.

Tozluluk testi ve/veya maddenin
aerosol haline getirilmis
formunun ek granilometri

verilerinin belirlenmesi gereklidir.

A\ 4

Test edilen taneciklerin
uygunlugunun dikkate alinmasi ile
birlikte tanecik boyutu dagilimi
olgiim tekniklerini/cihazlarimi

seginiz.
Uygun teknik(ler) Tablo R.7.1-33'te
Ozetlenmistir.

A 4

Gerektiginde referans malzemeleri Aerosol haline getirilmis numunenin

kullanarak 6lgim cihazinin cevabini » tozlulugunu ve/veya granllometrisini
dogrulayiniz. tekrarlanabilir bir sekilde ve temsili

\ 4

Verilerin raporlanmasi sunlari saglamahdir:

- Numune hazirlama ydntemleri ve kullanilan analiz yéntemleri

- Lot numarasi, numune numarasi

- Slspansiyon ortami, sicakhk, pH

- Konsantrasyon (taneciklerle veya liflerle ilgili)

- Mikroskopiden temsili gériantuler

- Stoke'nin (etkili hidrodinamik) yarigapi RS'nin tanecik boyutu dagilimi histogrami

- Uygun sekilde birim hacim basina kitle numarasi ve ylzey alani olarak dagihmdaki gézulebilir
zirveler igin ortalama tanecik boyutu/boyutlari

- Gelecekte rapor edilecek dederlerin ytzdesinde beklenen dedisim (6r. Uretim serileri
arasindaki gesitlilikler)

- Tim Standartlar referansi (6rn. ISO) ve referans malzemeler

v

Tozluluk ve/veya granilometri verilerini, uygun zararhlk testi ve maruz
kalma dederlendirmesinin modelleme segimiyle tanimlayiniz.

Sekil 1: Graniilometri icin Biitiinlesik Test Stratejisi (BTS)
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2.2.3.3 Sekil icin oneriler
R.7.1.19 SEKIL

Ozdes bilesime sahip kati tanecikler/graniiller, farkli fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklere
sahip olabilen kireler, gubuklar, tlpler, lifler ve plakalar dahil olmak (zere gesitli iyi veya koétu
tanimlanmis sekillere sahip olabilir. Sekiller, bosluklarin birbirine baglanmasi yolu ile belirlenir
ve tanecikler, serbest enerjiyi en aza indiren ve belirli gevresel kosullar altinda kinetik olarak
elde edilebilen sekli alir. Tanecik sekli, biyolojik ortamdaki birikim, ylzeye tutunma kinetigi ve
zararlilk degerlendirmesinin dederlendirilmesi icin baglamsal dederi olan bazi nanotaneciklerin
karakterizasyonunda 6énemli bir parametredir.

Yiksek en-boy oranina sahip taneciklerin bilgisi, baz toksisite testi sonuglarinin
yorumlanmasina yardimci olabilir.

Sekil tanimi

Sekil, incelenen malzemeyi olusturan tanecik veya tanecik koleksiyonlarinin sonlanma
noktalarinin, bunlarin aglomeralarinin veya agregalarinin niteliksel veya en iyi ihtimalle yari
niceliksel geometrik tanimi veya 6lglsiz bir terimidir ([6'dan uyarlanmistir)]).

Tanecikler; kireler, cubuklar veya tanimlanmis kristal morfolojileri gibi kolaylikla tanimlanabilir
sekillere sahip olabilir. Tanecik sekli cok daha dediskendir ve sekli karakterize etmek igin
klresellik, dairesellik, en-boy orani, disbiikeylik ve oransal kirllma boyutu gibi "sekil faktorleri”
gereklidir.

ISO 9276-6:2008 [62], tanecik seklinin ve morfolojisinin tanimi ile nicel temsili igin kurallari ve
terminolojiyi belirtir. Karsilik gelen U¢ sekil seviyesi ayirt edilebilir: makro sekil, mezo sekil ve
mikro sekil.

Makro tanimlama, tanecigin geometrik oranlari agisindan genel bigiminin bir agiklamasidir.
Genel olarak tanecigin golgesi Ulzerinde vyapilan boyut 6lgiimlerinden hesaplanan basit
geometrik tanimlayicillar kullanilir. DGsUk sirali Fourier tanimlayicilari, makro tanimlayicilar
olarak da kabul edilebilir.

Mezo tanimi, Barrettin yuvarlakhdi ve icbikeyligi gibi, tanecik oranlarindan gok daha kiiglik
olmayan bir boyut araliginda olan tanecik sekli ve/veya yilzey yapisinin ayrintilari hakkinda
bilgi saglar [63].

Asadidaki mezo tanimlayicilar tanimlanabilir:

a) morfolojik matematiksel tanimlayicilar, hesaplama kapsami ve en buylk igblkeylik
indeksi;

b) icblkeylik organizasyonu ve karmasikligi hakkinda genel bir fikir veren bir icblkeylik
semasi

€) sinirin asinma sdrecinde aktif olan kisimlari belirleyen agisallik tanimlayicilari:

i baska bir tanecikle temas edecek noktalar olan, disbikeylik gévdesinin
koselerindeki tepe noktalarinin secildigi bir agisallik faktord,

ii. tanecigin agirlik merkezi Gzerinde ortalanmis tanecigin alanina esit alana
sahip bir dairenin disindaki eklemeleri (spike) dikkate alan ikinci
dereceden bir ekleme (spike) parametresi,

iii. kayma Kirisi, kesme kenarlarinin sayisi ve bunlarin kristal ylzeyinin dalga
formundaki keskinligi hakkinda bilgi Uretir;

d) oransal boyut, daha blyulk bir 6lcim adimi dikkate alinarak genel yapisal karmasiklik
hakkinda veri saglar;

e) morfolojinin daha kliglik 6lgekli bilesenlerini belirten, makro tanimlayicilardan daha
ylksek dereceli Fourier tanimlayicilari;
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f) bukllme enerjisi, kontur gizgilerinin genel karmasikhgini élgme.

Mikro tanim, yukarida belirtilen tanimlayicilardan ikisini kullanarak seklin sinirlarinin sertligini
belirler:

- yapisal acgiklama igin kullanilandan daha kigik bir 6lgim adiminin kullaniimasi
sonucunda o6lgilen oransal kirnlma boyutu;
- ylizey-doku analizi igin ylksek dereceli Fourier tanimlayicilari/katsayilari.

R.7.1.19.1 Sekil iizerine bilgi gereklilikleri

Madde kati olmayan veya grantler formda piyasaya arz edildiyse ya da kullanildiysa ¢calismanin
gerceklestiriimesi gerekmez. Seklin belirlenmesi, suda ¢ézinlrlik hakkinda bilgi gerektirir. Lif
uzunlugu ve cap dadilimi, Grintn lifli yapisi ve lifli seklin elektron mikroskobu kosullari
altindaki kararligi hakkinda bilgi gerektirir.

Ozet, tanecigin mikroskobik bir gériintiisiinii ve tanecigin sonlanma noktalarinin ve/veya
incelenen malzemeyi olusturan taneciklerin, kimelerin veya kumeler koleksiyonlarinin
niteliksel veya yari niceliksel bir geometrik tanimini icermelidir. Boyuttan badimsiz makro,
mikro ve mezo sekilli tanimlayicilar (6rnekler, farkli yonlerdeki uzanti oranlaridir; en boy orani
veya oransal kirllma boyutu gibi birim [metre/metre] mevcuttur (ISO 9276-6:2008 [62]) ve
mUmklin olan her yerde kullanilmahdir. Sekli tanimlamak icin terimlerin ve/veya o6lcllen
buytkliklerin bir kombinasyonuna ihtiyac duyulabilir; bu, malzemelerin ayni anda farkl
zararhlik potansiyellerini sunabilen bir numunede birden cok sekil gosterebildigi halihazirda
ongorilebilir zorluklarin Gstesinden gelmek igin gereklidir. Ayrica 6lcimlerin yapildigi sicaklk,
kullanilan numunenin saflidi, fiziksel durumu, kullanilan yontem ve kullanilan referans madde
(varsa) hakkinda bilgi de dahil edilmelidir.

Bir ydbntemde kullanilan inceleme dlizeyi, ydontemin siniflandiriimasi icin gok pratik bir kriterdir,
clinkl bircok yéntem farkh boyut diizeylerinde sekil bilgisi saglar. Yontemleri siniflandirmanin
bir baska uygun yolu, sekil tanimlayicilarini tanecik goérintilerinden tlGretenler ile fiziksel
Ozelliklerden sekil tanimlayicilar tiretenler arasinda ayrim yapmaktir:

a) Geometrik tanimlayici/sekil faktorlerinin hesaplanmasi:

Geometrik sekilli faktorler, iki farkhh geometrik 6zellik arasindaki oranlardir; bu tidr
ozellikler, genellikle tim tanecigin gorintisinin oranlarinin bir Olglisii veya tanecidi
saran ideal geometrik bir cismin oranlarinin dlgisudir. Bu sonuglar, en boy oranina
benzer makro sekilli tanimlayicilardir.

b) Fiziksel esdeder caplardan dinamik sekilli faktérlerin hesaplanmasi:

Bu sekilli faktorler, karsilastirmada en az bir fiziksel 6zelligin dikkate alinmasi disinda
geometrik sekilli faktorlere benzer. Genellikle, sonuglar esdeder caplarin orani olarak
ifade edilir, 6rnedin hacim - esdegere gapa Stokes g¢oktiirme hizi Xstokes / Xv Olarak ifade
edilir.

c) Morfolojik analiz:

Morfolojik analiz tanimlayicilari, tim tanecigin oranlarindan cok daha kiiglik olmayan
ortalama tanecik sekli degerleri verir. Tipik bir 6rnek icbtkeylik analizidir.

d) Kontur gizgisinin analizi (seklin siniri):

Bir tanecigin gri seviyeli piksel goruntlistu Gzerindeki goklu islemler, tanecigin topolojisi
veya ylzey dokusu ile iligskilendirilebilen bir dizi sekil tanimlayicisi Gretebilir.

e) Fiziksel spektrumlarin analizi:
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Tek bir tanecigin fiziksel spektrumlari lzerindeki birden fazla islem veya matematiksel
islem, bir dizi tanimlayici olarak bilginin seklini cikarabilir. Boéyle bir prosedir, azimut
1sik sagilimi ve kirilnim spektroskopisi ile sekil analizi igin tarif edilmistir.

‘ Sekil
Kelimelerle | Sekil katsayilar, ~_ | Matematiksel sekil
aciklama ornegin boyut veya oran parametreleri fonksiyonlari
Stf-mdart sekiller Makro, mezo ve mikro sekilli tanimlayicilar Yaricap agisi islevi
(9"“- Gubuk, - (6r. Feret capi, en - boy orani gibi —1  (érnegdin, Fourier
disk) geometrik tanimlayicilar)

| | Dinamik (fiziksel) sekil parametreleri (&r. | Cizgi agisi islevi (or.
goktirme hizi, basing dislst) kayma kirisi)
L Diger parametreler (&r. L_| Tedet aci islevi (or.
elektrik direnci) agisallik faktorleri)

Sekil 2: Sekil agiklamasi igin bazi yontemlerin siniflandirilmasi (ISO 9276-6:2008
[62]'den uyarlanmistir)

Nanomalzemelerin zararlilik dederlendirmesi kapsaminda, o6zelliklerin karakterize edilmesi
gereken Ug form vardir: "imal edildigi gibi", "dozlandigi/maruz birakildigi gibi" ve organizma
icindeki etkilesim noktasinda/noktalarinda (bazen kapsamli olarak "test edildigi gibi" olarak
anilir, ancak bu ve ayni derecede 06zel olmayan yerinde terim, kapsamin daha fazla
tanimlanmasini gerektirir). "Dozlandigi / maruz birakildigi sekliyle", insanlarin ve/veya
cevrenin maruz kaldi§i maddenin durumunu mimkin oldugunca yansitmalidir. Ikincisi
(organizma ile etkilesim noktasinda) en zorlu élglimdir, c¢inkld invaziv teknikler genellikle
organizmanin batinliginden 6din verilmeden ve muhtemelen test gecgersiz kilinmadan
kullanilamaz, ancak bunun yerine mekanik toksikolojiyi ilerletmek igin dizenleyici toksikolojiye
gore daha ilgi cekici oldugu kabul edilir. Insan yapimi esyalar, yetersiz istatistiksel givenilirlik
ve Olcim ile yorumlamadaki zorluklarla potansiyel olarak karistinlsa da, bu formu
dederlendirmenin dolayll bir yolu, maruz kalma sonrasi dederlendirmede hiicrelerdeki,
dokulardaki, organlardaki veya daha sonra cevresel ortamlardaki taneciklerin sekil dagiliminin
(yani bir numunedeki belirli sekillere sahip taneciklerin oraninin agiklamasi) incelenmesidir.

R.7.1.19.2 Sekle iliskin mevcut bilgiler
Sekle iliskin verileri test etme

Tanecik 06zelliklerinin karakterizasyonu, cok dikkatli numune alimini ve izlenecek numune
ayirma uygulamalarini gerektirir. ISO 14488: 2007 [35], tanimlanmis bir gliven seviyesiyle
temsili olarak kabul edilebilecek tanimlanmis bir tanecikli malzemenin (toz, macun,
sispansiyon) numunesinden test alt maddesinin elde edilme yontemlerini belirtir.

Daha fazla bilgi, Numune Hazirlama ile ilgili B6lim 2.1.1'de mevcuttur.

Tanecik sekli ve morfolojisinin nicel veya yari-nicel tanimi igin bir dizi farkh yontem
mevcuttur (Tablo 5).

Taneciklerin sekli genellikle morfolojiyi (boyut ve sekil) ve ayrica agregasyon durumunu
arastirmak icin bircok nitel ve yari nicel teknik iceren elektron mikroskobu (6rnegin TEM, SEM)
ile belirlenir.

Uygun bir sekil tanimlama yénteminin segimi, mevcut 6lcim teknidine ve incelenen tanecik
sistemine (6zellikle boyut araligina) baghdir. Kontur cizgilerindeki matematiksel islemlere bagh
yontemler (6rnedin, oransal kirilma boyutu analizi veya Fourier analizi), tanecik goérintilerinin
nispeten ylksek ¢6zUnUrligin gerektirir.
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Bu, taramali elektron mikroskobu veya i1sik mikroskobu kullanilarak elde edilebilir. Bu gibi
faktorlerin yani sira, sekil analizinin sonuclarn iki boyutlu bir analizdeki tanecik oryantasyonu ile
numune hazirhigindan (6rnedin, numune boyutu ve tim numuneyi temsil etme 6zelligi) 6nemli
Olglide etkilenebilir.

Tablo 5: Tanecik sekli ve morfolojisinin nicel veya yari nicel tanimi igin
yontemler

Yontem ve ayrintilar

Gegirimli elektron mikroskopisi (TEM)

TEM, ayirma ve numune alma cihazlarindan olanlar
dahil olmak U(zere havadan toplanan veya bir TEM
Izgarasinda slUspansiyon halinde hazirlanan numuneler
icin kullanilabilir. Toz hazirlama bu yo6ntem igin
oldukca kolay ve hizlidir. Taneciklerin boyutunun ve
seklinin nitel dederlendirmesini ve aglomeralar ile
birincil tanecikler arasinda farklilasmay! sadlar. TEM,
cok yuksek bir yerel ¢oziintirlige (nm) sahiptir ve 0.2
nm'den daha iyi ¢dzlinurlikle kafes dizlemlerini ve
atom siralarini tek tek gorlUntlileme yetenedine
sahiptir. TEM'e vyapilan eklemeler daha fazla bilgi
sadlayabilir, 6rn. Taramali  Gegirimli  Elektron
Mikroskobu (STEM), Yuksek CozUnarlikli TEM
(HRTEM) veya GCevresel TEM kullanarak vyerinde
Olgimler, karakterize edilecek dagilmis numuneler igin
potansiyel sunar.

Bununla birlikte, TEM oldukga yogun bir yontemdir ve
numunelerin manuel olarak hazirlanmasini gerektirir.
Dagihmlarin seyreltilmesi (yaklasik % 1'e kadar) veya
yogun calisma gerektiren donuk kesitler halinde
hazirlanmasi gerekir. Analiz igin numunelerin vakum
altinda kurutulmasi, karakterize edilen taneciklerin
boyutunu ve seklini dedistirebilir. Numunenin son
derece klclk bir alani analiz edilir ve bu yeterince
temsilci olmayabilir.  Dederlendirilen  taneciklerin
nispeten kliguk payr (yaklasik 1.000), sinirh
istatistiksel kesinlik ile sonuglanir. Sadece iki boyutlu
bir tanecik izdisimi gorulebilir ve dederlendirilebilir;

ve resimlerin yorumlanmasi zordur. Aglomerasyon
anlamliysa resim analizi imkansizdir. Bazi
numunelerde tanecik konturlari net bir sekilde

cobzulemeyebilir. Analiz edilecek goéruntilerin kalitesi
kritik ©6neme sahiptir ve vydnelim etkilerinden
kaynaklanan ©Onyargilardan kaginmak igin 6zen
go6sterilmelidir.

Bu ydntemle ilgili daha fazla bilgilendirici bilgi ISO/TR
27628:2007 [33]'de mevcuttur. ISO 13322-1:2004
[38] ve ISO 13322-2:2006 [39], sirasiyla statik ve
dinamik goérintt analizi ile tanecik boyutunu
belirlerken 6lgciim acgiklamasi ve dogrulamasi igin genel
rehberlik saglar.

Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

SEM, ayirma ve numune alma cihazlarindan olanlar
dahil olmak Uzere havadan toplanan veya bir SEM
1zgarasinda sispansiyon halinde hazirlanan numuneler
igin kullanilabilir.

Malzeme ve

boyut aralig:

Kati, toz ve
slispansiyon
formundaki
tanecikler. Boyut

araligr: < 0.1 - 10
pm.

Tanecik boyutu
arahd 1-500 nm
olan tanecikler igin
Ozellikle uygundur.

Kati, toz ve
sispansiyon
formundaki
tanecikler. Boyut
araligi: < 0.01 - 10
pm.

Veri tiiri

Gorintd; seklin
makro, mezo ve
mikro
tanimlayicilarini
belirleme firsati
sunar

Gorinta; seklin
makro, mezo ve
mikro
tanimlayicilarini
belirleme firsati
sunar
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Numune hazirlama TEM igin oldugundan daha kolaydir
ve vyalnizca az miktarda numune  gerekir.
Seyreltimemis dadilimlar ve emdlsiyonlarla test
mumkindir. SEM, numunelerin tahribatsiz olarak test
edilmesini saglar ve ylksek yerel c¢ozunurlikte
boyutun ve seklin gok hassas bir sekilde belirlenmesi
ile birlikte numune yapisinin bir gérintisint sadglar.
Bu yontem Cevresel SEM olarak yerinde kullanilabilir.

Malzemenin temsili bir numunesi kullanilmalidir.
Numunelerin elektriksel olarak iletken olmadidi
durumlarda, ylzeye yapisan taneciklerin bir iletken
malzeme tabakasi ile plazma pusklrtmeli kaplamasi
genellikle gereklidir. Bu islem, karakterize edilen
numuneyi degdistirebilir. Numunenin sadece kugclk bir
bélimi  resmedilmistir ve goérintileme, ylzey
ozellikleriyle sinirhidir. Analiz edilecek goérintilerin
kalitesi kritik 6éneme sahiptir ve yodnelim etkilerinden
kaynaklanan o&nyargilardan kaginmak igin 6zen
gosterilmelidir.

Bu yontemle ilgili daha fazla bilgilendirici bilgi ISO/TR
27628:2007 [33]'de mevcuttur. ISO 13322-1:2004
[38] ve ISO 13322-2:2006 [39], statik olarak tanecik
boyutunu belirlerken 6lgim agiklamasi ve dogrulamasi
icin genel rehberlik saglar.

Taramah Prob Mikroskobu (SPM)

SPM, hem atomik kuvvet mikroskobu hem de taramali
tinelleme mikroskobu (STM) igerir; bunlarin timua
bazi kugluk dedisikliklerle taneciklerin biriktirildigi bir
substrat boyunca hareket ettirilen tarama probuna (ug
adi verilir) dayanir. SPM teknikleri, ayn ayn
nanotaneciklerin ve agregalarin, seklin calisilabilecegi
U¢ boyutta profillenmesine izin verir. Bu, yalnizca iki
boyutu Olgebilen SEM ve TEM'e gbre bir avantajdir.
Ayirma ve numune alma cihazlarindan elde edilenler
dahil olmak UGzere hava numuneleri veya sivi
dagihmlar degderlendirilebilir. SPM goériintileri, karbon
nanotipler gibi karmasik numunelerin g boyutlu
morfolojisini dogrudan verir ve hem atomik yapilarini
hem de elektronik yogunlugunu ayni anda gozebilir.
SPM, ortam kosullarinda hizli numune analizi saglar ve
minimum numune hazirhgi gerektirir.

Analiz icin numune bir alt tabakaya dadilmali ve ona
yapismahdir. GOrdntindn yorumlanmasina iliskin
netlik eksikliginden kaginmak igin substratin sertligi,
6lgllen tanecik boyutundan daha az olmalidir. SPM,
yatay ve dikey ayrnintilari  bir nanometrenin
oranlarinda ¢o6zebilir ancak birkag nanometrede
meydana gelen dikey profildeki biylk dedisikliklerle
basa gikamaz.

ISO TR/27628:2007 [33], bu
bilgilendirici bir agiklamasini saglar.

yontemin

Optik mikroskobik inceleme

Taneciklerin seklini ve boyutunu etkilememek
numunelerin dogrudan hazirlanmasi tercih edilir.

icin

Bu yoéntem, solunabilir ve ice cekilebilir tanecik
numunelerinin seklinin ve dagiliminin
karakterizasyonu igin gorlntller saglar ve havadaki
toz ile dagilmis veya nebllize edilmis tanecikler ile

ilgili degildir.

Tanecik boyutu
araligir 10 nm - 1
pum olan tanecikler
igin Ozellikle
uygundur.

Havada
icinde
tanecikler

veya sivi
dagilmis

Boyut
araligi: 1
nm - 8 um

Lifler dahil her gesit
tanecik .
Boyut araldi: 0.2 -
5000 pm.

Gorinta;
makro,
mikro
tanimlayicilarini
belirleme firsati
sunar

seklin
mezo ve

Gorintd; seklin
makro, mezo ve
mikro
tanimlayicilarini
belirleme firsati
sunar
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Optik mikroskopi, bilinen lifli veya lif salan maddeler
veya diger verilerle benzerlikleri karsilastirarak liflerin
mevcut olma olasiligini incelemek icin kullanilabilir.
Lifin kinlmasini ve topaklanmasini 6nlemek igin
numune hazirlama sirasinda cok dikkatli olunmasi
gerekir. Havadaki liflerle kontaminasyonu dnlemek igin
de 6zen goésterilmelidir. Numuneler, (a) hafifce elle

0.2 pm kadar
kiciik ve 100 pm
kadar buyidk Ilif
gaplari ve 5 pum
kadar klclik ve
300 pm kadar
blylk lif
uzunluklar

calkalama veya vorteks karistirma vyoluyla suda
sUspansiyon olusturarak veya (b) kuru malzemenin
dogrudan bakir bant Uzerine dodgrudan aktariimasiyla
veya kuru liflerin atomizor veya pipet kullanilarak
puskuirtilmesi yoluyla hazirlanabilir. Uzunluk ve cap
dagilimlar bagimsiz olarak en az iki kez dlgulmeli ve
en az 70 lif sayilmahdir. Belirli bir histogram araliginda
hicbir deger >% 50 veya 3 fiber (hangisi daha
blylikse) farklilik gostermemelidir. Uzun ince liflerin
varligi, daha fazla, daha hassas olgumlere ihtiyag
oldugunu gosterir.

Tablo 5'te listelenen yontemler kullanilarak asagidaki bilgiler sunulmalidir:

e Numune hazirlama yéntemleri ve kullanilan analiz yéntemleri

e Lot numarasi, numune numarasi

e Siispansiyon ortami, sicaklik, pH

e Mikroskopiden temsili gérintuler

e Sekil tanimlayicilan

e Kullanilan tim Standartlara (6rn. ISO) referans ve kullanilan referans malzemeler
Sekle iligkin yayinlanmig veriler

Yayin sirasinda tanecik sekli verilerine 6zgl higbir elektronik veri tabani bulunamamistir. Sekil
analiziyle sekli karakterize eden ticari cihazlarla kullanilan yazilim, test edilen tanecikleri
siniflandirmak icin genellikle referans sekillerin kitiphanelerini igerir.

R.7.1.19.3 Sekle iliskin mevcut bilgilerin degerlendirilmesi
Sekle iliskin deneysel veriler

Sekil genellikle bir maddenin belirli bir fiziko-kimyasal 6zelligi dedildir. Gergek sekil, kullanilan
endustriyel isleme yontemlerine blylk 6lglide baglidir ve ayrica sonraki cevresel veya insan
doénldsimlerinden de etkilenebilir. Bu baglamda, sekil lzerine yayinlanmis herhangi bir veri
sadece belirli bir numune veya islemle ilgili olacaktir.

Makro sekilli tanimlayicilar, taneciklerin geometrik oranlarini temsil eder. Codu, farkli
geometrik o6zelliklerin tanimlayici oranlaridir. Makro seklin geometrik (Tablo 6) ve oranti
tanimlayicilari (Tablo 7), mezo sekil tanimlayicllari (Tablo 8), sekil tanimlayicilarinin
kombinasyonu (Tablo 9) ve (mikro sekil dzelliklerini temsil eden) sertlik tanimlayicilan (Tablo
10) mevcuttur (ISO 9276-6:2008 [62]). Oransal kirilma boyutlari, mezo yapih (igbikeylik) ve
mikro sekilli (tanimlayicilar) arasinda ayrim yapmak icin gereklidir.
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Tablo 6: Geometrik makro sekilli tanimlayicilar (ISO 9276-6: 2008 [62]'den

alinmistir)

Lengendre atalet elipsi

Ortasi tanecidin adirhk merkezinde
olan ve ayni geometrik araliklara
sahip, gergek tanecik alaniyla ikinci
seviyeye kadar olan bir elips

Blylk ve klglk eksenler sirasiyla x
Lmaks V€ X Lmin oOlarak verilmistir.

Kapsamli élgimler.

Feret caplar Xemaks V& Xrmin

¥t

Paralel tegetler arasindaki mesafeler
Maksimum gap Xrmaks, tanecigin

"uzunluguna" karsilik gelir

Minimum ¢ap Xrmin, tanecigin
"genigligine" karsilik gelir

Uzunluk x.¢

Minimum Fit gapina dik Feret gapi

Jeodezik uzunluk x.g, kalinlik xg

~

Lifler gibi ¢ok wuzun ve igblkey
tanecikler igin daha iyi yaklasimlar

Bir alan ve cevreye esdeder
dikdértgen icin asadidaki denklemleri

xe igin bir yaklasim olarak belirleyen
kapsamli yéntem:

A=Xe Xig P =2(Xe +X.6)

kullanarak x.c'yi jeodezik uzunluk ve.
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Tablo 7: Geometrik oranli makro sekilli tanimlayicilar (ISO 9276- 6: 2008 [62]'den
yeniden iiretilmistir)

Elips orani Elips orani = X Lmin / X Lmaks
X Lmin V€& X Lmaks, Legendre elipsinin eksenlerinin
uzunluklandir.
(Ayrica kullanilan: eliptik sekil faktori)
En-boy oranindan daha kapsaml bir parametre
En boy orani Gok uzun olmayan tanecikler igin:
En boy orani = Xrmin/ XFmaks
Uzama Lifler gibi cok uzun tanecikler igin:
Uzama = xe / X6
(Ayrica kullanilan: dismerkezlilik)
Dogruluk Gok uzun tanecikler igin (kivrilmanin tersi):

Dogruluk = Xrmaks / XLG

Duzensizlik (Dedisiklik orani)

15 ;,_

Cizilmis dairenin  maksimum capl dimaks. ile
sinirlandirilmis  dairenin -~ minimum  ¢apt  demin
arasindaki iligki:

DUZEI’]SIZ|I|( = dimaks,/dcmin

(Ayrica kullanilan: degisiklik orani)

Tanecigin genel bicimi dikkate alindiginda tanecigin

Yogunluk (veya izdisum alaninin) bir daireye benzerlik
derecesi:
V(44A/m)
Kapsam = ——
Fiaks.
Yuvarlaklik Rn de kullaniir, ancak daha az
kapsamlidir:
_ 2
Rn=4A/ X Fmaks.
A
Kapsam Kapsam =
Fmaks._XFmin.
(Ayrica kullanilan: hacimlilik)
Kutu orani: Feret Kutusu'nun alaninin 6ngortlen alana

orani:
Kutu orani = A / Axutu
Aiutu = Xemin - XLF

Yonlendirmeye oldukga hassastir
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Tablo 8: Mezo sekilli tanimlayicilar (ISO 9276-6:2008 [62]'den alinmistir)
Q= (Xv/Xc ) = TtX‘IZJ/S

Cevrenin dlizgiinlagu dikkate alindiginda tanecigin

Wadell’in kureselligi @

(veya izdisim alaninin) bir daireye benzerlik

derecesi:
'x.-r

Dairesellik C

C =
Xp

474
— +
7/ E

altindaki

terime FF

(Karekok isaretinin
faktérinden denir)
Bir tanecigin genel igblikeyliginin 6lglsu:

Dayanikhlik = A/Ac

Dayaniklilik

A, tanecigi sinirlayan disblikey gévdenin (zarf)

alanidir.
Kiresel yuzeyin digsblkeylik indeksi (CI) ve

disbikeylik de kullanilir:
A, -4
A

4. -4 Concavity = .

(O
A

Disbikeylik = Pc/P
P., tanecigi sinirlayan digblkey gdvdenin

Disbikeylik

(zarf) gevresinin uzunlugudur.

Ortalama igbikeylik

Agi-ortalama Feret gapi su sekilde verilmistir: X
e 1
F =
m [ Xp(a)da

20,

Q=7

Tanecigin saglamhidi Q4

k indeksi Q2

w1, g6lgenin tamamen yok edilebilmesi igin
gerekli asinma sayisidir.

20,

T

En blyUk igblkeyli

Nesne

:

St

™ B N
N

Digblikey

Digblikey govde

gbdvdeye
tamamlayici B

Burada wz, Ac alaninin disblkey godvdesine
gbre ayarlanan artik gélgenin tamamen yok
edilebilmesi icin gerekli asinma sayisidir.
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Tablo 9: Sekil tanimlayicilarinin kombinasyonu (ISO 9276- 6: 2008

[62]'den yeniden iiretilmistir)

Icbiikeylik/saglamlik orani Q3

&
*
k4
==

—
X

Anahtar

X saglamik Q 1
Y en buyuk icblUkeylik indeksi Q>

Ikincil mezo sekilli tanimlayici:

Tablo 10: Sertlik tanimlayicisi (ISO 9276-6: 2008 [62]'den yeniden olusturulmustur)

Oransal boyut Dr

i =
\ < K -
/' /72

N

Cevrenin uzunlugu P (A) ile asamalarin uzunlugu
A arasindaki iliski, Richardson grafigi olarak
bilinen bir log-log grafigi lizerinde dogrusaldir.

Veriler ilk ©6nce maksimum Feret
bélinerek normalize edilir

gapina

Adim bovyu igin Ust sinir su sekildedir:
12053meax

Diz cizginin denklemi:
log P(2)=(1-D, )log A +log b

Sekil hakkinda deneysel olmayan veriler

sekilde tahmin etmek icin QSPR/QSAR araglar
bulunmamaktadir. Bu nedenle, 6zelligin deneysel olarak belirlenmesi gerekecektir.

Su anda, tanecik seklini dodgru bir

Sekil lizerinde kalan belirsizlik

Agregalar ve aglomeralar arasinda ayrim yapmak faydalidir. Bir aglomeranin ¢ogu durumda

kalic oldugu dusunilebilirken, aglomeralar belirli kosullar altinda parcalanabilir.

Kiguk

tanecikler genellikle aglomeratlar olusturdugundan, seklin boyutunun belirlenmesinden 6nce
numunenin 6n islemden geciriimesi (6rn. dagiticc maddelerin eklenmesi, calkalama veya

distk seviyeli

ultrasonik

islem)

gerekebilir.
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Bununla birlikte, numune hazirlama sirasinda tanecigin seklini veya boyutunu degistirmekten
ve herhangi bir dagiticinin test sonuclari Gzerindeki etkisinden kacinmak icin blylk 6zen
goOsterilmelidir.

Sekli tanimlamak igin terimlerin ve/veya 6lgllen blyukliklerin bir kombinasyonuna ihtiyag
duyulabilir; bu, malzemelerin ayni anda farkli zararhlik potansiyellerini sunabilen bir
numunede birden cok sekil gosterebildigi halihazirda 6ngorilebilir zorluklarin Gstesinden
gelmek igin gereklidir.

Goruntld analizi ile ilgili sorunlar cok cesitlidir ve sekil tanimlayicilarinin olusturulmasinda
hatalar ortaya cikabilir. Bu hatalar pek ¢ok diizeyde olabilir, ancak godu, daginik maddenin
karakterizasyonu icin kullanilan daha geleneksel tekniklerde goézlemlenenlerden temelde
farklidir. Bu tir sekil tanimlayicl hatalan genellikle herhangi bir gériinti Gzerinde hesaplama
yapmak icin gerekli protokoller tarafindan ortaya gikarilir (ISO 13322-1:2004 [38], Ek D).
Goruntu analizi yapilirken ve goérintd analizi protokollerinin karsilastirimasinda ortaya cikan
yvaygin hata kaynaklan arasinda gorintld ¢ézantrligu, veri ciftleme ve sekil tanimlayicilarinin
hesaplanmasi igin algoritmalar bulunur (ISO 9276-6:2006 [62]).

R.7.1.19.4 Sekle iliskin sonucglar

Sekil, biyolojik ortamdaki birikim, ylzeye tutunma kinetigi ve zararlihlk dederlendirmesinin
dederlendirilmesi icin baglamsal dederi olan bazi taneciklerin karakterizasyonunda 6nemli bir
parametredir. Karsilik gelen (g sekil seviyesi ayirt edilebilir: makro sekil, mezo sekil ve mikro
sekil. Taneciklerin sekli genellikle morfolojiyi (boyut ve sekil) ve ayrica agregasyon durumunu
arastirmak icin birgok nitel ve yari nicel teknik iceren elektron mikroskobu (6rnegin TEM,
SEM) ile belirlenir.

S&E ve Kimyasal Giivenlik Degerlendirmesinin Sonuglandirilmasi

Sekil, siniflandirma ve etiketleme kriteri olarak kullanilmaz. Bununla birlikte, madde ile iliskili
riskler goz 6niinde bulunduruldugunda kimyasal gtvenlik dederlendirmesinde kullanilabilir.

R7.1.19.5 Sekil igin biitiinlesik test stratejisi (BTS)
Asadidaki sematik diyagram (Sekil 3), sekil igin bitlinlesik bir test stratejisi sunar.

Test edilen maddenin tanecikleri/lifleri igin
uygunlugun dikkate alinmasi ile birlikte
numune alma teknigini/tekniklerini

seginiz.

A

Temsili olarak malzeme alikotlari igin
maddeden numune aliniz.

I

Test edilen taneciklerin/liflerin boyut araligi
igin uygunlugunun dikkate alinmasi ile
birlikte mikroskopi
tekniklerini/cihazlarini seginiz. Uygun
cihazlar/teknikler Tablo R7-1.5'te
ozetlenmistir.

)

Gerektiginde referans

malzemeleri kullanarak

teknigi/cihaz cevabini
dogrulayiniz.

y

Yizeye yerlestirilmis bir numunedeki seklin
taneciklerini/liflerini tekrar Uretilebilir ve
temsili olarak karakterize ediniz.

Verilerin raporlanmasi sunlari saglamahdir:

- Numune hazirlama yéntemleri ve kullanilan analiz yéntemleri
- Lot numarasi, numune numarasi

- Suispansiyon ortami, sicaklk, pH

- Mikroskopiden temsili gortntiler

- Tanecik sekli tanimlayicisi/tanimlayicilar

- Tum Standartlar referansi (6rn. ISO) ve referans
malzemeler
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Sekil 3: Sekil icin Biitiinlesik Test Stratejisi (BTS)

2.2.3.4 Yizey alani igin oneriler
R.7.1.20 YUZEY ALANI

Ylzey, tanecik bazli maddeler igin fiziksel ve kimyasal etkilesimleri etkilemede 6nemli bir rol
oynar. Ylzeylerde kimyasal reaksiyonlar meydana geldikge, ylksek 6zgil ylzey alani/hacim
oranina sahip bir malzemenin numunesinin, distik 6zgll ylizey alani/hacim oranina sahip
ayni malzemenin bir numunesine gére daha ylksek bir reaktiviteye sahip olmasi beklenebilir.

Ylzey alani, nanotaneciklerin karakterizasyonunda ©6nemli bir parametredir ve zararhlik
degerlendirmesi icin bir doz 6lgliti veya doz tanimlayicisi olarak nicel dederin ortaya cikan
kanitlan vardir. Toplam ylzey alani, daha kigik taneciklerin birincil, agrega veya aglomera
haline getirilmis tanecikler olarak mevcut olup olmadiklarindan bagimsiz olarak daha blylk
bir 6zgll ylzey alanina sahip oldugu 6zgill yizey alaniyla karnistirlmamalhidir. Nano olgekli
malzemeler icin boyuttaki azalmaya, ylzey/hacim oranindaki dogal bir artis eslik etmektedir.

Ozgul ylizey alani, nanomalzemelerin ylizeyce islevsellestirildigi durumlarda yizey yikini
belirleyecektir. Bunun da (a) dogal olarak olusan diger tanecikli maddelerle (yani kontamine
edici vektdrler) nanomalzeme etkilesimi (yani aglomerasyon); (b) ylizey ligandi-biyolojik
araylzinin bir fonksiyonu olarak maruz kalma yolu (yani, biyobirikim yolu, biyoyararlanim);
ve (c) toksisite mekanizmalari (6rnedin, ylzey alani icin normalize edilmis doz cevabi egrileri,
kltle basina sunulan sonuclara kiyasla farkli sonuglar gésterebilir) [6].

Hacme 6zgl ylzey alani (VSSA), tium dis ve/veya ic ylzeyler ile tim boyut araligi dagilimi
dahil olmak Ulzere tanecikli toz malzemenin bltininden belirlenir. Bir kati ve/veya toz
malzemenin hacmi basina tanecik ylzey alaninin timunt karakterize eder. VSSA, kuru ve
kati nano yapili malzemeyi, malzeme hacmi basina ayrilmaz malzeme ylzey alanina bagh
olarak nanoyapili olmayan malzemeden ayirmak icin kullanilabilir ([64], [65]).

Bazi nanotaneciklerin toksisitesinin, kliclik boyutlari ve dolayisiyla yliksek ylzey alanlan ile
iliskili oldugu bir dizi calismada gosterilmistir (6rnegin [66], [67], [68], [69]). Ayrica, birkag
nanotoksisite calismasinda bir doz d&lguti olarak etkilerin kitleden ziyade ylzey alaniyla
(6rnegin [70], [71], [72], [73]) daha blylk olcude iligkili oldugu gb6zlenmistir. Diger
calismalar, bazi durumlarda kitlenin veya hacmin daha iyi bir tanimlayic olabilecegini
gbstermistir. Bu asamada, farkh toksikolojik profillerin ve fiziko-kimyasal 6zelliklerin
karmasikhdr goz onine alindidinda, tek bir metrigin uygun veya mimkin olup olmayacadi
konusunda hicbir bilimsel fikir birligine varilamamistir.

Yiizey alani tanimlan

Yizey alani, tek bir tanecidin maruz kalan yilzeyinin alani veya daha genel olarak, belirli bir
miktar malzemenin agikta kalan ylzeyinin alani olarak tanimlanir [6].

Kapsamli bir miktar olarak ylizey alani, malzemenin miktarina baghdir ve bu nedenle yiizey
alaninin  belirli bir miktar malzemenin kitlesine orani olarak tanimlanan daha iyi
karsilastirilabilir bir 6zelliktir. Bu, yodgun bir miktar ve dolayisiyla malzeme miktarindan
bagimsiz olan 6zgul ylizey alanidir. Bir malzemenin hacme 6zgi ylizey alani (VSSA), yalnizca
analiz edilen malzemenin tamami igin gegerli olan toplu bir 6lgimdir; malzemenin bir
orani/alt kimesi analiz edilirse (6rnedin, boyuta goére oranlanmis), bu alt kime, tim
malzemenin VSSA'sinin Ustlinde veya altinda olabilecek farkl bir VSSA'ya sahip olacaktir.

Ozgul ylizey alani = kiitlesine bdliinen bir malzemenin yiizey alani [SI birimi: m2/kg].

Hacme 6zgl ylzey alani = yogunluk, 6zgul ylzey alaniyla carpilir [SI birimi: m2/cm?3].
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R.7.1.20.1 Yiizey alani iizerine bilgi gereklilikleri

Madde kati olmayan veya granller formda piyasaya arz edildiyse ya da kullanildiysa
calismanin gerceklestiriimesi gerekmez. Ozgil yiizey alani, suda ¢dziinmezlik hakkinda bilgi
gerektirir. Lif uzunlugu ve cap dagilimlari, Grinin lifli yapisi ve lifli seklin elektron mikroskobu
kosullar altindaki kararhigi hakkinda bilgi gerektirir.

Ozet, incelenen malzemenin 6zgll yizey alani [m2/kg] ve (uygun oldugunda) hesaplanan
hacme 06zgl ylzey alani [m?/cm3], Olcimlerin yapildigi sicakhdi, kullanilan numunenin
safligini, fiziksel durumunu ve kullanilan yontem ile referans maddeyi (varsa) igermelidir.

R.7.1.20.2 Yiizey alaniyla ilgili mevcut bilgiler
Yiizey alaniyla ilgili test verileri

Tanecik Ozelliklerinin karakterizasyonu, cok dikkatli numune alimini ve izlenecek numune
ayirma uygulamalarini gerektirir. ISO 14488: 2007 [35], tanimlanmis bir gliven seviyesiyle
temsili olarak kabul edilebilecek tanimlanmis bir tanecikli malzemenin (toz, macun,
sispansiyon) numunesinden test maddesinin elde edilme ydntemlerini belirtir. Daha fazla
bilgi bu ekin Numune Hazirlama ile ilgili Bolim 2.1.1'inde mevcuttur.

Taneciklerin ylzey alanini 6lgmek icin en yaygin teknik, Brunauer, Emmet ve Teller (BET)
yuzeye tutunma izotermi teorisini kullanan gaz emilimi 6lgimleridir (Tablo 11) [74]. Bu,
yuksek vakumlu bir yontemdir ve nanomalzemenin temiz, kuru bir numunesini gerektirir.
Argon, karbondioksit veya kripton gibi diger bircok gazin da kullanilmasina ragmen, azot en
yaygin ylizeye tutunanlardandir. BET teknigi, buharlasma sirasinda salinan ylizeye tutunmus
madde miktarinin 6lglilmesini icerir. BET ylizeyi, gazlara serbestce erisilebilen ylzey alanini
temsil eder. Birincil tanecik capi (esdeder kiire gapi olarak kabul edilir) daha sonra mevcut
0zgll ylzey alani ve tanecik yodunlugundan hesaplanir. Bu yontem ayni anda iki
parametrenin, yani boyut ve yilizey alaninin dlcimunl sadlasa da, bu prosediriin dezavantaji
yalnizca ortalama bir boyut bildiren ve boyut dadiimi veya bir ylzey alani dagihimini
saglamayan tek dagihmh kiresel bir sistemin varsayimina dayanmaktadir.

Nanotaneciklerin dadilimindaki tanecigin ylzey alanini 6lgmek icin ortaya cikan teknikler
ticarilestiriimektedir, ancak nano dadilimlarinin 6zgil yizey alaninin belirlenebilmesi icin NMR
analizi sistemi gibi henliz standartlastinimamistir. Bu teknik, bir tanecigin ylizeyine temas
eden veya bu ylzeyle "baglanan" sivinin "serbest" sivininkinden farkli davrandigi gercedine
dayanmaktadir. Serbest sivi sinirsiz hareket edebilirken, bagh sivinin molekdlleri kisith
harekete maruz kalir. Tanecigin ylzeyine "baglanan" sivinin NMR gevseme siresi, "serbest"
sivininkinden c¢ok daha kisadir, fark birkac blylklik derecesinde olabilir. Cogu durumda,
ylizeydeki ve sivinin geri kalanindaki sivinin molekdlleri arasinda hizli bir degisim vardir ve
ortalama gevseme siresi Olgilebilir; bu, daha sonra, mevcut tanecigin yizey alani miktarinin
dogrudan bir 6lgtsudur.
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Tablo 11: Yiizey alaninin belirlenmesi icin Brunauer, Emmet ve Teller (BET)
yontemi

Yontem ve ayrintilar Malzeme ve Veri turu
boyut aralig:

BET yontemi (IS0 9277: 2010 [75]; ISO Dadinik veya Ozgul ylizey

18757:2005 [76]) gbzenekli katilar alani (m?/kg)

(6rn. tozlar)
Fiziksel olarak emilen gaz miktarini Olgerek toplam
6zgll dis ve i¢ ylizey alaninin belirlenmesini saglar.
Nanomalzemelerin yltzey alanini belirlemek igin
yaygin olarak uygulanir. Tozlarin aglomerasyon
durumunun dederlendirilmesine izin verir.

Yoéntem, tek dagiimh kiresel bir sistemi varsayar ve
kuru bir tanecigin ylzey alaninin 6lgimuna saglar;
bu, maruz kalma ortaminda dadildiginda tanecigin
ylzey alanini zorunlu olarak temsil etmez. Uygun
galisma kosullarini ve dodru veri dederlendirmesini
sadglamak igin, cihaz performansi bir ylzey alani
referans malzemesi kullanilarak periyodik olarak
izlenmelidir. BET ydntemi, 6lcim gazini emen kati
maddelere givenilir bir sekilde uygulanamaz.

ISO 9277:2010 [75] tip II [dadilmis, gbzeneksiz
veya makro gobzenekli katilar] ve tip IV
[mezogbzenekli katilar, 2-50 nm arasindaki gézenek
capi] ylzeye tutunma izotermlerine uygulanabilir.
ISO 18757:2005 [76], dadilmis veya go6zenekli
[gbzenek capi > 2 nm] ince seramik malzemelerin
toplam 6zgul dis ve i¢ ylizey alaninin belirlenmesi
icin gegerlidir.

BET yontemini kullaniimasi sonucunda sonuglar bildirilirken asadidaki bilgiler sunulmalidir:
e numune hazirlama yontemleri ve kullanilan analiz yéntemleri
¢ lot numarasi, numune numarasi

e On uygulama ve gazdan arindirma kosullari, 6érn. bir vakumda veya inert gaz akisinda
gazin giderilmesi, sicaklik ve gazin giderilme suresi;

e gazi giderilmis numunenin kitlesi;
e emici (kimyasal yapi, saflik);

e ylizeye tutunma izotermi (na, badil basinca karsi cizilmistir, p/po), 6lciim
sicaklig;

e dederlendirme parametreleri: cok noktali veya tek noktali belirleme, BET grafidi veya
dogrusallik araligi, tek katman miktari, BET C parametresi, kullanilan molektler kesit
alani;

e 0Ozgll ylzey alani;

e tim Standartlar referansi (6rnedin ISO) ve kullanilan referans malzemeler
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Yiizey alani ile ilgili yayinlanmis veriler

Yayin sirasinda tanecigin ylzey alani verilerine 6zgl higbir elektronik veri tabani
bulunamamistir.

R.7.1.20.3 Yiizey alaniyla ilgili mevcut bilgilerin degerlendirilmesi

Yiizey alani hakkinda deneysel veriler

Yizey alani, bir maddenin belirli bir fiziko-kimyasal 6zelligi dedildir. Ylzey alaniyla ilgili
yayinlanan herhangi bir veri, yalnizca belirli bir numuneyle veya islemle ilgili olacaktir.

Yiizey alani hakkinda deneysel olmayan veriler

Su anda, nanomalzemelerin yiizey alaninin dogru bir sekilde tahmin edilmesi icin QSPR/QSAR
araclart mevcut degdildir. Bu nedenle, 6zelligin deneysel olarak belirlenmesi gerekecektir.

Yiizey alaninda kalan belirsizlik

Cogu durumda, oOzgul ylzey alani o6lcimleri, prob molektlinin dodasina bagh olarak
tlretilmis miktarlardir [77]. G6zenekli malzemeler s6z konusu oldugunda, dis ve ic ylzeyler
arasinda ayrim yapmak genellikle yararlidir. Dis ylzey genellikle ayrn tanecikleri veya
aglomeralari cevreleyen zarf olarak kabul edilir, ancak kesin olarak tanimlanmasi zordur
cunklU kati ylzeyler atomik o6lgekte nadiren dizglndir. Dis ylizey tim cikintilari ve ayrica
derinliklerinden daha genis olan bu catlaklarin ylzeyini igerir; i¢ ylzey, genisliklerinden daha
derin olan ve bir test gazina (emici) erisilebilen tim catlaklarin, gdézeneklerin ve bosluklarin
duvarlarini igerir. Uygulamada, sinirin belilenmesi dederlendirme yontemlerine ve gdzenek
boyutu dadiliminin dodgasina baghdir; bu nedenle go6zeneklerin erisilebilirligi, gaz
molekillerinin boyutuna ve sekline, gaz emilimi ile belirlenen ve emici molekiillere (molekdiler
elek etkisi) bagl olan i¢ ylizeyin alani ve onu cevreleyen hacme baglidir.

Tum tanecikli malzemeler, anlamli bir VSSA tespitine tabi dedildir; ic bilesenlerin 6zliinde
Olclilemedigi karmasik yapisal dlizeneklere sahip maddelerin 6zgul ylizey alani buna 6rnektir.

R.7.1.20.4 Yiizey alanina iliskin sonuglar

Ylzey, tanecik bazli maddeler icin fiziksel ve kimyasal etkilesimleri etkilemede 6énemli bir rol
oynar. Yizey alani, 6zellikle nanotaneciklerin karakterizasyonunda énemli bir parametredir ve
zararlilhk degerlendirmesi igin bir doz 6lgltli veya doz tanimlayicisi olarak nicel degerin ortaya
cikan kanitlan vardir. Ylizey alani, nanomalzemelerin ylzeyce islevsellestirildigi durumlarda
ylzey yUkunU belirleyecektir, bu da nanomalzemenin etkilesimi (yani aglomerasyon) ile dogal
olarak olusan diger taneciklerin etkilesimi, ylzey ligandi-biyolojik arayliziin bir fonksiyonu
olarak maruz kalma yolu ve toksisite mekanizmalar Uzerinde dogrudan sonuglara neden
olacaktir [6]. Taneciklerin ylzey alanini 6lgmek igin agik ara en yaygin teknik, Brunauer,
Emmet ve Teller (BET) ylzeye tutunma izotermi teorisini kullanan gaz emilimi dlgimleridir.

S&E ve Kimyasal Giivenlik Degerlendirmesinin Sonuglandirilmasi

Ylzey alani, siniflandirma ve etiketleme kriteri olarak kullanilmamaktadir. Bununla birlikte,
madde ile iliskili riskler g6z ©6ninde bulunduruldugunda kimyasal guvenlik
degerlendirmesinde kullanilabilir.

R.7.1.20.5 Yiizey alani igin biitiinlesik test stratejisi (BTS)

Teste yonelik asamali yaklasim (Bolim R.7.1.14), uygun bir test yénteminin secimi ile
birlestirilir ve granilometri icin BTS (R.7.1.14.4) ile birlikte uygulanir, belirli ylzey alani igin
bitlnlesik bir test stratejisini temsil eder.
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2.2.3.3 Tanecik boyutu dagilimi, yiizey alani ve sekl

Strateji

Test edilen taneciklerin/liflerin boyut
araligi igin uygunlugunun dikkate
alinmasi ile birlikte tanecik boyutu

dagihmi, sekli ve 6zgul yizey alaninin

belirlenebilmesi amaciyla
teknikleri/cihazlar seginiz. Uygun
cihazlar/teknikler Tablo R.7.1-30,

R.7.1-X ila R.7.1-Y'de 6zetlenmistir.

i icin Ortak Biitiinlesik

Test edilen maddenin tanecikleri/lifleri igin
uygunlugun dikkate alinmasi ile birlikte
numune alma teknigini/tekniklerini

v

v

Gerektiginde referans

malzemeleri kullanarak

teknigi/cihaz cevabini
dodrulaviniz

A

Temsili olarak, yigin maddeden
malzeme alikotlarini 6rnekleyiniz.

Test edilen maddenin tanecikleri/lifleri
igin yontemin uygunlugunun dikkate
alinmasi ile birlikte, gerekli tozluluk

/dagilim / aerosole dénustiirme
yéntemini seginiz.
Uygun teknik(ler) Tablo R.7.1-31 ve
R.7.1-32'de dzetlenmigtir.

4

Yizeye gokturilmis bir numunenin
granilometrisini (tanecik boyutu dagihmi,
sekli ve 6zgll ylzey alani) tekrar Uretilebilir
bir sekilde ve temsili olarak karakterize
ediniz.

Solunabilir boyuttaki (< 100 pm)
taneciklerin/liflerin salimi ve
soluma yoluyla maruz kalma riski
olusturmasi potansiyeli var mi?

| Hayr

Evet

Tozluluk testi ve/veya maddenin

v

Test edilen taneciklerin
uygunlugunun dikkate alinmasi ile
birlikte tanecik boyutu dagilimi
Olgiim tekniklerini/cihazlarini

seginiz.
Uygun teknik(ler) Tablo R.7.1-
33'te 6zetlenmigtir.

v

Gerektiginde referans malzemeleri
kullanarak 6lgiim cihazinin
cevabini dogrulayiniz.

A

»| tozlulugunu ve/veya grantlometrisini

aerosol haline getirilmis
formunun ek granilometri

Aerosol haline getirilmis numunenin

tekrarlanabilir bir sekilde ve temsili

A

Verilerin uygun sekilde raporlanmasi sunlari saglamahdir:
- Numune hazirlama ydéntemleri ve kullanilan analiz yéntemleri

- Lot numarasi, numune numarasi

- Askidaki ortam, sicaklik, pH (ilgili yerlerde)
Sekil igin:

- Mikroskopiden temsili gérintiler

- Tanecik sekli tanimlayicisi/tanimlayicilari
Ozgiil Yiizey Alani igin:

- Gazi giderilmis numunenin kitlesi (BET ile)

- Emici (kimyasal yapi, saflik; BET ile)

- Ylizeye tutunma izotermi (BET ile)

- BET degerlendirme parametreleri

- Ozglil yizey alani

Tanecik Boyutu Dagihmi igin:

- Konsantrasyon (taneciklerle veya liflerle ilgili)

arasindaki gesitlilikler)

- On uygulama ve gaz giderme kosullari (BET ile)

- Stoke'nin (etkili hidrodinamik) yarigapi RS'nin tanecik boyutu dagihmi histogrami
- Dagilimdaki gozulebilir zirveler igin ortalama tanecik boyutu (boyutlari)
- Gelecekte rapor edilecek degerlerin ylzdesinde beklenen dedisim (6r. Gretim serileri

- Kullanilan tim Standartlar referansi (6rn. ISO) ve referans malzemeler

+

Tozluluk ve/veya graniulometri verilerini, uygun zararllik testi ve maruz
kalma degerlendirmesinin modelleme segimiyle tanimlayiniz.

Sekil 4: Tanecik boyutu dagilimi, yiizey alani

ve sekli igin ortak BTS
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2.2.4 Yiizeye tutunma(adsorpsiyon)/Yiizeyden siyrilma (desorpsiyon)

Ana rehberde, bu sonlanma noktasini belirlemeye yodnelik yontemler, Tablo R.7.1- 14 "Ylzeye
tutunma 6lgimi ydntemleri" iginde gdsterilmektedir. “Ylzeye tutunma/ylizeyden siyrilma
olgimleri, davranis modellemesinde gevredeki hangi ortamin en gok maruz kalacagini veya
zararlilik ve risk dederlendirmesinde dikkate alinmasi gerekebilecegini belirtmek icin kullanihr.
Bu o6lgimler, maddenin hangi ¢evre ortaminda (6rn. toprak, gokelti veya su) ortaya ¢ikma
olasiliginin ¢ok oldugunun ve c¢evrede hareketli veya hareketsiz olma olasiliginin
belirlenmesine yardimci olur. Ornegin, toprak yilizeyine yiksek tutulma, hem topradin hem
de cokeltinin zararhlik dederlendirmesinde dikkate alinmasi gereken yiksek derecede ilgili
cevresel ortamlarin oldugunu gosterecektir.

Yizeye tutunma*, madde ile bir ylzey arasindaki gegici (tersinir) veya kalici baglanmadir.
Nanomalzemeler ile ilgili olarak, kati faz ve sivi faz arasindaki dagilim katsayisinin (Kad),
organik karbon-su dagilim katsayisindan (Koc) ve oktanol-su dagilim katsayisindan tiretilen
Kd tahminleri nedeniyle gercek teste dayanmasi gerekebilir. Nanomalzemeler séz konusu
oldugunda (Kow) uygulanamayabilir. Kg 06lcimi ayrica sivi ve kati faz arasindaki
termodinamik denge varsayimina da dayanmaktadir. Denge dagdilimi, 2.2.2 "n-oktanol/su
dagihm katsayisi" boliminde aciklandigi lGzere ¢o6zinmemis nanotanecikler ([12], [22],
[23];) icin gecerli degdildir. Bu nedenle, nanotanecikler her zaman ¢ozelti olusturmazlar,
bunun yerine cok fazl sistemler olan ve termodinamik olarak kararsiz olan koloidal dagilimlar
olusturabilirler. Bu nedenle, nanotaneciklerin dagilimlari uzun bir stire boyunca kinetik olarak
kararh olabilir (tipik olarak elektrostatik veya uzamsal dengelilesme yoluyla), ancak higbir
zaman termodinamik dengeye ulasamayacak ve sonu¢ olarak ek bir fazla
dengelenemeyeceklerdir [23], [78].

Bu nedenle nanotanecikler, birbirlerine eklenerek ylizey enerjilerini azaltmaya calisirlar.
Eklenme:

e ayni nanomalzemenin tanecikleri arasinda homoaglomerasyon/agregasyon veya

e diger taneciklerle veya 6rnedin organik madde ile heteroagglomerasyon/agregasyon
veya

e fazlar arasindaki arayliz (biriktirme veya baglanma) olabilir.

Tanecik badlanmasina katkida bulunan fizikokimyasal kuvvetleri dodru bir sekilde
6lcemememiz nedeniyle, bu adim tipik olarak aglomerasyon (hetero-aglomerasyon) veya
biriktirme deneylerinde belirlenmesi gereken tanecigin badlanma verimliligi (a) olarak
adlandirilan yapay bir parametre ile tanimlanir [22], [78].

OECD Test Rehberi 106 Kesikli Denge Ydéntemi Kullanarak Ylzeye Tutunma - Yilzeyden
Siyrilma nanomalzemeler igin gegerli dedildir cinkl santrifijleme sirasinda agrega/aglomera
haline getirilmis nanotanecikler arasinda su anda ayrim yapmak mimkin dedildir ve yeni bir
Test Rehberi gelistirilmelidir ([8], [79]). Bununla birlikte, bir nanomalzemenin hizli ve ylksek
oranda ¢0zlndugu gosterilirse normal kimyasallarla ayni sekilde dederlendirilebilir ve ana
rehber uygulanabilir.

Nanotaneciklerin ylzeye tutunmasinin/yizeyden siyrilmasinin su anda mevcut yéntemlerle
dederlendirilmesinde, OECD Test Rehberi 106 gibi organik karbon-su dagilm katsayisindan
(Koc) ve oktanol-su dagilim katsayisindan (Kow) tliretilen Kd'ye bagl olarak nanotanecigin
0zgul ozelliklerini ve kisitlamalarini géz éninde bulundurmak gerekir. Sonug olarak, distk
ylizeye tutunmaya/ylizeyden siyrilmaya bagh bilgi gerekliliginden feragat edilmesi, kullanilan
test yonteminin uygulanabilirliginin kapsamli bir teknigi ve bilimsel gerekgesi ile her zaman
desteklenmelidir.

2.2.4.1 Koc veya Kd igin diger rehberler ve protokoller

OECD Test Rehberi 312 Toprak Sutunlarinda Sizinti [80], test maddesinin hareketliliginin ve
daha derin toprak katmanlarina veya yer alti sularina sizmasinin incelenmesine izin verir.

4 Dagilimin ylzeye tutunmaya esit olmadidini ve Ylzeyden Siyrilma ile Ylzeye Tutunma olaylarindan olusan
sogurmanin da esit olmadigini litfen unutmayiniz.
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Maddeyi topragin daha derin katmanlarinda veya yer alti suyunda test ediniz. OECD Test
Rehberi 312 kullanilarak, Kd dederleri kolon sizinti galismalarindan tiretilebilir ve bunlar
genel olarak nanomalzemeler igin gegerli kabul edilir.

Topraktaki nanomalzemelerin alikonmasinin tarama teknikleriyle [23] veya Kq ile
belirlenmesine ve kolloidal slspansiyonlara veya termodinamik dengeye ulasmamis
taneciklere bagh diger esitliklere gore nanotaneciklerin ylzeye tutunmasini/yizeyden
siyrilmasini agiklamak igin alternatif yaklasimlar ve élgimler tartisiimistir.

Nanotanecikler icin (hetero) aglomerasyon, agregasyon, tanecigin baglanmasi ve
uzaklastirimasi gibi Kd veya log Koc disindaki diger parametreler dislinilebilir. Aglomerasyon
davranisi, nanomalzemelerin gevresel davranisini etkileyen 6nemli bir parametre olarak
tanimlanmistir. Aglomerasyon parametresi, nanomalzemenin kendisinin fizikokimyasal
ozelliklerine, sispansiyon ortaminin fizikokimyasal o0zelliklerine, slspansiyon hazirlidina,
nanomalzemenin konsantrasyonuna ve slspansiyondaki diger maddelerin ve taneciklerin
konsantrasyonuna badgldir. Aglomerasyon davranisi, termodinamik denge yerine kinetik
denge (enerji bariyerleri) tarafindan kontrol edilir. Bu nedenle, nanomalzemelerin
aglomerasyon ve agregasyon davranisina iliskin bilgilerin ileri testlerden 6nce olusturulmasi
Onerilir.

e Nanomalzemelerin Farkli Sucul Ortamlardaki Aglomerasyon Davranisi Uzerine Taslak
OECD Test Rehberi [27] http://www.oecd.org/env/ehs/testing/test-guidelines-for-
comments-section3-degradation-and-accumulation.htm adresinde mevcuttur.

Sogurmanin belirlenmesi, ylzey sularina, topraga ve c¢okeltilere salinan nanomalzemelerin
miktarlarinin dederlendirilmesinde kritiktir ([81], [82], [83]; [84]). Nanomalzemelerin
emilimini tahmin etmek icin baska bir alternatif yaklasim olarak tanecigin baglanmasi ve atik
sudan uzaklastirilmasi yaklasimi kullanilabilir.

e Ornegdin, OECD Test Rehberi 303A “Aerobik Atik Su Artma Simiilasyon Testi”,
nanomalzemelerin  camur ve atilk su arasindaki dadilimini  belirleyerek
nanomalzemelerin camura emilimini tahmin etmek icin dolayh bir 6lcim olarak
kullanilabilir.

Bu alternatif yaklasimlar hala gelistiriilme asamasindadir ve daha fazla dogrulama
gerekmektedir. Mevcut olduklarinda, nanomalzemelerin sogurmasi ve
aglomerasyonu/agregasyonu hakkinda uygun ve alternatif bilginin saglanabilmesi amaciyla
bir arac olarak oOnerilecektir. Nanomalzemelerin baglanma veya birikimlerinin herhangi bir
alternatif 6lgimine gegcmeden Once, ¢dzinme hizinin ve aglomerasyon davranisinin 6n
dederlendirmesine ihtiyac vardir ([8], [12], [85]).

Koc Ve Kd 6lctimlerinin gegerli olmamasi durumunda diger test disi yontemler de disutnulebilir.
Nanomalzemeler igin alternatif davranis tanimlayicilarini tahmin etmek amaciyla mevcut
modellerin bir listesi Ek 1'de mevcuttur.


http://www.oecd.org/env/ehs/testing/test-guidelines-for-comments-section3-degradation-and-accumulation.htm
http://www.oecd.org/env/ehs/testing/test-guidelines-for-comments-section3-degradation-and-accumulation.htm
http://www.oecd.org/env/ehs/testing/test-guidelines-for-comments-section3-degradation-and-accumulation.htm
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3 NANOMALZEMELER ICIN TOKSIKOLOJIK BILGI
GEREKLILIKLERI ILE ILGILI ONERILER

3.1 Genel tavsiye notlari

3.1.1 Insan sagligi sonlanma noktalari icin test ve numune alma
stratejisi ve numune hazirlama hakkinda genel tavsiye notu

Bu tavsiye notlan bir protokol énermez, bunun yerine nanomalzeme testleri icin 6zellikle
onemli olan belirli yonleri ve ilgili kaynaklarin referanslariyla ilgili yararh tavsiyeler saglamayi
amaglamaktadir. Fiziko-kimyasal karakterizasyonu ile nanomalzeme olarak tanimlanan bir
test malzemesi igin test stratejisi, ilgili biyolojik sivilardaki ve test ortamindaki ¢ézinurlik ile
¢6ziinme potansiyeline baglidir. Asadidaki Sekil 5, nanoya 06zgl tavsiyenin kullanilip
kullanilmayacagini belirlemek igin kullanilabilecek bir karar adacini gostermektedir veya
nanomalzemenin 6zellikleriyle ilgili sonuglar nedeniyle, bunun yerine ana rehber tarafindan
saglanan tavsiyeler izlenebilir.

PC Karakterizasyonu:

Test edilen madde Hayir
nanomalzeme mi?
Biyolojik sivilardaki Evet Ana rehberdeki

tavsiyelere bakiniz

¢ozunurlagu hizh mi?*
(Bolim R.7a)

R —

Ek R.7-1'deki

tavsiyelere bakiniz (bu *Gerekge gerektirir, asagidaki

aciklayici metne bakiniz

Sekil 5: Insan saghg: sonlanma noktalari icin nanomalzeme testlerinde karar semasi

Ortaya Cikan ve Yeni Tanimlanmis Saglik Riskleri Bilimsel Komitesi (SCENIHR), bircok
nanomalzemenin énemli bir ¢dzinulrlige sahip olacadini ve “yasayan sistemlerle etkilesim
halinde olan bu malzemelerin, iyi tanimlanmis toksikolojik test prosedurlerinin ve
yaklasimlarinin kullaniminin gerekgelendirilebilmesi igin yigin kimyasal maddeye yeterince
yakin oldugunu" belirtir [86]. Nanomalzemelerin risk dederlendirmesine yonelik en son
yaklasimlar, suda ¢6ziinme hizi ve dengenin birincil anahtar unsur oldugu benzer bir strateji
onermektedir [87]. Suda ¢6zliniurlik nanomalzemenin biyokahlcilidi ile ilgili ilk gostergeyi
verebilir [88]. Ornedin, mesleki ortamlarda risk degerlendirmesi agisindan nanomalzemelerin
biyokaliciiginin degerlendirilebilmesi icin ilk pragmatik yaklasim olarak BAuA [89], suda
¢6zUn0rlagd 100 mg/I'nin Uzerinde olan nanomalzemelerin ¢ozlinlr (yani biyokalici degildir)
olarak kabul edilebilecegini 6ne stGrmustir®.
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Suda ¢ozinebilen nanomalzemeler genellikle biyolojik olarak kararli degildir. Bununla birlikte,
farkh biyolojik ortamlar hem ¢ozlinme kinetigini hem de doyma konsantrasyonunu
etkileyebilir [90]. Ek olarak, suda c¢6zinmeyen bazi nanomalzemeler biyolojik sivilarda
biyolojik olarak kalici olmayabilir ve bu, ¢béziinme hizi verilerinden dederlendirilebilir. Bir
nanomalzemenin ¢ozlnlrligld, zamana bagh bir slrectir (¢cozinme hizina ve ylizey alanina
bagh olarak) ve bir nanomalzemenin artan ¢éziinme hizi ile azalan in vitro veya in vivo
biyokalicigiyla dogrudan iliskilidir [88]. Cozlinme hizinin, kesin bir kesme dederinin
onerilmemis olmasina ragmen cok hizli olmasi gerekir (yani aninda ¢éziinmeye yakin) [87].
Cozinme hizinin belirlenmesi, belirli bir tanecigin biyolojik ortami ile nasil etkilesime
girebilecegine dair fikir verir [91].

Sonug olarak, ilgili biyolojik sivilar ve test ortamlarindaki hizli ¢6ziinme hizi kanitina sahip
nanomalzemeler icin ana rehberde saglanan tavsiyeler gecerlidir [92].

Ilgili biyolojik sivilar ve test ortaminda hizli ¢éziinme hizina sahip olmayan nanomalzemeler
icin bu belgede daha fazla rehber saglanmaktadir.

3.1.1.1 Test malzemesinin karakterizasyonu ve raporlanmasi-

Toksikolojik testlerden 6nce, dadilim ve dozimetri ile ilgili 6zel hususlar dahil olmak lzere

numunenin karakterizasyonu ve hazirlanisi imal Edilen Nanomalzemelerin Giivenlik Testi icin

Numune Hazirlama ve Dozimetri lzerine OECD Rehberi'nde (ENV/IJM/MONO(2012)40) ve bu

Ek'in Bélim 2.1.1'inde belirtildigi gibi gerceklestiriimelidir. Imal edilen nanomalzemelerin

fiziksel ve kimyasal Ozellikleri ile test rehberleri hakkinda OECD uzman toplantisinin

raporunda ek yararli bilgiler bulunabilir (ENV/JM/MONO(2014)15). Test numunesinin uygun

bir sekilde hazirlanmasi, verilerin karsilastirlmasina ve daha sonra bu verilerin kullaniimasina

olanak saglayacaktir. Test malzemesinin karakterizasyonuna iliskin bilgiler birden ¢cok amaca

hizmet eder:

a) kimlige (bu durumda dosyada kapsanan nanoformun) baglanmasini saglar ve bu nedenle
veri uygunlugunu destekler,

b) test sonuglarinin yorumlanmasini kolaylastirir

c) sonuglarin elleglenmesini/depolanmasini ve tekrarlanabilirligini/yeniden Uretilebilirligini
desteklemek icin 'test numunesi olarak' malzemenin 6zellikleri hakkinda genel bilgi saglar
ve

d) bir maddenin nanoformlarinin gruplandiriimasi veya nanoformlar arasinda ve nanoformlar
ile toplu form arasinda capraz okumay! gerekcelendirmek icin toksikolojik verilerin
kullanimini kolaylastirabilir (Nicel Yapi Aktivite Iliskilerine ve Gruplamaya uygulanabilen
nanomalzemelere iliskin daha fazla bilgi icin Ek R.6-1'e bakiniz [1]).

Bu Ek'in Boélim 2.1.1 ve 2.2'si, bu fiziko kimyasal parametrelerin toksikolojik testler igin
6nemini ayrintih olarak agiklamakta ve ayrica bu parametrelerin nasil belirlenebilecegine dair
bilgi vermektedir.

Nanomalzemelerin kimyasal bilesimi, fizikokimyasal 6zellikleri ve biyolojik sistemlerle
etkilesimi potansiyel zararliigini etkiler. Nanoformlar da dahil olmak Uzere bir kayit
kapsamindaki maddenin tim olasi formlarindan kaynaklanan zararlihk, kayit dosyasinda
saglanan toksikolojik ve ekotoksikolojik bilgilerle ele alinmahdir. Segilen test
malzemesinin/malzemelerinin dederlendirilen maddeyi ve/veya nanoform(lar) temsil etmeye
uygun oldugunu goéstermek icin, KKS'deki test malzemesi bilgileri alani altinda sonlanma
noktasi galisma kaydinda baz bilgiler rapor edilmelidir. Asagidaki parametreler saglanmalidir:

S Liitfen bu dederin yalnizca biyokalicilik igin bir gésterge olarak kullanildigini ve diger baglamlarda (gevresel sonlanma
noktalari igin ¢ozinmezlikten feragat edilmesi gibi) ¢ozlnurltk/c6ztinmezlik icin esik dederi olarak kullanilmamasi
gerektigini unutmayiniz
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e Kimyasal bilesim (KKDIK ve SEA kapsaminda maddelerin tanimlanmasi ve
adlandirilmasina iliskin Rehber agiklandigi gibi)

e Boyut (minimum olarak D50, ancak tanecik boyutu dagilimi 6nerilir);
e Sekil ve en boy orani;
e Ylzey kimyasi

Ayrica, Nicel Yapr Aktivite Iliskileri ve Kimyasallarin Gruplandiriimasi [1] rehberine
uygulanabilen nanomalzemeler icin Ek R6-1, ayni maddenin nanoformlan (ve nanoform
olmayan) arasindaki zararhlik verilerinin kullaniminin nasil gerekgelendirilecedine dair bir
yaklasim sadglar. Rehberin ayrintilari, mevcut zararlihk verilerinin bir maddenin farkli
nanoformlar igin gecerli olup olmadigini degerlendirebilmek amaciyla gerekli olabilecek bazi
(ek) parametreler saglar. Test malzemesi karakterize edilirken kayit ettirenin yukarida
bahsedilen rehberi takip edebilmesi icin bu tiir parametreleri dikkate almasi gerekir. Ornegin,
¢6ziinme hizi, yluzey kimyasi ve dadilabilirlik, nanomalzemelerin gruplandiriimasi icin bir
temel olarak rapor edilmistir [1].

3.1.1.2 Biyolojik Numune Alma’

Su anda, nanomalzemelerin insan sagligi sonlanma noktalari® icin test edilebilmesi amaciyla
6zel olarak uyarlanmis bir OECD test rehberi bulunmamaktadir. Bununla birlikte bu belge,
tamamen nanomalzemeye 6zgi olmasa da (6rnedin akciger asiri yiklenmesi), nanomalzeme
testi icin o6zellikle ©6nemli olan belirli ydnler hakkinda bazi ek ©neriler vermeyi
amaclamaktadir.

In vivo toksikolojik calismalarda toplanacak biyolojik numuneler, ilgili test rehberlerinde
belirtilmistir. Bununla birlikte, nanomalzemelerin OECD Test Rehberleri'nde listelenmeyen
diger dokulara dagitilacagina dair bir gésterge varsa, bu ek dokularin toplanmasi 6nerilir.

Daha sonraki analizlerin (6rnedin mikroskopi icin kimyasal veya fiziksel dokunun sabitlenerek
saklanmasi [94], yuk analizi igin dondurma ([95], [96]) performansina izin vermek igin
numunelerin saklanmasi tavsiye edilir .

3.1.1.3 Hayvansal Olmayan Test Yaklasimlarinin Kullanimi 7

KKDIK Yénetmelidi'nin 26. Maddesi, omurgal hayvanlar (izerinde gerceklestirilen testlerin
diger tim vyollar tikendiginde son care olarak yapilmasi gerektigini belirtir. Bu nedenle,
omurgalilarin  kullanildidi  yeni herhangi bir test dustunidlmeden &nce, hayvanlarin
kullanilmadigr zararhlik dederlendirmesi yodntemlerinden elde edilen verilere ve mevcut
verilere bakma zorunlulugu vardir. Kayit ettirenlerin, hayvan testine alternatifler igin OECD ve
Avrupa Birligi Referans Laboratuvari'nin (EURL ECVAM) devam eden gelismeleri ile dogrulama
gabalari ve ayrica CSB tarafindan yeni yéntemlerin yasal kabull hakkinda bilgi sahibi olmalari
tavsiye edilir [97]. Nanomalzemeler icin hayvan disi yaklasimlarin uygulanmasi gruplama,
capraz okuma ve nicel yapi-aktivite iligkileri (Nicel Yapi Aktivite iliskileri) icin kritik bir
gereklilik olan baglama 6zgl nanomalzeme karakterizasyonu dahil olmak lGzere mevcut tim
bilgilerin 6nceden dederlendirilmesini gerektirir. Ayrica, ilgili ve tekrarlanabilir in vitro
sistemler kullanilabilir. Nanomalzemelere 6zgl Olumsuz Etki Olusum Yollari (AOP'ler),
OECD'de gelistirme asamasindadir ve buitlinlesik dederlendirmeye yeni yaklasimlar sunar.

6 OECD Test Rehberi 412 ve Test Rehberi 413'iin nanomalzemeler ile ilgili testlerini kapsayacak sekilde glincellemesi
su anda hazirlik asamasindadir. Taslaklar (halka agik oldugunda), nanomalzemelerin test edilmesi konusunda bazi
rehberler saglayabilir.

7 Bu tavsiye, insan saghdiyla ilgili tim sonlanma noktalari igin gegerlidir, yani yalnizca bu belgede nanoya 6zgl kaydi
olanlar igin gecerli degildir.
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Nanomateryaller icin test disi verilerin kullanimi ile ilgili olarak, asagidaki hususlarin dikkate
alinmasi gerekir:

e Nanomalzemeler icin in siliko modellerin (6rnedin Nicel Yapi Aktivite Iliskileri)
kullanimi da hentliz belirlenmemistir. Bu nedenle, nanomalzemeler icin bu modellerin
insanlar igin bir zararlilk dederlendirmesi tliretmek amaciyla kullaniimasi bilimsel
olarak gerekgelendirilmeli ve yalnizca durum bazinda uygulanmalidir. Bununla birlikte,
her durum icin test disi yéntemlerden elde edilen sonuclar kanit agirhdi baglaminda
yararl bilgiler olabilir veya bir hayvan testinin planlanmasi igin gerekli bilgileri
saglayabilir. Nanomalzeme kinetigi, nicel yapi aktivite iliskilerini ve fizyolojik tabanl
farmakokinetik (PBPK) modelleri belirlemek icin kullanilanlar gibi bir dizi in siliko
modelleri nanomalzemeler igin gelistirilmistir ([98], [99], [100] [101], [102] [103].

e Gruplama ve capraz okuma yaklasimlarinin kullanilmasi, hayvanlar (zerinde test
yapmadan once dikkate alinmasi gereken baska bir adimdir. Bu badglamda, ayni
maddenin diger (nano) 8 formlarina iliskin veriler mevcut oldugunda, Kimyasallarin
Nicel Yapi Aktivite iliskileri ve Gruplandinimasina iliskin Rehber'de [1] gegerli olan
nanomalzemeler icin CSB Rehberi Ek R.6-1'in dikkate alinmasi tavsiye edilir. Farkl
maddelerin (nano) formlarn arasinda capraz okuma ve/veya gruplandirma ile ilgili
olarak, Nicel Yapi Aktivite Iliskileri ve Kimyasallarin Gruplandiriimasina iliskin CSB
Rehberi Bolim R.6'da [104] ve nanoya 6zgl ekinde [1] sadlanan tavsiyeler dikkate
alinabilir.

3.1.1.4 In vitro calismalar

KKDIK Yénetmeligi, Madde 14(1) uyarinca, “Maddelerin kendine 6zgii 6zelliklerine iliskin
bilgiler, Ek 11'de belirtilen kosullarin karsilanmasi sartiyla, test disi yéntemlerle Gretilebilir”.
Bir hayvan testi gergeklestiriimeden 6nce in vitro testlerden elde edilen bilgiler her zaman
dikkate alinmalidir.

Nanoya 6zgl parametreler distnlldiglinde birgok in vitro analizin (6r. [105], [106], [107])
nanomalzemelere uygulanabilir oldugu ve kanit adirlidi yaklasiminin bir parcasi olarak etkili
bir sekilde kullanilabilecegi gosterilmistir [2], [108], [109]. KKDIK, Ek 11, in vitro
calismalardan gelen verilerin kabull icin hiikimler igerir.

OECD 43'e [110] gobre in vitro test icin “Malzemelerin karakterizasyonu hem uygulamanin
baslangicinda hem de metodolojilerin mevcut oldugu yerlerde uygulamadan sonra kullanilan
hicrenin kdltir ortaminda yapilmahdir. Nanomalzemelerin bir hicre kdltirid ortamina
uygulanmasindaki amag, in vivo sistem igindeki biyolojik ve fizyolojik kosullarla mimkin
oldugu 6lcude karsilastirilabilir kosullar yaratmaktir ”.

3.1.2 Teste girisimin dikkate alinmasiyla ilgili tavsiye notu

Cesitli nanomalzemelerin zaman zaman hicresel veya toksik etkilerini belirlemek igin yaygin
olarak kullanilan birkag teste girisim yaptigi bulunmustur. Ornedin, bazi nanomalzemeler
kolorimetrik veya florometrik deneylerin sogurmasina veya isinimina katkida bulunabilir. Ek
olarak, genis ylizey alanlarindan dolayr nanomalzemeler, substratlar (6rnegin, MTT 2-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-3,5-difenil-2H-tetrazolyum bromdir igindeki reaktif ile CNT deneyleri [111];
veya 6lcllen biyobelirtegler, (6rnegdin; laktat dehidrojenaz (LDH) ve siyokin proteinleri, 6rnek
icin [112]'ye bakiniz). Kaplamalar veya safsizliklar gibi diger faktorlerin de test (izerinde
etkisi olabilecedini litfen unutmayiniz.

Yaygin olarak kullanilan testlerde potansiyel girisim kaynaklarinin 6zet listesi, Kroll ve
arkadaslari [113] tarafindan gelistiriimistir ve asagidaki tabloda goésterilmistir.

8 (Nano)form terimi, nanoformu olan ve nanoformu olmayan maddeleri kapsamay! amaglamaktadir.
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Tablo 12: Yaygin olarak kullanilan testlerde potansiyel etkilesim kaynaklari
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tespiti

LDH LDH saliminin LDH inhibisyonu | Azalmis Nanotanecikl
kolorimetrik nekroz eri iceren
tespiti belirteci gecis metali
Fosfatidilserine Ca2* tiketimi Azalmis Karbon

Ek 5/ maruz kalmanin apoptoz nanotanecikl
florimetrik tespiti belirteci eri
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(nekroz belirteci) belirteci

No6tr Kirmizisi Fozulm?mls Boyanin Aza|I|'|111§ Eﬂlc':rte . Karbon
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ELISA (enzime Sitokin Sitokinin Azalmis Karbon
bagh immun saliminin ylizeye sitokin nanotanecikl
emilimi tayini) kolorimetrik tutunmasi konsantrasy eri Metal
tespiti onunun oksit
gostergesi nanotanecikl
eri

Yukaridaki listenin kapsamli olmadigi ve test sonuglarinin inhibisyonu ile gulglendirilme
potansiyelinin her zaman arastirilmasi gerektigi unutulmamalidir. Aglomerasyon, dagilim
ve/veya doz testin sonucunu etkileyebilir.

Yoéntem, bazi standart metodolojiler dahilinde eklenmis (spiked) kontrolin inhibisyonunu
veya glclendirilmesini test etmek icin eklenmis (spiked) numunenin (bilinen bir
referansin/kontrol numunesinin eklenmesi) kullaniimasini gerektirir. Bu, Olclilen dederin
eklemenin (spike) ve numunenin kuUmdlatif olmasi gerektigi beklenen deder ile
karsilastirilmasi sonucunda degerlendirilir.

Standart yontemin gerekliligine bakilmaksizin, test etkilesimi mimkin olan her yerde her
zaman arastirlmahdir; ancak bu her zaman mumkin olmayabilir. Ayrica, bildirilen
calismalarin codunda girisimin dederlendirilmesi igin testlerin yeterince kontrol edilip
edilmedigini belirlemek mumkin degildir. Bu nedenle, etkilesimi dederlendirmeye yonelik
baska ydéntemler yoksa genel bir dnlem olarak, calisilan sonlanma noktasini veya etkiyi
degerlendirmek icin birden fazla testin kullaniimasi tavsiye edilir, genotoksisite sonlanma
noktasi icin Landsiedel ve arkadaslan [114] tarafindan tavsiye edilmesi buna 6rnektir. Test
sonucunun inhibisyon veya giclendirme potansiyeli gok sayidaki test ydntemini etkileyebilir.
Bazi nanomalzemeler icin belirli durumlarda test etkilesimi potansiyeli tanimlanmistir, 6rnegin
karbon nanotiplerin MTT testini etkilediginden sltiphelenilmektedir [115] ve bu, MTT testini
kullanan OECD Test Rehberi 431/EU B.40 insan Cildi Modeli testleri (EPISKIN™, EpiDerm™)
gibi testlerde sorunlara neden olabilir.

Bununla birlikte, nhanomalzeme tayininin etkilesimi hakkindaki bilgiler eksiktir ve bu nedenle
bir tayinin gecerliligini saglamak igin yukarida bahsedilen kontrol eklemelerinin kullanimi gibi
Onlemler alinabilir.

Cok sayidaki testte yaniltici sonuglara neden olan etkilesim potansiyeli nedeniyle, bu tir bir
girisim igin test edilirken azami 6zen g6sterilmelidir.

3.2 Bireysel sonlanma noktalari igin 6zel tavsiye

3.2.1 Tekrarli doz toksisitesi

Sekil 5'te nanomalzemeler igin genel test stratejisinde vurgulandigi gibi, ilgili biyolojik sivilar
ve test ortaminda hizli ¢g6ziinme hizina sahip olmayan nanomalzemelerin test edilebilmesi igin
bu belgede daha fazla rehber saglanmaktadir. Az ¢6zlinlr tanecikler (PSP) bu kategorinin bir
pargasidir.

Az ¢Ozlinlr tanecikler icin, sican akcigeri yUkl toksikolojik sonucta dikkate alinmasi gereken
6nemli bir konudur ve bu nedenle bu bdlimde 6zel bir bélim (3.2.1.1) buna atifta bulunmak
icin dahil edilmistir. Lif benzeri tanecikler icin makrofajlarin asin yliklenmesine ek olarak,
fagositozun da toksisite testlerinde rol oynadigi 6ne stralmusttr [116].

Tekrarl doz toksisitesi igin nanomalzemenin test stratejisi dislintldiginde (B6lim 7.5.6) su
hususlara dikkat edilmelidir:

e Soluma, Ozellikle isciler igin (ve bazi durumlarda tlketiciler igin (6rnegin
puskurtilebilir Grinler durumunda) nanotaneciklere, nano aerosollere ve toza maruz
kalmanin en olasi yolu olabilir. Bu nedenle, baska bir yolu dogrulayan ikna edici
bilgilerin (6rn. kullanimlar, ¢éziinme hizi, vb.) olmadigi durumlarda tekrarli doz
toksisitesi calismalarinin soluma yoluyla gercgeklestiriimesi tavsiye edilir. OECD Test
Rehberi 412 ve 413'te ([117] ve [118]) aciklanan protokollerin herhangi bir
degisikligi gerekgelendirilmelidir;
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Az ¢6zunir tanecikler igin doz araligi bulma galismalari veya tekrarli doz galismalan
gerceklestirildiginde, Bélim R7c Sonlanma noktasi ézel rehberine uygun
nanomalzemeler icin Ek R7-2'de aciklandigi Ulzere ek toksikokinetik verilerin
toplanmasi onerilir. Ayrica, testten tam olarak yararlanabilme konusunda belirli bir
endise varsa, bunun galisma tasarimi icinde ele alinmasi onerilir (6rn. birikim, belirli
organ toksisitesi, vb.)

Az gozinir tanecikler igin bir soluma testi gerceklestirirken, akcigerin asiri yliklenmesi
olasilidi dikkate alinmalidir. Akciger yuki ve klirensi hakkindaki veriler gapraz okuma
baglaminda faydali savunmalar olabilir.

Az ¢6zunlr taneciklerin vicuttaki davranisini ve etkilerini izlemek igin, numunelerin
birkag zaman noktasinda ve/veya farkli organlardan alinmasi tavsiye edilir. Aralik
bulma calismalarindan elde edilen veriler, kapsamli olduklarn kanitladiginda uygun
numune alma zamanlarini belirlemek igin kullanilabilir. Burada ek analizler igin
fazladan hayvan kullanimi konusunda tavsiyede bulunmak amaglanmamaktadir.
Bununla birlikte, ek analizler yapmakla toksisite gostergesi arasinda bir denge bulmak
Onemlidir.

Alt solunum yolunun (yani alveoller) birincil birikme bdélgesi (aglomerat boyutuna bagli
olarak) olmasi ve solunan nanotanecikler igin alikonmanin olmasi sebebiyle,
bronkoalveoler lavaj (BAL) analizi pulmoner inflamasyonun ve hasarin 6ngoérilebilmesi
ve nicel olarak tahmin edilebilmesi igin yararh bir tekniktir (BAL parametreleri ile ilgili
daha fazla bilgi icin litfen OECD Test Rehberleri 412 ve 413'e bakiniz [117] [118]).
Bronkoalveoler lavaj analizi, alveoler hasarin doz-cevap ve zaman sureci ile ilgili
degisikliklerinin uygun sekilde arastirilmasina izin verir. Bu nedenle, nanomalzeme
testleri icin bronkoalveoler lavaj analizinin dahil edilmesi siddetle tavsiye edilir (daha
fazla ayrinti BG ve KGD Rehberi (Sonlanma noktasi 6zel rehberi) , B6lum R7.a'da ve
B6lim R.7.5'te (tekrarh doz toksisitesi) verilmistir [92]).

Birden fazla farkh doz tanimlayicisi Olgltinin kullanilmasi ve kitle dlgitinin dahil
edilmesi siddetle tavsiye edilir. Tercih edilen yontem(ler)in segimi, B6lim 3.2.1.1.1'de
aciklandigi gibi gerekgelendirilmelidir.
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3.2.1.1 Soluma toksisitesi degerlendirmesinde akciger yiikiiniin dikkate
alinmasiyla ilgili tavsiye notu

Bu bolim, az ¢ozlnilr taneciklerin sican akcigeri yikld kavramini ve ilgili etkilerini, tirler
arasindaki farklihklari ve sonuglarinin insanlara uyarlanmasini, ilgili doz o&lgimlerini ve
onerilen esikleri aciklamaktadir. Insanlarda risk degerlendirmesi baglaminda akciger yukini
yorumlarken dikkatli olunmalidir. Solunum yoluyla az ¢6zinlir taneciklere maruz kalan
hayvanlarda gozlenen akciger etkilerinin, aksi acikca kanitlanamadidi slirece insanlar igin
gecgerli oldugu dusundlmelidir. Yeni bir calisma tasarlanirken, tekrarli doz soluma
calismalarinda kullanilacak dozlar maksimum tolere edilen dozu asmamalidir. OECD Test
Rehberleri 412 [117] ve 413 [118], kullanilacak dozajlar hakkinda tavsiyelerde bulunur. Bu,
en ylksek dozun hayvanlarda asiri strese neden olmadan veya onlarin yasam siresini
etkilemeden kesin toksisiteye yol acmasi hikminda igerir.

Sicanlarda gergeklestirilen soluma calismalarindan elde edilen sonuglar, akciger klirensi
mekanizmalarinin malzemelerin ayni anda veya verilen dozun oldugundan daha ylksek bir
oranda giderilememesi nedeniyle, az ¢o6zunlr taneciklerin malzeme birikimine bagh olarak
ylksek konsantrasyonlarda solundugunda ciddi seviyede olumsuz pulmoner etkilere neden
olabilecegini go6stermistir. “Akcigerin asiri ylklenmesi” olarak adlandirilan bu durum,
akcigerde tutulan tanecik ylakintn belirli bir esigi asmasi sonucunda ortaya gikar [119].
"Akcigerin asin ylklenmesi" terimi, az ¢ozinlr taneciklere maruz kalma ile iliskili bir
durumdur ve akcigerdeki bir tanecigin esigine ulasildiginda ortaya cikar. Sicanlar az ¢ozlnir
taneciklere uzun sire maruz birakildiginda taneciklerin akciger yiku, Sekil 6'da A, B ve C
egrileriyle gosterildigi Gzere tanecik birikimi ve klirensi arasinda bir dengeye ulasilana kadar
artar [120]. Bu dengeye cok hizli ulasilabilecedi gibi glnler de surebilir. Akciger asir
ylUklenmesi esiginin altinda, tanecikler normal mekanizmalar yoluyla sabit bir klirens hizinda
temizlenir, genel olarak ¢ok az veya sadece kiiclk, tersinir bir yanit olusturur (A ve B
egdrilerinde maruz kalma konsantrasyonlari).
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Sekil 6: Tutulan akciger yiikii ile akciger asiri yiiklenmesi olgusuna yol agan maruz
kalma siiresi arasindaki iliskinin sematik temsili A, B ve C egrileri, giderek artan
maruz kalma dozlan ile iliskilidir. Maruz kalma seviyesi yeterince yiiksekse ve
maruz kalma siiresi yeterince uzunsa, taneciklerin alveoler makrofaj aracili klirensi
baskilanabilir. Bu meydana geldiginde, tutulan akciger yiikii, daha fazla maruz
kalma ile dogrusal olarak artar (C* egrisi).

[120]'den alinmistir.

Esige ulasildidinda, akcigerin klirens mekanizmalari asin ylklenir. Bu, alveoler makrofajlarin
hareketlilik kaybina bagll olarak alveolar makrofaj (AM) aracili toz gideriminde bir bozulmay!
yansitan, derin akcigerden tanecik klirensinde asamal bir azalma ile karakterize edilir [119].
Bu, Sekil 6'nin C* egrisinde gosterilmektedir, burada esik noktasinda tanecigin alikonmasi,
bir dengenin kurulmasindan ziyade dogrusal olarak meydana gelir (kesikli ¢izgi ile gosterildigi
gibi).

Tanecik birikimindeki bu net artisin sonucu akcider inflamasyonu, alveoler aracili klirensin
kesilmesi ve akciger alveollerinde tanecik yiUkli makrofajlarin ve/veya serbest (fagosite
olmayan) taneciklerin birikimindeki bir artistir. Sicanlarda yangisal reaksiyonlarin
granlilomat6z tipe potansiyel ilerlemesinin maruz kalma stiresi ve akcigerdeki tanecik (ylzey)
ylUk( [121] seviyesine ve ayrica hacimsel yike [122] bagli oldugu bulunmustur.

Akciger yuklenmesi durumu yaygin olarak siganlarin tekrar tekrar az ¢ozUnir taneciklere
soluma yoluyla maruz kalmalari ile iligkilidir, ancak az ¢6zunUlr taneciklerin akcigere tek veya
tekrarli instilasyonundan sonra (dogrudan instilasyonun bir sonucu olarak yutksek birikim
orani nedeniyle) veya muhtemelen yogun soluma yoluyla tekli maruz kalmanin sonucu olarak
da meydana gelebilir [123]. Bu durum, solunabilir az ¢ézinlr taneciklerin nispeten ylksek
maruz kalma seviyelerinde meydana gelmesi sebebiyle gbézlemlenen yan etkilerin, deneysel
kosullarin neden oldugu akcidger vyuklenmesinin bir Grind oldugu ve taneciklerin
inflamasyona, fibréze ve kansere neden olan igsel toksik potansiyeline dogru bir yansimanin
olmadigi tartisiimaktadir. Oldukga reaktif veya toksik taneciklere maruz kalma, taneciklerin
kendilerine 06zgl 0Ozelliklerinden dolayr daha distik maruz kalma seviyelerinde (asin
ylUklenmenin olmadigi kosullar) inflamasyona, fibroze ve kansere neden olabilir.
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Az ¢bzinlr tanecikler ile yapilan calismalarda, maruz kalma sonrasi, belirli slre(ler)de
akciger yukindeki degisikliklerin 6lcimi, akciger klirensi hakkinda 6énemli bilgiler saglar ve
maruz birakilan tanecik miktarina karsi biriken miktarin netlestiriimesine izin verir. Dokudaki
az ¢OzUnUr taneciklerin yari nicel bir dederlendirmesi igin farkli goérintileme teknikleri de
kullanilabilir  [124]. Biyokalicthgin  bir gostergesi olarak ¢6zlinme potansiyelinin
dederlendirilmesi in vitro sistemler kullanilarak da yapilabilir [91].

Klirens ve biyokaliciik hakkindaki bilgiler capraz okuma ve kanit adirhd badlaminda
Onemlidir.

Sican tlrd su anda nanotanecikler icin soluma toksisitesi testinde en hassas tir olarak kabul
edilmektedir. Bununla birlikte, sican calismalarinda alveoler makrofajlardaki asin yliklenmeye
dair bulgularin yorumlanmasi zor olabilecedinden, sican akciger yikinin ve bunun insanlarla
iliskisinin daha iyi anlasilmasina ihtiyag vardir. Cesitli calismalar, farkl tirlerde akcigerin asiri
ylklenmesine verilen cevaplari ve bu verilerin insanlar icin uygunlugunu dederlendirmistir.
Ornegin siganlarin, farelerin ve hamsterlerin ultra ince dereceli titanyum dioksitin
solunumuna karsi uzun sureli pulmoner cevabini dederlendiren karsilastirmali bir galismada
[96], ayni hava konsantrasyonlari sicanlarda ve farelerde asir yuk etkilerine neden olurken
hamsterlerde bu etkiler gérilmemistir. Ayrica, farelerdeki yangisal ve patolojik cevaplar
sicanlardakine gore daha az siddetlidir ve benzer akciger ylklerinden badimsiz olarak
zamanla azalmistir ([96], [125]). Bununla birlikte, insanlar icin hayvan verilerinin ilgi diizeyi
ile ilgili olarak diger calismalar dislk toksisiteye sahip az ¢6ztnir taneciklerin ylksek akciger
ylUklerine karsi akciger vyanitlarinin siganlarda ve insanlarda niteliksel olarak benzer
olabilecegine isaret etmistir [126]. K&mir madencilerinin maruz kalmasiyla ilgili deneyimlere
dayanarak, belirli bir interstisyel tanecik sekestrasyonu ortami varsayilmaktadir [127].

Borm ve arkadaslari [122] bu mekanizmanin, akciderin asiri yiuklenmesi kosullar altinda
sicanlarin aksine insanlarda neden yiksek akciger kanseri riskine sahip olmadiklarini agiklayip
aciklayamadigini tartismaktadir [122]. Yine de, kdmir madencilerindeki bozulmus klirens ile
iliskili tanecigin asiri ylklenmesi icin kosullari olan bazi kanitlarin oldugu disidntlmektedir
[122].

Bu nedenle, yuksek dozlarda az ¢6zinlir taneciklere maruz kaldiktan sonra elde edilen
mevcut verilerin kullanimi, risk dederlendirmesi badlaminda ilgili olmadidi icin otomatik
olarak reddedilemez ve bu tlr verilerin yorumlanmasina dikkatle yaklasiimahdir. Asin yik
kosullari altinda hayvanlarda gorilen olumsuz etkilerin olmasi durumunda, insanlar igin
uygunlugun 6nceden varsayilmasi gerekir; insanlar igin herhangi bir ilgisizlik iddiasi verilerle
desteklenmelidir.

Daha fazla bilgi icin, tanecik birikimi, klirens ve akciderin asirn ylklenmesi Uzerine
derinlemesine bir tartisma saglayan Miller [120] gibi akcigerin asir yiklenmesi konusunu
kapsayan birkac inceleme makalesi bulunmaktadir. Borm ve arkadaslari [128], risk
dederlendirmesi baglaminda asin ylklenmenin 6nemini tartisirken, Borm ve arkadaslarinin
[122] bir basyazisinda akciger tanecik asiri yliklenmesi kavramlari ile ilgili en son teknoloji
Ozetlenmistir. Bu incelemeler ayrica akcigerin asir yldkidnidn nasil dederlendirilecegi ve
verilerin nasil yorumlanacadi konusunda farkli goérisler sunmakta ve konunun hala
tartisiimakta oldugu gergegdini vurgulamaktadir.

Sonug olarak, solunum vyoluyla az ¢bézinidr taneciklere maruz kalan hayvanlarda gbézlenen
akciger etkilerinin, aksi agikga kanitlanamadigi slrece insanlar igin gegerli oldugu
diasiandlmelidir.

3.2.1.1.1 Olgiitler

Akcigerde biriken doz ile sonraki inflamasyon ve bozulmus klirens fonksiyonu arasindaki
iliskiyi en iyi hangi doz élclisiinin tanimladigi sorusu 6zellikle dnemlidir. Onerilen birkag
6lcim vardir, ancak alveoler makrofajin hacimsel yukl ve ylzey alani, akcigerin asir
ylklenmesi ile iligkili diger yan etkilerin yorumlanmasinda ve limit konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde en uygun olanlardir [122]. Morrow ve arkadaslarn [119], tanecik hacmi
yaklasik 60 ym3/AM'yi astidinda (ortalama alveolar makrofaj hacminde % 6'lik bir artisa
neden olur) asir yiklenmenin basladigini ve tanecik hacmi 600 pm3/AM'yi (ortalama alveoler
makrofaj hacminde % 60 artis saglar) astiginda AM aracili klirensin tamamen kesildigini
varsaymistir. Morrow konseptini genisleten Pauluhn ([129], [130]), aglomera haline gelmis
az ¢ozlnlr tanecikler igin genel bir tanecik hacmi esigini modellemistir.
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Oberdoerster ve arkadaslarn [131], taneciklerin ylizey alaninin asirn yUklenmeyi gecikmis
klirensle daha iyi iliskilendirdigini 6ne stirmistar.

Cesitli calismalar, tanecigin ylizey alaninin akcigerde tetiklenen patojenik olaylarla iyi bir iligki
icinde oldugunu ileri sirmektedir ([128], [132], [73]). Sicanlar Gzerinde Tran ve arkadaslari
tarafindan gercgeklestirilen bir calismada [73] az ¢dzinUr iki toz (titanyum dioksit ve baryum
sulfat) iceren bir dizi kronik soluma deneyinden elde edilen veriler analiz edilmistir. Sonucglar,
akciger yuklu tanecik ylizey alani olarak ifade edildiginde inflamasyon seviyesi ve lenf
digimlerindeki yer dedistirme (translokasyon) ile agik bir iliski oldugunu gostermistir. En
yararli olani, yazarlar taneciklerdeki akciger tepkisi icin istatistiksel iliskinin sekline bagl
olarak siganlarda "dUlslk toksisiteli tozlar" icin yaklasik 200-300 cm? akcider yuktndeki bir
esigin varligini 6ne sirmislerdir.

Bazi calismalar kitleyi akciger asiri ylklenmesinin daha az hassas bir goéstergesi olarak
gosterse de [133] kitle konsantrasyonu hala énemlidir, ¢inkli kitle bazh olgitld kullanan
taneciklere maruz kalma ve toksisite hakkinda ¢ok sayida veri ve arastirma mevcuttur. Bu
nedenle, karsilastirma(lar) icin, kitle konsantrasyonu her zaman rapor edilmelidir.

Diger calismalar ([134], [135]) nanotaneciklerin ylzeyindeki tanecik sayisinin veya
fonksiyonel gruplarinin sayisinin ([136], [137]) en iyi doz 6lglist oldugunu bulmustur.

En ilgili doz o6lglsi, s6z konusu belirli nanotanecige bagli olarak dedisiyor gibi gériinmektedir.
Akcigerde biriken doz, asir yik kosullar ve sonraki patojenik etkiler arasindaki iliskiyi en iyi
tanimlayan doz 6lgltlintn olusturulmasi ve risk dederlendirmesi icin en uygun doz 6lgutinin
belirlenebilmesi icin tanecik hacmi, ylzey alanlar, kitle, tanecik sayisi ve fonksiyonel grup
sayisi rapor edilmelidir.

Bu nedenle, olclilen cevabin baska bir teste gerek kalmadan coklu doz élcimleriyle geriye
doénik olarak iliskilendirilebilmesi icin test malzemelerinin tam olarak karakterize edilmesi cok
6nemlidir. Genel olarak, ne kadar ¢ok dlgim rapor edilirse o kadar iyidir.

Sonug olarak, birden fazla farkli doz tanimlama o6lgitlinin kullanilmasi ve tercih edilen
yontemlerin seciminin gerekgelendirilmesi siddetle tavsiye edilir.
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3.2,.1.1.2 Akciger yiikii igin tavsiyelere genel bakis

e Olumsuz etkileri gosteren yluksek doz seviyelerindeki az ¢dzinir taneciklerle yapilan
mevcut galismalardan elde edilen verilerin insanlarla ilgili olmamasi sebebiyle bu
veriler reddedilemez

e Yeni calismalan planlarken/uygularken asiri yiksek dozlarin kullanimindan (tolere
edilen maksimum dozu asmamak icin) kacinilmalidir

e Akciger yuku verileri, pulmoner (tutulan) dozun yani sira klirens davranisi hakkinda
yararli bilgiler saglayabilir ve capraz okuma ile kanit adirhigi yaklasimlarini
destekleyebilir.

e En ilgili 6lgut kullaniimali ve kitle 6lgiti her zaman dahil edilmelidir. Birden fazla
Olcitian kullanilmasi siddetle tavsiye edilir.

3.2.2 Mutajenite ve kanserojenite

3.2.2.1 Bakteriyel tayin etkilesiminin dikkate alinmasiyla ilgili tavsiye notu

Genotoksisite dedgerlendirmesi, genellikle genetik hasarla ilgili g ana sonlanma noktasindaki
etkilerin dederlendirilebilmesi icin in vivo/in vitro etki ve gosterge testlerinin bir
kombinasyonuna dayanir: gen mutasyonu, klastojenite ve anoploidi. Uluslararasi ortak
calismalarin sonuclarindan ve dederlendirilen testler igin mevcut olan genis veri
tabanlarindan, tek bir testin tiim genotoksik maddeleri tespit edemeyecedi agiktir [138].

Bakteriyel ters mutasyon (Ames) testi (OECD Test Rehberi 471 [139]/EU B.12/13: Bakteriyel
ters mutasyon testi (in vitro)) Salmonella typhimurium ve Escherichia coli'deki nokta
mutasyonlarini tespit eder ([140], [141]; [142]).

Nanomalzemeler ile ilgili olarak, genotoksisite testlerinin nanomalzemelere
uygulanabilirliginin gézden gecirilmesi, Ames testinin nanomalzemenin genotoksisitesini
dogru bir sekilde temsil edip etmedigini incelemistir [114]. Landsiedel calismasi [114],
gbzden gecirilen bu calismalarin sonuclarinin agirhikh olarak negatif oldugunu bildirmistir (5/6
calisma). Grup, bazi nanomalzemelerin bakteri duvarini gegemeyecedini, bazilarinin ise
bakterisidal olduklari igin test organizmasini 6ldirdtigind tahmin etmistir. OECD 43 [110]'a
gbre, 'Ames testinin (Test Rehberi 471) kullaniimasi, nanomalzemelerin genotoksisitesinin
arastirilmasi icin énerilen bir test yontemi degildir'. Benzer sekilde Doak ve arkadaslar [143]
"Ames testi, kimyasallarin analizi igin glvenilir bir genotoksisite taramasi oldugu halde
nanomalzemelerin degerlendirilmesi igin uygun gérinmemektedir" sonucuna varmistir.

Buna bagh olarak, ilk taramadan sonra bu tlir bakteriyel mutasyon testlerinden toplanan
herhangi bir negatif verinin belki de mimkin oldugunca ¢ok sayidaki potansiyel genotoksik
mekanizmalari kapsayan standartlastirilmis genotoksisite testi yontemlerinin uygulanmasi
yoluyla diger testlerle takip edilmesi tavsiye edilir. Diger tayinlerin kullanimina ek olarak,
hiicresel alimin  uygun vydntemlerle belirlenmesi in vitro genotoksisite tayinlerinin
yorumlanmasina yardimci olacaktir.
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3.2.2.2 Mutajenite ve Kanserojenite i¢in genel hususlar

Ana rehberin Bolium 7.7'si mutajenite ve kanserojenite icin genel test stratejisi saglar. Ana
rehberde verilen tavsiyeler, bu bélimde verilen tavsiyelerle birlikte takip edilmelidir.

Rehber, Tablo R.7.7-2'de mutajenite icin in vitro test yéntemlerinin bir listesini verir ve liste,
KKDIK Ek 7'de (Bkz. Bélim 7.7.6.3) belirtildigi gibi in vitro gen mutasyonu calismasini icerir.
Bakteriyel mutasyon testi, (nano)tanecik mutajenitesi icin tek test olarak kullaniimamalidir,
bunun vyerine, test yontemi etkilesiminin neden oldudgu karisik sonuclarin ortaya c¢ikma
potansiyelini azaltmak igin bir dizi memeli hicresi gen mutasyon testiyle birlikte
kullanilmalidir. Hicresel alimin uygun yodntemlerle 6lglilmesi, bakteriyel ve memeli hicresi
genotoksisitesi/mutajenitesi testleri icin siddetle tavsiye edilir. Ayrica, in vitro calismalarda
metabolik aktivasyon sisteminin (S9) kullaniimasi testlerin sonucunu etkileyebilir: test edilen
diger herhangi bir kimyasalda oldugu gibi S9 da mutajenik metabolitlerin olusumuna neden
olabilir (nanomalzemenin metabolize edilebilmesi durumunda); ayrica, proteinlerin eklenmesi
(S9'da bulunan) nanomalzemelerin hicresel alimini degistirebilir ([144], [143] ve [145])

Kasim 2013'te Ottawa, Kanada'da Uretilen Nanomalzemelerin Genotoksisitesi Uizerine
OECD/WPMN uzman toplantisinda [110], nanomalzemelerin genetik toksisitesi testinin
arastiriimasi icin birkac fikir birligi beyani kabul edilmistir ve yararl bulunmustur. Bu
onerilerin bircogu diger bilimsel literatliirlerde de desteklenmektedir (6rnedin, Magdolenova
ve arkadaslarn [144], Pfuhler ve arkadaslarn [145], Doak ve arkadaslan [143] tarafindan
yapilan incelemelere bakiniz):

1. "Ames testinin (Test Rehberi 471 [139]) kullaniimasi, nanomalzemelerin genotoksisitesinin
arastirilmasi icin onerilen bir test yontemi degildir" [110]

Son tartismalara gb6re, memeli hicrelerinde 8.4.3'e goére gerekli olan memeli
hicresindeki gen mutasyon testi (OECD Test Rehberi 476 [146] veya 490 [147]) gibi
baska bir in vitro mutajenite calismasinin yapilmasi dnerilmektedir. Bununla birlikte,
bakterilerde in vitro gen mutasyonu calismasi, potansiyel olarak 6nemli dizenleyici
sonuclari olan Ek 7, 8.4.1 icin bir veri gerekliligidir (6rnedin in vivo test takibi). Bu
nedenle Ames testindeki negatif bir sonug, yalnizca bakteri duvari gegirgenliginin
kanitinin varliginda ve nanomalzeme tarafindan bakteriyel aktivitenin yoklugunda gegerli
kabul edilmelidir.

2. "Test rehberlerinde acgiklanan hicre c¢ogalmasina bagl sitotoksisite olgiimleri,
nanomalzemelerin in vitro testleri icin uygulanacak en yliksek konsantrasyonun
belirlenmesi igin uygundur. Bazi durumlarda, herhangi bir potansiyel konsantrasyon-
cevap iliskisinin iyi karakterize edilmesini ve sitotoksisite ile iliskili olmayan
konsantrasyonlarda olmasini saglamak igin standart v/10'dan daha genis konsantrasyon
araliginin dikkate alinmasi uygundur." [110]

3. "Hdcresel alimin kapsami, test sonuclarini yorumlarken dikkate alinmasi gereken Kkritik
bir faktérdlr. Bazi durumlarda, bir memeli hiicresindeki alim eksikligi genotoksisite
acisindan ddsik bir igsel zararlihida dogrudan isaret edebilir”. [110]

Hicre aliminin 6nemi, EU Nanogenotox projesi tarafindan da belirtilmistir

(http://www.nanogenotox.eu/files/PDF/nanogenotox_web.pdf). Cesitli parametreler
(6rnegin didgerlerinin yani sira aglomerasyon ve protein kaplama) htcre alimini
etkileyebilir.

4. "Test rehberleri programi, hiicre kiltiird sisteminin sitokalazin B igermeyen
nanomalzemeye maruz kalma sdresinin saglanmasi igin, sitokalazin B'nin kullanildigi
yerlerde, uygulama sonrasinin veya gecikmis ortak uygulama protokoliiniin kullaniimasi
sonucunda eklenmesini énermek igin in vitro mikronlkleus testinin modifikasyonunu
dikkate almalidir”. [110]
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KKDIK, Ek 8, 8.4.2'ye gore, bir mikroniikleus testi (OECD Test Rehberi 487 [148]) veya
bir kromozom bozuklugu testi (OECD 473 [149]) gereklidir. EU Nanogenotox projesi, "In
vitro memeli hicresi mikronikleus testi (OECD Test Rehberi 487) kimyasallarin test
edilmesine yonelik rehberin nanomalzemeler icin gecerli oldugunu ancak in vivo tahmin
sonuclari saglamak icin bazi uyarlamalara ihtiyac duyabilecegini" goéstermistir [110]
(http: / /www.nanogenotox.eu/files/PDF/nanogenotox_web.pdf). Nanomalzeme testleri
icin in vitro memeli hiicresi mikronikleus testinin (Test Rehberi 487 [148]) adaptasyonu
Uzerine bir proje 2015 yilinda OECD WPMN doéner sermaye calismasi planinda (Proje
4.95: Nanomalzemelerin Test Edilmesi icin Genotoksisite Test Rehberilerine Bagh In Vitro
Memeli Hicresi Adaptasyonu Uzerine Rehber Dokiiman) onaylanmistir. GCalisma,
nanomalzemelerin fiziko-kimyasal karakterizasyonuna ve protokol modifikasyonlarina
(alim  mekanizmalarina gbére hicre tlrinin segimi, sitokalasin B kullanimi,
nanomalzemelere maruz kalma zamanlamasi, kontrollerin 6zellikleri, doz araliklar ve doz
Olcimleri) odaklanmaktadir.

5. "Bir in vivo genotoksisite calismasi ylirlitmeden énce, nanomalzemenin hedef dokuya
ulasip ulasmadigini belirlemek igin bazi toksikokinetik arastirmalara ihtiyag vardir, burada
hedef doku temas alani degildir. Aksine, verinin bulunmadigi bir durumda
nanomalzemenin hedef dokuya ulasamamasi halinde birincil genotoksisitenin
belirlenebilmesi igin test uygulanamaz.” [110]

6. Hedef dokunun/dokularin sistemik mevcudiyetini ve/veya maruz kalmasini goésteren
toksikokinetik bilginin yoklugunda, temas doku(lar) bélgesindeki genotoksik etkilerin
arastiriimasi onerilir. “Bir uygulama yolunun digeri uygulama yoluna énerilmesi icin
yeterli veri bulunmamaktadir. Test icin uygulama yolunun secilmesinin temeli, insanlarin
maruz kalmasi/maruz kalmalari icin en uygun yolun dikkate alinmasi olmalidir. " [110]

Su anda soluma, insanlarin, o6zellikle de iscilerin (Bkz. R.7.a, Bélum R.7.5.6),
nanomalzemelere maruz kalmasi ile ilgili en olasi yol olarak kabul edilmektedir. Segilen
uygulama yolu gerekgelendiriimelidir (ve hedef dokularin maruz kalma sorunu ele
alinmahdir).
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Ek 1. Nanomalzemeler igin davranis modelleri

Nanomalzemelerin davranisini dederlendirmek icin modelleme araglarinin arastiriimasi ve gelistirilmesi ile ilgili calismalar devam
etmektedir. Asadidaki Tablo 13'te verilen yontemlerin listesi kapsamli degildir ve nanomalzemelerin badlanma kararlihgi ile
¢oziinme hizina bagh yontemleri igerir. Nanomalzemelerin ortamdaki ve organizmalardaki davranisini ve tasinmasini tahmin etmek
icin kullanilabilecek bu yontemler hakkinda daha fazla bilgi, 6rnedin [150]'de bulunabilir.
Modeller ve dogrulama durumlar hakkindaki daha fazla bilgi, her model icin referans olarak verilen yayinlarda bulunabilir.

Tablo 13: Nanomalzemelerin davranisi icin bazi modellere genel bakis

Ciktilar

Model araglariile ilgili

Referanslar

SimpleBox4nano
(SB4N):
Klasik multimedya
kiitle dengesi
modelleme sistemi

NanoDUFLOW:
Hem zamana hem
ortama bagh olarak
acik hidrolojik
model

Denge durumu
dagilimi modeli

Model; agregasyon, baglanma ve ¢6zlinme
gibi cevresel ortamlarda (hava, su, toprak vb.)
muhasebelestirme sireglerindeki tasarlanmis

nanotaneciklerin (ENP) tasinmasini ve
konsantrasyonlarini ifade eder. Model,
eszamanli kitle dengesi denklemlerini ¢ozer.

Yerel akis kosullari ile homo ve
heteroagregasyon, yeniden slispansiyon ve
¢Oktlirme gibi tasarlanmis nanotaneciklerin

(tasarlanmis nanotanecikler) davranis
suregleri arasindaki geri bildirimler
modellenmistir.

Multimedya modeli, denge durumu dagilimini
tahmin etmek icin homoagregasyon,
heteroagregasyon, ¢dziinme ve ¢oktiirme gibi
nanoya 6zgl slire¢ tanimlari kullanilarak
gelistirilmistir.

Cikt1, tasarlanmis nanotaneciklerin
serbest dagihmli tirleri olarak kitle
konsantrasyonlari, dogal kolloidlerle

heteroagregatlar ve zamana bagl her
ortamdaki ve kararli durumdaki daha
bilylk dogal taneciklerdir.

Ciktilar, tasarlanmis tiim nanotanecik
formlarinin konsantrasyonlari, uzay
ve zamanda sudaki ve ¢okeltideki
agregalar ve alikonmadir.

Cikti, sudaki ve ¢okeltideki
nanotanecik/kutle konsantrasyonlari
ve bu konsantrasyonlarin kaynaga
olan uzakligidir.

baglanti

http://www.rivm.nl/simplebox

NanoDUFLOW alt modeli
araciligiyla kullanici tarafindan
tanimlanan bir dizi 6zel islem

iceren DUFLOW Modeling Studio
(v3.8.7) yazihm paketi.

Praetorius ve arkadaslari [26]
tarafindan gerceklestirilen bir
calismada ilk vaka ¢alismasi
olarak bir nehir modeli
kullaniimistir.

[151]

[152]

[26]
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