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OZET

NANOPARTIKULLERIN EVSEL ARITMA CAMURLARININ ANAEROBIK
PARCALANABILIRLIGI UZERINE ETKILERININ BELIRLENMESI

Elcin KOKDEMIR UNSAR

Yiiksek Lisans Tezi, Cevre Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Altunay PERENDECI
Temmuz 2013, 98 s

Bu tez kapsaminda, nanopartikiillerin (NP) evsel aritma ¢camurlarinin anaerobik
parcalanabilirligine etkilerinin belirlenmesi amaciyla evsel aritma ¢amuruna Ag, Al20s,
Fe203, CuO ve CeO:2 nanopartikiilleri 5, 50, 150, 250 ve 500 mg NP/g TKM
konsantrasyonlarinda eklenerek biyokimyasal metan potansiyeli (BMP) testi
uygulanmis ve nanopartikiillerin evsel aritma ¢amurunun metan potansiyeli {lizerine
uzun donemli etkileri degerlendirilmistir. Nanopartikiillerin evsel aritma ¢camurlarinin
anaerobik parcalanabilirligi iizerindeki akut etkilerini saptamak amaciyla ISO 13641-1
inhibisyon testi yapilmustir. Inhibisyon testinde, ayn1 nanopartikiillerin BMP testinde
kullanilan ~ konsantrasyonlarmma ek olarak 750 ve 1000 mg NP/g TKM
konsantrasyonlarinin etkileri de incelenmistir. BMP ve akut inhibisyon testlerinde
nanopartikiillerin anaerobik donilistimii gerceklestiren arkelere etkisini gozlemek
amactyla numuneler fliioresanli yerinde hibritleme (FISH) teknigi ile incelenmistir.

Ag nanopartikiil 250 mgAg/gTKM konsantrasyonda kontrol grubuna gore
katalizor etki ile BMP degerinde kiimiilatif olarak %7,9 artisa sebep olurken, 500
mgAg/gTKM konsantrasyonda BMP degerinde kiimiilatif olarak %12,1 azalma
gozlenmistir. Al20O3 NP i¢in metan {iretimi tizerinde inhibisyon etkisi gézlenmemis, %
14,8 nispetinde pozitif katalizor etki saptanmistir. Fe203 nanopartikiiliiniin BMP
testinde, doz arttik¢a inhibisyona bagli olarak gaz iiretimine olan negatif etkisinin arttig1
tespit edilmis ve 500 mgNP/gTKM konsantrasyonunda %28,9 ile maksimum inhibisyon
etkisi tespit edilmistir. CuO NP BMP testinde anaerobik ortam i¢in en toksik NP olarak
belirlenmistir. 150 mgCuO/gTKM dozunda metan iiretiminde %23,4 inhibisyona sebep
olurken, 250 ve 500 mgCuO/gTKM konsantrasyonlart agi camur numunesinde iiretilen
metan miktarindan daha az metan iiretilmesine sebep olmustur. CeO2 NP’de ise Al20O3
nanopartikiiliine benzer olarak herhangi bir inhibisyon gézlenmemis ve pozitif katalizor
etki ile metan tiretimi lizerinde %25,5 oraninda bir artig tespit edilmistir.

Akut inhibisyon (ISO 13641-1) testinden elde edilen sonuglara gore Ag
nanopartikiiliiniin evsel aritma ¢amurlarinin anaerobik parcalanabilirli§ine anlamli bir
akut inhibisyon etkisi tespit edilmemistir. Benzer sekilde Al20s nanopartikiiliiniin de
biyogaz liretimine inhibisyon etkisi saptanamamuistir. Fe20O3 nanopartikiiliiniin BMP testi
sonuglarindan farkli olarak biyogaz iiretimine inhibisyon etkisi olmamis ve aksine gaz
tiretimi tizerinde %8,7 pozitif katalizor etkisi gozlenmistir. CuO NP, BMP testinde
oldugu gibi biyogaz {iretimi iizerinde en toksik NP olarak saptanmistir. 50



mgCuO/gTKM dozundan itibaren inhibisyon etkisi gozlenen CuO NP, biyogaz
tiretimini %84,2 inhibe etmistir. CeO2 NP’iin biyogaz iiretimi iizerine akut inhibisyon
etkisi saptanmamastir.

BMP ve ISO testlerinin ardindan anaerobik par¢alanma prosesinde gorev alan
metanojenik mikroorganizmalarin nanopartikiil varligindan nasil etkilendigini tespit
etmek amaci ile numunelere FISH analizi uygulanmistir. FISH analizi sonunda yapilan
goriintiilemeden elde edilen sonuglara gore, incelenen arke, Methanosaeta spp.,
Methanococcus spp. ve Methanosarcinales’in nanopartikiillerden farkli sekillerde
etkilendikleri tespit edilmistir. Buna gore arke ve Methanosaeta spp. popiilasyonu Ag,
Fe203 ve CuO NP varliginda azalma gosterirken, Methanococcus spp. popiilasyonu
ortamda Ag, Fe203 ve CuO NP bulunmasindan etkilenmemekte ve kontrol grubu ile
benzer Ozellikler tasimaya devam etmektedir. Methanosarcinales ise CuO NP
varligindan oldukca sinirl bir sekilde olumsuz etkilenmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Anaerobik parcalanma, Inhibisyon, Metan potansiyeli,
Nanopartikiil

JURI: Dog. Dr. Altunay PERENDECT (Danisman)
Prof. Dr. Mehmet KITIS
Yrd. Dog. Dr. Cigdem MORAL



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF NANOPARTICLES ON
ANAEROBIC DIGESTION OF MUNICIPAL WASTE ACTIVATED SLUDGE

Elcin KOKDEMIR UNSAR

MSc Thesis in Environmental Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Altunay PERENDECI
July 2013, 98 p

In this thesis, 5, 50, 150, 250 and 500 mg NP/gTS concentrations of Ag, Al203,
Fe203, CuO and CeO: nanoparticles (NP) were added to waste activated sludge to
evaluate the long term effects of NP’s on waste activated sludge anaerobic digestion by
means of biochemical methane potential (BMP) test. In order to determine the acute
affects of nanoparticles on waste activated sludge anaerobic digestion, 1ISO 13641-1
inhibition test was performed. During the inhibition test, 750 and 1000 mgNP/gTS
concentrations were used in addition to the same NP concentrations which were used in
the BMP test. The fluorescence in situ hybridization (FISH) technique was applied to
observe the effects of nanoparticles on anaerobic archaea after BMP and inhibition tests.

According to the results of 48 days long BMP test, the cumulative increase of
BMP values of 250 mgAg/gTS Ag NP concentration has been determined as 7.9%
relatively to the control group, while 500 mgAg/gTS concentration display maximum
12.1% decrease. No inhibition effect has been observed for Al203 NP, on the contrary
14.8% of positive effect on biogas production was detected. As a result of the BMP test
for Fe203 NP, increasing dosage has indicated a negative effect on methane production
with a maximum inhibition of 28,9% for 500 mgNP/gTS concentration. Among all
BMP tests, CuO NP was determined as the most toxic nano particle under anaerobic
conditions. Hereunder 150 mgCuO/gTS concentration caused a 23.4% inhibition on gas
production, while 250 and 500 mgCuO/gTS concentrations output a lower methane
production than inoculum. Similar to Al203 NP, no inhibition has been observed for
CeO2 NP, and 25.5% increase was indicated.

Within the 72 hours long 1SO 13641-1 inhibition analysis, inhibition has been
determined through total gas pressure measurement unlike the methane production
measurement in BMP tests. According to the results of 1ISO 13641-1 test, Ag NP did not
cause a significant inhibition effect on the biogas production from municipal waste
activated sludge anaerobic digestion. Similar results were observed for Al203 NP.
Conversely to BMP test results, Fe2Os nanoparticles displayed no inhibition effect on
biogas production, yet it caused an increase of 8.7% on gas production. Parallel to the
BMP test results, CuO NP was detected as the most toxic nanoparticle on biogas
production. After only 50 mgCuO/gTS dosage, 84.2% of inhibition effect of biogas
production has been observed compared to the control group. CeO2 NP was determined
as not effective on gas production during 72 hours long test.



According to the results of the FISH analysis imaging, archaea, Methanosaeta
spp., Methanococcus spp. and Methanosarcinales were all affected differently by the
contact with nanoparticles. Archaea and Methanosaeta spp. populations were reduced
due to the Ag, Fe20s3 and CuO NP existance in the test environment while
Methanococcus spp. population was not affected and kept similar properties as the
population of the control group. On the other hand Methanosarcinales was effected
mildly negative in the existance of CuO NP.

KEYWORDS: Ananerobic digestion, Inhibition, Methane potential, Nanoparticles
COMMITTEE: Assoc. Prof. Altunay PERENDECI (Supervisor)

Prof. Mehmet KITIS
Assist. Prof. Cigdem MORAL



ONSOZ

Nanopartikiill maddeler son yillarda endiistriyel iiretimde yogun olarak
kullanilmaya baslanmis maddelerdir. Nano boyutlarindan o6tiirii pek ¢ok benzersiz
yapisal oOzellige sahip bu partikiiller cesitli mekanizmalarla endiistriyel {irtinlerin
blinyesinden ayrilarak c¢evreye salinmakta, hava, toprak ve su ortamlarina
karismaktadirlar. Ozellikle tekstil, kozmetik ve temizlik alanlarindaki kullanimlarindan
Otlirii atiksu ortamlarina ulasarak atiksu ile birlikte atiksu aritma tesislerinde
birikmektedirler. Atiksudan ayrilarak aritma ¢amurunda biriken diger pek c¢ok kirletici
gibi nanopartikiillerin de nihai akiimiilasyonu aritma ¢amurunda olmaktadir. Bu yolla
basta anaerobik pargalanma prosesi olmak iizere aritma ¢amurlarinin dahil oldugu tiim
uygulamalara nanopartikiiller de dahil olmaktadir.

Anaerobik pargalanma prosesi aritma ¢amurlarinin stabilizasyonunda kullanilan
en etkin yontemdir. Parcalanma prosesinden geriye kalan c¢amur hacminin diigiik
olmasi, patojen miktarinin azalmasi, katt madde igeriginin artmasi gibi avantajlarinin
yani sira son irlin olarak enerji degeri olan biyogaz eldesi gibi 6nemli avantajlar
anaerobik prosesin aritma ¢amurlarinin stabilizasyonunda kullanmasini son derece cazip
kilmaktadir. Endiistriyel kullanimlar1 sebebiyle atiksu aritma tesislerine ulagsmalar1 her
gecen giin daha da artacak olan nanopartikiill maddelerin, aritma c¢amurlarinin
stabilizasyonunda ve aritma g¢amurlarindan enerji {iretiminde kullanilan anaerobik
parcalanma prosesine etkilerinin arastirilmasi, hem literatiirde bulunan bilgi bosluguna
katkida bulunulmasi agisindan, hem de ileride atiksu aritma tesislerinde karsilasilmasi
muhtemel problemleri 6nceden tespit edebilmek agisindan 6nemlidir.

Bu tez calismasinda; nanopartikiillerin atiksu aritma tesislerine ulastigi, aritma
camurunda biriktigi bilgisinden yola ¢ikilmis ve farkli organizmalara toksik etkileri
literatiirde bildirilen nanopartikiillerin anaerobik mikroorganizmalar {izerine etkilerini
tespit etmek amaclanmistir. Anaerobik mikroorganizmalarin adaptasyon ihtimali g6z
onlinde bulundurularak akut etkilerin arastirildigi ISO 13641-1 testinin yani sira
nanopartikiillerin evsel aritma ¢amurlarinin anaerobik pargalanma prosesi {izerine uzun
donemli etkilerini tespit edebilmek amaciyla BMP testi de yapilmistir. Yapilan her iki
inhibisyon testinin ardindan nanopartikiillerin anaerobik mikroorganizma populasyonu
tizerindeki etkilerini tespit etmek amaci ile inhibisyon testleri sirasinda nanopartikiillere
maruz birakilmis numunelere FISH teknigi uygulanmis ve metanojenik mikroorganizma
populasyonunda ortaya ¢ikan degisiklikler tespit edilmistir.



Bu tezin sekillenmesinde ve tamamlanmasinda her tiirlii teorik destegi ve
laboratuarda biitlin imkanlar1 saglayan, caligmanin tiim asamalarinda bilgi ve
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bilgileri ile tezime 151k olan, ¢alismaktan gurur duydugum danisman hocam
Dog.Dr.N.Altunay PERENDECI ye sonsuz saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Nanopartiikiillerin  saglanmast ve nanopartikiil boyut analizi konusunda
desteklerini esirgemeyen Yrd. Dog¢.Dr. Ayca ERDEM’e tesekkiir ederim.

ISO testi basing olgiimleri ile numunelerin FISH analizi i¢in hazirlanmasi ve
goriintiilenmesinde yardimci olan, benimle ¢alisan ve desteklerini esirgemeyen Dr. Ash
Seyhan CIGGIN’a tesekkiir ederim.

Numunelerin FISH analizi i¢in Fliioresan mikroskop kullanim imkanlarini bize
sunan ve destek veren Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Béliimii
ogretim iiyesi Prof. Dr. Sibel BERKER KARAUZUM ve Yrd. Dog. Dr. Sezin
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler

% Yiizde

°C Santigrat olarak sicaklik derecesi
um  Mikrometre

cm  Santimetre

Dk  Dakika

g Gram

kcal Kilokalori

kg Kilogram

kJ Kilo joule

kW  Kilowatt

L Litre

m Metre

M Molar

m?2  Metrekare

m®  Metrekiip

mL  Mililitre

mm  Milimetre

mM  Milimolar

Mtep Milyon ton esdegeri petrol
N Normalite

nm Nanometre

Pa Paskal

rpom  Karistirma hizi, dakikada donme sayisi
sa Saat

wiv  Agirlik/hacim

wiw  Agirlik/agirhik



Kisaltmalar

AR-GE
AB
Bkz.
BMP
BSA
¢cKOI
FISH
GC
AAT
HMF
ISO
KOI
MTA
NP
SSB
TKM
TP
TKN
TOK
TUIK
HEMI
CELL
LIGN
SOLU
UKM
OLR
UASB
EGSB
UYA
KM
vb

Arastirma-Gelistirme

Avrupa Birligi

Bakiniz

Biyokimyasal Metan Potansiyeli
Bovin Serum Albumin

Coziinmiis Kimyasal Oksijen Thtiyaci
Flioresanli Yerinde Hibritleme

Gaz Kromotografisi

Atiksu Aritma Tesisi

Hidroksi Metil Furfural
International Standards Organisation
Kimyasal Oksijen Ihtiyaci

Maden Tetkik ve Arama
Nanopartikiil

Standart Sicaklik ve Basing

Toplam Kati1 Madde

Toplam Fosfor

Toplam Kjeldahl Azotu

Toplam Organik Karbon

Tiirkiye Istatistik Kurumu
Hemiseliiloz

Seliiloz

Lignin

(Coziintir Fraksiyon

Ucucu Kat1 Madde

Organik Yiikleme Hiz1

Yukar1 Akislt Anaerobik Camur Yatagi
Genislemis Graniiler Camur Yatakli Reaktor
Ucgucu Yag Asitleri

Kat1 Madde

Ve benzeri
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1. GIRIS

Diinya niifusu her gegen yil daha hizli artmakta ve ¢agimizin gerektirdigi yasam
seklinden otiirii hizla artan bu niifusun ihtiyaglar1 giderek daha zor karsilanmaktadir.
Yiyecek ve giysi gibi temel ihtiyaglarin iiretiminden, teknoloji ve liiks tiikketime kadar
hayatin her alaninda ve en Onemlisi her sosyo-ekonomik kosulda insanlarin enerjiye
bagimlilig: tartisilmaz bir gercektir. Buna karsin glinlimiizdeki en temel enerji kaynagi
olan fosil yakitlar 6nlenemez bir hizla tiikenmektedir. Bu durum, kendi cografyasi
icinde fosil kaynaklar1 olmayan ya da bunu temin edebilecek ekonomik giice sahip
olmayan {ilkeleri daha da endiselendirmektedir. Bu endiseden dogan oOnlem alma
gerekliligi, tilkeleri enerji konusunda yeni teknolojiler ve yeni yaklagimlar liretmeye
itmistir. Son yillarda gelisen en 6nemli yaklasim siirdiiriilebilirliktir. Bu dogrultuda da
yeni enerji teknolojileri arayisinda yenilenebilir enerjiler odak noktasi haline gelmistir.
Ulkemiz enerji bakimimdan disa bagimlidir. Bu durum hem ekonomik hem de cevresel
olarak siirdiiriilebilir degildir ve dolayisiyla {lilkemiz i¢indeki enerji kaynaklarim
kullanabilmek i¢in yapilan arastirma ve yatinmlar arttirilmali, bakis acilari
degistirilmelidir.

Yenilenebilir enerjilerin pek ¢cok olumlu yani olmakla birlikte Tiirkiye gibi enerji
bakimindan disa bagimh {ilkeler i¢in en 6nemli avantaji yerel olarak temin edilebilir
olmasidir. Ozellikle biyokiitleden elde edilen enerjilerin yalnizca iilke ¢apinda degil
sehir ve hatta kurum 6l¢eginde dahi tiretilebilir olmasi bu enerjilerin ulasilabilirligini ve
kiymetini giiniimiizdeki enerji darbogazinda son derece arttirmaktadir. AB’nin esas iiye
tilkeleri olan 27 adet lilke ve aday filkeler hakkindaki verileri igeren, iki yilda bir
hazirlanan enerji raporlarina gére AB’nin 2011 yili yaklagik niifusu 503 milyondur (EU
Energy in Figures, 2012). Toplam enerji tiiketiminin %36,4’linii petrolden ve %
23,9’unu dogal gazdan karsilamaktadir. Bilindigi gibi bu enerji kaynaklar1 yenilenebilir
degildir. AB’nin enerji bagimliligini vurgulamasi agisindan 6nemli olan bilgi ise toplam
enerji tikketiminin %353’tini (952,3 Mtep) ithal ettigidir. Enerji ve Tabii Kaynaklar
Bakanlig1 verilerine gore lilkemizde 2011 yili itibari ile 114480,2 Tep enerji tiiketimi
bulunmaktadir. Bunun yalnizca 8706,4 Tep kadar1 yenilenebilir enerji kaynaklidir
(Genel Enerji Dengesi, 2011). Tiirkiye’de, ithal edilen enerji miktar1 ise toplam enerji
tiketiminin %74,4’tine esdegerdir (EU Energy and Transport in Figures, 2010). Bu
durum iilkemiz tiikettigi enerjinin 4’te 3’linii dis kaynaklardan temin ettigi anlamina
gelmektedir. Hizla artan niifusumuzdan dolay: enerji konusundaki disa bagimliligimiz
her gecen giin artmaktadir. Bu nedenle yerel olarak elde edebilecegimiz, siirdiiriilebilir
enerji kaynaklarina yonelmemiz artik kaginilmaz bir zorunluluk haline gelmistir.

Biyokiitle yasayan ya da yasamini yeni tamamlamis olan biyolojik materyal
olarak tanimlanmaktadir. Biyokiitlenin en onemli 6zelligi siirekli elde edilebilir bir
enerji kaynagi olmasidir. Her yerde temin edilmesi miimkiindiir ve genellikle bertaraf
edilmesi gereken organik atik formunda karsimiza ¢ikmaktadir. Son yillarda, 6zellikle
anaerobik prosesler kullanilarak, biyokiitleden enerji liretimi giderek yayginlagsmaktadir.
Bu yaygimlagsma hem biyokiitlenin siirekli olarak elde edilebilmesinden, hem de
anaerobik proseslerin avantajlarindan ileri gelmektedir. Atiklarin anaerobik
par¢alanmasindan elde edilen biyogaz enerjisinin Avrupa’nin gelecekteki enerji
kaynaklarina 6nemli katki saglayacagi distliniilmektedir. Avrupa’daki yillik biyogaz
{iretim potansiyelinin 200 milyar m? oldugu tahmin edilmektedir (Appels vd 2008). AB



2010 yili itibari ile briit enerji tiikketiminin yalmizca %9,8’ini yenilenebilir enerji
kaynaklarindan karsilamaktadir. Bununla birlikte, s6z konusu yenilenebilir kaynaklarin
%68,4’linii biyokiitle ve organik atiklar olusturmaktadir (EU Energy in Figures, 2012).

Atiksu aritma tesislerinde her giin tonlarca liretilen aritma ¢amuru, yonetilmesi
cevre miithendisligi agisindan onemli problemler teskil eden bir biyokiitle kaynagidir.
Giiniimiizde kisi basina iiretilen aritma ¢amurunun ortalama 60-90 g TKM/giin oldugu
ifade edilmektedir. Bu da yalnizca AB i¢in yilda yaklagik 10 milyon ton TKM igerikli
aritma camuru iretildigi anlamina gelmektedir (Appels vd 2008). Aym1 veri Amerika
Birlesik Devletleri i¢cin 7 milyon ton TKM ve Cin i¢in 2010 yilinda 8 milyon ton olarak
tespit edilmistir (Ziemba ve Peccia 2011, Cao ve Pawlowski 2012). Bu sayilarin niifus
ve sehirlesmedeki artis hizi g6z onilinde bulunduruldugunda ¢ok kisa siire igerisinde
bliyiik bir hizla artacagin1 6ngérmek zor degildir. Aritma ¢amuru i¢in enerji kazanimi ve
cevresel siirdiiriilebilirlik agisindan en uygun yonetim yaklasimi anaerobik ¢iiriitme
olarak degerlendirilmektedir. Aritma ¢amuru hacim ve hijyen bakimindan stabilizasyon
gerektiren, onemli miktarda metan iiretim potansiyeli bulunduran bir kirlilik kaynagidir.
Anaerobik parcalanma prosesi dogasi geregi aritma ¢amurunun yonetilebilmesi igin
ithtiya¢c duyulan stabilizasyonu saglayan ve en 6nemlisi bunu saglarken kiymetli bir
enerji kaynagi olan metan gazi iireten bir prosestir. Aritma camurlarinin anaerobik
parcalanmas1 modern atiksu aritma tesislerinde giderek yayginlagmaktadir ve anaerobik
parcalanma sistemleri ozellikle bliylik kapasiteli tesislerin dnemli bir parcasi haline
gelmeye baslamistir. Bununla birlikte, anaerobik parcalanma prosesi, aritma ¢amuru ile
proses reaktoriine taginabilecek her tiirlii toksik maddeye agik durumdadir. Bilindigi
tizere bir atiksu aritma tesisine taginan organik ve inorganik kirliliklerin biiyiik bir kismu
aritma ¢amurunda birikmekte ve buradan da aritma ¢amurunun igine alindig1 anaerobik
parcalanma reaktoriine tasinmaktadir. Anaerobik pargalanma prosesi kompleks bir
biyolojik reaksiyondur ve her biyolojik reaksiyonda oldugu gibi toksik etkiler nedeniyle
inhibe olma riski tasimaktadir.

Bu yiiksek lisans tez c¢alismasinin amaci; ¢evresel ve ekonomik faydalari
ispatlanmis olan aritma camurlarmin anaerobik pargalanma prosesine nanopartikiil
maddelerin etkilerini arastirmaktir. Nanopartikiil maddeler endiistride kullanimlar1 son
derece artmis olan, atiksu aritma tesislerine tasindiklar: tespit edilmis potansiyel toksik
maddelerdir. Yapilan literatiir taramas1 sonucunda; nanopartikiil maddelerin aerobik
organizmalar iizerine etkilerinin arastirildig: fakat anaerobik mikroorganizmalar ile ilgili
cok kisith bilginin bulundugu tespit edilmistir. Tez ¢alismasi sonucunda literatiirdeki
bilgi eksikliginin doldurulmasina ve gelecekteki potansiyel uygulamalara katki yapmak
hedeflenmistir. Bu kapsamda nanopartikiill maddelerin anaerobik mikroorganizmalar
tizerine akut ve uzun doénemli etkileri sirast ile ISO 13641-1 ve Biyokimyasal Metan
Potansiyeli (BMP) Testi ile tespit edilmeye c¢alisilmis, mikroorganizma kiiltiiriindeki
degisiklikler Fliioresanli Yerinde Hibritleme (FISH) analizi ile gdzlenmistir.



2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI
2.1. Anaerobik Parcalanma Tanimi ve Mekanizmasi

Anaerobik proses; yiiksek konsantrasyonlarda biyolojik olarak parcalanabilen
substratlarin anaerobik kosullarda pargalanarak ortamdan giderildigi, diisiik hacimli
camur Uretimi ve lretilen biyogaz igerisindeki metanin kullanimi ile enerji kazanimi
avantajlarma sahip biyokimyasal bir siiregtir (Mailleret vd 2003). Organik atiklarin
oksijensiz ortamda biyolojik siireclerle parcalanmak suretiyle, CHa, CO2, NHs ve H2S
gibi son iiriinlere doniistiiriilmesi olarak da tanimlanmaktadir (Oztiirk 2007). Anaerobik
parcalanma prosesi yalnizca oksijensiz ortamda calisabilen, pek ¢ok farkli
mikroorganizmanin gorev aldig1 zincirleme dort asamadan olugsmaktadir. Bu asamalar
strast ile hidroliz, asidojenesis, asetojenesis ve metanojenesistir.

[k asama olan hidroliz asamasinda kompleks molekiiller olan protein,
karbonhidrat ve yaglar sirasi ile basit yapi taglar1 olan amino asit, monosakkarit ve yag
asitlerine donlismektedir Boylece organik maddeler hiicre icine girebilecek forma
ulagsmakta ve anaerobik parcalanmanin sonraki asamalarinda kullanilabilmeye hazir hale
gelmektedir. Basit yap1 taslarina ayrilma hidroliz asamasinda gorev alan fermentatif
mikroorganizmalarin salgiladigi amilaz, proteaz, lipaz gibi hiicre disi enzimlerce
gerceklestirilen  oldukga yavas bir prosestir ve anaerobik parcalanmanin
tamamlanabilmesi i¢in saglikli bir sekilde islemesi gerekmektedir (Kim vd 2012). Bu
nedenle hidroliz hizi tim prosesin hizi i¢in smirlayict bir faktor olarak
degerlendirilmektedir (Parkin ve Owen 1986). Giiniimiizde hidroliz asamasini
hizlandirabilmek ve anaerobik par¢alanma prosesinin metan verimini arttirabilmek i¢in
organik atiklara ¢esitli 6n aritim islemleri uygulanmaktadir.

Hidroliz asamasinin son iiriinii olan organik bilesiklerin basit yapi taslari, ikinci
asama olan asidojenesiste girdi olmakta ve asidojenik bakteriler tarafindan ugucu yag
asitleri, ketonlar, alkoller, hidrojen ve karbondioksit iiriinlerine doniistiiriilmektedirler.
Uretilen bu ugucu yag asitleri ve alkollerden baslicalar1 propiyonik asit, biitirik asit,
asetik asit, formik asit, laktik asit, etanol ve metanoldiir (Serna 2009). Anaerobik
parcalanma prosesinin bu asamasinda iiretilen hidrojen, karbondioksit ve asetik asit
Sekil 2.1’den goriilebilecegi ilizere 3. asama olan asetojenesisi atlayarak arkeler
tarafindan metan iiretiminde direkt kullanilmaktadirlar.
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Sekil 2.1. Anaerobik pargalanma prosesinin asamalar1 ve iiretilen {iriinler (Long 2010)

Metan tiretiminden bir dnceki adim olan asetojenesiste, asidojenesis asamasinda
iretilen ve arke grubu tarafinda direkt kullanilmasi miimkiin olmayan f{iriinler,
asetojenik bakteriler tarafindan arkelerin temel substratlar1 olan asetik asit, hidrojen ve
karbondioksite gevrilmektedir (Oztiirk 2007). Bu asamada hidrojeni kullanan arkeler
tarafindan hidrojenin tiiketilerek, kismi basmcinmn 102 atm’in altima inmesi
saglanmadikca asetojenesis basamaginin ilerlemesinin termodinamik agidan miimkiin
olmayacagi kabul edilmektedir. Ayrica yliksek hidrojen kismi basinglarinda propiyonik
asit pargalanmasinin kismen inhibe oldugu belirlenmistir (Khanal 2008).

Son agama olan metanojenesiste asetik asit, hidrojen ve karbondioksit enerji
degerine sahip metan gazini igeren biyogaza doniismektedir. Bu doniisiimiin son iirlinii
olan ve suda ¢oziinmeyen biyogazin atiktan ayrilmasi sayesinde atik stabilizasyonu
saglanmakta ve atik hacmi de azalmaktadir. Metanojenesis sathasinda arkelerin
karbondioksit (CO2), hidrojen (Hz) ve asetik asitten (CH3COOH) metan (CHa) tiretimi
asagida verilen kimyasal reaksiyonlara gore gergeklesmektedir (Serna 2009).

CO2 + 4H2 > CH4 + 2H20 (Karbondioksit ve hidrojenden metan olusumu)
CH3COOH = CHa+ COz2 (Asetik asitten metan olusumu)

Anaerobik parcalanmanin son asamasi olan metanojenesis agamasinda liretilen
biyogaz genellikle %48-65 metan, %36-41 COz2, %17 azot, ve %1 civarinda da hidrojen
siilfiir benzeri diger gazlardan olugsmaktadir (Ward vd 2008). Uretilen metan gazinin
%70’1 asetik asitin dekarboksilasyonu ve %30’u CO2 ve Hz’nin indirgenmesi sonucu



olugsmaktadir. Anaerobik pargalanma prosesinin asetojenesis ve metanojenesis
asamalarinda gorev alan mikroorganizmalar arasinda simbiyotik bir iliski
bulunmaktadir. CO2 ve Hz’den metan iireten arkeler, asetik asit kullanan arkelere gore
cok daha hizli ¢ogalmakta ve bu sayede asit iiretimi asamasinda ortaya ¢ikan hidrojeni
tilketerek asetojenesis asamasinin gerceklesmesi icin gereken kismi hidrojen basincini
sabit tutmaktadirlar (Oztiirk 2007). Bu iliski anaerobik prosesi dengede tutmaktadir.
Ayrica asetik asitten metan iireten arkelerin cogalma hizlarinin yavas olmasi bu islemin
metanojenesis asamasinin ger¢eklesmesi sirasinda hiz sinirlayict olmasina sebep
olmaktadir (Mrafkova vd 2003). Asetik asiti tiiketen arkelerin yavas ¢ogalmasinin yant
sira, asirt organik yiikleme ya da gesitli faktorlerin etkisi nedeniyle metan arkelerinin
inhibe olmasi da ucucu yag asitlerinin ortamda birikmesine ve anaerobik prosesin
dengesinin bozulmasina neden olmaktadir (Madsen vd 2011).

2.2. Neden Anaerobik?

Petrol kaynakli enerjinin tiikenecegi ve bu nedenle alternatif enerji kaynaklar
aranmasi gerekliligi 30 yildir bilinen bir gergektir. Bunun yani sira son 10 yildir kiiresel
1sinma ve biyolojik ¢esitliligin azalmasi gibi 6nii alinamaz cevre problemleri, dogal
kaynak kullaniminda kontrolsiizlik ve modern insanin enerjiye bagiml ihtiyaglart bu
gercegi kritik bir durum haline getirmistir. Ortaya ¢ikan bu kritik durum geleneksel
ekonomik ve ¢evresel yaklasimlarin degismesine sebep olmus, siirdiirtilebilirlik anlayisi
problemlerin ¢oziimiinde kullanilan temel anlayis haline gelmistir. Amerikan Cevre
Koruma Ajansi’nin tanimina gore siirdiiriilebilirlik; doga ve insanin iiretken bir uyum
icinde var olarak mevcut ve gelecek kusaklarin sosyal, ekonomik ve diger ihtiyaclarinin
karsilanmasidir. Bu g¢ergevede, anaerobik parcalanma prosesi atik maddelerden enerji
eldesiyle, neredeyse her tiirlii organik atiga yerinde uygulanabilirligiyle ve uygulandigi
atigin hacmini azaltarak nihai bertarafin1 kolaylastirmasi ile siirdiiriilebilir bir enerji
saglayicisi ve kirlilik yonetim teknolojisidir.

Metan liretimi sayesinde organik atiklardaki enerji potansiyelinden yararlanmay1
saglamasi, patojen mikroorganizmalar1 biliyiik oranda yok etmesi, ¢cok yiiksek organik
konsantrasyonlarda calisabilen bir proses olmasi, tesis kurulumu i¢in az alana ihtiyag
duymasi, ortaya ¢ikan camurun hacimce daha az olmasi ve dolayisiyla daha az ¢evresel
ve ekonomik problem yaratmasi anaerobik par¢alanma prosesinin en Onemli
ozelliklerindendir (Demirel vd 2005). Ayrica anaerobik mikroorganizmalar uzun siire
karbon kaynagi beslemesi olmadan aktivitelerini koruyabilmektedirler. Anaerobik
proses teknolojisinin yaygin kullanimi, artan enerji giivenligi sorununu, toksik hava
kirleticileri yayilimini ve artan sera gazi yayilimini azaltmaktadir (Khanal 2008). Tiim
bu sebepler anaerobik par¢alanma prosesini giiniimiiziin en temel biyolojik bertaraf
metotlarindan biri haline getirmektedir. Bu durumun dogal bir sonucu olarak diinya
capinda her y1l 100-150 adet yeni anaerobik reaktor kurulmaktadir (Totzke 2012).

Anaerobik pargalanma teknolojisi; organik kirliligi yiksek endiistriyel
atiksulara, dayanikli kimyasal bilesenler iceren kompleks atiksulara, aritma ¢amurlarina
ve termofilik sicakliklardaki atiksulara uygulanmasi miimkiin olan biyolojik bir aragtir
(Tabatabaei vd 2010). Bu atiklarin yani sira, yakin zamana kadar hemen hemen sadece
aritma camurlarinin ¢iirlitiilmesinde uygulanan anaerobik aritma prosesi, son yillarda
endiistriyel ve evsel atiksularin aritilmasi ile kentsel ve endiistriyel organik kati atiklarin



kompostlastiriimasinda da yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Oztiirk 2007). Zira
anaerobik parcalanma prosesi %40’tan daha az kuru madde iceren yas atiklarin stabilize
edilmesinde basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Mata-Alvarez 2002). Bu durum
kentsel ve endiistriyel kati atiklarin organik fraksiyonunu anaerobik parcalanma i¢in
ideal organik atiklar haline getirmektedir. Kentsel ve endiistriyel kat1 atiklarin organik
bilesenlerinin anaerobik prosesler ile kompostlastiriimast AB aday iilkesi olan
Tiurkiye’de son yillarda popiilaritesini arttirmaktadir. Kati atiklarin  organik
fraksiyonlarinin depolanarak bertarafinin stirdiiriilebilir olmamas: ve iilkemizin AB
uyum siireci i¢inde olmasi bu konuda yeni yatirimlarin gergeklesmesine yol agmaktadir.
2007-2023 doneminde atik yonetimi kapsaminda yapilmasi ongoriilen 10 milyar
Euro’luk yatirnmin %80’inin ikili depolama sistemleri gelistirilmesi ve vahsi depolama
alanlarinin  kapatilmasinin yani sira diizenli depolama ve kompost tesisleri gibi
anaerobik proseslerin isletilebilecegi tesislere yapilmasi planlanmaktadir (Topkaya
2013). Bu atiklarin anaerobik stabilizasyonu sonucu ortaya ¢ikan c¢amur, bitkilerin
kullanimina elverisli olusu, topraga uygulanmaya miisait yapist ve biiyiilk oranda
patojen igermemesi nedeniyle toprak iyilestirici madde 6zelligi tasimaktadir (Ward vd
2008). Anaerobik parcalanma prosesi sonucu elde edilen ¢amurun toprak iyilestirici
madde olarak kullanilabilir olmasi, AB Deponi Direktifinde belirtilen hedefler agisindan
biiylik 6nem tagimaktadir. Bu hedeflere gére AB ve Tiirkiye, deponi alanlarinda bertaraf
edilen biyolojik olarak parcgalanabilir evsel kat1 atik miktarin1 1995 yilina gore, 2013
yilinda %50 ve 2020 yilinda da %65 azaltmak durumundadir.

Organik kirliligi yiliksek atiksularin dogrudan aerobik aritilmasi, yliksek
havalandirma maliyeti, oksijen aktarim problemleri, asir1 ¢amur {iretimi ve ¢amurun
¢cOkelme problemi gibi sorunlardan otiirii verimli olmamaktadir (Tiirker 2008).
Endiistriyel atiksular, iiretim sirasinda kullanilan ham maddeler ve iiretim prosesleri
sebebiyle genellikle yiiksek KOI'ye sahip atiksulardir. Ortalama 5000 - 10000
mgKOI/L gibi yiiksek organik igerige sahip olmalar1 sebebiyle aritilmalarinda anaerobik
par¢alanma prosesinin kullanilmasi son derece uygun olan endiistriyel atiksularin
basinda gida endiistrisi atiksular1 gelmektedir. Atiksularinin aritilmasinda anaerobik
parcalanma prosesi kullanilan baglica gida endiistrileri misir, patates ve hashas isleme,
ekmek mayasi ve sekerleme iiretimi endiistrileridir (Ersahin vd 2011). Tirkiye’de ve
diinyada gida endiistrisi disinda, atiksularinin aritilmasinda anaerobik pargalamadan en
cok faydalanilan endiistriler ise kagit, bira, petro-kimya, tekstil endiistrileri ve ¢op
sizintt suyudur (Tiirker 2008). Endistriyel atiksularin aritilmasinda anaerobik
proseslerin kullanilmas1 biyolojik kirliligin etkin sekilde giderilmesinin yaninda aerobik
proseslere gdre yatirim maliyeti acisindan da daha avantajli olmaktadir. Ornegin aktif
camur sisteminin teknik ekipman maliyeti, yukar1 akigh anaerobik ¢camur yatagina gore
10 kat daha fazladir. Ustelik aerobik sistemlerin arazi gereksinimi anaerobik reaktdrlere
gore daha fazla olacagindan aerobik sistemlerin anaerobik sistemlere gore ilk yatirim
maliyeti daha yiiksek olmaktadir (Tiirker 2008).

Aritma ¢amurlari atiksu aritma tesislerinde fiziksel, kimyasal ve biyolojik aritma
islemlerinin bir yan iiriinii olarak ortaya ¢ikmakta ve bertaraf edilmesi tesislerin isletme
maliyetlerinin yaklasik yarisin1 olusturmaktadir (Appels vd 2008). Uretilen aritma
camurlari yarattig1 ekonomik sorunlarin yani sira eger dogru yaklasimlarla yonetilmezse
cevresel anlamda da son derece yikici etkilere sahip bir kirlilik kaynagidir. Atiksu
ortamina girerek aritma tesislerine ulasan kirletici maddeler genellikle askida katilara



tutunmakta, birincil ve ikincil ¢okeltim asamalarinda c¢okelerek aritma camurunda
birikmektedirler (Stasinakis 2012). AB iilkelerinde aritma ¢amurlarinin %53’ii, ABD ve
Kanada’da ise %401 direkt ya da kompostlandiktan sonra topraga uygulanmaktadir
(Kelessidis ve Stasinakis 2012, Citulski ve Farahbakhsh 2010). Aritma ¢amurunda
biriken kirleticilerin topraga uygulanmalar1 yolu ile ekosisteme dahil olmalarini
engellemek icin bu ¢amurlara stabilizasyon iglemi uygulanmasi gerekmektedir. Aritma
camurlarinin stabilize edilmesinde en yaygin kullanilan metot anaerobik parcalanmadir
(Cao ve Pawlowski 2012). Bu parg¢alanma sirasinda ¢camurda biriken yiizey aktif
maddeler ve ila¢ kalintilar1 gibi ¢esitli biyokimyasal kirleticiler biyolojik olarak énemli
ol¢lide bozunmakta ve boylelikle aritma ¢amurlarinin daha sonraki uygulamalar: igin
tehlike olmaktan c¢ikmaktadir (Stasinakis 2012). Bu biyolojik bozunmanin yani sira,
aritma camurlarinin anaerobik olarak pargalanmasi, iiretilen gazin camuru terk etmesi
ve kati madde igeriinin artmasi ile aritma c¢amuru hacimlerinin biiyiik oranda
azalmasini saglamaktadir (Shao vd 2013). Araliksiz ¢alistigi igin siirekli olarak atik
aritma ¢amuru Ureten atiksu aritma tesislerinde anaerobik parcalanmadan dogan bu
sonug¢ camur bertarafinin kolaylasmasi sebebiyle son derece 6nemlidir. Bir atiksu aritma
tesisinde toplam isletme maliyetinin %25-40 kadar1 elektrik tiiketim maliyetinden
kaynaklanmaktadir (Municipal Wastewater Treatment Plant Energy Baseline Study
2003). Aritma camurlariin anaerobik par¢alanmasi sonucu agiga ¢ikan ve enerji degeri
olan biyogaz, jeneratorler vasitasi ile elektrik enerjisine ¢evrilmektedir. Bu enerji
kaynagi bir atiksu aritma tesisindeki temel enerji kaynagidir ve tesisteki elektrik
ihtiyacim1 %50 oraninda karsilayabilmektedir (Tyagi ve Lo 2013). Amerikan Ulusal
Temiz Su Ajanslart Birligi’nin (National Association of Clean Water Agencies,
NACWA 2010) calismasina gore ABD’de glinliik atiksu debisi 5 milyon galonu asan ve
anaerobik camur clriitme reaktorleri bulunan 544 adet atiksu aritma tesisine
kojenerasyon iinitesi kurulmasi halinde, bu tesislerden elde edilecek enerji yaklasik
340000 kW-sa olmaktadir. Elde edilen bu enerji ortalama 261000 evin enerji ihtiyacini
karsilamaya yetmektedir.

Tiirkiye’de toplam 85 adet biyogaz tesisi bulunmaktadir. Ancak, Tiirkiye sadece
hayvan atiklari ile ¢alisabilecek 2000 adet biyogaz tesisi kapasitesine sahiptir (Tufaner
vd 2013). Ulkemizdeki mevcut enerji ag1g1, tarimsal uygulamalar ve iiretilen organik
atik miktar1 Tiirkiye’yi anaerobik parcalanma proseslerinin uygulanmasi gereken bir
tilke haline getirmektedir. Ancak Tufaner vd tarafindan yapilan ¢aligmada belirtildigi
gibi Tiirkiye’de anaerobik parcalanmadan elde edilebilecek enerji kapasitesi
degerlendirilmemektedir. Enerji Piyasast Diizenleme Kurumu’nun 2010 yili Elektrik
Piyasas1 Raporu’na gore Tiirkiye’nin kisi basina diisen enerji arz1 Ekonomik isbirligi ve
Kalkinma Organizasyonu {ilkeleri ortalamasinin {igte biri kadardir. Raporda bu durum
Tiirkiye’nin enerji iiretim potansiyeline sahip oldugu seklinde yorumlanmistir (EPDK
2010). AB, her tiirlii organik atigin anaerobik olarak par¢alanarak enerji potansiyelinden
yararlanilmasina 6zel olarak onem vermekte ve bu konu hakkinda pek cok direktif
yayinlamaktadir. Bu direktiflerin ortak amact Avrupa ¢apinda uyumlu bir organik atik
yonetimi olusturabilmek, organik atiklardan dogacak olumsuz c¢evresel etkilerin oniine
gecmek ve en Onemlisi organik atiklarin geri doniisiimiinden saglanabilecek tarimsal
uygulama ve enerji eldesi avantajlar1 ile ekonomik olarak gelisme saglamaktir (Holm-
Nielsen vd 2009). Avrupa iilkeleri arasinda, anaerobik pargalanma prosesini, 6zellikle
ciftlik 6lceginde uzun yillardir en basarili uygulayan tlilke Almanya’dir. Sekil 2.2’den de



goriilebilecegi lizere Almanya, AB iilkeleri i¢inde kisi basina iiretilen biyogaz miktari
en cok olan iilkedir.
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Sekil 2.2. AB iilkelerinde 2009 yilinda ton esdeger petrol cinsinden kisi basina iiretilen
biyogaz miktarlar1 (EurObserv’ER 2010)

Yakin gelecekte biyoenerji kaynaklarinin en az %25’inin yas organik atiklardan
tiretilen biyogazdan karsilanabilecegi on goriilmektedir (Holm-Nielsen vd 2009).
Anaerobik parcalanma sonucu iiretilen biyogazin ortalama olarak %350-70’1 metan
gazindan olusmaktadir. 1 m® metan gazi, 8570 kcal enerji degerine sahiptir. Bu deger
1,15 litre benzin, 1,3 kg komiir, 9,7 kW-sa elektrik ve 0,94 m® dogalgazdan elde edilen
enerji degerlerine tekabiil etmektedir (Olsson vd 2005). Gokeol vd (2008) tarafindan
yapilan bir caligmada, sabit giinlilk enerji tiikketimi varsayimi altinda, Tiirkiye’de
ortalama oOzelliklerde bir evin yillik enerji ihtiyacinin 23324 kW-sa oldugu tespit
edilmistir. Anaerobik pargalanma prosesi sonucunda ise 1000 kg KOI giderimine
karsilik 2700 kW-sa esdegeri net enerji iiretilebilmektedir (Oztiirk 2007). Bu bilgiler
dogrultusunda anaerobik proses ile elde edilebilecek enerji miktarinin giinliik
kullanimimizdaki karsilig1 daha net anlasilabilmektedir.

Organik atiklarin anaerobik pargalanmasi pek c¢ok ekonomik ve cevresel
avantajinin  yani1 sira kiiresel 1sinmayla miicadeleye de o©nemli bir katkida
bulunmaktadir. TUIK verilerine gore iilkemizin 1999-2009 yillar1 arasindaki toplam
sera gazi emisyonunun %75,3’l enerji Uretim sektoriinden kaynaklanmistir (Yaldiz
2013). Anaerobik parcalanma prosesi kiiresel 1sinma agisindan gevreye iki sekilde
faydali olmaktadir: kapali bir ortamda gergeklesmesinden Gtiirii sera gazlar1 olan metan
ve karbondioksit gazlarinin atmosfere kontrolsiiz salinimi1 engellenmis olmakta ve elde
edilen biyogazin enerji elde etmek amaci ile yakilmasi sonucu karbon dongiisiiniin
dengesi bozulmamaktadir. Ayrica anaerobik parcalanmadan elde edilen enerji ile petrol
kokenli yakitlarin ikamesi saglanmakta ve bu yakitlarin kullanimindan dogan karbon
salimiminin 6niine gegilmektedir (Ward vd 2008). Tiim bu nedenlerden 6tiirli organik



atiklara anaerobik parcalanma uygulanmasi karbon kredisi elde edebilmek i¢in uygun
say1lmalidir (Tyagi ve Lo 2013).

2.3. Anaerobik Parcalanma Prosesinde Gorev Alan Mikroorganizmalar

Anaerobik pargalanma, farkli mikroorganizma gruplarinin birlikte rol aldig1 ve
bu mikroorganizma gruplar1 tarafindan 6nceki asamada {iretilen son iirliniin bir sonraki
asamada ilk {irlin olarak kullanildigr kompleks bir biyokimyasal siiregtir. Bu nedenle
anaerobik parcalanma prosesinin performansi ortamda bulunan mikroorganizma kiiltiirti
ile yakindan ilgilidir (Braguglia vd 2012). Bununla birlikte genelde baslica iki grup
mikroorganizmanin, asit bakterileri ve metan arkelerinin, esas gorevi Ustlendigi
bilinmektedir (Oztiirk 2007). Son yillarda anaerobik pargalanma prosesinde grev alan
mikroorganizmalar: tespit etmek igin yapilan ve molekiiler inceleme tekniklerinin
kullanildig1 caligmalar esas gorevi listlenen bu mikroorganizmalarin anaerobik ortam
icinde ¢ok fazla sayida degisik tiir ile temsil edildigini géstermistir (Ariesyady vd 2007,
Narihiro ve Sekiguchi 2007, Tabatabaei vd 2010, Braguglia vd 2012, Qiao vd 2013,
Perendeci vd 2013).

Asagida verilen Sekil 2.2 kompleks organik atiklarin anaerobik parcalanma
asamalarini ve bu asamalarda gorev alan mikroorganizma gruplarini numaralandirilmig
olarak goOstermektedir. Proseste gorev alan mikroorganizmalar arasinda diizenli bir
etkilesim s6z konusudur. Bu sebepten &tiirii gruplardan herhangi birinde inhibisyon
olmasi prosesi basarisizliga ugratmaktadir (Khanal 2008).
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Sekil 2.3. Anaerobik par¢alanmanin asamalar1 ve gorev alan mikroorganizma gruplari 1:
Fermentatif bakteriler, 2: Asetojenik bakterileri, 3: Homoasetojenler, 4 — 5:
Arkeler (Khanal 2008)




Sekil 2.3’te (1) numara ile gosterilen mikroorganizma grubu Fermentatif
Bakteriler’dir. Bu grup bakteriler anaerobik par¢alanmanin hidroliz ve asidojenesis
asamalarindan sorumludurlar. Salgiladiklar1 enzimlerle ortamda bulunan kompleks
organik maddeler kii¢iik molekiillere hidroliz edilmektedirler (Perendeci 1997). Hidroliz
asamasinda protein ve yaglarin monomerlerine ayrilmasinda fermentatif bakterilerin
yani sira mayalar ve kiifler de gorev alabilmektedir. Ariesyady vd (2007) tarafindan
aritma ¢amurlarinin anaerobik parcalanmasinda kullanilan tam Olgekli bir anaerobik
reaktoriin mikroorganizma yapisinin FISH teknigi ile gbzlenmesi amaciyla yiiriitiilen
calismada kompleks organik maddeleri pargalayan Actinobacteria grubunun reaktorde
baskin olarak bulundugu tespit edilmistir. Bu grubun yan1 sira Firmicutes ve Chloroflexi
de anaerobik parcalanma prosesinde baskin olarak gorev alan mikroorganizmalardandir
(Ariesyady vd 2007, Qiao vd 2013). Nisasta gibi karbonhidratli maddelerin
par¢alanmasinda Clastridia, Bacillus, kiifler ve mayalar gorev alirken, seliilozik
maddelerin hidrolizinde ise Clostridia ve Trichoderme tiirii mikroorganizmalar gérev
almaktadir (Kestioglu 2001).

Asetojenik bakteriler (2) propiyonat, biitirat gibi yliksek organik asitleri, etanolii
ve belirli aromatik bilesikleri asetat, CO2 ve H2’e katabolize etmektedirler. Bu
bakterilerden  baglicalar1 Syntrophomonas, Smithella propionica gibi
mikroorganizmalardir (Ariesyady vd 2007). Yiiksek organik asitlerin ve aromatik
bilesiklerin anaerobik oksidasyonu bu bakterilerin saf kiiltiir olarak bulunmasi halinde
termodinamik olarak elverisli degildir. Fakat hidrojen iireten asetojenik bakteriler ve
hidrojen tiiketen metanojenik bakterilerden olusan karma bir kiiltiirde simbiyotik iliski
s0z konusudur ve tiiketici bakteriler hidrojeni siirekli ortamdan alarak kismi basincini
oldukga diisiik tutmay1 basarmaktadirlar. Bu da yukarida sayilan bilesiklerin asetat, CO2
ve H2’e doniismesi i¢in uygun kosullar1 yaratmaktadir. Bu hadise genellikle zirleraras:
hidrojen transferi olarak bilinmektedir. Propiyonik asit oksidasyonu yalnizca 10 atm
hidrojen kismi basincinda, biitirat ve etanol oksidasyonlar ise sirastyla 10 ve 1 atm
hidrojen kismi basincinda miimkiin olmaktadir. Aritma ¢amuru gibi kompleks organik
atiklarin  anaerobik pargalanmasi sirasinda elektronlarin  neredeyse %30’unun
propiyonat oksidasyonu ile iligskili oldugunu vurgulamak o©nemlidir. Bu nedenle

propiyonat oksidasyonu diger organik asitlerin oksidasyonundan daha kritiktir (Khanal
2008).

Homoasetojenler (3) Sekil 2.3’ten de goriilebilecegi gibi CO2 ve H2’1 asetata
ceviren bakterilerdir. Nihai {irlinlerinin asetat olmasindan dolay:1 anaerobik parcalanma
icin onemlidirler. Ciinkii asetat varlig1 metan liretimi i¢in gosterge bilesik olarak kabul
edilmektedir. Homoasetojenler ototrof ya da heterotrof olabilmektedirler. Ototrofik
homoasetojenler, karbondioksitin karbon kaynagi olarak kullanildigi CO2 ve H2
karisimindan hiicre sentezi i¢in faydalanmaktadirlar. Clostridium thermoaceticum bu
gruba dahil baslica homoasetojen olarak tespit edilmistir (Diekert ve Wohlfarth 1994).
Bazi homoasetojenler karbonmonoksiti karbon kaynagi olarak kullanabilmektedirler.
Diger yandan ise heterotrofik homoasetojenler son iiriin olarak asetat iiretirken karbon
kaynagi olarak format (HCOOH) ve metanol gibi organik substuratlar
kullanmaktadirlar (Khanal 2008).

Sekil 2.3’te (4) ve (5) numaralar ile belirtilen Metanojenik mikroorganizmalar
ise molekiiler tanimlama teknikleri gelismeden once bakteri olarak siiflandirilan fakat
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glinlimiizde ayr1 bir filogenetik dal oldugu bilinen arkelerdir. Arkeler, bakteriler gibi
cekirdegi olmayan tek hiicreli canlilardir fakat bakterilerden membran lipitlerin varligi,
protein parcalama mekanizmasi ve ayirici ribozomal RNA ile ayirt edilebilmektedirler
(Calo ve Eichler 2011). Metanojen arkeler obligat anaeroblardir ve anaerobik proses
icinde ¢evresel kosullara en duyarli olan mikroorganizma grubudur (Codina vd 1998).
Bu nedenle anaerobik aritim prosesi i¢in kisitlayici tiir olarak nitelendirilmektedirler.
Organik madde bakimindan zengin bataklik, gol, deniz dibi ¢dokeltileri, biiyiikbas
iskembesi gibi anaerobik ortamlarda bolca bulunmaktadirlar (Khanal, 2008). Anaerobik
parcalanmanin son asamasinda gorev alan bu mikroorganizmalar gorevleri bakimindan
ikiye ayrilmaktadirlar. Ilk grup asetati CH4 ve CO2’e ayrirken, ikinci grup metan
iiretmek icin H2’1 elektron vericisi ve CO2’1 de alicis1 olarak kullanmaktadir (Appels vd
2008). Evsel aritma camurlarinin pargalandigi bir anaerobik reaktdrdeki anaerobik
mikroorganizma kiiltliriiniin incelendigi bir c¢aligmada kiiltlirtin yaklasik %25’inin
arkelerden olustugu tespit edilmistir (Ariesyady vd 2007). Asidojenesis ve asetojenesis
asamalarinda gorev alan baktariler arkelerden c¢ok daha hizli {ireyebilmektedirler
(Tabatabaei vd 2010). Bu durum, hidrolizi yavas gerceklesen maddelerin ortamda
bulunmadig1 anaerobik pargalanma proseslerinde, metanojenesis asamasi sirasinda
proses hizini sinirlayici etki yaratabilmektedir. Anaerobik popiilasyonu tanimlamak i¢in
yapilan c¢esitli calismalar sonucunda anaerobik parcalanma prosesinde en ¢ok bulunan
metanojenlerin; CHs iretmek i¢in asetat kullanan Methanosaetaceae ve
Methanosarcinaceae, ile CHas iiretmek i¢in H2 ve CO2 kullanan Methanobacteriaceae ve
Methanomicrobiales oldugu tespit edilmistir (Ariesyady vd 2007, Braguglia vd 2012,
Qiao vd 2013).

2.4. Anaerobik Parcalanma Prosesini Etkileyen Cevresel Faktorler

Anaerobik pargalanma prosesi olduk¢a kompleks bir mikroorganizma kiiltiirii
tarafindan gergeklestirilmektedir. Onceki béliimlerde agiklandigi gibi hidroliz,
asidojenesis - asetojenesis ve metanojenesis asamalarindan olusan prosesin her bir
asamasinda farkli bir mikroorganizma grubu gorev almaktadir ve her mikroorganizma
grubunun ihtiya¢ duydugu o6zel ortam kosullar1 bulunmaktadir. Bu 06zel ihtiyaglar
anaerobik parcalanma prosesini ¢evresel kosullara karst duyarli hale getirmektedir.
Ayrica anaerobik prosesin isletilmesi sirasinda g¢evresel kosullarin kararli bir sekilde
optimum sartlarda tutulmas1 proses verimliligini yiikseltmekte ve dolayistyla prosesten
elde edilen enerji miktarini arttirmaktadir. Anaerobik parcalanma prosesi i¢in en énemli
cevresel faktorler sicaklik, pH - alkalinite, kullanilan substratlar, organik yiikleme hiz1
ve hidrolik alikonma siiresi olarak siralanabilir (Oztiirk 2007).

Sicaklik anaerobik parcalanma prosesinde gorev alan mikroorganizmalarin
biiylime hiz1 ve metabolizmalar1 iizerinde etkilidir. Proses, 3 farkli sicaklik araliginda
gerceklesebilir: Psikrofilik (5-15°C), mezofilik (35-40°C) ve termofilik sicaklik (55°C)
araliklar1 (Khanal 2008). Farkli sicaklik araliklarinda isletilen anaerobik reaktorlerin
mikroorganizma populasyonlar1 da birbirinden olduk¢a farkli olmaktadir (Ward vd
2008). Her sicaklik kosulunun proses isleyisi ve maliyeti agisindan avantaj ve
dezavantajlar1 olmakla birlikte anaerobik parcalanma prosesinde sicaklikla ilgili dikkat
edilmesi gereken en 6nemli nokta sicakligin sabit tutulmasidir. Reaktor sicakligindaki
degisimler 6zellikle metanojenler basta olmak {izere tiim anaerobik mikroorganizmalari
olumsuz etkilemektedirler (Appels vd 2008). Chae vd (2008) tarafindan yapilan bir
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calismada 35°C’tan 30°C’a diisme ve 30°C’tan 32°C’a yiikselme gibi kiiglik sicaklik
degisimlerinin dahi biyogaz iiretim hizin1 olumsuz etkiledigi tespit edilmistir.

Anaerobik bir reaktorde maksimum biyogaz verimini elde etmek i¢in optimum
ortam pH’smnin 6,5 — 7,5 arasinda olmasi gerekmektedir fakat bu aralik kullanilan
Substrata ve par¢alanma teknigine bagl olarak reaktdr 6lgeginde genisleyebilir (Liu vd
2008). Anaerobik par¢alanmanin ¢aligmasini devam ettirebilmesi i¢in uygun olan genis
pH aralig1 6 — 8,5 olmaktadir (Tiirker 2008). Anaerobik reaktérde herhangi bir nedenden
Otlirii mikroorganizmalar arasi dinamigin bozulmasi ortamda ugucu yag asitlerinin
birikmesine ve dolayist ile pH’nin diigmesine neden olabilir. Bu nedenle anaerobik
ortamda pH’y1 6,2 civarinda tutabilecek miktarda alkalinite bulunmalidir. Zira bu pH
degerinin altindaki degerlerde arkeler faaliyet gdsteremezler (Kestioglu 2001). Metan
arkeleri anaerobik proseste gorev alan diger mikroorganizmalara goére pH
degisikliklerine daha duyarhidir. Anaerobik parcalanma ortaminda bulunan organik
asitler ve CO2 ortamda pH diisiiriicti etki yaratirken amonyak ve siilfid tiretimi pH’y1
yiikseltmektedir. Bu noktada anaerobik pargalanma prosesinde substrat olarak
kullanilan maddeler ortam pH’s1 bakimindan 6nem arz etmektedir.

Anaerobik parcalanma prosesindeki mikroorganizmalarin besin gereksinimi
geleneksel aktif camur yontemine gore ¢cok daha diisiiktiir (Tiirker 2008). C:N oraninin
16:1 - 25:1 seklinde tutulmasi uygundur (Abbasi vd 2012). Organik yiikleme hizi besin
maddelerinin metan olusum yoluyla giderimi ve reaktorde tutulan metanojenlerin
miktart ile iliskilidir. Baska bir ifadeyle, yiiksek metanojenik aktiviteye sahip
biyokiitlenin reaktorde tutulmasi organik maddenin verimli bir sekilde giderimini ve
yiiksek organik yiikleme hizlarina ulagilmasini saglamaktadir (Alkaya 2008). Diger
yandan yiiksek organik yiikleme hizi nedeniyle anaerobik parcalanma ic¢indeki hidroliz
ve asidojenesis agsamalarinin hizlarinin artmasi fakat metanojenesis asamasinin yavas bir
reaksiyon hizi ile gerceklesmesi, ortamda ugucu yag asitleri birikmesinden Otiirii
prosesin geri dondiiriilemez bir sekilde asitlesmesi tehlikesini ortaya ¢ikartabilir (Nagao
vd 2012). Optimum organik yiikleme hiz1 substrat, reaktdr tipi, hidrolik alikonma siiresi,
eser besin elementleri ve alkalinite gibi isletme parametrelerine baglidir. Optimum
parcalanma verimine ulagsmak ic¢in 6nemli bir diger parametre de hidrolik alikonma
stiresidir. Anaerobik mikroorganizmanin substrat1 pargalayarak enerji liretmesi, substrat
ile mikroorganizma arasinda ge¢mesi gereken temas siiresi olan hidrolik alikonma
siiresinin dogru secilmesi ile saglanmaktadir. Reaktore beslenen substratin kolay
parcalanabilir olmasi ve reaktdr i¢indeki mikrobiyal metabolizma hizinin yiliksek olmasi
hidrolik alikonma siiresinin kisa tutulmasini saglamaktadir. Hidrolik alikonma siiresinin
uzun olmasi ise daha biiylik hacimde reaktor gerektirmektedir ve bu gereklilik ilk
yatirim maliyetini arttirmaktadir (Yadvika vd 2004).

2.5. Anaerobik Parcalanma Prosesinde Toksisite

Anaerobik aritma prosesine toksik etki eden bircok madde vardir. Bu maddeler
sisteme atik akimi ile girebilecegi gibi sistemdeki metabolik faaliyetler sonucu da
iiretilebilir (Oztiirk 2007). Atik akiminda bulunabilecek ve toksik etkiye sahip
olabilecek maddeler amonyak, halojen bilesikleri ve siyaniir iken anaerobik proseste
olusabilecek ve toksik etkiye neden olabilecek nitelikteki maddeler ucucu yag asitleri,
stilfit ve amonyak gibi yan tirlinlerdir. Fiziksel kosullardan ise sicaklik ve pH anaerobik
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prosesin stabilitesi i¢in son derece dnemli olup, proseste inhibisyon etkisi yaratabilecek
ortam kosullarindandir (Chen vd 2008).

Anaerobik parcalanma prosesinde toksisite, mikrobiyal aktivitenin zarar
gormesine ve bunun sonucu olarak par¢alanmanin tamamlanamamasina sebep
olmaktadir. Anaerobik proseslerde toksititeye sebebiyet veren fenoller, halojenler,
alkanlar, alkoller, ylizey aktif maddeler ve deterjanlar toksisiteye sebep olan organik
kimyasallardan bazilaridir (Chen vd 2008). Bu organik kimyasallarin suda ¢oziiniirliigii
diisik olup, camur partikiillerine adsorbe olarak anaerobik proseste yiiksek
konsantrasyonlarda birikim gdstermektedirler. Anaerobik aritma sistemlerinde
toksititeye sebebiyet veren diger bir 6nemli kimyasal grubu ise Cr, Cu, Ko, Fe, Zn, Kd
ve Ni gibi agir metallerdir (Jin vd 1998). Agir metallerin, biyolojik olarak pargalanamaz
yapida olmalar1 ve ortamda birikim gdstermeleri anaerobik proses inhibisyonu a¢isindan
en 6nemli 6zellikleridir.

Toksik etki yaratan madde ve kosullarin proses igerisinde inhibisyon yaratan
sinirlara ulagsmasi farkli degerlerde gergeklesir. Anaerobik bir prosesin ¢aligabilmesi i¢in
gerekli sicaklik ve pH araliklari belirli olmakla birlikte agir metaller, organik bilesikler,
amonyak ve sllfit gibi maddelerin toksik etki yaratma konsantrasyonlari farkl
anaerobik Kkiiltlirlerde ve farkli adaptasyon siirelerinde g¢esitlilik gosterecektir. Bu
cesitlilikleri tespit edebilmek i¢in bir maddenin anaerobik bir sisteme inhibisyon etkisi
degerlendirilirken genellikle iki farkli deneysel yaklasim uygulanmaktadir:
Mikrobiyolojik kiiltiiriin daha 6nce potansiyel inhibitor maddeye maruz kalmadig, akut
testler ve mikrobiyolojik kiiltiiriin potansiyel inhibitér maddeye kars1 olas1 adaptasyon
ya da direncini gézlemek i¢in kullanilan kronik testler (Cetecioglu vd 2013). Akut
testler ile yiiksek konsantrasyonlarda ger¢ceklesmesi muhtemel ani desarjlarin etkilerini
tespit ederken kronik testler ile daha diisiik dozlarda fakat stirekli etki eden potansiyel
inhibitér maddelerin etkilerini incelemek miimkiin olmaktadir (Cetecioglu vd 2012).
Inhibitér iceren anaerobik bir ortamda iiretilen gaz miktarinda ve iiretim hizindaki
azalma inhibisyonun gostergesi olarak kabul edilmektedir (Oztiirk 2007). Mikrobiyal
popiilasyonun, reaksiyon i¢inde Olcililen tepkisinin %50 azalmasina sebep olan test
materyali konsantrasyonu ECso degeri olarak adlandirilmaktadir ve inhibisyon etkisini
ifade etmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir parametredir (Ruiz vd 2009).

Cetecioglu vd (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada siilfametaksazol,
eritromisin ve tetrasiklin antibiyotiklerinin asetat ile beslenen bir anaerobik mikrobiyal
popiilasyon iizerine akut etkileri gaz iiretim miktar1 ve ¢dziiniir KOI ve asetat giderim
miktarlar lizerinden tespit edilmistir. Calismada her {i¢ antibiyotik 1, 10, 25, 50, 100,
250, 500, 750 ve 1000 mg/L. konsantrasyonlarinda deney ortamina eklenmis ve test
mezofilik kosullarda 6 giin siirdiiriilmiistiir. Biyogaz miktar1 her giin el tipi manometre
ile 6lcililmiis ve antibiyotik icermeyen kontrol siselerinde {iiretilen biyogaz miktar: ile
kiyaslanarak antibiyotiklerden kaynaklanan % inhibisyon ve buna baghh ECso
konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. 6 giin siirdiiriilen testin sonunda elde edilen biyogaz
Ol¢timlerine gore her ii¢ antibiyotik biyogaz iiretimi lizerinde benzer etkilere sebep
olmustur. 100 mg/L konsantrasyonundan itibaren biyogaz iiretiminde fark edilir azalma
gozlenmis ve 500 mg/L konsantrasyonundan itibaren de sistemin tamamen inhibe
oldugu tespit edilmistir. Bu etkilere paralel olarak antibiyotikler i¢in hesaplanan ECso
degerleri de benzer olmustur. Sulfamethoxazole i¢in 198,5 mg/L, erythromycin i¢in
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155,4 mg/L ve tetracycline i¢in de 204,4 mg/L akut ECso konsantrasyonlar1 olarak
hesaplanmustir. Calismanin sonunda 6lgiilen ¢oziiniir KOI ve asetat miktarlar1 deney
siiresince bu organiklerin giderildigini gostermektedir. Deney ortaminda bulunan
organik maddelerin, mikroorganizmalar tarafindan giderildigi halde ortamdaki biyogaz
tiretiminin inhibe olmasinin, antibiyotiklerin sahip oldugu inhibisyon mekanizmasindan
kaynaklandigi yorumu yapilmistir. Buna gore; inhibitor madde substratin
parcalanmasinda gorev alan enzimi degil enzim-substrat kompleksini baglamakta ve
bundan dolayi asetat inhibitdr madde olan antibiyotiklerle birlikte biyokiitlenin i¢inde
kalarak mikroorganizmalar tarafindan besin olarak degerlendirilememektedir. Bu
mekanizmanin bir sonucu olarak yapilan test sonunda ¢Oziiniir substratin giderildigi
fakat biyogaz {iretiminin inhibe oldugu goriilmiistiir (Cetecioglu vd 2012).

Anaerobik kosullar altinda organik substrat giderimine kronik etkilerin
incelendigi bir calismada, Cetecioglu vd (2013) tetracycline (TET) antibiyotiginin
etkilerini arastirmislardir. Calismada, mezofilik kosullarda 1 L hacminde ardisik kesikli
reaktor kullamlmis ve deney 5 asamada yiiriitiilmiistiir. 11k asamada (77 giin boyunca)
reaktor yalnizca segilen sentetik substrat ile beslenmis ve TET dozlamasi yapilmamaistir.
Ardindan gelen 3 asamada ise reaktdr, substrat ve giderek artan konsantrasyonlarda
TET igeren karisimlar ile beslenmistir. 78 — 90. giinler arasinda giinliik TET dozu 1,65
mg/L, 91 - 114. giinler arasinda 5,7 mg/L ve 115 — 143. giinler arasinda ise 8,5 mg/L
olarak tutulmustur. 144 — 154. giinler arasinda ise reaktdre TET beslemesi yapilmamis
ve buna bagli olarak reaktdor performansinda olusan degisiklikler gozlenmistir.
Antibiyotik beslemesi disinda bire bir ayni kosullarda isletilen ikinci bir reaktor ise
kontrol gorevi gormiistiir. Calismada, reaktdr performansi giinliik ¢oziiniir KOI ve
ucucu yag asitleri Ol¢iimii iizerinden degerlendirilmistir. Her asamanin ardindan
reaktérden as1 ¢camur numunesi alinmis ve reaktoriin biyogaz iretimi iizerindeki
degisikliklerini gozlemek i¢in bu as1 ¢camurlar ile 60 mL c¢alisma hacmi olan, 120
mL’lik serum siseleri hazirlanmistir. Siselerde substrat olarak asetat, propiyonat ve
biitirat kullanilmig, anaerobik, mezofilik kosullar altinda olusan toplam gaz basinci 6
giin siiresince, giinde bir defa, el tipi manometreler kullamlarak &lgiilmiistiir. ilk
asamanin sonunda reaktdrden alinarak 6 giin siliresince biyogaz iiretimi dlgiilen camur
numunesinin gaz iiretim miktar1 kontrole kiyasla herhangi bir fark ortaya ¢ikarmamaistir.
Ikinci asamanin sonunda, 12 giin boyunca giinlik 1,65 mg/L TET ile beslenen
reaktorden alinan as1 ¢amur numunesinin biyogaz iiretiminde ise kontrol numunesine
kiyasla %10’luk bir azalma gdzlenmistir. Uciincii asamaya ait ¢amur numunesi ile
yapilan biyogaz ol¢iimleri kontrol grubuna oranla biyogaz iiretim miktarinda yaklasik
%18 kadar bir azalmaya sebep olmustur. Reaktére TET girdisinin en yiliksek oranda
yapildig1 ve ayn1 zamanda TET girdisi igeren son asama olan dordiincii agamada ise
biyogaz tlretimi yaklasik %92 oraninda inhibe olmustur. Her biyogaz 6l¢lim testinin
sonunda yapilan KOI giderim &lgiimleri sistemin neredeyse tamamen inhibe oldugu son
asama disinda biyogaz iiretimi azalsa bile KOI gideriminin engellenmedigini
gostermistir. Bu noktada, elde edilen sonuglart TET antibiyotiginin anaerobik
parcalanma {iizerine akut etkilerinin 6l¢iildiigii bir dnceki g¢alismalar ile kiyaslayan
Cetecioglu vd, kronik inhibisyona sebep olan TET dozlarinin, akut inhibisyona sebep
olan TET dozlarindan ¢ok daha diisiik oldugunu tespit etmislerdir. Bununla birlikte KOI
giderimi ile ilgili yapilan tespit, her iki ¢alismadaki inhibisyon mekanizmasinin benzer
oldugunu ve inhibitéor maddelerin ekosistemler tizerine etkilerinin tam olarak
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anlagilabilmesi i¢in akut ve kronik testlerin birlikte ylriitiilmesi gerektigini
gostermektedir (Cetecioglu vd 2013).

Evsel aritma ¢amurlar1 pek ¢ok kirletici i¢in oldugu gibi antibiyotikler i¢in de
nihai birikme ortamuidir. Bu ¢ergevede Gartiser vd (2007) 16 adet antibiyotigin atik
evsel aritma ¢amurlarinin anaerobik pargalanabilirligine etkilerini 1ISO 13641 — 2 test
metodunu kullanarak arastirmislardir. Testte kullanilan as1 ¢amur evsel aritma
camurlarinin anaerobik parcalandigi bir reaktérden alinmis, substrat olarak maya 6ziitii
kullanilmis ve test mezofilik kosullarda 7 giin siirdiiriilmiistiir. Test i¢in antibiyotiklerin
6, 12, 25, 50 ve 100 mg/L konsantrasyonlarinda bulundugu deney siseleri ii¢ tekrarli
olarak hazirlanmistir. Antibiyotiklerin anaerobik parcalanma prosesi iizerine etkileri
standartta belirtildigi gibi deney siselerinde olusan toplam gaz basinci Olgiilerek
izlenmis ve bu Olgiimler kullanilarak her antibiyotigin kontrol grubuna kiyasla sebep
oldugu kiimiilatif % inhibisyon hesaplanmigtir. Bu inhibisyon degerlerinden
yararlanilarak antibiyotiklerin ECso konsantrasyonlar1 tespit edilmistir. Olgiimler
sonunda ceftriaxone disodyum tuzu, clindamycin, chlorotetretracyclin hydrochloride,
gentamycin siilfat, imipenem, ofloxacin ve tetracycline antibiyotiklerinin inhibisyon
etkilerinin dozlari ile dogru orantili oldugu ve ECso konsantrasyonlarinin 24 — 307 mg/L
aralifinda degistigi hesaplanmistir. Amoxicillin, benzylpenicillin sodyum tuzu ve
cefuroxime sodyum tuzu i¢in hesaplanan ECso degerlerinin ise test edilen en yiiksek
konsantrasyon olan 100 mg/L’yi 6nemli Olc¢lide astigr ve 1000 mg/L’nin iizerinde
oldugu tespit edilmistir. Erytromycin, sulfamethoxazole, nystatin ve trimethoprim
antibiyotikleri i¢in inhibisyon etkisi tespit edilemezken metronidazole ve monensin
soydum tuzu antibiyotiklerinin tiim konsantrasyonlarda anaerobik proses i¢in inhibe
edici oldugu go6zlenmistir. Metronidazole antibiyotigi igin hesaplanan ECso
konsantrasyonu 0,7 mg/L. olmustur ve tiim antibiyotikler i¢cinde sistem i¢in en toksik
etkiye sahip antibiyotiktir (Gartiser vd 2007).

Smith ve Carliell-Marquet (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada fosfor (P)
giderimi amaci ile demir (Fe) eklenmis aritma ¢amurlarinin biyogaz potansiyellerinin
nasil degistigi arastirilmistir. P gideriminin atiksular i¢in yasal bir zorunluluk haline
getirilmesi ve P giderimi i¢in kullanilan Fe elementinin yiiksek dozlarda (600 — 800
mg/L) anaerobik prosesten biyogaz iiretimini ¢esitli oranlarda inhibe ettiginin literatiirde
belirtilmesi nedeni ile yiiriitiilen ¢alismada aritma ¢amurlarina Fe dozlanmasinin aritma
camurlarinin anaerobik parcalanabilirligi tizerinde olumsuz bir etkisi olup olmadiginin
hizl1 bir sekilde tespit edilebilmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda, ¢calismada kullanilan
aritma ¢amurundaki Fe ve P dozlari, P giderimi i¢in Fe dozlamasi yapilan camurlardaki
Fe:P oranmm1 ornekleyecek sekilde 2:1 oraninda ve sirast ile 71mg/gTKM ve 35
mg/gTKM konsantrasyonlarinda olacak sekilde hazirlanmistir. Fe dozlamasi yapilan
camurun anaerobik pargalanabilirligini tespit edebilmek i¢in 13 giin siiresince, yukarida
belirtilen konsantrasyonlarda {i¢ tekrarli olarak hazirlanan aritma ¢amurundan mezofilik
kosullarda biyogaz iiretimi iiretilen gazin basinci 6lgiilerek izlenmistir. Yapilan 6l¢iim
sonucunda Fe igeren aritma camurundan tiretilen biyogaz miktar1 kontrol grubuna gore
ortalama %12 daha az olmustur. Bu ilk Ol¢glimiin ardindan ii¢ farkli atiksu aritma
tesisinden daha Fe icermeyen aritma g¢amuru numunesi alinmis ve P igerikleri
belirlendikten sonra ayni dozlama metodu ile Fe eklenerek 16 giin siiresince biyogaz
iretimleri Ol¢lilmiistiir. Bu {i¢ aritma ¢amuru i¢in Olglilen biyogaz miktarlar1 kontrol
grubuna gore %12, %18 ve %20 daha az olmustur. Elde edilen bu sonuclara goére Fe
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varlig1 aritma camurlarindan biyogaz iiretimini inhibe etmektedir fakat inhibisyon
derecesi kullanilan gamura 6zel olmaktadir (Smith ve Carliell-Marquet 2009).

2.6. Nanopartikiil Maddeler

Nanoteknoloji kelimesi 1974 yilinda, Tokyo Bilim Universitesi’nden Profesdr
Norio Taniguchi tarafindan ilk kez kullanilmis ve 1974 yilinda nanoteknoloji terimi ilk
kez kullanildigindan beri nanopartikiil maddeler malzeme ve iiriin iiretim prosesleri igin
ilgi cekici hale gelmistir. 1990 yilindan itibaren yapilarinin manipiile edilebilmeye
baslamasiyla birlikte endiistriyel anlamda yaygin kullanimlar1 artmistir. Sergiledikleri
essiz Ozelliklerden ve amaca gore degistirilebilen atom dizilimlerinden Gtiirii hem
endiistriyel hem de bilimsel agidan kullanilmaya son derece elverisli olan nanopartikiil
maddeler gliniimiiz iiretim teknolojilerinin dogal bir pargasit olmus ve dolayisiyla da
derinlemesine arastirilmasi gereken bir bilimsel inceleme konusu haline gelmistir.
Yunanca ciice, bodur anlamlarina gelen nano kelimesi, aym1 zamanda metrenin
milyonda birine esit (1 nm = 10°m) bir dl¢ii birimidir.

Partikiillerin, nano boyutta sergiledikleri fiziksel ve kimyasal 6zellikler biiyiik
boyutlardaki 6zelliklerinden daha farklidir. Bu durum, nano boyuttaki partikiillerin
makro boyutlu partikiillerle ayn1 atomlardan olugmalarina ragmen, farkli bir olusum
geometrisine sahip olmalarindan ileri gelmektedir (Erko¢ 2011). Nanopartikiil
maddelerin endiistride ve bilimsel arastirmalarda kendilerine genis yer bulmasinin en
temel nedeni boyutun kiigiilmesi ile degisen bu 6zellikleridir. Nano boyutlarda farklilik
gosteren dzellikler asagida 6zetlenmistir;

v’ Katalitik ozellikler: Materyalin  kimyasal reaksiyon verme Ozelligi
artmaktadir.

v' Elektrokimyasal ozellikler: Materyalin diger kimyasal bilesenlere elektron

transfer etme 6zelligi degismektedir.

Erime 6zellikleri: Materyalin katidan siviya gecis 6zelligi farklilagmaktadir.

Manyetik 6zellikler: Elektronlarin manyetik kutuplar yaratmak icin etkilesime

girmesi degisiklik gostermektedir.

v Optik ozellikler: Materyalin 151k ile etkilesimi (6rnegin; rengi) degismektedir
(Discover Nano 2005).

AN

Nanopartikiil maddelerin 6zelliklerinin degismeye bagladigi olcekler her bir
materyal igin farkli olmaktadir. Ornegin; nano Slgekteki altinin rengi genis bir aralikta
onemli cesitlilikler gosterirken, katalitik 6zellikleri 5 nm’nin altina diisiinceye kadar
kayda deger bir degisiklik gostermemektedir (Discover Nano 2005). Nanopartikiillerin,
biiyiikliiklerinin yani sira sekil, ylizey yiikii, ortamda bagka materyallerin bulunmasi
durumu gibi ozellikleri de davraniglarin1  etkileyen etmenler arasindadir.
Mikropartikiillere kiyasla nanopartikiillerin ¢ok genis yiizey alanlar1 ve birim kiitle
basina diisen yiiksek sayida birim partikiilleri vardir. Nanopartikiillerin bu
ozelliklerinden faydalanilarak atom dizimlerini manipiile etmek ve dolayis: ile ¢esitli
yeni malzemeler iiretmek, birbirinden ¢ok farkli endiistriyel alanlarda bu partikiillerden
faydalanmak miimkiindiir. Ornegin, titanyum dioksit (TiO2) nanopartikiilii 15181 absorbe
ettigi zaman organik maddeleri pargalama 6zelligine sahiptir. Diger bir deyisle TiO2
nanopartikiilleri 15181 absorbe ettifinde yiizeylerinde bulunan patojenler 6lmektedir.
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Cinko oksit de (ZnO) benzeri bir kimyasal Ozellik tasimakta, hatta daha diislik
konsantrasyonlarda benzeri sonuglar elde edebilme basarist gostermektedir. Giimiis
(Ag) nanopartikiilleri de antibakteriyel Ozellik gosteren nanopartikiiller arasinda
bulunmaktadir. Verilen bu ornekler endiistriyel dlgekte en ¢ok diretilip kullanilan
nanopartikiillerdir. Verilebilecek bir diger 6rnek ise karbon nanotiiplerdir. 1991 yilinda
karbon atomlarmin manipiile edilerek tlip formunda yeniden diizenlenmesi ile ilk
nanotiip iiretilmis ve ¢elikten 6 kat daha hafif ve 100 kat daha giiclii bir malzeme elde
edilmistir (Brar vd 2010).

2.6.1. Smiflandirilmalar ve o6zellikleri

Nanopartikiil maddeler ¢ok ¢esitli atom dizilimleri ile olusabildiginden ¢ok
farkli ozelliklerde materyaller meydana getirmektedirler. Dolayis1 ile nanopartikiil
maddeleri ticari kullamimlart ya da g¢evresel yayilimlari agisindan farkli sekillerde
siniflandirmak miimkiin olabilmektedir. Fakat bu simiflandirma yaklagimlar1 6zel
amaglara yonelik oldugundan tiim nanopartikiiller icin kapsayic1  ozellik
gostermemektedir. Asagida verilen siniflandirma, nanopartikiillerin olusumlar1 dikkate
alinarak yapilan tam kapsamli bir siniflandirmadir.

Nanopartikiiller {i¢ alt grupta siniflandirilabilmektedirler;

v" Dogal
v" Antropojenik (Sonradan ortaya ¢ikan)
v Tasarimlanmis (Hester ve Harrison 2007).

Dogal nanopartikiiller insan yapimi olmayan, kendiliginden olusan
nanopartikiilleri kapsamaktadir ve genis bir materyal c¢esitliligine sahiptirler.
Atmosferde bulunabilecek ve deniz suyunun buharlagsmasindan kaynaklanan deniz tuzu,
toprak tozu, volkanik toz, biyojenik gazlardan kaynaklanan siilfatlar, organikler ve
NOx’lerden kaynaklanan nitratlar ya da toprakta bulunan nano boyutlu kil, organik
madde ya da mineraller bu cesitlilige ornek olarak verilebilmektedir (Klaine vd 2008).
Dogada var olan nanopartikiillerin igerikleri, bulunduklar1 cografyaya bagli olarak
sekillenmektedir.

Antropojenik  nanopartikiiller, insan aktiviteleri sonucu ortaya c¢ikan
nanopartikiillerdir ve bunlara en tipik drnek olarak sigara ve fosil yakit tiiketimi sonucu
ortaya c¢ikan nano boyutta kurum verilmektedir. Kaynak dumanindan ve diisiik bir
amonyak (NHs) konsantrasyonu varliginda siilfiir dioksitin (SO2) oksidasyonundan
olusan siilfirik asitin su ile birlesmesinden ortaya ¢ikan nanopartikiiller de bu tiir i¢in
birer ornektir (Hester ve Harrison 2007). Antropojenik nanopartikiillerin yogun olarak
ortaya ¢iktig1 bir diger insan aktivitesi de bina yikimlaridir (Buzea vd 2007).

Tasarimlanmis nanopartikiiller ise insanoglu tarafindan, belirlenmis amaclara
hizmet etmesi i¢in 0zel olarak tasarlanmis ve iiretilmis nanopartikiillerdir. Kimyasal
sentez ile ve/veya uygun biiyiikliigii elde etmeye yarayan Ogiitme ya da ezme gibi
fiziksel metotlarla tiretilmektedirler. Bu sinifa dahil olan nanopartikiiller giiniimiizdeki
cevre ve saglik endiselerini yaratan esas nanopartikiillerdir. Endiistriyel
kullanimlarindaki dramatik artigtan dolay1 ¢evreye salinimlari1 kontrolsiiz sekilde artmis

17



ve insanoglunu hakkinda c¢ok az bilgi sahibi oldugu bir alanda problemlerle karsi
karsiya getirmistir.

Nanopartikiiller ~sekillerine gore, yassi, silindirik ve kiiresel olarak
ayrilabilmektedirler. Bunun yani sira, organik ve inorganik olarak da
gruplandirilabilmektedirler. Organikler, karbon iceren yapilardir. Fullerenler ve karbon
nanotiipler olmak iizere ikiye ayrilmaktadirlar. Inorganikler ise metalleri, metal
oksitleri, kili ve kuantum noktalar1 olarak bilinen 6zel bir alt grubu igermektedir (Hester
ve Harrison 2007). Fullerenler karbon yapili organik nanopartikiillerdir. Ceo denilen bu
partikiiller 60 adet karbon atomu iceren kafes seklinde kiiresel molekiillerdir.
Fullerenler gelistirilmekte olan ¢esitli giines pillerinde, kozmetik ve kisisel temizlik
tiriinlerinde ve tip sektdriinde manyetik rezonans goriintiileme (magnetic resonance
imaging, MRI) ajani1 olarak kullanilmaktadirlar (Katz 2006). Karbon nanotiipler ise
ozellikle elektronik ve malzeme alanlarinda ¢igir acacagina inanilan ve karbon
atomlariin silindirik sekilde dizilmesi ile elde edilen nanopartikiillerdir (Luther 2004).
Inorganik nanopartikiillerin bilyiik gogunlugunu metal oksitler olusturmaktadir. Mevcut
tretim sistemleriyle biiyiik miktarlarda en kolay iiretimin saglandigi nanopartikiil tipi
metal oksitlerdir. Ciinkii bu nanopartikiilleri fiziksel tiretim metotlar1 kullanarak elde
etmek miimkiindiir. Bunun yani sira endiistriyel olarak en yogun kullanilan inorganik
nanopartikiiller de metal oksit ve metal nanopartikiillerdir. Bu partikiiller makro boyutlu
esleri ile ayn1 atomlardan olusmakla birlikte, farkli dizilim geometrilerine sahiptirler.
Nano boyutlu kil partikiilleri 6zel amacglara yonelik ylizeyler iiretmekte
kullanilabilmekle birlikte pek yaygin degillerdir. Kuantum noktalar1 ise medikal
goriintiileme, isaretleme gibi optik konularda kullanilabilme 6zelligine sahip, kristal
yapil1 inorganik nanopartikiillerdir (Wiesner ve Bottero 2007).

2.6.2. Nanopartikiillerin endiistriyel kullanimlari

“Nanoteknoloji” terimi ile nano boyutlu partikiillerden elde edilebilecek
teknolojik ve dolayist ile endiistriyel ilerlemeler kastedilmektedir. Terimin ilk kez
kullanildig1 giinden bugiine endiistriyel uygulamalarda nanopartikiil kullanimi ivme
kazanarak artmis ve giiniimiizde bliylik bir ekonomi haline gelmistir. Mart 2006 —
Agustos 2009 arasinda 212 adet (%379 artigla) yeni nanoteknoloji bazli iiriin tiiketici
iriinleri listesine girmistir. Bu irlinlerle birlikte 24 iilkede, 485 firma tarafindan
nanoteknoloji bazli iirlinler iretilir hale gelmistir. “Yeni Gelisen Nanoteknolojiler
Projesi” (Project on emerging nanotechnologies, PEN) verilerine gore Mart 2011 itibari
ile diinya c¢apinda toplam 1317 adet nanoteknoloji bazli iirlin pazara sunulmustur.
Nanopartikiil iceren nanoteknolojik ticari tirlinlerin sayisindaki artiga paralel olarak, bu
tirtinlerden elde edilen gelir de artmaktadir. 2009 yilinda nanoteknolojik iirlinlerden elde
edilen gelir yaklagik 1545 milyon ABD-$ olmustur ve 2015 yilinda bu gelirin 5335
milyon ABD-$’a yiikselmesi beklenmektedir (Peralta-Videa vd 2011).

Nanopartikiiller, endiistriyel iiretimde son derece Onemli 06zellikler olan
dayaniklilik, disiik maliyet, disiik enerji ihtiyact ve minimum atik dretimi gibi
Ozelliklere sahiptir (Erko¢ 2011). Gliniimiizde nanopartikiiller hem bu 6zellikleri, hem
de teknolojik benzersizlikleri ile endiistriyel {lrlinlerin temel ham maddelerinden
birisidir. Nanopartikiiller ile iretilmis ftriinlerin gelecegimizde Onemli bir rol
oynayacagina ve yasam kalitemizi ylikseltecegine inanildigi i¢in bu malzemelerin
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kullanildig1 alanlarin ¢esitleri ve Onem dereceleri giderek artmaktadir. Elektronik,
biyomedikal, goriintiilleme sistemleri ve iletisim aglar1 gibi sektorler nanopartikiilleri
kullanmaktadir. Elektronik alaninda nano boyutlu transistorler, yiiksek ¢oziiniirliik ve
diisitk maliyet 6zellikli monitorler, kapasitesi arttirilmis tasinabilir bellekler, omrii
arttirilmis piller, yiiksek hassasiyette sensorler nanopartikiillerin istiin  6zellikleri
sayesinde giiniimiizde iiretilen ya da kisa zaman iginde iiretimine baglanacak olan
iirtinlerdir. Bu alanda bakir II oksit (CuO), kuantum noktalari, altin (Au) gibi elektriksel
ozellikleri 6ne ¢ikan nanopartikiiller kullanilmaktadir (Rousk vd 2012, Reimann ve
Manninen, 2002, Kurniawan, 2008). Dis tedavileri, ila¢ iletim gelismeleri, ameliyat
malzemeleri gibi biyomedikal alanina dahil konularda nanopartikiil maddeler sahip
olduklar1 pek c¢ok farkli oOzellikleri ile kendilerine yer bulmaktadir. Bu
nanopartikiillerden baslicalar1 seryum oksit (CeO2), Ag ve demir (111) oksit (Fe203) gibi
hiicre koruyucu ya da anti-bakteriyel 6zellikteki nanopartikiillerdir (Pelletier vd 2010,
Wong, 2013, Chirita ve Grozescu, 2009). Nanoboyutlu tarayici uglarin gelistirilmesi ile
mikroskobik goriintiillemede ¢igir agilmistir. Elektron mikroskopisi bu sayede nano
dlgekte tarama ve tespit yapabilmektedir. Iletkenlik ve optik &zellikleri sayesinde,
numunelere enjekte edilerek c¢esitli 6zelliklerdeki mikroskoplarda goriintii alinmasini
kolaylagtiran nanopartikiil maddeler de bulunmaktadir (The Project on Emerging
Nanotechnologies, 2013). Ustiin elektronik o6zellikleri sayesinde nanopartikiiller,
telefon, bilgisayar gibi iletisim araclarmi ¢ok daha kolay tasinabilir, kompakt ve uzun
sarj Omiirlli hale getireceklerdir (Bonazzi 2010).

Yukarida sayilan ileri teknoloji endiistriyel {riinler disinda giinliikk temizlik
malzemeleri, kozmetik {riinler, miirekkepler, gida ambalajlari, diyet {iriinler, ilag
kaplamalari, antibakteriyel kaplamali kiyafetler, izolasyon malzemeleri, c¢esitli
ozelliklerde i¢ ve dis cephe boyalari, antibakteriyel ya da hidrofobik kaplamalar
seklindeki 6zel ylizey kaplamalar1 gibi teknolojisi daha diisiik fakat {iretim ve tiikketim
miktar1 ¢ok daha yiiksek iirlinlerde de nanopartikiiller ¢ok fazla kullanilmaktadir (Kim
vd 2010). Otomobil sektoriinde mekanik dayanikliligi arttirilmig lastikler ve arag
tamponlar1 nanomateryaller yardimu ile liretilmis ve kullanima sunulmustur. Endiistriyel
tiiketici iirlinlerinin iceriginde kullanilan baslica nanopartikiiller; TiOz2, aliminyum oksit
(Al203), ZnO, Fe20s3 gibi iiretimi son derece kolay olan metal oksit nanopartikiillerdir.
Ozellikle boyutlar1 nedeniyle saydam ozellik tasimalari ve UV 1sinlarmi absorbe
etmelerinden dolay1 TiO2 ve ZnO nanopartikiiller giines koruyucu olarak neredeyse tiim
kozmetik iirlinler i¢inde ve i¢-dis cephe boyalarinda bir bilesen olarak bulunmaktadir.
Diyet lirtinlerde ve ilag kaplamalarinda siklikla organik nanopartikiillerden olugan film
kaplamalar kullanilmaktadir (Luther vd 2004). Tekstil iirlinlerinde ise spor kiyafetler
gibi amaca yonelik iiriinleri hafif ve dayanikli tutabilmek icin karbon nanotiiplerden
(carbon nanotube, CNT) ve her tiirli kumasi hijyenik tutabilmek i¢in anti-bakteriyel
ozelligi olan Ag nanopartikiillerden sektérde yogun olarak yararlanilmaktadir. Cam,
seramik gibi ylizeylerde ve yalittim malzemelerinde renk koruyucu, hidrofobik ve
dayaniklilik arttirict  6zelliklerde seramik nanokompozitler, TiO2 ve silika
nanopartikiiller kullanilmaktadir.

Sekil 2.4’te nanopartikiil kullanilarak tretilen ticari iirtinlerin agirlikli olarak
hangi sektorlere dagildigi ve 2006 - 2011 yillar1 arasinda iirlin sayisinin degisimi
verilmistir. Bu bilgiler degerlendirildiginde; 5 yil i¢inde endiistride nanopartikiil
kullaniminin katlanarak arttig1 acik¢a goriilmektedir. Ayrica nanopartikiillerin en ¢ok
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kisisel saglik ve ev temizligi gibi her giin temas ettigimiz iirlinler i¢inde bulundugu da
dikkat ¢ekici bir diger bilgidir.
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Sekil 2.4. 2006 ve 2011 yillarinda kategorilerine gore NP igeren iiriin sayilar1 (PEN
2011)

2.6.3. Nanopartikiillerin potansiyel toksik etkileri

Nanopartikiill maddelerin boyutlarina bagli olarak farklilasan ozellikleri ve
endiistriyel alanlarda yogun olarak kullanilmasi bu maddelerin ekosistemler ve canli
hiicreler {iizerindeki etkilerinin tespit edilmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmistir.
Literatiirde nanopartikiillerin memeli hayvanlar, sucul ortam organizmalar1 ve bitki
gelisimi gibi alanlardaki potansiyel toksik etkilerini inceleyen caligmalar mevcuttur
(Handy ve Shaw 2007, Handy vd 2008, Barrena vd 2009, Kahru ve Dubourguier 2010).
Yapilan literatlir taramasi nanopartikiillerin canlilar iizerindeki etkilerinin agirlikli
olarak toksik oldugunu gostermistir. Fareler iizerinde Lam vd (2004) tarafindan
gergeklestirilen bir calisma, intratrakeal agilama yolu ile 0,5 mg CNT’e maruz kalan
farelerin %56’sinin 7 giin iginde 61diiglinii gostermistir. Takenaka vd (2004) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada soluma yolu ile 6 saat boyunca 550 pg/m® oraninda kadmiyum
oksit nanopartikiiliine maruz birakilan siganlarin kanlarindaki kadmiyum seviyesinin
arttigl tespit edilmistir. Bu tespit, nanopartikiillerin viicutta sistemler arasi hareket
edebildigi seklinde yorumlanmistir. Kahru ve Dubourguier (2010) tarafindan hazirlanan
bir derleme yayinda bakteriler, mayalar, nematodlar, baliklar, algler, eklembacakl
kabuklular ve siliatlara uygulanan TiOz, ZnO, CuO, Ag, CNT ve Ceso nanopartikiillerinin
farklt dozlar1 karsilastirilmis ve 6limi, en disiik nanopartikiil dozlarinda gézlenen
canlilarin algler ve eklembacakli kabuklular oldugu goriilmiistiir. Barrena vd (2009)
tarafindan yapilan bir caligmada salatalik ve marul kokleri Ag, FesOs ve Au
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nanopartikiillerine siras1 ile 100 mg/L, 116 mg/L ve 62 mg/L konsantrasyonlarinda
maruz birakilmis ve kontrol grubuna kiyasla c¢imlenme ve gelisme hizlarindaki
farkliliklar 7 giin boyunca gdzlenmistir. Au nanopartikiillerinin ¢imlenme ve gelismeyi
ortalama %15 arttiric1 etkisi oldugu tespit edilirken Ag ve Fe3Os nanopartikiillerinin
c¢imlenme ve gelisim siireclerini kontrol grubuna kiyasla yavaslattigi gozlenmistir.
Hallock vd (2008) tarafindan yapilan bir derleme ¢alismada nanopartikiillerden
kaynaklanan toksik etkilerin, nanopartikiiliin temel materyaline, diger bir deyisle hangi
atomlardan olustuguna, biiytlikliigline, herhangi bir kaplama malzemesi ile kaplanip
kaplanmadigina bagl oldugu belirtilmistir. Hayvan hiicreleri i¢in bu derleme ¢alismada
bahsedilen olas1 toksik etkiler ve bunlara ait 6rnek ¢alismalar Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Nanopartikiillerden kaynaklanan toksikolojik etkiler ve bu etkileri
ornekleyen calismalar (Hallock vd 2008)

Toksikolojik Etki

Calisma Ornegi

Nanopartikiiller, in vitro hiicreler
i¢in toksik olabilirler

Cd-Se kuantum noktalarinin insan ve maymun
hiicreleri i¢in toksik oldugu tespit edilmistir.

Hiicre zehirlenmesi, kaplamalar ya
da ikameler ile modifiye edilebilir ya
da azaltilabilir

ZnS veya polietilen glikol ile kaplanmis Cd-Se
kuantum noktalarinin 2 haftalik inkiibasyonda
karacigerde 6liime yol agmadig1 gorilmiistiir.

Kisa donemli havyan testlerinde
nanopartikiiller, mikro partikiillerden
daha toksik olabilirler.

Nano TiO2 (20 nm) siganlar {izerinde yiiriitiilen
kisa donemli akciger toksisitesi testinde makro
TiO2’e (250 nm) gore 43 kat daha fazla
iltihaplanmaya sebep olmustur.

Nanopartikiiller viicut icinde Sicanlarda, radyoaktif karbon partikiilleri
organlar arasinda yer degistirebilir. solunduktan 6 saat sonra karacigerde
gorilmiistiir.

Nanopartikiiller burun sinirleri yolu
ile beyine girebilirler

Sicanlarda, radyoaktif karbon partikiillerinin
burun sinirleri yolu ile beyin ve beyincige
ulastig1 gdzlenmistir.

Nanopartikiiller,  kisa ~ donemli
havyasal testlerde akciger iltihab,
graniilom ve fibrozise  sebep
olabilirler.

CNT, farelerde, tek doz solumanin ardindan
akciger iltihabi, graniilom ve fibrozise sebep
olmustur. Ayrica nefes alma hizin1 ve sterilligi
azaltmigtir.

Nanopartikiiller izole edilmis deri
analizlerinde deriye niifuz
edebilirler.

Kuantum noktalar1 izole edilmis domuz derisi
analizinde canl cilde niifuz etmistir.

Nanopartikiiller gesitli yollarla hiicre i¢ine girerek tespit edilen toksik etkilere
sebep olmaktadirlar. Hiicre zarindan igeriye niifuz edebilmekte, endositoz ya da
adhezyon ile hiicre i¢ine alinabilmektedirler. Kuantum noktalar1 ve CNT gibi bir takim
nanopartikiiller 6zel olarak proteinlerle, niikleik asitlerle ya da hiicre zar ile etkilesime
girmeleri i¢in tasarlanmislardir. Nanopartikiillerin toksisite mekanizmalar1 heniiz tam
olarak anlasilmis olmasa da olast mekanizmalar; hiicre zarinin parcalanmasi, protein
oksidasyonu, DNA yapisinin bozulmasi, hiicre i¢i enerji tretiminin kesilmesi, reaktif
oksijen tiirlerinin olugmasi ve toksik bilesenlerin salinimi seklinde siralanabilmektedir
(Klaine vd 2008).
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Sekil 2.5’te nanopartikiillerin hiicre i¢inde toksisiteye sebep olan davraniglari
aciklanmaktadir. Nanopartikiiller gosterilen mekanizmalardan biri ya da daha fazlasi ile
hiicre i¢inde toksisiteye sebep olabilmektedirler.

ca* Zararh bilesen salimimi,
Ag ). orn: metaller, iyonlar

Elektron tagmimi /
solunumda kesinti

Membran / membran |
potansiyelinin
parcalanmasi

i :
Yt
- @ L €
» v 4
Reaktif oksijen tiirleri Proteinlerin
iiretimi (ROS) oksidasyonu / zarar
gormesi

Sekil 2.5. Nanopartikiillerin bakteriler lizerindeki olas1 toksisite mekanizmalar1 (CYP:
Sitokrom P enzim grubu) (Klaine vd 2008)

2.6.4. Cevresel etkileri

Cevre, nanodlgekli pek cok dogal partikiilii icinde bulundurmaktadir. Tath
sulardaki kolloidler (1 um — 1 nm), atmosferdeki volkanik tozlar ve toprak
erozyonundan gelen partikiiller dogada kendiliginden bulunan nanopartikiillerdendir.
Dogada bu materyallerin milyonlarca yildir mevcut oldugu ve organizmalarin bu dogal
yapilarla bir arada yasamaya adapte oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, insan aktiviteleri
sirasinda {iretilen egzoz kaynakli ya da araba lastigi gibi ¢esitli malzemelerin aginmasi
sonucu ortaya ¢ikan nanodlgekli kirleticiler de uzun siiredir hayatin goériinmez birer
parcasidirlar. Bu nanopartikiillerin yanmi1 sira tasarimlanmis nanopartikiillerin 6zel
durumlar1 olabilecegini hesaba katmak gerekmektedir; ¢linkii bunlar, 6zel kimyasal ve
ylizey Ozelliklere sahip olmalari igin tasarlanmis partikiillerdir (Handy vd 2008).
Tasarimlanmis olma durumlarindan dolayr diger kirleticilerle olan etkilesimleri,
organizmalar ile olan iligkileri, uzun donemli ve doza bagh etkileri gibi konularda
yanitlanmasi gereken ¢ok daha fazla soru bulunmaktadir (Handy vd 2008, Mu vd 2011,
Yang vd 2012).

Nanopartikiillerin ¢evresel etkileri, tasinimlar1 ve ekosistemlere verdikleri
zararlarin mekanizmalar1 hakkinda oldukga az sey bilinmektedir (Khanna 2009). Benzer
sekilde atiksu aritiminin nanopartikiiller {izerindeki ya da nanopartikiillerin atiksu
arttimi lizerindeki etkisi ve bu partikiillerin atiksu ya da ¢amurdan etkin giderim
metotlar1 net olarak bilinmemektedir (Brar vd 2010). Literatiirde mevcut ¢alismalar bu
partikiillerin atiksu aritimi disinda kullanilan ¢esitli mikroorganizmalar, bitkiler, baliklar
ve insan sagligi lizerindeki zararh etkilerine odaklanmistir (Klaine vd 2008, Barrena vd
2009, Khanna 2009, Savolainen vd 2010, Tae Kim vd 2010, Kahru ve Dubourguier
2010, Peralta-Videa vd 2011). Organizmalar1 ya da hiicreleri spesifik olarak ele alan bu
tiir calismalarin sayisina kiyasla, nanopartikiil maddelerin ¢esitli ekosistemlere etkilerini
biitiin olarak inceleyen calismalar ¢ok daha azdir (Klaine vd 2008). Limitsiz ¢esitlilige
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sahip bu partikiillerin bazilar1 biyolojik sistemler i¢in toksik, bazilar1 tehlikesiz ve
bazilar1 da fayda saglayicidir (Buzea vd 2007).

Nanopartikiillerin hava, toprak ve sudaki kirleticiler ile reaksiyona girerek onlari
zararsiz bilesiklere doniistiirme potansiyeli fayda saglayict bir ozellikleri olarak
tanmimlanabilmektedir. Ornegin; demir bazli bazi nanopartikiillerin sudan ve topraktan
organik kloru ve cozeltilerini arindirma o6zellikleri vardir. Bu bilesikleri zararsiz
hidrokarbonlara ¢evirerek kanserojen etkilerini ortadan kaldirmaktadirlar (Klaine vd
2008). Benzer sekilde, literatiirde, nanopartikiillerin i¢inde bulunduklari ekosisteme
herhangi bir etkilerinin olmadig: tespit edilen ¢aligmalar da mevcuttur (Barrena vd
2009, Garcia vd 2012).

Bununla birlikte tasarimlanmis nanopartikiillerin toksik etkilere neden olup
olmadiklar1 hakkinda kesin bilgiler verebilmek icin ¢ok daha detayli ve fazla sayida
arastirma yapilmasi gerekmektedir. Ozellikle tasarimlanmis nanopartikiillerin uzun
donemli ¢evresel etkilerinin tespit edilebilmesi i¢in ge¢mis olmasi gereken zamanin
yeni olusmaya basladig1 diistiniilmektedir. Ayrica, nanopartikiil toksisitesindeki esas
endise, baz1 tasarimlanmis nanopartikiillerin redoks aktif olmasi1 ve bazilarinin da hiicre
zar1 i¢inden gecebilme ve mitokondriye yerlesme gibi 6zelliklerinin bulunmasidir. Konu
hakkinda yapilan ¢esitli bilimsel caligmalarda farkli tiirlerdeki hayvan hiicreleri ve
bakteriler TiO2, nano-Ag, ZnO, Ceo (fulleren), CNT gibi nanopartikiillere maruz
birakilmis ve hayvan hiicreleri ile bakteriler farkli derecelerde toksik etkiler gostermistir
(Kahru ve Dubourguier 2010). Tespit edilen bu etkilerin yan1 sira Avrupa Komisyonu
Bilimsel Komitesi (SCENIHR) tarafindan hazirlanan “Nanoteknoloji Uriinleri Risk
Degerlendirmesi” (2009) raporunda nanopartikiillerin embriyolara gegme, birikme ve
besin zincirine dahil olma potansiyellerinin bulundugundan bahsedilmektedir
(SCENIHR 2009).

2.6.5. Cevresel akibetleri

Nanopartikiil iceren tiiketici Uiriinlerinin ve nanopartikiil iiretim tesislerinin hizli
artisinin dogal sonucu olarak nanopartikiiller hizla ¢evreye salinmaktadir. Bu salinim
nanopartikiillerin cesitli prosesler ile hava, su ve/veya toprak ortamina girmeleri ile
gerceklesmektedir. Nanopartikiillerin ¢evre icindeki akibetleri cesitlerine, sekillerine,
fiziko-kimyasal Ozelliklerine ve alict ortam Ozelliklerine baghidir. Bu 6zellikler
nanopartikiillerin hangi proseslerle ¢evreye salinacagi konusunda belirleyici olmaktadir
(ENRHES 2009). Cizelge 2.2°de nanopartikiillerin iginde bulunduklari ortamdan
ayrilarak ¢evreye saliimlarina sebep olan prosesler agiklanmaktadir.
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Cizelge 2.2. Nanopartikiillerin toksik etkileri (ENRHES 2009)

Proses Tanim

Coziinme Kati bir nanopartikiiliin ¢ozelti olusturmak icin bir ¢oziicii iginde
¢Oziinmesidir.

Cokme/Cokelme Nanopartikiillerin eklendikleri sivinin dibine ¢cokmesidir.

Tiirlesme Nanopartikiilin molekiiler ya da iyonik baska kimyasallarla
birlesmesidir.

Askida biyotik/abiyotik Nanopartikiillerin ¢evredeki diger materyallerle adhezyon ya da

maddelerle etkilesime sorpsiyon gibi yollarla etkilesime girmesidir.

girme

Transformasyon Bir nanopartikiiliin biyolojik ya da kimyasal olarak transforme olmasidir.

Agregasyon/Dagilma Nanopartikiillerin mevcut ortamlari i¢inde agrega olmalar1t ya da
birbirlerinden uzaklagmalaridir.

Minerallesme Karbon igeren bir nanopartikiiliin biyotik ya da abiyotik par¢alanma yolu
ile inorganik bir hale gegmesidir.

Difiizyon Nanopartikiilin molekiiler hareket ile yogun konsantrasyonlu bir
ortamdan diisiik konsantrasyonlu bir ortama gegisidir.

Birikme Nanopartikiillerin bir ¢o6zelti, siispansiyon ya da buhar formunda

¢okmesidir. Orn: aerosol formundan suya gegmeleri ve birikmeleridir.

Yeniden askida hale gegme

Coziinemeyen nanopartikiillerin ¢okeldikten sonra yeniden askida hale
gelmeleridir. Orn: bir yiizey iizerinden gaza ya da sediment formundan
suya gecmeleridir.

Nanopartikiillerin ¢evreye karigmasi iiretim siirecinde, kullanim sirasinda ya da
bir tirliniin yasam dongiisiiniin tamamlanmas1 asamasinda, yukarida belirtilen prosesler
ile gergeklesebilmektedir. Nanopartikiillerin biiylik ¢apta endiistriyel {iretimi
asamasinda meydana gelebilecek ¢evresel salinimlar1 kaginilmazdir. Sekil 2.6°da iiretim
asamasindan itibaren nanopartikiillerin ¢evrede hangi yollar1 izledigi ve insan ile nasil
temas ettigi Ozetlenmistir. Uretim, tasima, depolama ve kullanim asamalarinda
tiriinlerden ayrilarak desarj ve sizintilar ile ¢evreye salinan nanopartikiiller tasinim ve
difiizyon ile ekosisteme dahil olmakta ve ekosistemin birer pargasi olan hava, su ve
besinler ile insanlarla temasa ge¢gmektedir.
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Sekil 2.6. Nanopartikiil maddelerin ¢evre ve insanlara olast maruziyet yollar1 (Enrhes
2009)

Endiistriyel Olgekteki {iretimleri sirasinda nanopartikiil kullanilan {riinlerin
kullanim alanlar1 diisliniildiigiinde, nanopartikiillerin gerek su ve gerekse hava yolu ile
cevreye yayllmalarinin olduk¢a kolay oldugu goriilmektedir. Ozellikle hijyen ve
kozmetik alanlarinda kullaniliyor olmalar1 ise bu nanopartikiillerin su ile temasini
arttirmakta ve konunun Cevre Miihendisligi disiplini agisindan incelenmesini gerekli
kilmaktadir. Dus, bulasik, camasir ve yagmur sularinin nanopartikiil iceren iriinlere
temasi ile suyun igerigine karigsan nanopartikiillerin izledigi yol, ayni1 zamanda suyun
izledigi yol olmakta ve bu sekilde nanopartikiiller atiksu aritma tesisine ulagsmaktadirlar.
Benn vd (2008) tarafindan yapilan bir ¢galismada Ag nanopartikiil kullanilarak tiretilmis
ve piyasada satilan goraplarin yalnizca su ile yikanmasi suretiyle ¢oraplar iizerindeki
nanopartikiillerin su ortamina gectigi tespit edilmistir. Yapilan bir baska caligmada ise
bir c¢amagirhanenin atiksulari incelenmis ve nano oOlgekli AgCl partikiiller tespit
edilmistir (Kim vd 2010). Cizelge 2.3’te nanopartikiil igeren f{irtinlerin Avrupa
ol¢eginde kullanim1 sonucunda atiksu toplama sistemlerine yapilan nanopartikiil salinim
senaryosu verilmistir.
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Cizelge 2.3. Nanopartikiil iceren cesitli iiriinlerden kaynaklanan emisyon miktarlar
(Brar vd 2010)

Emisyon Aciklama Kaynak
Uriin Tipi (g/kisi/G)

Antiperspirant 0,35 0,7¢/G ve %50 niifus kullanim Loretz vd 2005, 2006
orant

Viicut kremi 1,2 6,0 g/G ve %20 niifus kullanim Loretz vd 2005, 2006
orant

Viicut sabunu 0,32 Danimarka’da yapilan ev Eriksson vd 2003
kimyasallar1 kullanim anketi

Temizleyiciler 0,3 Danimarka’da yapilan ev Eriksson vd 2003
kimyasallar1 kullanim anketi

Deodorantlar 0,08 Danimarka’da yapilan ev Eriksson vd 2003
kimyasallar1 kullanim anketi

Yiiz kremi 1,64 82 g/G ve %20 niifus kullanim Loretz vd 2005, 2006
orant

Sag¢ kremi 0,47 Danimarka’da yapilan ev Eriksson vd 2003
kimyasallart kullanim anketi

Sag sekillendiriciler 0,10 Danimarka’da yapilan ev Eriksson vd 2003
kimyasallar1 kullanim anketi

Kireg sokiiciiler 0,11 Danimarka’da yapilan ev Eriksson vd 2003
kimyasallar1 kullanim anketi

Boyalar 0,09-0,36  Ingiltere’deki kullanim ve temizlik ~ Avrupa Komisyonu 2004

ml/kisi/yll  sirasinda %1- 4 salinim

Camagir deterjanlar 10,1-20,5  ABD, isveg, Danimarka, Finlandiya Eriksson vd 2002
ve Norveg i¢in gegerli bilgi

Agiz hijyen triinleri 0,7 Danimarka’da yapilan ev Eriksson vd 2003
kimyasallar1 kullanim anketi

Parfim 0,05 0,5 g/G ve %10 niifus kullanim Loretz vd 2005, 2006
orant

Sampuan 1,83-6,30  Isve¢ ve Danimarka icin gecerli Eriksson vd 2002, 2003
bilgi

Trag kremi 0,07 Danimarka’da yapilan ev Eriksson vd 2003
kimyasallar1 kullanim anketi

Sabun 2,5 Isveg icin gegerli bilgi Eriksson vd 2002

Cilt bakim tiriinleri 1,3 Danimarka’da yapilan ev Eriksson vd 2003
kimyasallar1 kullanim anketi

Yumusaticilar 16,4 Avrupa’daki  kullanim  miktar1 Eriksson vd 2002
bilgisine dayanilarak

Giines koruyucular 3,0 30 g/G ve %10 niifus kullanim Loretz vd 2005, 2006
orant

Cam temizleyiciler 0,03 Danimarka’da yapilan ev Eriksson vd 2003

kimyasallar1 kullanim anketi

Her ne kadar Cizelge 2.3’te verilen degerler Avrupa temel alinarak hazirlanmig
olsa da, ortaya konulan durum tiim diinya i¢in gegerli bir senaryodur ve yalnizca giinliik
insan aktivitelerinden kaynaklanan nanopartikiil kirliligini gdzler oniline sermektedir
(Brar vd 2010). Her giin evsel atiksulara karisan nanopartikiil miktar1 giderek
artmaktadir.

Avrupa Komisyonu Bilimsel Komitesi (SCENIHR) tarafindan hazirlanan
“Nanoteknoloji Uriinleri Risk Degerlendirmesi” (2009) raporunda nanopartikiillerin
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agrega olma ve organik maddelere tutunma egilimi tasidigi dolayisi ile atiksuya ulasan
nanopartikiillerin atiksuyun kati kisminda birikerek yiiksek konsantrasyonlara
ulagabilecegi belirtilmektedir. Benzer sekilde, yapilan ¢aligmalarda nanopartikiillerin
atiksudan biiyiik olgiide ayristirilabildigi ve nihayetinde camurda toplandigi tespit
edilmistir (Benn vd 2008, Limbach vd 2008, Kiser vd 2010, Wang vd 2012, Yang vd
2012). Aritma ¢amuru, salinimi olan her tiirlii yeni kimyasal i¢in alict ortam ve gevre
icin olasi bir kirlilik vektoriidiir. Aritma ¢amuruna girerek atiksudan ayrilmis herhangi
bir madde aritma ¢amurunun tarimsal uygulamalari, anaerobik pargalanmasi, yakilmasi
ya da nihai depolanmasi ile ¢evreye yeniden girmekte ve girdigi ekosisteme cesitli
mekanizmalarla zarar vermektedir (Kim vd 2010).

2.7. Nanopartikiil Maddelerin Anaerobik Parcalanma Prosesine Etkileri

Evsel atiksu aritma tesislerinde olusan aritma ¢amurlarinin anaerobik
pargalanma ile stabilize edilmesi yaygin olarak kullanilan bir stabilizasyon yontemidir.
Bu yontem biyogaz yoluyla enerji eldesi bakimindan da 6nemlidir. Evsel atiksu aritma
tesisine kanalizasyon sistemiyle ulagan nanopartikiiller genellikle 6n ¢cokeltme ¢amuru
ve atik aktif c¢amurda birikmektedir. Literatiirde, nanopartikiillerin evsel aritma
camurlarinin anaerobik par¢alanma prosesini nasil etkiledigi ve etki mekanizmalarinin
ne oldugu konusundaki ¢alismalarin ¢ok sinirli oldugu tespit edilmistir. Yiiriitiilen sinirh
sayidaki c¢aligmalarda agirlikli olarak nanopartikiil maddelerin kisa donemli toksik
etkileri arastirilmistir. Uzun donemdeki etkiler i¢in olduk¢a az sayida nanopartikiil
incelenmistir. Cizelge 2.4’te nanopartikiill maddelerin anaerobik mikroorganizmalar
tizerine etkileri hakkinda literatiirde mevcut ¢calismalar 6zetlenmistir.

Cizelge 2.4. Nanopartikiil maddelerin anaerobik mikroorganizmalar iizerine etkileri
hakkinda literatiirde mevcut ¢alismalar

Reaksiyon Biyogaz iiretimi

NP ¢esidi NP dozu . iizerinde tespit edilen Kaynak
suresi etki
TiO; Tim dozlarda etkisiz
Al,O3 Tiim dozlarda etkisiz
SiO; 6, 30 ve 150 . Tiim dozlarda etkisiz
mgNP/gTKM 18 giin Dozlar i¢in sirasi ile Mu vd 2011
Zn0O etkisiz, %22,8 ve %81,1
inhisyon
1,30 ve 150 Dozlar i¢in sirasi ile
Zn0O ' 105 giin ~ etkisiz, %18,3ve % 75,1 Mu & Chen 2011
mgNP/gTKM S
inhibisyon
Cuo 15 mg/L’den itibaren
7,5-480 14 oiin inhibisyon Luna del-Risco vd
mg/L & 120 mg/L’den itibaren 2011
Zn0O o
inhibisyon
Ag 10, ri%/"f 40 28 giin Tiim dozlarda etkisiz Yang vd 2012
CeO; 640 mg/L %90 inhibisyon
TiO; 1120 mg/L , %10 artig .
Ag 100 mg/L_ 50 giin Etkisiz Garcia vd 2012
Au 170 mg/L Etkisiz
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Cizelge 2.4’iin Devami

Reaksiyon Biyogaz iiretimi

NP cesidi NP dozu . . iizerinde tespit edilen Kaynak
suresi .
etki
Fes04 18 mg/L
Ag 16 mg/L 21 giin Etkisiz Barrena vd 2009
Au 10 mg/L
O32LVe8 5y iy
Cso g/kg Tiim dozlarda etkisiz  Nyberg vd 2008
30000 ve 29 wiin
50000 mg/kg &

Mu vd (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada 4 farkli nanopartikiiliin atik aktif
camurun anaerobik parcalanmasi lizerine etkileri 18 giin siiresince gozlenmistir.
Calismada, 6, 30 ve 150 mgNP/gTKM olmak iizere 3 farkli nanopartikiil dozunun
tiretilen toplam biyogaz hacmine etkisi incelenmistir. Calismada TiO2, Al203, SiO2 ve
ZnO nanopartikiilleri kullanilmis ve ¢alismanin sonunda sadece ZnO nanopartikiilii i¢cin
anlamli toksik etki gdzlenmistir. Buna gore; TiO2, Al20s ve SiO2 nanopartikiillerini
iceren deney siselerinden Olgiilen biyogaz miktarlar1 ile kontrol sisesinden olgiilen
biyogaz miktar1 arasinda istatistiksel bir fark (p<0,05) bulunmamaktadir. Diger yandan
ZnO igeren deney siselerinde 6 mgNP/gTKM dozu i¢in biyogaz iiretim miktarinda
herhangi bir etki gézlenmezken, 30 mgNP/gTKM dozunda iiretilen biyogaz miktarinda
kontrol grubuna goére %22,8 ve 150 mgNP/gTKM dozunda %g81,1 inhibisyon
gozlenmistir. Mu ve Chen (2011) ZnO nanopartikiiliiniin atik aktif camurun anaerobik
parcalanmasi lizerine uzun donemli etkilerini de tespit etmek icin kesikli BMP testi ile
biyogaz iiretim miktarin1 105 gilin siiresince Olgmiistiir. Yapilan c¢alismada ZnO
nanopartikiiliiniin 1, 30 ve 150 mgNP/gTKM dozlarinin {iretilen biyogaz miktar: tizerine
etkileri incelenmistir. 105 giin siiresince yiiriitiilen biyogaz iiretimi 6l¢iimii sonunda 1
mgNP/gTKM dozunda kontrole goére herhangi bir fark tespit edilememistir. 30
mgNP/gTKM dozu iiretilen biyogaz miktar1 bakimimdan kontrole gore %18,3 ve 150
mgNP/gTKM dozu %75,1 azalmaya sebep olmustur. Sonu¢ olarak ZnO
nanopartikiiliiniin anaerobik mikroorganizmalar iizerine inhibisyon etkisinin doza baglh
oldugu tespit edilmis ve agirlikli olarak nanopartikiilden salinan Zn?* iyonundan
kaynaklandig1 bulunmustur.

Makro ve nano boyutlu partikiillerin aktif ¢amurun anaerobik parcalanma
mekanizmasina etkilerini kiyaslayan bir ¢alismada makro ve nano Ol¢ekteki CuO ve
ZnO partikiiller kullanilarak ISO 13641-2 standardi uygulanmis ve anaerobik ortamda
iretilen biyogazin basinct 14 giin 6l¢iilerek inhibisyon etkileri tespit edilmistir (Luna
del-Risco vd 2011). Her iki dlgekteki partikiiller i¢in 7,5, 15, 30, 60, 120, 240 ve 480
mg/L dozlar denenmis ve ¢alismada, nano boyutlu partikiillerin biyogaz iiretimine olan
inhibisyon etkilerinin, makro boyutlu partikiillerden daha fazla oldugu tespit edilmistir.
CuO npartikiilleri makro boyutlu iken 120 mg/L, nano boyutlu iken ise 15 mg/L
konsantrasyondan itibaren anaerobik ortamdaki biyogaz iiretimini nano ya da makro
boyutlu partikiil igermeyen kontrol 6rneklerine gore sirast ile %19 ve %30 oraninda
inhibe etmistir. ZnO partikiilleri ise makro boyutta 240 mg/L. ve nano boyutta 120 mg/L
konsantrasyonlarda biyogaz iiretimi lizerinde siras1 ile %72 ve %43 inhibisyon etkisine
sebep olmuslardir. CuO makro ve nanopartikiilleri icin ECso konsantrasyonlari sirast ile
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129 ve 10,7 mg/L olarak hesaplanmistir. ZnO makro ve nanopartikiilleri i¢in ECso
konsantrasyonlari ise sirasi ile 101 ve 57,3 mg/L olarak bulunmustur.

Yang vd (2012) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada, Ag nanopartikiillerinin 10,
20 ve 40 mg/L konsantrasyonlarinin anaerobik parcalanma prosesine olan etkileri 28
giin toplam biyogaz Ol¢iimii yapilarak tespit edilmistir. Oda kosullart ve mezofilik
sartlarda yiiriitiilen testlerde 40 mg/L’ye kadar olan Ag nanopartikiillerinin biyogaz
tiretimine ithmal edilebilir etkileri oldugu tespit edilmistir. Gergek zamanli kantitatif
polimeraz zincir reaksiyon (Real-time quantitative polymerase chain reaction, qPCR)
analizi kullanilarak yapilan mikrobiyolojik incelemede Ag nanopartikiillerin
mikroorganizma popiilasyonunda herhangi bir degisiklige yol agmadig: goriilmiistiir. 40
mg/L Ag NP igerecek sekilde hazirlanmis anaerobik ¢camurdan 24 saat boyunca dnceden
belirlenmis zaman araliklarinda 5 mL 6rnek alinmis ve ornekler 0,45 um gbézenek ¢apl
filtreden gegirilerek indiiktif olarak eslesmis plazma atomik emisyon spektroskopisi
(Inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy, ICP-AES) ile analiz
edilmistir. Analiz sonucunda ortamda oldukca az Ag iyonu salinimi oldugu ya da hig
salinim olmadig1 tespit edilmistir. Anaerobik kosullarda Ag nanopartikiillerinin gaz
tiretimi lizerine ithmal edilebilir etkilerinin tespit edilmesi Ag iyonu saliniminin oldukga
az olmasi sonucu ile iliskilendirilmistir.

Uretiminde kullamldiklar1 iiriinleri kullanim sirasinda terk ederek atiksuya
gectikleri tespit edilen nanopartikiillerin atiksu aritma tesislerine ulagmalar
kagimilmazdir (Brar vd 2010). 2012 yilinda yapilan bir ¢alismada CeOz2, TiOz2, Ag ve Au
nanopartikiillerinin atiksu aritma tesislerinde kullanilan mikroorganizma kiiltiirleri
iizerindeki etkileri incelenmistir (Garcia vd 2012). Hem aerobik hem de anaerobik
mikroorganizmalarin maruz kaldig1 etkilerin incelendigi c¢alismada anaerobik
mikroorganizmalar i¢in mezofilik ve termofilik test ortamlar1 olusturulmustur. 250 mL
anaerobik as1 ¢amuru ve 250 mL nanopartikiil siispansiyonundan olusan 500 mL
calisma hacminde her iki sicaklik kosulu i¢in 50 giin toplam gaz iiretimi Olgiilerek
kontrol grubuna kiyasla gaz miktarinda olusan farkliliklar gozlenmistir. Calismada
Ce02, TiO2, Ag ve Au nanopartikiilleri igin siras1 ile 1120, 640, 170 ve 100 ve mg/L
konsantrasyonlarinin biyogaz iiretimi iizerine etkileri incelenmistir. Yapilan goézlem
sonucunda CeO2 nanopartikiillerinin biyogaz iiretimini her iki sicaklik kosulunda da
%90 inhibe ettigi tespit edilmistir. Hem mezofilik hem de termofilik kosullar altinda
TiO2, Au ve Ag nanopartikiillerinden kaynaklanan inhibisyon etkisi gézlenmemistir.
Bununla birlikte, TiO2 nanopartikiillerin bulundugu termofilik kosullarda biyogaz
iretiminde %10 artis tespit edilmistir.

Barrena vd (2009), tasarimlanmis FesOs, Ag Ve Au nanopartikiillerinin salatalik
ve marul bitkilerinin ¢imlenme evresi, deniz bakterisi olan Photobacterium
phosphoreum ve anaerobik ¢amur tiizerindeki etkilerini arastirmislardir. Anaerobik
mikroorganizmalar iizerindeki etkilerin belirlenmesi amaciyla anaerobik as1 camur evsel
kat1 atiklarin anaerobik olarak ciiriitiildiigii bir tesisten alinmis ve sonuglar toplam
biyogaz iiretim miktarinin 6lglimii {izerinden yapilan anaerobik toksisite testi ile
degerlendirilmistir. FesO4, Ag Ve Au nanopartikiilleri igin sirasiyla 18, 16 ve 10 mg/L
konsantrasyonlarin kullanildig1 anaerobik test 21 giin siirdiiriilmiistiir. Olgiim sonunda
kontrol sisesinde 471£19, Fe3Os NP sisesinde 519+22, Ag NP sisesinde 474+44 ve Au
NP sisesinde 509+62 L biyogaz/kgTKM toplam biyogaz iiretimi ger¢eklesmistir. Elde
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edilen bu degerlerin istatistiksel degerlendirmesi sonucunda her ii¢ nanopartikiiliin de
gaz lretimine herhangi bir etkisi olmadigi saptanmistir. Her ne kadar bu caligmada
inhibisyon etkisi tespit edilemediyse de Barrena vd (2009) inorganik nanopartikiillerin
cevre ile etkilesimlerinin daha derinlemesine arastirilmas gerektigini belirtmislerdir.

Nyberg vd (2008), Ceo nanopartikiiliiniin ¢esitli anaerobik deney ortamlari iginde
biyogaz {lretimine etkilerini {iretilen gaz miktarin1 Olgerek tespit etmistir. Ceo
nanopartikiilii hidrofobik 6zellikte olmakla birlikte alkol i¢inde ¢dziinebilmektedir. Bu
nedenle hem sulu ve hem de etanol ile metanoliin kullanildigi deney ortamlari
olusturulmus, bu ortamlarda substrat olarak glikoz, etanol ve metanol kullanilmistir.
Ayni ¢alisma i¢inde, o-xylene ve toluende ¢ozdiiriilen Ceo nanopartikiilii de kullanilmis
ve yine substrat olarak glikoz, etanol, metanol karisimi tercih edilmistir. Sulu ve etanol
ve metanoliin karistirildig1 deney ortamlarinda gaz 6l¢iimii 89 giin siirdiiriilmiis, 30000
ve 50000 mgNP/kg biyokiitle konsantrasyonlari denenmistir. Kontrol grubuna gore gaz
tiretim miktarinda herhangi bir farklilik tespit edilmemistir. Gaz 6l¢iimii yapilan kontrol
dahil tiim siselerde yaklasik 450’ser mL biyogaz iretilmistir. O-xylene ve toluende
¢Ozdiirtilen Cso nanopartikiiliiniin kullanildig1 deney ortaminda ise gaz Ol¢timii 154 giin
sirdiirilmiistir. Bu deney ortaminda ise 0,321 ve 8,6 mgNP/kg biyokiitle
konsantrasyonlar1 calisitlmistir. Uretilen gaz miktar1 tiim siseler i¢in yaklasik 550 mL
olmus ve gaz iiretim miktar1 bakimindan inhibisyon tespit edilmemistir.

Literatiir taramasindan da goriildiigii izere nanopartikiillerin anaerobik aritim ve

anaerobik parcalanma sistemleri tizerine etkileri genel olarak gaz iiretiminin incelendigi
siirl sayidaki ¢aligmadan olugmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Evsel Aritma Camuru ve Anaerobik As1 Camur Numunelerinin Alinmasi ve
Saklanmasi

Topografik yapisi nedeniyle Antalya kent merkezinde atiksu toplama sistemi
dogu ve bati olmak iizere iki boliimden olugmaktadir. Sekil 3.1°de Antalya sehri atiksu
aritma tesisleri hizmet alani ve aritma tesisleri yerlesimi verilmistir. Lara Atiksu Aritma
Tesisi sehrin dogusunda bulunmakta ve 31.250 m?/giin debi ile 250.000 esdeger niifusa
hizmet vermektedir. Tesis 2007 yilinda isletmeye alinmistir ve giinliik ¢amur tiretimi %
20 kat1 madde ile 30 tona ulagmaktadir. Hurma Atiksu Aritma Tesisi sehrin batisina
kurulmustur ve 2001 yilinda calistirllmaya baslanmistir. Gegirdigi son revizyondan
sonra ise 2011 yilinda yeniden isletmeye alinmis olan tesis 210.000 m®/giin debi ile
1.400.000 esdeger niifusa hizmet edebilecek kapasitede dizayn edilmistir. Giiniimiizde
tesis 130.000 m%/giin debi ve 850.000 esdeger niifusa hizmet etmektedir. Bu tesiste ise
her giin % 20 kuru madde iceriginde 110 ton camur {iretilmektedir.
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Sekil 3.1. Antalya sehri atiksu aritma tesisleri hizmet alani

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda substrat olarak kullanilan atik aktif ¢amur,
Lara Ileri Atiksu Aritma Tesisi camur santrifiij ¢ikisindan 8 saat siire ile kompozit
olarak alinmistir. As1 camur olarak kullanilan anaerobik camur ise Hurma Atiksu
Aritma Tesisi anaerobik camur reaktorlerinden tedarik edilmistir. Aritma g¢amuru
karakterizasyon analizlerinde atik ozelliklerinin degismemesi i¢in atik aktif camur
numuneleri alindiktan hemen sonra analiz edilmistir. Biyokimyasal Metan Potansiyeli
(BMP) ve Anaerobik Inhibisyon Testi (ISO 13641-1) testlerinde substrat olarak
kullanilan taze atik aktif ¢amur numuneleri 6zelliklerinin degismemesi ig¢in -20°C
sicaklikta muhafaza edilmistir. BMP ve ISO 13641-1 testlerinde kullanilan anaerobik
as1 camur her test icin Hurma Atiksu Aritma Tesisinden taze olarak alinmis, kisa siirede
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testler baslatilmis ve bu siire igerisinde anaerobik asi ¢camur 35°C’de inkiibatérde
bekletilmistir.

3.2. Aritma Camurlarimin Karakterizasyon Analizleri

Aritma camurlarinin karakterizasyonu icin toplam kati madde (TKM), ugucu
kat1 madde (UKM), toplam kimyasal oksijen ihtiyaci (tKOI), toplam kjeldahl azotu
(TKN), protein, seker (glukoz), indirgen seker, yag, selilloz (CELL), hemiseliiloz
(HEMI), lignin (LIGN), ¢6ziiniir madde (SOLU) analizleri ve elementel analiz (C, H, N
ve S) yapilmistir. Aritma gamuru karakterizasyon analizleri Akdeniz Universitesi, Cevre
Miihendisligi Boliimii, Biyoteknoloji Arastirma Laboratuvari’nda yapilmistir. Aritma
camurlart elementel (C, H, N ve S) analizi ise hizmet alimi yoluyla yaptirilmstir.
Aritma ¢amurlarinin karakterizasyon analizlerinde numuneler paralel olarak caligiimis
ve sonuglarda ortalama analiz sonuglar1 verilmistir.

3.2.1. Toplam kati madde (TKM)

TKM analizleri Standart Metot 2540-C’ye gore yapilmistir. TKM, belirli
miktarda numunenin 103-105°C’de sabit tarttima gelene kadar etiivde kurutulmasi
sonucunda olusan agirlik kaybinin belirlenmesi ile dl¢iilmiistiir (APHA 2005).

3.2.2. Ucucu kat1 madde (UKM)

UKM, TKM nin organik kismin temsil etmektedir. UKM analizi Standart Metot
2540-C’ye gore yapilmistir. UKM, TKM igerigi bilinen numunenin 550°C’de firinda
yakilmasi ve sabit tartima getirilmesi sonucu gozlenen agirlik kaybinin belirlenmesi ile
Ol¢iilmiistiir (APHA 2005).

3.2.3. Toplam kimyasal oksijen ihtiyac1 (tKOI) ve ¢oziinmiis kimyasal oksijen
ihtiyaci (¢KOI)

tKOI analizleri Standart Metot 5220-B’ye gore yapilmistir (APHA 2005).
Kullanilan kimyasal oksijen ihtiyaci tayin yontemi, 100-700 mg/L aralig1 icin gecerlidir.
0,1-0,5 g agirhiginda kurutulmus aritma ¢amuru saf su ile 20 mL’ye tamamlanmis ve
K2Cr207 ¢ozeltisi eklenmistir. Ornegin igerisine kaynama tasi ilave edilerek 0,4 g
Ag2S0s eklenmistir. Uzerine 40 mL derisik H2SO4 eklenmis, érnegin bulundugu rodajli
balon geri sogutucuya baglanmis ve kaynama basladiktan sonra 15 dk. reaksiyon
siiresince beklenmistir. Standart metoda gére KOI analizinde kaynatma siiresi 2 saattir.
Kullanilan bu yontemde H2SOs miktar1 arttirilarak reaksiyon siiresi 2 saatten 15
dakikaya indirilmistir (Korenaga vd 1990, Meredith 1990). Reaksiyon ortami 10 dakika
sogutulduktan sonra geri sogutucu 200 mL saf su ile yikanmis ve siiziintii ¢ozeltiye
eklenmistir. Sogutulan numuneye 2 damla ferroin indikatorii ilave edilerek 0,25 N
Fe(NH4)2(S04)2 ¢ozeltisi ile titre edilmistir. indikator renk degisimi sarims1 yesilden -
mavimsi yesil - kirmizims1 kahverengi seklindedir. Sahit i¢in ayn1 sartlarda 6rnek yerine
20 mL saf su kullanilmistir (Giiven 2004).

¢KOI analizleri Hach-Lange LCK314 hazir test kiti ile yapilmustir. Analizlerde
kullanilan hazir kit 15-150 mg/L araligindadir. Analizin prensibi, oksitlenebilen
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maddelerin, giimiis siilfatin katalizor olarak bulundugu ortamda 148°C’de 2 saat
oksitlenmesi ve siilfiirik asit-potasyum dikromat ¢ozeltisi ile reaksiyona girmesi
seklindedir. Numunenin ¢KOI (mg/L) degeri spektrofotometrede 605 nm dalga boyunda
okunmustur. ¢KOI analizinde Hach-Lange DR5000 spektrofotometre ve Lange LT200
marka 1sitic1 blok kullanilmastir.

3.2.4. Toplam kjeldahl azotu (TKN)

TKN analizi; numunede mevcut organik azotun H2SOa, kjeldahl katalizori
(CuSO4) ve sicaklik uygulanarak ekstraksiyonla amonyum siilfata [(NH4)2SO04]
dontistiiriilmesi, soda ilavesi ile alkalinizasyonundan sonra amonyumun borik asit
(H3BOs3) ile destilasyonunun yapilmasi ve hidroklorik asit ile titrasyonu prensibine
dayanmaktadir. TKN analizi, standart metotlara gére TKN analizinin kat1 atiklar i¢in
adapte edilmis formu kullanilarak yapilmistir (Buffiere vd 2006). TKN analizlerinde
yakma, destilasyon ve titrasyonu otomatik olarak yapan Biichi Digest Automat K-438,
Biichi Auto Kjeldahl Unit K-370 ve Radiometer TitraLab 840 kullanilmstir.

3.2.5. Protein analizi

Protein konsantrasyonu Lowry metodu kullanilarak analiz edilmistir (Lowry vd
1951). Metod peptidik baglarin miktarin1 6lgmektedir. Protein konsantrasyonu mg/L
Bovine serum albimun (BSA) esdegeri olarak belirlenmistir. Standart bovine serum
albumin ¢ozeltileri (0, 20, 40, 60, 80 ve 100 mg/L) hazirlanarak, standart
konsantrasyonlara kars1 absorbans degerleri 750 nm’de okunmus ve kalibrasyon egrisi
hazirlanmistir. Tuz ve folin ¢ozeltisi reaksiyonundan sonra numunelerin absorbansi
spektrofotometre yardimiyla 750 nm’de Ol¢lilmiis ve kalibrasyon egrisi yardimiyla
numune icerisindeki protein miktar1 belirlenmistir. Protein analizi i¢in hazirlanan
kalibrasyon egrisi Ek 1°de verilmistir.

3.2.6. Toplam seker (tGlukoz) ve toplam indirgen seker analizi (tindSeker)

Toplam seker (glukoz) konsantrasyonunun belirlenmesinde Anthrone metodu
kullanilmistir (Dreywood 1946). Anthrone metodu, karbonil gruplarin (C=0) miktarinin
oOl¢iilmesi ile karbonhidrat konsantrasyonunun belirlenmesi prensibine dayanmaktadir.
Yontem, yiiksek sicaklik ve asit konsantrasyonuna (100°C ve %98’lik H2SO4) maruz
birakilan polisakkaritlerin monomerlerine pargalanmasi sonrasinda bes karbonlu
(pentoz) ve alt1 karbonlu (heksoz) sekerlerin sirasiyla furfural ve hidroksimetilfurfurala
cevrilmesi ve olusan bu pargalanma {irlinlerinin anthrone ile reaksiyona girmesi sonucu
olusan renk degisiminin Ol¢limii esasina dayanmaktadir. Seker miktari, standart glukoz
kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi yardimiyla hesaplanmistir. Anthrone ve
stlfiirik asit reaksiyonundan sonra numunelerin absorbansi spektrofotometre yardimiyla
625 nm’de Ol¢lilmiistiir. Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda 0, 20, 40, 60, 80, 100
mg glukoz/L. konsantrasyonlart kullanilmistir. Seker analizi i¢in hazirlanan glukoz
kalibrasyon egrisi Ek 2°de verilmistir.

Toplam indirgen seker tayini igin Dinitrosalisilik Asit (DNS) metodu (Miller

1959) kullanilmistir. DNS metodu; aldehit gruplarin oksidasyonu sonucu olusan ve
indirgen seker olarak bilinen serbest karbonil gruplarin (C=0), 3,5-dinitrosalisilik asitle
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indirgenmesi esasimna dayanmaktadir. 3,5-dinitrosalisilik asit alkali sartlar altinda
sirastyla 3-amino, 5-nitrosalisilik aside indirgenmektedir.

oksidasyon
Aldehit grup --------------=m-mmmmmem —>Karboksil grup

indirgenme
3,5-dinitrosalisilik asit --------=========eeeeum- - 3-amino, 5-nitrosalisilik asit

Indirgen seker miktar1 analizinde, glukoz kullanilarak standart glukoz ¢dzeltileri
hazirlanmistir. Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda 0, 200, 400, 600, 800, 1000 mg
glukoz/L  konsantrasyonlar1 kullanilmistir. DNS ile muamele sonrast numunelerin
absorbansi spektrofotometre yardimiyla 575 nm’de dl¢iilmiistiir. Indirgen seker analizi
icin hazirlanan glukoz kalibrasyon egrisi Ek 3’de verilmistir.

3.2.7. Ekstrakte olabilen madde ve yag (lipid) analizi

Aritma ¢amurlarinin ekstrakte olabilen madde ve yag analizinde soxhlet metodu
kullanilmistir (Bridoux vd 1994). Aritma ¢amuru numunesinde mevcut ekstrakte
olabilen maddelerin analizi i¢in aritma ¢amuru soxhlet kartusu i¢inde petrolyum eter ile
ekstraksiyona tabi tutularak petrolyum eter ile yag ve ekstrakte olan madde soxhlet
balonunda toplanmistir. Petrolyum eterin uzaklastirilmas: amaciyla 70-80 °C sicaklikta
Heidolph 4000 Rotary evaporator cihazi kullanilmistir. Evapore edilen numunelere 24
saat kurutma (105°C) uygulanmis ve ekstraksiyon balonlarinin agirliklart dlgiilerek
mevcut yag ile exstrakte olabilen madde miktar1 tespit edilmistir.

3.2.8. Seliilloz (CELL), hemiseliilloz (HEMI), lignin (LIGN), coéziiniir madde
(SOLU) fraksiyon analizleri

Seliiloz, hemiseliiloz, lignin ve ¢oziiniir fraksiyon analizleri Van Soest (1963)
metoduna gore yapilmistir. Gravimetrik analiz metodu olan Van Soest yontemi, nétral
ve asidik deterjanla ardisik ekstraksiyonun ardindan seliiloz konsantrasyonunun
belirlenmesi i¢in giiclii asit ekstraksiyon temeline dayanmaktadir. Van Soest analiz
sonucu dort fraksiyonla ifade edilmektedir. SOLU (¢6ziiniir fraksiyon); notral deterjanla
ekstrakte edilen organik madde miktaridir. HEMI (hemiseliiloz fraksiyonu); ndtral
deterjan ile asit deterjan ekstraksiyonu arasindaki farktir. CELL (seliiloz fraksiyonu);
%72’1ik H2SOas ile ekstraksiyon sonrasinda tespit edilmektedir. LIGN (lignin
fraksiyonu) ise %72’lik H2SO4 ile muamele sonrasinda elde edilen UKM miktaridir
(Van Soest vd 1963). Seliiloz (CELL), hemiseliiloz (HEMI), lignin (LIGN), ¢dziiniir
madde (SOLU) fraksiyon analizlerinin yapilmasinda Gerhardt, FBS6 Van Soest Seti
kullanilmastir.

3.2.9. Elementel analiz
Aritma ¢amurunun elementel analizleri (C, H, N ve S) Orta Dogu Teknik

Universitesi, AR-GE Egitim ve Olgme Merkezi laboratuvarinda hizmet alimi yoluyla
yaptirilmistir.
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3.3. Nanopartikiil Siispansiyonlarimin Hazirlanmasi ve Partikiil Biiyiikliigiiniin
Tespit Edilmesi

Deneysel ¢aligmalar kapsaminda kullanilan Giimiis (Ag) (Alfa Aesar - 45509),
Bakir II Oksit (CuO) (Alfa Aesar - 44663), Demir Il Oksit (Fe203) (Alfa Aesar -
44895), Aliminyum Oksit (Al203) (Alfa Aesar - 44931) ve Seryum IV Oksit (CeOz)
(Alfa Aesar - 44960) nanopartikiilleri hazir olarak satin alinmistir. BMP analizlerinde
kullanilan nanopartikiil stok siispansiyonlar her bir nanopartikiil i¢in 2 g/L
konsantrasyonda hazirlanmistir. Stok nanopartikiil siispansiyonlarina, nanopartikiillerin
agrega olmasini engellemek i¢in nihai konsantrasyon 0,1 mM olacak sekilde Sodyum
Dodesilbenzen Siilfonat (SDBS) (Sigma-Aldrich - 289957) eklenmistir. Anaerobik
inhibisyon (ISO 13641-1) testinde kullanilan stok siispansiyonlar ise 30 g/L
konsantrasyonda hazirlanmistir. Inhibisyon testinde kullamilan stok siispansiyonlar
icinde agrega oOlan nanopartikiil yumaklarinin kirilmas: i¢cin BMP testinde kullanilan
stispansiyonlardan farkli olarak her siispansiyon 1 saat boyunca 20 kHz frekans ve 30
Watt giicte calisan Sonics&Materials Vibra Cell boynuz tipi ultra ses cihazinda
muamele edilmistir.  Sonikasyon isleminin ardindan siispansiyonlara nihai
konsantrasyon 0,1 mM olacak sekilde SDBS eklenmistir.

Stok nanopartikiil slispansiyonlarindaki partikiil biiyiikliikleri Malvern Zetasizer
Nano ZS marka spektrofotometrik cihaz ile 633 nm dalga boyunda okunarak tespit
edilmigtir. Her bir siispansiyon i¢in bes tekrarli olacak sekilde partikiil biyikligi
Olciimii yapilmistir. Hazir olarak satin alinan nanopartikiillerin ambalajlar1 {izerinde
verilen partikiil boyut araliklari ve stok siispansiyon haline getirildikten sonraki
ortalama partikiil boyut araliklar1 Cizelge 3.1’de goriilmektedir.

Cizelge 3.1. Nanopartikiillerin kuru ve stok slispansiyon halindeki partikiil boyutlari

Nanopartikiil Ticari Boyut BMP Testi icin Boyut Inhibisyon Testi icin

(nm) (nm) Boyut (nm)
Ag 20-40 75430 45+5
CuO 30-50 499+40 320+20
Fe203 30-60 170450 140+30
Al20s 40-50 330+50 270+10
CeO2 15-30 220+10 162+20

Partikiil boyutu ol¢iimiinden elde edilen sonuglara gére NP siispansiyonlarina
SDBS eklenmesi ve sonikasyon ile muamele edilmesine ragmen su ortaminda
nanopartikiillerin aglemerasyonu tam olarak engellenememektedir. Ortaya ¢ikan bu
sonu¢ Mu vd (2011) tarafindan yapilan calismada elde edilen sonug ile tutarlilik
gostermektedir. BMP testi i¢in hazirlanan stok NP siispansiyonundan, BMP reaktdorleri
icindeki nihai konsantrasyonlar her bir nanopartikiil i¢cin 5, 50, 150, 250 ve 500
mgNP/gTKM olacak sekilde kullanilmistir. Anaerobik inhibisyon testinde kullanilan
stok nanopartikiil slispansiyonlarindan ise reaktorler i¢indeki nihai konsantrasyonlar
yine her bir nanopartikiil i¢in 5, 50, 150, 250, 500, 750 ve 1000 mgNP/gTKM olacak
sekilde kullanilmastir.
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3.4. Biyokimyasal Metan Potansiyeli (BMP)

Atiklarin metan {iretim potansiyellerinin belirlenmesi i¢in bir¢ok kesikli yontem
bulunmaktadir (Owen vd 1979, ASTM E1196 1992, Owens ve Chynoweth 1993,
Eleazer vd 1997). Bu yontemlerde temel yaklasim anaerobik as1 ile karistirilmis belirli
miktardaki atifin belirli bir sicaklikta inkiibe edilmesi ve iiretilen gaz hacmi ile gaz
kompozisyonunun Olgiilmesi  prensibine  dayanmaktadir. Biyokimyasal —metan
potansiyeli testinde temel amag¢ standart sicaklik ve basingta metan iiretim veriminin
tespit edilmesidir. BMP, organik maddenin anaerobik pargalanmasi siiresince {iretilen
metan miktarinin hesaplanmasi amaciyla kullanilan prosediirdiir. Kesikli olarak
gergeklestirilen yontem atik materyalin aktif mikroorganizmalar tarafindan metana
doniistiiriilmesi esasina dayanmaktadir. Deney siiresince {retilen gaz miktart ve
kompozisyon 6l¢iimleri yapilarak iiretilen metan miktar1 hesaplanabilmektedir. Organik
atiklardan metan tiretim potansiyelinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen kapsamli
caligmalar bulunmakla birlikte (Owens ve Chynoweth 1993, Hansen vd 2004), bu
calismalarda kullanilan BMP prosediirleri birbirinden farkliliklar gdstermektedir
(Fernandez vd 2005, Raposo vd 2006, ASTM E1196 1992). Bu farkliliklar arasinda
BMP reaktoleri i¢ine ilave edilen asinin konsantrasyonu ve agi-substrat orani gibi
parametreler bulunmaktadir.

3.4.1. BMP Testi

Nanopartikiillerin evsel aritma camurunun anaerobik parcalanabilirliine
etkisinin belirlenmesi amaciyla numunelerin BMP testleri Fransiz Ulusal Tarimsal
Aragtirmalar Enstitiisii, Cevre Biyoteknolojisi Laboratuvari (Institut National de la
Recherche Agronomique, Laboratoire de Biotechnologie de I'Environnement INRA -
LBE) tarafindan onerilen standart yonteme gore yapilmustir. Onerilen yonteme gore
BMP reaktorii igerisindeki aktif asi konsantrasyonunun 3-5 g UKM/L ve substrat-asi
oranmnin ise 0,5 (katt numuneler icin g UKM/g UKM, sivi numuneler i¢in g KOl/g
UKM) olmas1 gerekmektedir. Ayrica, deney siiresince as1 ¢amur aktivitesinin devam
etmesi icin BMP reaktoriine uygun miktarda makro ve mikro besinler ve reaktorler
icerisinde pH degisiminin tamponlanmasi amaciyla NaHCOs ilave edilmesi
gerekmektedir. Numune, as1 ve gerekli besinlerin BMP reaktoriine ilave edilmesinden
sonra ortamdaki oksijenin giderilmesi ig¢in N2/CO2 (%70/%30) gaz karigiminin
kullanilmast Onerilmektedir. Oksijenin giderilmesinden sonra BMP reaktorleri (Sekil
3.2) sizdirmaz septum kapak ile kapatilarak inkiibatore yerlestirilmelidir.
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Sekil 3.2. BMP reaktérii

BMP testleri icin 500 mL kapasiteli cam siseler kullanilmis ve ¢alisma hacmi
400 mL olarak belirlenmistir. BMP testleri mezofilik (35°C) sartlarda 48 giin devam
ettirilmistir. BMP reaktorlerinde as1 konsantrasyonu 3 gUKM/L olacak sekilde
anaerobik as1 camur eklenmistir. BMP reaktorlerine eklenen as1 miktarinin
hesaplanmasinda asagida verilen esitlik kullanilmistir.

Cxexl
Cx

3.1)

Esitlikte yer alan Vb, BMP reaktoriine ilave edilecek asi ¢amur hacmini, Cxe,
BMP reaktoriinde olmasi istenen as1 ¢gamur konsantrasyonunu (3 g/L), Cx, anaerobik as1
camur konsantrasyonunu (gUKM/L) ve V ise BMP reaktoriiniin ¢alisma hacmini temsil
etmektedir.

Her bir BMP reaktorii igerisinde substrat-as1 oran1 0,5 olacak sekilde numune
ilave edilmistir. BMP reaktoriine eklenecek olan numunenin sivi ya da kati olma
ozelligi dikkate alinarak numune miktar1 hesaplanmistir. Kati numuneler icin BMP
reaktoriinde olmasi gereken numune miktar1 Esitlik 3.2 ile hesaplanmaktadir.

. {(B)«V«Cxe
Numune Miktar1 (Qr) = — (3.2)
Nuxm

Esitlikte; (B), BMP reaktorii igerisindeki substrat-asi oranmmi (0,5 gr
UKMnumune/grUKMag), Nukm ise numunenin ugucu kati madde (g/g) degerini
belirtmektedir.

S1vi numuneler i¢gin BMP reaktoriine ilave edilen numune miktari ise Esitlik 3.3

ile hesaplanmaktadir.
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{(B)+*1000+V«Cxe
Numune Miktar1 (mL) = (3.3)
Nkoi

Esitlikte, Nxoi stvi numunenin KOI degeridir (grO2/L).

BMP reaktoriine ilave edilen numune konsantrasyonu katt numuneler igin 1,5
gUKM/L ve sivi numuneler igin ise 1,5 gKOI/L olacak sekilde Esitlik 3.4 ile
hesaplanmustir.

(B)«Vb=Cx

Numune konsantrasyonu = -

(3.4)

BMP reaktorlerinde C:N:P orani 100:3:1 olacak sekilde ayarlanmistir. Ayrica,
as1 aktivitesinin stirekliligini saglamak amaciyla mikro ve makro elementleri igeren
¢ozelti ile pH’nin tamponlanmasi icin NaHCO3 ¢ozeltisi eklenmistir. Inkiibasyon
oncesinde her BMP reaktoriine %70 N2 ve %30 CO:2 igeren gaz karisimi 1 dakika
stireyle verilerek baslangic kosullarinin anaerobik olmasi saglanmistir. Deney siiresince
BMP reaktorlerinden gaz kagisinin engellenmesi icin kalin plastik septumlar ve
aliminyum kapaklar kullanilmistir. 5, 50, 150, 250 ve 500 mgNP/gTKM
konsantrasyonlari i¢in BMP testi ii¢ tekrarli olarak yapilmistir. Ag, CuO, Fe203, Al203
ve CeO:2 nanopartikiillerinin 5 farkli konsantrasyonu i¢in 75 adet BMP reaktorii ile
glukoz ve as1 kontrol i¢in 3’er adet olmak lizere toplam 81 adet BMP reaktorii
hazirlanmistir. BMP reaktorleri 48 giin siiresince inkiibatérde 35°C’de bekletilmistir. 48
giin stiresince BMP reaktorlerinde olusan biyogaz miktar1 belirli glinlerde gaz-su yer
degistirme prensibiyle calisan gaz Olglim sistemi kullanilarak Ol¢ililmiistiir. Biyogaz
kompozisyonu ise gaz kromatografi cihazi ile belirlenmistir. Asidan kaynaklanan metan
liretiminin belirlenmesi i¢in anaerobik as1 camur sahit olarak kullanilmistir. Ayrica saf
glikoz standart substrat kaynagi olarak kontrol amaciyla kullanilmistir.

3.4.2. Makro ve mikro element ile NaHCOs cozeltileri

NH4CI (26,6 g/L), KH2PO4 (10 g/L), MgCl2.6H20 (6 g/L) ve CaCl2.2H20 (3
g/L) igeren stok makro element ¢ozeltisi hazirlanmis ve hazirlanan stok ¢ozeltiden her
bir BMP reaktorii igerisine Cizelge 3.2°de verilen konsantrasyonlar saglanacak sekilde
makro element ¢ozeltisi ilave edilmistir.

Cizelge 3.2. BMP testi icin gerekli makro elementler ve konsantrasyonlar1 (Angelidaki
ve Sanders 2004, Mottet vd 2010)

Besin Konsantrasyon
(mg/L)
NH4CI 172
KH2PO4 65
MgClz. 6H20 39
CaCl. 2H20 19
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FeCl24H20 (2 g/L), CoCl2.6H20 (0,5 g/L), MnCl24H20 (0,1 g/L), NiCl2.6H20
(0,1 g/L), ZnCl2 (0,05 g/L), H3BOs3 (0,05 g/L), Na2SeOs (0,05 g/L), CuCl2.2H20 (0,04
g/L), NazMo0O4.2H20 (0,01 g/L) igeren stok mikro element ¢ozeltisi hazirlanmig ve
hazirlanan stok c¢ozeltiden her bir BMP reaktorii igerisine Cizelge 3.3°te verilen
konsantrasyonlar saglanacak sekilde mikro element ¢ozeltisi ilave edilmistir.

Cizelge 3.3. BMP testi icin gerekli mikro elementler ve konsantrasyonlar1 (Angelidaki
ve Sanders 2004, Mottet vd 2010)

Besin Konsantrasyon
(mg/L)

FeClz. 4H20 20
CoCl2. 6H20 5
MnClz. 4H20 1
NiClz2. 6H20 1
ZnCl> 0,5
Hs:BO3 0,5
Na2SeOs3 0,5
CuClz. 2H20 0,4
Na2MoO4. 2H20 0,1

BMP testinde as1 inhibisyonunun énlenmesi i¢in numune pH’sinin uygun ¢6zelti
kullanilarak tamponlanmasi gerekmektedir. Bunun i¢in 50 g/ NaHCOs stok ¢ozeltisi
hazirlanmis ve her BMP reaktorii igerisinde NaHCOs konsantrasyonu 2,6 g/L olacak
sekilde stok NaHCO3 ¢6zeltisi ilave edilmistir.

3.4.3. Anaerobik as1 camur

BMP testinde kullanilan anaerobik asi camur Hurma Atiksu Aritma Tesisi’nin
anaerobik ¢amur ¢iirlitme reaktorlerinden saglanmistir. As1 camur iyice karigtirilmis ve
yaklagik 1 saat bekletilerek ¢okelmesi saglanmistir. Cokelme islemi sonunda iistte kalan
stvi faz uzaklastirilarak yogun as1 ¢amur elde edilmis ve BMP testlerinde yogun asi
camur kullanilmigtir. BMP reaktorlerine ilave edilecek as1 miktarinin tespit edilebilmesi
icin anaerobik as1 gamurda TKM ve UKM analizleri Standart Metod’lara (APHA 2005)
gore yapilmigtir. BMP testlerinde kullanilan as1 ¢camuruna ait TKM ve UKM sonuglari
Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.4. Nanopartikiillerin evsel aritma ¢amurlarinin anaerobik pargalanabilirligine
etkilerinin tespiti i¢in yapilan BMP testlerinde kullanilan anaerobik asi
camura ait TKM ve UKM sonuglar1

TKM (g/kg) UKM (g/kg)

As1 Camur 51,08 34,20
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3.4.4. Biyogaz hacmi ve gaz kompozisyonunun belirlenmesi

BMP testinde olusan gaz miktariin belirlenmesinde gaz-sivi yer degistirme
metodu temel alinarak hazirlanan deney diizenegi (Sekil 3.3) kullanilmustir. Deney
diizenegi, dereceli silindir, asidik tuz ¢ozelti haznesi ve bir adet pompadan
olusmaktadir. Deney diizeneginde Masterflex marka peristaltik pompa, asitli tuz
¢oOzeltisinin dereceli silindire doldurulup bosaltilabilmesi i¢in kullanilmigtir. Deney
diizeneginde, CO2 gazinin sudaki ¢oziiniirligiinii engellemek icin pH 1 olacak sekilde
asidik tuz ¢ozeltisi Standart Metot 2720’ye gore hazirlanmistir (APHA 2005). BMP
reaktorlerinde olusan biyogaz miktar1 6lgiilerek kayit edilmistir.

Sekil 3.4. Gaz kromatografi ile gaz komposizyonu 6l¢liimii

BMP reaktorleri igerisinde olusan biyogaz bilesenleri ise (CHs, CO2 ve N2) Varian
CP-4900 Mikro gaz kromatografi (GC) cihazi ile tespit edilmistir. Kullanilan GC,
termal iletkenlik dedektorii (online-TCD) ile donatilmis ve PPQ kolona (10 m) sahiptir.
Analiz metodunda kullanilan enjektor ve kolon sicakliklari sirasiyla 110°C ve 70°C’dir.
Varian CP 4900 Micro GC’de helyum (25 mL/dk) tastyict gaz olarak kullanilmistir.
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Sekil 3.4’te gaz kromatografi ile BMP reaktorii igerisinde gaz komposizyonu 6l¢timii ve
Sekil 3.5’te ise gaz kromatografi cihazi ile Olcililen biyogaz bilesenlerinin
kompozisyonuna bir 6rnek verilmistir.

850.000%
500 000
750.000
700.000
550,000 2
600,000
550,000 g
500000
450.000
400 000
350000
300000
250000
200 000
150 000
100000
50.000
o 7 & &p & —
50,000 RT [min
034 0,36 038 o4 0,42 044 0,46 0,48 05 0,52 054 0,56 0,58 06 052 0,64
# Mame | Time [Min] | Quantity [%] | Height [ui] | Area [ Min] | Area % [%] |
1 N2 038 0,00 E43156.5 2791.0 12176
_ 2 |CH4 0.40 50,44 8637959 108771 47.452
3 |C02 0.43 0,00 514677.9 9254.2 40,372
Tatal B0.44 2011630.2 228222 100,000

Sekil 3.5. Gaz kompozisyonun belirlenmesi

CHs, CO2 ve N2 gazlarmin biyogaz igerisindeki yiizdeleri pik alanlarmin
hesaplanmasi ile bulunmustur. Gaz bilesenlerinden CHs4 gazinin % miktarinin
hesaplanmasinda Esitlik 3.5 kullanilmistir.

A;1%(0,995)

% Metan Igerigi = 100 (3.5)

2

A1, numuneye ait CHa gazinin pik alanini, Az ise %99,5 saf CH4 gazinin pik
alanini belirtmektedir.

3.4.5. Uretilen metan miktarmin hesabi

BMP reaktoriinde iiretilen metan miktarinin hesaplanmasinda asagida verilen
Esitlik 3.6 kullanilmistir.

Vh«(P2-P1 273,15 Vg=P2+P1}+0,5 273,15
': :] - J:I )+ {: o ': :] = « =
100 ri+273,15 100 r2+273,15

mL CHa = ( ) (3.6)

Vh, BMP reaktoriindeki bosluk hacmini, P1 ve P2 ard arda dl¢iim giinlerinde
oOlglilen metan gazinin % degerlerini, T1 inkiibasyon sicakligini (°C), T2 normal sartlar
altindaki sicaklik (°C) degerini, Vg ise dlciilen biyogaz hacmini belirtmektedir.

BMP reaktoriindeki bosluk hacminin (Vh) hesaplanmasinda ise Esitlik 3.7
kullanilmistir.

Vh=D, — D (3.7)

41



Esitlikte yer alan Do su dolu BMP reaktoriiniin agirligini, D ise BMP reaktorii ile
numune, as1 ve ¢ozeltilerin beraber tartilan son agirligini temsil etmektedir.

3.4.6. As1 camur ve glukoz kontrol BMP degeri

48 giin siiren BMP testlerinde as1 camur tarafindan {iiretilen metan miktari
MLCH4/gUKM olarak hesaplanmistir. Nanopartikiillerin evsel aritma c¢amurunun
anaerobik parcalanabilirligine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan BMP testlerinde
kullanilan as1 ¢amur kimiilatif metan miktar1 29,56 mLCH4/gUKM, 28,21
MLCH4/gUKM ve 36,01 mLCH4/gUKM olarak olgiilmiis olup ortalama kiimiilatif
metan miktart 31,26 mLCH4/gUKM olarak hesaplanmustir.

Aritma ¢amuru numunelerinin (nanopartikiil igeren & icermeyen) ortalama BMP
degerleri; aritma camurlarinin Slgiilen ortalama BMP degerlerinden, asinin 6lgiilen
ortalama BMP degerlerinin cikarilmasi ile hesaplanmis ve sonuglarda sadece aritma
camurlarina ait BMP degerleri verilmistir (Jeon vd 2007).

BMP testlerinde kullanilan anaerobik asi ¢amur aktivitesinin belirlenebilmesi
amaciyla saf glukoz kullanilarak kontrol deneyi yapilmstir. Saf glukozdan hazirlanan 5
g/L ¢ozeltinin BMP miktarlar1 6l¢iilmiistiir. Nanopartikiillerin evsel aritma ¢amurunun
anaerobik parcalanabilirligine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan BMP testlerinde
kullanilan as1 ¢amur aktivitesi i¢in glukoz kontrol BMP degerleri 229,48, 146,77 ve
106,04 mLCH4/gKOI &lgiilmiis ve ortalama kiimiilatif metan miktar1 160,76
mLCH4/gKOI olarak hesaplanmuistir.

1 g glukoz’un teorik KOI degerinin 1,066 g O2 oldugu kabulii ile BMP reaktorii
igerisine konulan 0,56 g glukoz’un esdeger KOI degeri 0,597 g olarak hesaplanmustr.
0,597 g KOI’den iiretilebilecek maksimum teorik metan miktar: ise 208,95 mL CHa
olarak tespit edilmistir. Nanopartikiillerin evsel aritma ¢amurunun anaerobik
parcalanabilirligine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan BMP testlerinde kullanilan
as1 ¢amurun aktivitesi igin substrat olarak saf glukoz kullanilmis olup deneyler
sonucunda teorik BMP degerinin %76,9’una ulasilmistir. Bu sonuglar BMP analizinde
kullanilan as1 aktivitesinin uygun oldugunu gostermekte ve giivenilir sonuglarin elde
edildigini ortaya koymaktadir.

3.5. Anaerobik inhibisyon Testi (ISO 13641-1)

Evsel aritma ¢amurlariin anaerobik parcalanabilirligine nanopartikiillerin kisa
siireli inhibisyon etkilerinin (akut) tespit edilebilmesi amaci ile toplam gaz basinci
Olciimii prensibine dayanan anaerobik inhibisyon testi kullanilmistir. Anaerobik
inhibisyon testi “ISO 13641-1 Su Kalitesi: Anaerobik Bakterilerin Gaz Uretimlerinin
Inhibisyonunun Belirlenmesi” standardina gére yapilmistir. Bu standart, segilen test
materyalinin anaerobik ciiriitiiciilerdeki biyogaz (karbondioksit ve metan) {iretimine
olas1 inhibisyon etkilerini en fazla 3 giine kadar uzayan test siiresinde belirlemeye
dayanan bir metottur (1ISO 13641, 2003). 20-40 g TKM/L konsantrasyon araligindaki
anaerobik camurlara herhangi bir toksik maddenin inhibisyon etkisinin belirlenmesi i¢in
ISO 13641-1 metodu kullanilmaktadir.
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Aritma c¢amurlarinin  anaerobik parcalanmasinda nanopartikiillerin  akut
inhibisyon etkisinin belirlenmesi amaciyla her bir nanopartikiil konsantrasyonu i¢in ISO
13641 testi li¢ tekrarli olarak calisilmis ve substrat olarak Lara Atiksu Aritma Tesisi
dekantor ¢ikisindan temin edilen evsel aritma ¢amuru kullanilmistir. Anaerobik asi
camur ise Hurma Atiksu Aritma Tesisi’nin anaerobik ¢amur c¢iiriitme iinitesinden temin
edilmigtir. ISO 13641 testi cer¢evesinde hazirlanan reaktdr sayisiin calismayi
sinirlamayacak sekilde secilmesi ve ISO standarti geregi as1 camurun taze kullanilmasi
gerekliliginden otiirii test iki seferde gerceklestirilmis ve bunun i¢in Hurma Atiksu
Aritma Tesisi’nden iki kez anaerobik asi ¢amur alinmustir. Ilk alman anaerobik as:
camur ile Al203 ve CeOz nanopartikiillerinin farkli konsantrasyonlarini iceren 42 adet
reaktdr kurularak anaerobik inhibisyon testi yapilmustir. Kullanilan as1 camur
konsantrasyonu 28,49 gTKM/L olarak 6lciilmiistiir. Ikinci alinan anaerobik as1 camur
Ag, Fe203, CuO nanopartikiilleri ve SDBS’nin farkli konsantrasyonlarini igeren test
reaktorleri i¢in kullanilmis ve 84 adet reaktor ile inhibisyon testi ger¢eklestirilmistir. Bu
testlerde kullanilan as1 ¢camur farkli iki bidona alinmis ve konsantrasyonlari sirasi ile
29,89 ve 30,96 gTKM/L olarak olgiilmiistiir. 500 mL’lik reaktorlerde 400 mL ¢alisma
hacmi ile yiiriitilen ISO testlerinde reaktor igeriginin hazirlanmasinda standartta
belirtilen oranlar kullanilmistir. ISO 13641-1"de verilen ve Cizelge 3.5’te sunulan 6rnek
oranlar temel alinarak reaktor icerisinde atik aktif camur (substrat), anaerobik as1 camur,
NP cozeltisi ve saf su olacak sekilde her bir NP konsantrasyonu ig¢in reaktorler ii¢
tekrarli olarak hazirlanmistir.

Cizelge 3.5. 100 mL calisma hacmi igin Ornek reaktor igerigi oranlart (ISO 13641,

2003)
N.P. Saf Su Anaerobik Asi Atik Aktif Camur
Siispansiyonu (mL) Camur (Substrat)
(mL) (mL) (mL)
0 (kontrol) 20 60 20
2 18 60 20
5 15 60 20
10 10 60 20
15 5 60 20
20 0 60 20

Her bir NP konsantrasyonu i¢in hazirlanan reaktorlerin pH’s1 kontrol edilmis ve
yiiksek pH tespit edilen reaktorlerin pH’lar1 0,1 M HCI kullanilarak 6,5-7,5 araligina
ayarlanmigtir. Reaktor igerisinde anaerobik kosullarin saglanmasi amaciyla reaktor
iceriginin hazirlanmasinda kullanilan saf sudan N2/CO2 (%70/%30) gaz karisim
standartta Dbelirtildigi gibi 1 saat siire ile gecirilmistir. Reaktor igeriklerinin
hazirlanmasindan sonra reaktorlerin iist bosluk hacminde mevcut hava igerisindeki
oksijenin giderilmesi i¢in reaktorlere 1 dakika boyunca N2/COz2 (%70/%30) gaz karigimi
verilmis ve ardindan sizdirmaz septum kapak ile kapatilarak 35°C inkiibatore
yerlestirilmistir. Inkiibasyona baslandiktan 1 saat sonra reaktdrlerin igerisindeki gaz
basincr Digitron 2085p el tipi dijital manometre ile sifirlanmistir. Bu an, t=0 kabul
edilerek her 12 saatte bir ayn1 manometre ile reaktorler igerisinde olusan toplam gaz
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basinci 72 saat boyunca Slgiilmiistiir. Analiz siiresi sonunda reaktorlerdeki nihai pH’lar
Olciilmiistiir.

3.5.1. inhibisyon miktarmin tespit edilmesi

ISO 13641-1 testinde kullanilan her bir nanopartikiil konsantrasyonunun sebep
oldugu inhibisyon degeri standartta verildigi lizere ylizde (%) deger olarak asagidaki
esitlige gore hesaplanmistir.

| = (1- (PYPc))*100 (3.8)

Esitlikte verilen; | yiizde inhibisyon, Pt inhibisyon degeri hesaplanan
nanopartikiil konsantrasyonunun sec¢ilen 6l¢iim saatinde Pascal (Pa) cinsinden Olgiilen
biyogaz basinci ve Pc ise ayni saatte kontrol reaktdriinde Pascal (Pa) cinsinden dlciilen
biyogaz basmcidir.

3.5.2. %50 Etkin konsantrasyonun (ECso) belirlenmesi

ISO standartinda test edilen inhibitoriin %50 etkin konsantrasyonunun (ECso)
bulunmasi i¢in test edilen inhibitor maddenin test edilen konsanrasyonlarinin
logaritmasinin, hesaplanan % inhibisyon (%I) degerlerine kars1 grafiginin ¢izilmesi ve
ECso degerinin regresyon analizi ile bulunmasi 6nerilmektedir (ISO 13641-1, 2003).
Standartta aerobik bakterilerin inhibisyon testinde inhibitér maddenin test edilen
konsantrasyonlarinin logaritmasiin hesaplanan % inhibisyon (%I) degerlerine kars1
grafiginin c¢izilmesi tavsiye edilirken, bazi maddelerin anaerobik camur inhibisyon
testlerinde inhibitér maddenin test edilen konsantrasyonlarinin hesaplanan % inhibisyon
(%) degerlerine kars1 grafiginin cizilmesinin daha uygun olacagi belirtilmektedir (ISO
13641-1, 2003).

Standartda belirtildigi {izere nanopartikiil konsantrasyonlarma (5, 50, 150, 250,
500, 750, 1000 mgNP/gTKM) karst hesaplanan inhibisyon (%l) degerlerinin grafikleri
Excel program ile ¢izdirilmistir. Elde edilen grafiklerin regresyon analizi yapilmis ve
ECso degerleri esitlik yardimiyla hesaplanmustir.

3.5.3. Gaz basincinin gaz hacmine ¢evrilmesi

ISO 13641-1 testinde dlgiilen biyogaz basinglar1 reaktorde tiretilen gaz hacmi ile
iliskilendirilmektedir. Bunun i¢in standartta verilen Ek A’ya gore el tipi dijital
manometrenin kalibrasyonu yapilmistir.

Calisma hacmine esit 400 mL distile su ile doldurulan 5 adet reaktor, agzi
sizdirmaz septa ile kapatilarak 1 saat 35°C su banyosunda tutulmustur. 1 saatin sonunda
reaktorlerin i¢inde olusan gaz basincit manometre ile sifirlanmistir. Sifirlama isleminin
ardindan sizdirmaz septadan gecirilen siringa ile reaktorlere 1’er mL hava enjekte
edilmis daha sonra el tipi dijital manometre ile reaktorlerdeki basing Ol¢iilmiis ve
yeniden sifirlanmistir. Daha sonra siselere 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 16, 20 ve 50 mL hava
enjekte edilerek kapali test siseleri icerinde olusan gaz basinglari dijital manometre ile
Olciilmiistiir. 5 sisede Olgiilen basing degerlerinin ortalamasi alinarak ortalama olgiilen
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gaz basinglarina karsit enjekte edilen gaz miktarin1 temsil eden kalibrasyon egrisi
cizilmistir. Kalibrasyon egrisi Sekil 3.6’da verilmistir.
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Sekil 3.6. Gaz basincina karsilik gaz hacmi degerleri
3.6. Fliioresanh Yerinde Hibritleme

Organik atiklarin anaerobik parcalanmasinda Arke’ler metan {iretiminden
sorumludur. Nanopartikiillerin aritma ¢amurlarinin anaerobik par¢alanmasinda gorev
alan Arke’ler iizerinde yarattig1 inhibisyon etkisinin gézlenmesi amaciyla Floresanl
Yerinde Hibritleme (FISH) teknigi kullanilmistir.

Floresanl yerinde hibritleme (FISH) teknigi hiicrelerin morfolojisini bozmadan,
hiicre igerisinde, spesifik dizilimlere sahip niikleik asitlerin, isaretli oligo-niikleotitlerle
(prob) hibritlenmesi, boylece hedef molekiillerin hiicre igerisinde mikroskopla
gbzlenebilmesini  saglayan yontemdir. Fiksasyon, hibritleme, yikama ve
goriintiilemeden olusan dort adet asamasi bulunmaktadir. Fiksasyon; hiicre duvarinin
problara gecirgen hale getirilmesi ve hiicrede hedef molekiillerin biitiinligliniin
korunmasi amaci ile yapilmaktadir. Fiksasyonun ardindan gerceklestirilen hibritleme
asamasinda problar ve hedefledikleri molekiillerin birbirine baglanmasi saglanmaktadir.
Hedefe baglanamayan problar yikama ile ortamdan uzaklastirilmakta ve son olarak
bagli problar mikroskop altinda goriintiilenmektedir.

3.6.1. Fliioresanh yerinde hibritleme analizi
BMP testi ve anaerobik inhibisyon (ISO 13641-1) testi sonunda anaerobik
arkelerin FISH teknigi ile go6zlenebilmesi i¢in numuneler almmistir. Numuneler

hacimce %50 oraninda etanol ile karistirilmig ve fiksasyon asamasina kadar -20°C’ta
muhafaza edilmiglerdir. Derin dondurucuda saklanan numuneler Fosfat — Tuz ¢ozeltisi
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(Phosphate Buffered Saline, PBS) ile yikandiktan sonra esit miktarlarda olacak sekilde
hacimce ikiye ayrilmis ve yarisi gram negatif diger yarist ise gram pozitif
mikroorganizmalar i¢in sirasi ile paraformaldehit (PFA) ve etanol ile fikse edilmistir.
PFA fiksasyonunda, numuneler PBS ile yikandiktan sonra ortama %4’liikk PFA
eklenerek karistirilmistir. Bu karisimda gece boyu bekletilen numuneler iki kez daha
PBS ile yikandiktan sonra hibritleme agsamasina kadar -20°C’ta saklanmistir. Etanol
fiksasyonunda ise PBS ile yikanan numuneler bir kez daha PBS ve etanol karisiminda
yikanarak hibritleme asamasina kadar -20°C’ta saklanmigtir.

Hibridizasyon agamasinda -20°C’de saklanan fikse edilmis numuneler floklarin
kirilmas1 amaci ile vortekslendikten ve pipetlendikten sonra iki kez PBS ile ve bir kez
de saf su ile yikanmistir. Yikanan numuneler FISH slaytlar1 tizerindeki kuyucuklara
10’ar pL olacak sekilde eklenmis ve ardindan slayta sabitlenmesi igin 46°C’ta
kurutulmustur. Kurutma isleminden sonra slaytlar sirasi ile %50, %80 ve %96’lik
etanol’de 3’er dk bekletilmis ve ardindan tekrar 46°C’ta kurutulmuslardir. Kurutulan
numunelerin tlizerine 3 pL prob ve problarin baska molekiillere baglanmasini
engellemek i¢in igerigi Cizelge 3.6’da verilen 17 pL hibridizasyon tampon ¢ozeltisi
(Hybridization Buffer, HB) eklenmistir. Slaytlardaki numunelerin {izerine HB ve
problar eklendikten sonra numuneler 2 saat 46°C’ta hibridizasyona birakilmistir. Bu tez
calismasinda anaerobik as1 camur icerisinde bulunan Arke’leri testip etmek icin
kullanilan problar Cizelge 3.7’de verilmistir.

Cizelge 3.6. Hibridizasyon tampon ¢ozeltisi icerigi

Kimyasal Konsantrasyon Hacim
NHCI 45M 0,2 mL
Ficoll 40 mg/mL 0,05 mL
Polyvinyl pyrrolidone (PVP) 40 mg/mL 0,05 mL
Bovine serum albumen (BSA) 40 mg/mL 0,05 mL
EDTA 0,5mM 10 uL
NaH2PO4, pH 7,0 250 mM 0,1 mL
Sodium Dodecyl Sulfate %10 10 pL
Deiyonize formamid” X mL
2x distile su” Y mL
Toplam hacim 1mL

* Kullanilan miktarlar proba ait formamid konsantrasyonuna gére 6zel olarak ayarlanmistir

Cizelge 3.7. Anaerobik as1 camur igerisinde bulunan arkeleri testip etmek i¢in kullanilan
problar ve 6zellikleri

Hedef Formamid
Prob ismi  Mikroorganizma Dizilim Konsantrasyonu Referans
Grubu (%)
.. . GCT GCC TCC Amann vd
EUB338 Tiim bakteriler CGT AGG AGT 35 1990
, . GCA GCC ACC Daims vd
EUB3381i Tiim bakteriler COT AGG TGT 35 1999
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Cizelge 3.7 nin Devami

Hedef Formamid
Prob ismi  Mikroorganizma Dizilim Konsantrasyonu Referans
Grubu (%)
EUB338m  Tiim bakteriler ST SSGACC 35 Dais Ve
5-GTG CTC CCC Stahl ve
ARC915 Archaea CGC CAATTCCT 35 Amann
3 1991
5-TCG CAC CGT :
MX825 Methanosaeta spp. ~ GGC CGA CAC 50 Rail;gllvd
CTAGC-3
5-GGC TCG CTT :
MSMX860 Methanosarcinales CACGGCTTC 45 Raskin vd
CCT -3 1994
5-GCA ACATAG :
MC1109 Methanococcus Got ACG GOT 45 Raskin vd
SPp. CT -3 1994

Hibridizasyon tamamlandiktan sonra herhangi bir niikleotit dizisine
baglanmayan problarin ortamdan uzaklastirilmas1 ve alinacak goriintiiniin kalitesinin
artirtlmasi i¢in yikama yapilmistir. Bu asamada, hibridizasyonu tamamlanan kuyulara
100 uL %0,1 diamidino phenylindole (DAPI) ¢ozeltisi eklenmis, 46°C’ta 15 dakika
bekletilmis ve ardindan slaytlar 4°C’taki ¢ift distile suya batirilmistir. Cift distile sudan
cikartilan slaytlar, i¢inde 46°C’ta yikama tampon c¢ozeltisi (Washing Buffer, WB)
bulunan iki adet tiipte sira ile 7’ser dakika bekletilmis ve daha sonra 2’ser kez 10 saniye
4°C’taki ¢ift distile suya batirilarak yikanmustir. Yikama tampon ¢ozeltisi bilesimi
Cizelge 3.8’de verilmistir. Bu islemler tamamlandiktan sonra slaytlar karanlik bir
ortamda kurumaya birakilmistir. Bu islemin ardindan slaytlardaki kuyularin iizerine 5’er
pL  anti-soldurucu eklenmis ve ardindan slaytlar lam ile kapatilmistir. Hazirlanip
kurutulan slaytlar havlu kagit ile nazikg¢e sarilarak falkon tiipler i¢ine yerlestirilmis ve
goriintlii alma asamasina kadar -20°C’ta saklanmustir.

Cizelge 3.8. Yikama tampon ¢ozeltisi

: Konsantrasyon Hacim
Besin
NaCl 45M 10 mL
Tris HCI pH 7,2 200 mM 5mL
NaH2P04 pH 7,0 250 mM 2’5 mL
EDTA 05M > %20 FA; 200 pL
SDS % 10 200 pL
2x distile su ile tamamlanan
toplam hacim 50 mL

Goriintiileme icin Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Béliimii’nde
bulunan Olympus BXS51 model fliioresan mikroskop kullanilmistir. FISH teknigi
kullanilarak alinan  goriintiller Cytovision programi ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Aritma Camuru Karakterizasyon Analiz Sonuglari

Aritma ¢amuru numunesinin karakterizasyonunda; toplam katt madde (TKM),
ucucu kati madde (UKM), toplam ve ¢dziinmiis kimyasal oksijen ihtiyact (tKOI ve
¢KOI), toplam kjeldahl azotu (TKN), toplam ¢oziinmiis seker (¢Seker), ¢dziinmiis
indirgen seker (¢indSeker), protein, yag, seliiloz, hemiseliiloz, lignin, ¢dziinmiis madde
fraksiyonu ve elementel kompozisyon (C, H, N ve S) analizleri yapilmistir. Aritma
camuru numunesine ait TKM, UKM, TKN, tKOIi, ¢KOI, ¢Seker, ¢indSeker, protein,
yag, selilloz, hemiseliilloz, lignin, ¢o6ziinmiis madde fraksiyonu ve elementel
kompozisyon (C, H, O ve N) analiz sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Aritma ¢amuru karakterizasyon analiz sonuglari

Analiz Birim Aritma Camuru
TKM (o/kgNumune) 182,60
UKM (9/kgNumune) 124,86
TKN (mg/gUKM) 96,35
Toplam KOIi (mg/gUKM) 1862,09
¢KOI (mg/gUKM) 198,36
Protein (mgPro/gUKM) 231,25
Toplam ¢Seker (mgGlukoz/gUKM) 98,30
¢indSeker (mg/gUKM) 467,96
Yag (%) 0,12
Coziiniir Madde Fraksiyonu (%) 93,64
Hemiseliiloz (%) 3,12
Seliiloz (%) 0,76
Lignin (%) 2,48
Karbon (C) (%) 32,59
Elementel Hidrojen (H) (%) 5,29
Analiz  Azot (N) (%) 5,31
Kiikiirt (S) (%) 0,72

Cizelge 4.1°den goriilecegi iizere, Lara Ileri Atiksu Aritma Tesisi gamur santrifiij
cikisindan almman aritma c¢amuru TKM ve UKM degerleri sirasiyla 182,60
gTKM/kgNumune (%18,26) ve 124,86 gUKM/kgNumune (%12,49) olarak
bulunmustur. Qiao vd (2011) aritma ¢amurunun TKM ve UKM degerlerini sirasiyla
%14,58 ve %10,63 bulmustur. Dubrovskis vd (2010) evsel atiksu aritma tesisi dekantor
¢ikisindan alinan aritma ¢amuru numunesinin TKM ve UKM degerlerini sirasiyla
%13,8 ve %11,8 olarak bulmuslardir. Lara Ileri AAT’de ¢amur santrifiijii kullanilmas1
ve literatiirde sunulan bu degerlerin muhtemelen diger susuzlagtirma ekipmanlarinin
kullanilmasiyla elde edilmesi nedeniyle Lara ileri AAT aritma camuru TKM ve UKM
degerleri literatiirde bulunan bu degerlerden yiiksektir.

Aritma gamuru numunesi toplam KOI degeri 1862,09 mgKOI/gUKM ve ¢KOI
degeri ise 198,36 mgKOI/gUKM olarak Olgiilmiistir. Chang vd (2001) aritma
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camurunun tKOI degerini 1075-3399 mg/L araliginda ve ¢KOI degerini ise 5-159 mg/L
araliginda bulmustur. Ji vd (2010) son ¢6keltim tankindan alinan atik aktif ¢amurun
KOI degerini 2080 mgKO1/gUKM ve ¢KOI degerini 28,1 mgKOI/gUKM olarak tespit
etmislerdir. Olgiilen toplam KOI degeri Ji vd ve Chang vd tarafindan élgiilen degerlere
yakin olmakla birlikte, ¢cKOI degeri literatiirde verilen degerlerden bir miktar yiiksektir.

Cizelge 4.1°den goriilecegi iizere aritma ¢gamuru numunesi toplam Kjeldahl azot
degeri 96,35 mgTKN/gUKM (%1,3) olarak Olciilmiistiir. Literatiirde aritma ¢amuru
TKN degerleri % 3,73-7,81 araliginda degismektedir (Rizk vd 2007, Babel vd 2009).
Olgiilen degerlerin literatiirde verilen degerlerden diisiik oldugu tespit edilmistir.

Aritma ¢amuru numunesi protein miktart 231,25 mgPro/gUKM Olgiilmiistiir.
Mottet vd (2010) bes farli atik aktif ¢amur numunesinin protein igerigini 340-470
mgPro/gUKM araliginda dlgmiistiir. Lara Ileri AAT aritma ¢amuru protein miktar:
Motted vd (2010) tarafindan verilen protein miktar1 araliginin altinda kalmaktadir.

Aritma ¢amuru numunesi ¢indSeker ve toplam ¢Seker degerleri sirasiyla 467,96
mg ¢indSeker/gUKM ve 98,30 mgGlu/gUKM (12,3 mgGlu/L) olarak tespit edilmistir.
Laurent vd (2012) aktif camur numunesinin ¢Seker degerini 3 mgGlu/L tespit etmistir.
Mottet vd (2010) bes farli atik aktif camur numunesinin ¢Seker degerini 170-300
mgGlu/gUKM arahiginda &lgmiistiir. Lara Ileri AAT aritma camuru c¢Seker miktar
Motted vd (2010) tarafindan Olgiilen ¢Seker miktarindan diisiik fakat Laurent vd
tarafindan aktif camurda tespit edilen ¢Seker miktarindan yiiksektir. Elde edilen 6l¢tim
degerleri literatiirde verilen iki 6l¢iim degeri arasindadir.

Aritma ¢amuru numunesinde mevcut yag miktar1 %0,12 (1,2 mg/gUKM) olarak
Ol¢tilmiistiir. Kolar vd. (2008) 6n ¢okeltim tanki aritma ¢amurunda petrolyum eter ile
ekstrakte olabilen yag miktarint %8,60 bulmustur. Mottet vd (2010) bes farli atik aktif
¢amur numunesinin yag miktarini 0-90 mg/gUKM araliginda dlgmiistiir. Lara leri AAT
aritma ¢amuru yag miktar1 Mottet vd tarafindan tespit edilen deger aralifinda
bulunmaktadir. Kolar vd (2008) tarafindan 6n ¢6keltim tankinda tespit edilen ekstrakte
olabilen yag miktarinin atik aktif ¢amur numunesinden fazla olmasi beklenen bir
sonugctur.

Aritma c¢amurunda mevcut selilloz, hemiseliiloz, lignin ve ¢O6ziiniir madde
fraksiyon degerleri sirastyla %0,76, %3,12, %2,48 ve %93,64 olarak oOl¢iilmiistiir.
Mottet vd (2010) bes farkli atik aktif camur numunesinin seliiloz, hemiseliiloz, lignin ve
¢Ozliniir madde fraksiyon degerlerini sirasiyla %5-19, % 10-24, %5-15 ve %55-73
araliklarinda dl¢miistiir. Lara Ileri AAT aritma ¢amuru seliiloz, hemiseliiloz, lignin ve
¢Oziiniir madde fraksiyon degerleri Motted vd (2010) tarafindan Slgiilen degerlerden
diisiik olmakla birlikte benzer bir dagilim gdstermektedir.

Aritma ¢amuru C, H, N ve S degerleri sirasiyla %32,59, %5,29, %5,31 ve %0,72
bulunmustur. Heo vd. (2003) ve Kim vd (2003) aritma ¢amurunda C, H, N ve S
degerlerini sirasiyla %38,75, %5,39,%6,69, %0,96 ve %24,4, %3.,4, %3,9, % 0,7 tespit
etmislerdir. Lara Ileri AAT aritma camuru numunesi elementel analiz sonuglar1 Heo vd
(2003) tarafindan bulunan sonuglar ile uyum igerisindedir.
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4.2. Nanopartikiillerin Aritma Camurlarinin Biyokimyasal Metan Potansiyeline
(BMP) Etkileri

Nanopartikiillerin aritma ¢amurlariin anaerobik parcalanabilirligine uzun
donemli etkilerinin tespit edilmesi amaciyla 5, 50, 150, 250 ve 500 mgNP/gTKM
konsantrasyonlarinda Ag, Al20s, Fe20s3, CuO ve CeO2 nanopartikiilleri kullanilarak
aritma camurlarina BMP testi uygulanmistir. BMP testi her numune i¢in ii¢ tekrarl
calisilmig ve test 48 giin sonunda bitirilmistir. Numunelere ait BMP degerleri
hesaplanirken asinin {rettigi metan miktari numuneler tarafindan iretilen metan
miktarindan ¢ikartilarak normalize edilmis ve numunelerin  BMP  sonuglari
MLCH4/gUKM cinsinden sunulmustur. 48 giin sonunda as1 ¢amurun irettigi ortalama
kiimilatif metan miktar1 31,26 mMLCH4/gUKM olarak 6l¢tilmiistiir.

NP stok siispansiyonlarina NP agregasyonuna engel olmasi i¢in agregasyon
onleyici Sodium Dodecylbenzene Sulfonate (SDBS) ilave edilmistir. SDBS, NP stok
slispansiyonlarina, siispansiyon ic¢indeki nihai konsantrasyonu 0,1 mM olacak sekilde
eklenmistir. Eklenen SDBS’nin metan iiretimi iizerindeki etkisini tespit etmek amaci ile
NP siispansiyonlart ile birlikte BMP reaktorlerine eklenen SDBS miktaria esit olan
0,09, 0,86, 2,61, 4,34 ve 8,68 mgSDBS/gTKM konsantrasyonlarinda SDBS kontrol
numuneleri hazirlanmis ve 48 giin metan iretimleri Ol¢lilmiistiir. SDBS kontrol
numunelerine NP eklenmemis ve yalnizca SDBS’nin aritma ¢amurunun anaerobik
parcgalanabilirligi iizerindeki etkileri tespit edilmistir. Sekil 4.1°’de 0,09, 0,86, 2,61, 4,34
ve 8,68 mgSDBS/gTKM konsantrasyonlarinda SDBS iceren aritma ¢amuru
numunelerinin normalize edilmis ortalama kiimiilatif metan miktarlar1 verilmistir. Sekil
4.1’den de goriilecegi tizere 0,09, 0,86, 2,61, 4,34 ve 8,68 mgSDBS/gTKM
konsantrasyonlarinda SDBS igeren aritma camurunun ortalama kiimiilatif BMP
degerleri 70-76 mLCH4/gUKM araliginda degismistir. Elde edilen diigiik standart
sapma degeri (2.78 mLCH4/gUKM) SDBS’nin metan {iretimi {izerinde etkisi olmadigini
ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.1. 0,09, 0,86, 2,61, 4,34 ve 8,68 mgSDBS/gTKM konsantrasyonlarinda SDBS
igeren aritma ¢amuru numunelerinin normalize edilmis ortalama kiimiilatif
metan miktarlari

4.2.1. Giimiis nanopartikiilii (Ag NP) BMP sonuglari

Ag nanopartikiiliiniin 5 farkli konsantrasyonuna (5, 50, 150, 250, 500 mg Ag
NP/gTKM) maruz birakilan aritma ¢camuru, Ag NP icermeyen ham aritma ¢amuru ve
yalnizca as1 ¢amurdan iretilen metan miktarinin zamanla degisimi Sekil 4.2°de
verilmistir. Ag nanopartikiiliiniin 5 farkli konsantrasyonuna maruz birakilan aritma
camurlar1 ve Ag NP icermeyen ham aritma ¢amuru numunelerinin normalize edilmis
ortalama kiimiilatif metan miktarlar1 ise Sekil 4.3’te sunulmustur. Sekil 4.3°ten
goriilecegi tizere, Ag NP ile muamele edilmemis atik aritma ¢amurundan elde edilen
metan miktar1 72,3 mLCH4+/gUKM olarak olg¢iilmiistiir. Kontrol numunesi olan ham
aritma (Ag NP ile muamele edilmemis) camuruna gére metan iiretim miktarinda %5 ten
fazla inhibisyona sebep olan dozlar 150, 250 ve 500 mgAg/gTKM konsantrasyonlaridir.
Bu konsantrasyonlarda metan gazi iiretiminde sirasi ile %6,5, %7,8 ve % 12,1 azalma
gozlenmistir.  Sekil 4.3’ten  goriilece§i  lizere 5 ve 50 mgAg/gTKM
konsantrasyonlarindan elde edilen metan miktarlarinda kontrol numunesine gore
belirgin farklar gozlenmemistir. Ag NP ile yapilan BMP testinde uygulanan
konsantrasyonlar arasindaki metan iiretim farklar1 Sekil 4.2°den goriilebilecegi gibi 17.
giinden itibaren gézlenmeye baslamistir.
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Sekil 4.2. Ag NP farkli konsantrasyonlarinin (5, 50, 150, 250, 500 mg Ag/g TKM)
aritma ¢amurunun metan iiretimi lizerine etkilerinin zamanla degisimi
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Sekil 4.3. Ag NP igermeyen ve 5, 50, 150, 250, 500 mg Ag/g TKM
konsantrasyonlarinda Ag NP igeren aritma ¢amuru numunelerinin
normalize edilmis ortalama kiimiilatif metan miktarlart

Literatiirde, nanopartikiillerin anaerobik parcalanma prosesi iizerindeki
etkilerinin incelendigi calismalar ¢ok sinirlidir. Buna ragmen, az sayidaki calismalar
icinde etkileri en ¢ok incelenen nanopartikiil Ag’dir. Literatiirde yapilan ¢alismalarda,
Ag nanopartikiiliiniin yalnizca diisiikk dozlariin anaerobik parcalanma iizerinde etkileri
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incelenmistir. Barrena vd (2009) tarafindan yapilan ¢alismada substrat olarak seliiloz
kullanilmis ve 16 mg Ag NP/L konsantrasyonun anaerobik pargalanma sonucu iiretilen
toplam biyogaz miktar1 tizerine etkisi incelenmistir. 15 giin siirdiiriilen o6l¢iim
sonucunda 16 mg Ag NP/L konsantrasyonunda Ag nanopartikiiliiniin toplam biyogaz
iretimine bir etkisi olmadigi tespit edilmistir. Yang vd (2012) tarafindan yapilan
calismada Ag nanopartikiiliiniin, 10, 20 ve 40 mgAg/L konsantrasyonlarinin anaerobik
pargalanma tizerine etkileri incelenmistir. 14 giin siirdiiriilen ve substrat olarak aritma
camuru kullanilan metan tiretim miktar1 6l¢limii sonunda Ag nanopartikiiliiniin metan
dretim miktarimi etkilemedigi gozlenmistir. Garcia vd (2012) tarafindan yiiriitiilen
calismada en yliksek doz kullanmis ve 100 mgAg/L konsantrasyonun biyogaz iiretimine
etkileri 50 giin siiresince 6l¢iilmiistiir. Elde edilen sonu¢ Ag NP’nin biyogaz iiretimine
etkisi olmadigi yonilindedir. Aymi calismada Ag NP’lerin, aerobik heterotrofik
organizmalarin oksijen tiikketim hizlar1 iizerinde ise %33 inhibisyona sebep oldugu tespit
edilmistir. Bu tez kapsaminda kullanilan Ag NP konsantrasyonlari ile yapilan BMP testi
sonuglart literatiirde incelenmemis dozlar1 icermektedir. Yapilan Ol¢timler sonucunda
diisiik dozlar i¢in literatiir ile benzer sonuclar elde edilmis olmakla birlikte, literatiirde
150, 250 ve 500 mgAg/gTKM konsantrasyonlart i¢in yapilmis bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu tez kapsaminda kotli senaryo kosullarinin olusabilecegi
diisiiniilerek  kullanilan yiiksek Ag NP konsantrasyonlar1 i¢in metan iiretim
miktarlarinda %10’un {izerinde bir inhibisyon gozlenmistir. Bilinen antibakteriyel
ozellikleri nedeniyle endiistriyel {riinlerde yogun olarak kullanilan Ag NP’lerin
anaerobik mikroorganizmalar {izerinde bu ¢alismada tespit edilen inhibisyon etkilerinin
yani sira viriislere, prokaryotlara ve memeli hiicrelerine de toksik etkileri oldugu
bilinmektedir (Braydich-Stolle vd 2005, Hussain vd 2005, Barrena vd 2009). Ag
NP’lerin hiicre zarinin pargalanmasi, enzim inaktivasyonuna sebep olan Ag iyonunun
salimmmi ya da protein defosforilasyonu yoluyla antibakteriyel etkileri yarattig:
diisiiniilmektedir (Prabhu ve Poulose 2012).

4.2.2. Aliiminyum oksit nanopartikiilii (Al2O3 NP) BMP sonuglari

Al203 nanopartikiiliiniin 5 farkli konsantrasyonuna (5, 50, 150, 250 ve 500
mgAIl203/gTKM) maruz birakilan aritma ¢amuru, Al20s NP igermeyen aritma ¢amuru
ve yalnizca ast ¢amurdan {iretilen metan miktarinin zamanla degisimi Sekil 4.4’te
verilmistir. Al203 nanopartikiiliniin 5 farkli konsantrasyonuna maruz birakilan aritma
camurlar1 ve Al203 NP igermeyen ham aritma ¢amuru numunelerinin normalize edilmis
ortalama kiimiilatif metan miktarlar1 ise Sekil 4.5’te sunulmustur. Sekil 4.5’ten
goriilecegi lizere, Al203 NP ile muamele edilmemis aritma ¢amurundan elde edilen
kiimiilatif metan miktar1 72,34 mLCH4/gUKM olarak 6l¢tilmiistiir.
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Sekil 4.5. Al203 NP igermeyen ve 5, 50, 150, 250, 500 mg Al20s/g TKM
konsantrasyonlarinda Al203 NP igeren aritma ¢amuru numunelerinin
normalize edilmis ortalama kiimiilatif metan miktarlar

48 giin sirdirilen BMP testinde metan tretimi agisindan Al203 NP’den
kaynaklanan inhibisyon etkisi tespit edilmemistir. inhibisyon etkisinin aksine, Al203
NP’nin 50, 250 ve 500 mgAl203/gTKM konsantrasyonlarinda metan gazi iiretimi sirasi
ile %13.5, %14,8 ve %8,4 artmustir. Al2O3 NP iceren numunelerin metan tretimleri
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arasindaki fark Sekil 4.4’ten goriilebilecegi gibi 17. gilinden itibaren ortaya ¢ikmustir.
Jiang vd (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada Al203 nanopartikiiliiniin 20 mg/L
konsantrasyonda, aerobik Bacillus subtilis, Escherichiia coli ve Pseudomonas
fluorescens mikroorganizmalarinin sirasi ile %57, %36 ve %70 oranlarinda 6liimiine
neden oldugu tespit edilmistir. Tespit edilen bu olumsuz etkinin nanopartikiillerin
reaktif oksijen tiirleri {iiretilmesine neden olmasindan kaynaklanabilecegi yorumu
yapilmistir. Yapilan literatiir taramasi sonucunda Al203 NP’nin anaerobik pargalanma
prosesine etkilerinin incelendigi tek bir c¢aligmaya rastlanmigtir. Mu vd (2011)
tarafindan yapilan ¢alismada 6, 30 ve 150 mgAl203/gTKM konsantrasyonlarinda Al203
nanopartikiiliiniin aritma ¢amurlarinin anaerobik parcalanabilirligine etkileri 18 giin siire
ile metan gazi Ol¢iimii yapilarak izlenmis ve Al203 nanopartikiiliiniin ¢alisilan
konsantrasyonlarda metan iiretimi lizerinde etkisinin olmadigi saptanmistir. Bu tez
kapsaminda kullanilan Al20s NP konsantrasyonlar1 ile yapilan BMP testi sonuglari
literatirde Mu vd (2011) tarafindan incelenen dozlar1 ve ayrica 250 ve 500
mgAg/gTKM konsantrasyonlarini da icermektedir. Biitiin konsantrasyonlar i¢in uzun
stireli BMP testinde herhangi bir inhibisyon gézlenmemis olmasi anaerobik as1 camurun
Al203 NP’den etkilenmedigini, aksine BMP miktarinda gozlenen artisin NP ile saglanan
yiiksek ylizey alaninin mikrobiyal grup icin aktivitenin artmasi ile ortaya c¢iktigi
goriisiinii ortaya ¢ikartmistir.

4.2.3. Demir (II) oksit nanopartikiilii (Fe2O3 NP) BMP sonuglari

Anaerobik kosullarda, Fe203 nanopartikiiliiniin 5 farkli konsantrasyonuna (5, 50,
150, 250 ve 500 mg Fe203/gTKM) maruz birakilan aritma ¢amuru, Fe203 NP icermeyen
aritma ¢amuru ve yalnizca as1 ¢camurdan iiretilen metan miktarinin zamanla degisimi
Sekil 4.6’da verilmistir. Fe203 nanopartikiiliiniin 5 farkli konsantrasyonuna maruz
birakilan aritma ¢amurlar1 ve Fe203 NP igermeyen ham aritma ¢amuru numunelerinin
normalize edilmis ortalama kiimiilatif metan miktarlar1 ise Sekil 4.7°de sunulmustur.
Sekil 4.7°den goriilecegi iizere, Fe203 NP ile muamele edilmemis atik aritma
camurundan elde edilen metan miktar1 72,34 mLCH4/gUKM’dir. 48 giin siirdiiriilen
BMP testlerinde farkli konsantrasyonlarda Fe203 NP’ye maruz birakilan aritma ¢amuru
numunelerinin metan tiretim miktarlar1 arasindaki farklar Sekil 4.6’dan goriilebilecegi
iizere 12. giinden itibaren gozlenmeye baslamistir. Elde edilen kiimiilatif metan
miktarlarma gore Fe203 nanopartikiilii, NP i¢cermeyen kontrol grubuna kiyasla metan
iretimi tlizerinde olumsuz bir etki meydana getirmistir. 5, 50, 150, 250 ve 500 mg
Fe203/gTKM konsantrasyonlariin aritma ¢amurunun metan tiretimi iizerine inhibisyon
etkisi normalize edilmis kiimiilatif metan miktarlar1 dikkate alinarak hesaplanmis ve
inhibisyon degerleri siras1 ile %4, %10,9, %6,1, %182 ve %28,9 olarak tespit
edilmistir.

Fermentatif bir okaryot olan Saccharomyces cerevisiae iizerine demir oksit
NP’iin etkilerinin pH’nin 4 ve 10 oldugu iki deney ortaminda incelendigi bir ¢alismada
pH 4 iken 120 mg/L demir oksit konsantrasyonunda mikroorganizmalarin %25+10
oraninda inhibe oldugu, pH 10’da ise 109 mg/L NP konsantrasyonunda %90 oraninda
inhibisyonun gerceklestigi tespit edilmistir. Farkli pH degerlerinde inhibisyonun farkli
konsantrasyonlarda gerceklesmesinin nedeni ¢alismada agiklanmamustir (Schwegmann
vd 2010). Yapilan literatiir taramasinda Fe203 nanopartikiiliiniin anaerobik parcalanma
prosesine etkilerinin arastirildigi tek bir ¢alismaya rastlanabilmistir. Barrena vd (2009)
tarafindan gergeklestirilen bu c¢alismada Fe2O3 NP 18 mg/L konsantrasyonunda
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kullanilmis ve anaerobik ortamda NP i¢cermeyen kontrol numunesine karsilik biyogaz
tiretim miktarindaki degisim arastirilmistir. 15 giin siirdiiriilen biyogaz iiretim miktari
Olciimii sonunda Fe203 nanopartikiiliiniin biyogaz iiretimine etkisi olmadigi tespit
edilmistir. Barrena vd (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada kullanilan konsantrasyon, bu
tez kapsaminda kullanilan konsantrasyonlara kiyasla daha diisiik degerdedir. Bu tez
calismas1 kapsaminda daha yiiksek Fe2Os NP konsantrasyonlar1 ve daha uzun 6l¢iim
siresi i¢in elde edilen sonuglar Fe20s nanopartikiiliinin 500 mgFe203/gTKM
konsantrasyonunda aritma c¢amurundan elde edilen metan miktarmi yaklasik %30
oraninda inhibe ettigini gostermistir.
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Sekil 4.6. Fe203 NP farkli konsantrasyonlarinin (5, 50, 150, 250, 500 mg Fe20s/g TKM)
aritma ¢amurunun metan tiretimi {izerine etkilerinin zamanla degisimi
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Sekil 4.7. Fe20s3 NP igermeyen ve 5, 50, 150, 250, 500 mg Fe20s3/g TKM
konsantrasyonlarinda Fe2O3 NP iceren aritma c¢amuru numunelerinin
normalize edilmis ortalama kiimiilatif metan miktarlar

4.2.4. Bakar (II) oksit nanopartikiilii (CuO NP) BMP sonuglar:

CuO nanopartikiiliiniin 5 farkli konsantrasyonu (5, 50, 150, 250 ve 500 mg
Fe203/gTKM) ile muamele edilen aritma ¢camuru, CuO NP ile muamele edilmemis ham
aritma ¢amuru Ve yalnizca asi ¢gamurdan iiretilen metan miktarlarinin zamanla degisimi
Sekil 4.8’de verilmistir. CuO nanopartikiiliiniin 5 farkli konsantrasyonuna maruz
birakilan aritma c¢amurlart ve CuO NP ile muamele edilmeyen aritma camuru
numunelerinin normalize edilmis ortalama kiimiilatif metan miktarlar1 ise Sekil 4.9.’da
sunulmustur. Sekil 4.9°dan goriilebilecegi gibi CuO NP 150 mgCuO/gTKM
konsantrasyonundan itibaren aritma ¢amurundan metan {iretim prosesini inhibe etmis,
250 ve 500 mgCuO/gTKM konsantrasyonlarinda ise as1 ¢amurdan elde edilen metan
miktarindan daha diisiik metan {iiretimi gerceklesmistir. 250 ve 500 mgCuO/gTKM
konsantrasyonlarindaki kiimiilatif metan miktarinin as1 gamurdan daha az oldugu igin ve
ast diizeltmesi yapilarak normalize edilmesiyle Sekil 4.9°daki bar diyagrami negatif
eksene diismiistiir. Bu tez kapsaminda incelenen nanopartikiillerden aritma ¢gamurlarmin
anaerobik parcalanmasi prosesine en toksik etkinin CuO nanopartikiiliinden
kaynaklandig1 tespit edilmistir. Bakir tuzlari uzun yillardan beri dezenfektan madde
olarak kullanilmakta olup c¢esitli ekosistemler i¢in son derece toksik oldugu
bilinmektedir (Baek ve An 2011). Baek ve An (2011), 3 adet model aerobik
mikroorganizmanin 28,6 - 65,9 mg CuO NP /L konsantrasyonlarinda %50 oraninda
inhibe oldugunu tespit etmislerdir. CuO NP’iinlin toksik etkisi bakirmn agir metal
ozelligi ile iliskilendirilmistir. Literatiirde, CuO NP’nin anaerobik prosese olabilecek
inhibisyon etkisinin arastirildigi bir ¢calismaya ve sonuglarin karsilastirilabilecegi bir
veriye rastlanmamis olmakla birlikte, Cu’in dezenfeksiyonda kullanilan bir ajan olmasi
ve benzer inhibisyon etki mekanizmasini anaerobik arkeler iizerinde de yarattigi
diistiniilmektedir.
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Sekil 4.8. CuO NP konsantrasyonlarinin (5, 50, 150, 250, 500 mg CuO/g TKM) aritma
camurunun metan iiretimi iizerine etkilerinin zamanla degisimi
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Sekil 4.9. CuO NP igermeyen ve 5, 50, 150, 250, 500 mg CuO/g TKM
konsantrasyonlarinda CuO NP iceren aritma g¢amuru numunelerinin
normalize edilmis ortalama kiimiilatif metan miktarlar
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4.2.5. Seryum (IV) oksit nanopartikiilii (CeO2 NP) BMP sonuglari

CeO2 nanopartikiiliniin aritma ¢amurlarimin metan iiretim potansiyeline
etkilerinin tespit edilebilmesi i¢in aritma c¢amurlarina 5, 50, 150, 250 ve 500
mgCeO2/gTKM konsantrasyonlarinda CeO2 NP eklenmis ve 48 giin siiresince iiretilen
metan miktarlar tespit edilmistir. Elde edilen kiimiilatif metan iiretim miktarlar1 Sekil
4.10°da verilmistir. CeOz2 ile muamele edilen ve CeO2 NP ile muamele edilmeyen ham
arima ¢amuru numunelerinin normalize edilmis ortalama kiimiilatif metan miktarlari
ise Sekil 4.11’de sunulmustur. Sekil 4.11°den de goriilebilecegi iizere CeO:2
nanopartikiiliiniin aritma ¢amurunun metan iretim potansiyelini arttirict etkiye sahip
oldugu tespit edilmistir. 150, 250 ve 500 mgCeO2/gTKM konsantrasyonlarinda CeO2
nanopartikiilii, aritma ¢amurunun metan {iretimini sirastyla %18,8, %25,5 ve %9,2
oraninda zenginlestirmistir. Garcia vd (2012), substrat olarak seliilozun kullanildigi
anaerobik parcalanma prosesine CeO:2 nanopartikiillerinin etkisini biyogaz {retim
miktar1 agisindan incelemislerdir. Calismanin ilk asamasinda, yalnizca, 640 mgCeO2/L
konsantrasyonunun biyogaz Tlretim miktarma etkilerinin o6lgiildiigii test 50 giin
stirdiirilmiistiir. Yapilan bu 6lgiim sonucunda 640 mgCeO2/L konsantrasyonunun, NP
icermeyen kontrol numunesine oranla toplam biyogaz iiretimini %90 oraninda inhibe
ettigi tespit edilmistir. Elde edilen bu sonucun ardindan CeO2 nanopartikiiliiniin ECso
konsantrasyonunu tespit etmek amaci ile aym nanopartikiilin daha seyreltik
konsantrasyonlar1 ayni test ortamina uygulanmis ve elde edilen sonuglara gére CeO2
nanopartikiiliiniin 160 mg/L konsantrasyonunun altindaki degerlerde toplam biyogaz
iretimine etkisi olmadig1 goézlenmistir. CeO2 nanopartikiili i¢in biyogaz iiretimini %50
inhibe eden konsantrasyon (ECso) 260 mg/L olarak hesaplanmistir. CeO2 NP’nin sentez
prosesi asamasinda kristal yapisina oksijeni almasi ve gevresel kosullara bagli olarak
yapisindaki oksijeni tutma ya da salma Kapasitesi nedeniyle endiistriyel uygulamalarda
CeO2 NP tercih edilmektedir. Bu &zelligin mikrobiyolojik popiilasyonun respirasyon
mekanizmasint bozabilecegi ve gozlenen inhibisyona neden olabilecegi yorumu
yapilmistir. Elde edilen bu bulgu, bu tez kapsaminda yapilan 6l¢iimler dogrultusunda
elde edilen sonugtan farkli bir bilgi ortaya koymaktadir. Yapilan literatlir taramasi
sonucu CeO2 nanopartikiiliiniin anaerobik pargalanma {izerindeki etkilerini arastiran ve
bu tez kapsaminda elde edilen sonucun karsilastirilabilecegi baska bir calisma
bulunamamastir.
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Sekil 4.10. CeO2 NP konsantrasyonlarinin (5, 50, 150, 250, 500 mg CeO2/g TKM)
aritma ¢amurunun metan iiretimi lizerine etkilerinin zamanla degisimi
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Sekil 4.11. CeO2 NP igermeyen ve 5, 50, 150, 250, 500 mg CeO2/g TKM
konsantrasyonlarinda CeO2 NP igeren aritma ¢amuru numunelerinin
normalize edilmis ortalama kiimiilatif metan miktarlari
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4.3. Aritma Camurlarmmin Anaerobik Parcalanma Prosesine Nanopartikiillerin
Inhibisyon Etkilerinin Tespit Edilmesi

Evsel aritma ¢amurlarinin anaerobik pargalanabilirligine nanopartikiillerin kisa
stireli (akut) inhibisyon etkilerinin tespit edilebilmesi amaci ile toplam gaz basinci
Olciimii prensibine dayanan anaerobik inhibisyon testi “ISO 13641-1 Su Kalitesi:
Anaerobik Bakterilerin Gaz Uretimlerinin /nhibisyonunun Belirlenmesi” kullanilmustir.
Test 72 saat slrdiiriilmiis ve standartta belirtildigi gibi 12 saatte bir reaktorlerin
icerisindeki gaz basinct Digitron 2085p el tipi dijital manometre ile Olgiilmiistiir.
Standartta, testin gecerliliginin kontrol edilmesi amaci ile as1 ¢amurdan elde edilecek
gaz Uretiminin yaklasitk %50 oraninda azalmasini saglayacak inhibisyon
kosullariinolustugunun goézlenmesi icin bir referans reaktér tanimlanmistir. Referans
reaktoriiniin igerigi as1 ¢amur, substrat ve 150 mg/L nihai konsantrasyonda 3,5-
diklorofenol (DCP) ¢ozeltisinden olusmaktadir. Referans reaktoriiniin igermesi gereken
3,5-diklorofenol ¢ozeltisi, standartta verilen tanimlamaya uygun olarak, 250g/L
konsantrasyonundaki NaOH ¢ozeltisi i¢inde, nihai DCP konsantrasyonu 10g/L olacak
sekilde ¢ozdiriilerek hazirlanmistir.

Standartta, inhibisyon testinin dogrulugunun kontrol edilebilmesi i¢in ii¢ kosul
belirtilmistir. Bu kosullardan birincisi test sonunda tiim reaktdrlerin pH degerlerinin 6,2
— 7,5 araliginda olmasidir. ikinci kosul; DCP ¢dzeltisi igeren reaktorlerde yalnizca asi
camur ve substrat igeren kontrol reaktdrlerine gore en az %20 oraninda gaz iiretim
inhibisyonu gergeklesmelidir. Son olarak tiglincii kosul ise kontrol rektérlerinde 6l¢iim
sonunda 50 mL biyogaz/gTKM toplam biyogazin 6l¢iilmiis olmasidir. 72 saat sonunda
yapilan pH 6l¢iimii tiim reaktdrlerde pH kosulunun saglandigini gstermistir. Inhibisyon
testi kapsaminda kullanilan ii¢ farkli as1 camur i¢in ii¢ farkli referans reaktorii (DCP
iceren) tli¢ tekrarli olarak hazirlanmistir. Kontrol reaktoérlerine karsilik, hazirlanan
referans reaktorlerine ait gaz liretim inhibisyonlar1 %79,2, %81,8 ve %81,3 (ortalama
%380,8) dlciilmiistiir. Bu deger, inhibisyon testinin dogrulugu ile ilgili ikinci kosulun da
saglandigin1 gostermektedir. Kullanilan ii¢ farkli a1 ¢amur i¢in yalnizca substrat ve ast
camur igeren ii¢ farkli kontrol reaktorii ii¢ tekrarli olarak kurulmustur. Ugiincii kosulun
kontrolii i¢in kurulan reaktorlerde 72 saat sonunda gTKM basina iiretilen gaz miktar
sirastyla %79,8, %95,6 ve %86,4 bulunmus ve ortalama %87,3 dogruluk ile bu kosul da
saglanmustir.

Bu tez kapsaminda uygulanan 1SO 13641-1 anaerobik inhibisyon testinde Ag,
Al203, Fe203, CuO ve CeO2 nanopartikiillerinin 5, 50, 150, 250, 500, 750 ve 1000
mgNP/gTKM konsantrasyonlarinin anaerobik pargalanma prosesinde iiretilen biyogaz
miktar1 lizerindeki etkileri incelenmistir. Yapilan Ol¢iimlerin sonuglar1 standartta
belirtildigi iizere % inhibisyon olarak ifade edilmistir. Gaz basinci 6l¢iimleri sonucunda
inhibisyon etkisine sebep oldugu tespit edilen nanopartikiiller icin ECso degeri
hesaplamalar1 yapilmistir. 1SO 13641-1 anaerobik inhibisyon testi kapsaminda
kullanilan stok nanopartikiil silispansiyonlarina nanopartikiillerin agrage olmasini
engellemek amaciyla siispansiyon i¢indeki nihai konsantrasyonu 0,1 mM olacak sekilde
SDBS eklenmistir. Eklenen SDBS’nin biyogaz iiretimi tizerindeki etkisini tespit etmek
amaciyla NP igeren reaktdrlerdeki SDBS konsantrasyonuna esit konsantrasyonda SDBS
iceren ve NP icermeyen reaktorler kurulmustur. Farkli konsantrasyonlarda SDBS
(0,004, 0,04, 0,16, 0,28, 0,57, 0,85 ve 1,13 mgSDBS/gTKM) inhibisyonunun zamana
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kars1 degisimi Sekil 4.12’de verilmistir. SDBS’nin tiim konsantrasyonlarinda tiretilen
gaz miktarlar1 ve kontrol grubu gaz iiretim miktarlar1 birbirine ¢ok yakin degerlerde
tespit edilmistir. Standart sapma ve ortalama sapma sirasiyla 11,3 ve 8,3 mL olarak
hesaplanmistir. Bu nedenle 72 saat test siiresinin sonunda elde edilen sonuglara gore
SDBS’nin biyogaz iiretimi iizerinde bir etkisinin bulunmadigi ve inhibitor etkisi
olmadig1 tespit edilmistir. Elde edilen bu veri, Mu vd (2011) tarafindan sunulan
SDBS’nin metan tretimi lizerinde etkisi olmadig: bilgisi ile tutarlilik gostermektedir.
Literatiirde  nanopartikiillerin ~ anaerobik  par¢alanma  prosesine  etkilerinin
incelenmesinde ISO 13641 anaerobik inhibisyon testini kullanan yalnizca bir ¢caligmaya
rastlanabilmistir. Luna del-Risco vd (2011) tarafindan yapilan ¢alismada ZnO ve CuO
NP ve makro partikiillerinin anaerobik prosesten gaz liretimi lizerine etkilerinin tespit
edilmesi amaglanmistir.
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Sekil 4.12. Farkli konsantrasyonlarda SDBS inhibisyonunun zamana kars1 degisimi

4.3.1. Giimiis nanopartikiiliin (Ag NP) aritma camurunun anaerobik par¢alanmasi
iizerine kisa donemli inhibisyon etkileri

5, 50, 150, 250, 500, 750 ve 1000 mgAg/gTKM konsantrasyonlarinda Ag NP
iceren numunelerin, Ag NP icermeyen kontrol numunelerinin ve referans DCP
reaktorlerinin 72 saat boyunca 12 saatte bir yapilan kiimiilatif ortalama gaz basinci
Olctimleri ve iiretilen kiimiilatif ortalama gaz miktarlar1 siras1 ile Sekil 4.13 ve Sekil
4.14’de verilmistir. Olgiilen gaz basincim {iretilen gaz miktarina ¢evirmek amaciyla el
tipi manometrenin kalibrasyonu sirasinda olusturulan kalibrasyon egrisinden elde edilen
esitlik kullanilmigtir. Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’den goriilebilecegi gibi reaktorlerden elde
edilen gaz basinci ve gaz miktarinin gosterdigi egilim aynidir.
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Sekil 4.13. Ag NP ve DCP igeren reaktorlerde zamana karsi iiretilen kiimiilatif gaz
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Sekil 4.14. Ag NP ve DCP igeren reaktorlerde zamana karsi iiretilen kiimiilatif gaz
hacimleri

Anaerobik parcalanma prosesi lizerine 6zellikle yliksek konsantrasyonlarda uzun
donemli inhibisyon etkisi gozlenen Ag nanopartikiiliiniin kontrol grubuna kiyasla
biyogaz iiretimi iizerine kisa donemli akut bir inhibisyon etkisi gézlenmemistir. Sekil
4.14’den de goriilebilecegi gibi Ag NP iceren numunelerin, NP icermeyen kontrol
reaktoriine gore gaz liretim miktarlarinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. Ag NP’nin
1000 mg konsantrasyonu diginda tim Ag NP konsantrasyonlarinda firetilen gaz
miktarlar1 ve kontrol grubu gaz iiretim miktarlar1 birbirine ¢ok yakin degerlerde tespit
edilmigtir. Standart sapma ve ortalama sapma sirasiyla 12 ve 9,1 mL olarak
hesaplanmistir. Bu nedenle 72 saat test siiresinin sonunda elde edilen sonuglara gore Ag
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NP 1000 mg/L konsantrasyonunun biyogaz iiretimi iizerinde diisiik diizeyde inhibitor
etkisi oldugu Sekil 4.14’ten goriilmektedir.

ISO 13641-1 testinde kullanilan her bir nanopartikiil konsantrasyonunun sebep
oldugu inhibisyon degeri standartta verildigi lizere ylizde (%) deger olarak asagidaki
esitlige gore hesaplanmistir.

| = (1- (PYPc))*100 (4.1)

Esitlikte wverilen; | yiizde inhibisyon, Pt inhibisyon degeri hesaplanan
nanopartikiil konsantrasyonunun sec¢ilen 6l¢iim saatinde Pascal (Pa) cinsinden Olgiilen
biyogaz basinct ve Pc ise ayni saatte kontrol reaktdriinde Pascal (Pa) cinsinden dlciilen
biyogaz basincidir. Sekil 4.15°te farkli konsantrasyonlarda Ag NP’nin aritma
camurunun anaerobik parcalanma prosesine olan kisa donemli inhibisyon etkilerinin
zamana kars1 degisimi verilmistir.
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Sekil 4.15. Farkli konsantrasyonlarda Ag NP’nin aritma g¢amurunun anaerobik
parcalanma prosesine olan kisa dénemli inhibisyon etkilerinin zamana
kars1 degisimi

Sekil 4.15’ten goriilecegi lizere Ag nanopartikiiliiniin biyogaz iiretimi iizerinde
oldukca diisiik oranda inhibisyon etkisi ile birlikte yine diisiik miktarda olumlu etkisi de
gozlenmistir. Yapilan % inhibisyon hesaplar1 tiim etkilerin %10’dan diisiik oldugunu
gostermektedir. % inhibisyon degeri standartta belirtildigi iizere ortalama kiimiilatif
biyogaz basinci tizerinden hesaplanmistir. Yapilan bu hesaplamalar sonucunda 5, 50,
250, 500 ve 750 mgAg/gTKM konsantrasyonlarinda Ag nanopartikiiliiniin biyogaz
basincini sirasi ile %4, %2,8, %5, %8,4 ve %2,4 oraninda arttirdig1 saptanmistir. 150 ve
1000 mgAg/gTKM konsantrasyonlarinda ise biyogaz basinci sirast ile %1,5 ve %5,1
oranlarinda azaltmistir. FElde edilen bu sonuglardan gorildigi {izere Ag
nanopartikiiliiniin biyogaz {retimi iizerinde akut olarak kayda deger bir etkisi
bulunmamaktadir. Farkli konsantrasyonlarda Ag NP’nin aritma ¢amurunun anaerobik

64



parcalanmasi iizerine akut inhibisyon etkilerinin incelendigi test sonucunda Ag NP’den
kaynaklanan anlamli inhibisyon etkisi tespit edilmemesi nedeniyle Ag NP i¢in ECso
degeri hesaplanmasi miimkiin olmamistir. Akut etkilerin gozlenebilmesi i¢in yiiriitiilen
bu calisma ile BMP testinden elde edilen sonuglar karsilastinnldiginda Ag
nanopartikiiliiniin biyogaz iiretimi lizerine yliksek dozlarda sok etki yaratmadig tespit
edilirken, uzun dénemde Ag NP maddelerin yiliksek konsantrasyonlarda anaerobik
prosesin ¢alisma dengesini bozdugu ve gaz firetimini olumsuz etkiledigi tespit
edilmistir.

4.3.2. Aliminyum oksit nanopartikiiliin (Al2O3 NP) aritma ¢amurunun anaerobik
parcalanmasi iizerine kisa donemli inhibisyon etkileri

Farkli konsantrasyonlarda Al203 NP igeren reaktorlerde, kontrol reaktorlerinde
ve referans DCP reaktorlerinde iiretilen ortalama kiimiilatif gaz basinci ve hesaplanan
ortalama kiimiilatif gaz hacminin zamanla degisimi sirasiyla Sekil 4.16’da ve Sekil
4.17°de verilmistir. 72 saat siiren anaerobik inhibisyon testi sonucunda Al203
nanopartikiiliiniin tiim konsantrasyonlarinda tiretilen gaz miktarlar1 ve kontrol grubunda
tiretilen gaz miktar1 birbirine ¢ok yakin degerlerde tespit edilmistir. Standart sapma ve
ortalama sapma sirasiyla 12,2 ve 9,2 mL olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.16. Al203 NP ve DCP igeren reaktorlerde zamana karsi tiretilen kiimiilatif gaz
basinglari
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Sekil 4.17. Al20s3 NP ve DCP igeren reaktorlerde zamana karsi iiretilen kiimiilatif gaz

hacimleri

ISO 13641-1 standartina gore inhibisyon degerleri Al203 nanopartikiiliin her bir
konsantrasyonu igin yiizde (%) deger olarak hesaplanmigtir. Sekil 4.18’de farkli
konsantrasyonlarda Al20s NP’nin aritma ¢amurunun anaerobik parcalanma prosesine
olan kisa dénemli inhibisyon etkilerinin zamana kars1 degisimi sunulmustur.
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Sekil 4.18. Farkli konsantrasyonlarda Al20O3 NP’nin aritma ¢amurunun anaerobik
pargalanma prosesine olan kisa doénemli inhibisyon etkilerinin zamana

kars1 degisimi
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Sekil 4.18’den goriilebilecegi lizere biyogaz {retimi tizerinde Al203
nanopartikiiliinden kaynaklanan anlamli bir inhibisyon etkisi tespit edilememistir. Al203
NP biyogaz iiretimi iizerinde akut olarak toksik etkiye neden olmamaktadir. Elde edilen
bu sonu¢ uzun doénemli etkilerin gozlendigi BMP testi ile paralellik gostermektedir.
Al203 NP i¢in akut bir inhibisyon etkisi tespit edilmemesi nedeniyle bu nanopartikiiliin
gaz Uretimini %350 inhibe ettigi deger olan ECso degerini hesaplamak miimkiin
olmamistir. Yapilan literatiir taramasi sonucunda Al203 nanopartikiiliiniin biyogaz
tiretimi lizerindeki akut etkilerini inceleyen bagka bir calismaya rastlanmamustir.

4.3.3. Demir (IIT) oksit nanopartikiiliin (Fe2;Oz NP) aritma ¢amurunun anaerobik
parcalanmasi iizerine kisa donemli inhibisyon etkileri

5, 50, 150, 250, 500, 750 ve 1000 mgFe203/gTKM konsantrasyonlarinda Fe203
NP igeren reaktorler ile 72 saat siirdiiriilen ve 12 saatte bir yapilan toplam gaz basinci
Ol¢iimleri ile anaerobik parcalanma prosesi iizerindeki akut etkileri gozlenen Fe20s3
nanopartikiiliiniin kontrol grubuna kiyasla biyogaz firetimi {izerine kisa ddnemli
inhibisyon etkisi higbir konsantrasyonda tespit edilmemistir. Fe203 nanopartikiiliiniin
tiim konsantrasyonlar1 biyogaz iiretimini kontrol grubuna nazaran diigilk miktarda da
olsa arttirmugtir. Uretilen ortalama kiimiilatif gaz basinci ve ortalama kiimiilatif gaz
hacmi sirasi ile Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°de verilmistir.
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Sekil 4.19. Fe203 NP ve DCP igeren reaktorlerde zamana karsi liretilen kiimiilatif gaz
basinglari
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Sekil 4.20. Fe203 NP ve DCP igeren reaktorlerde zamana karsi tiretilen kiimiilatif gaz
hacimleri

ISO 13641-1 standartina gére inhibisyon degerleri Fe203 nanopartikiiliin her bir
konsantrasyonu i¢in yiizde (%) deger olarak hesaplanmistir. 5, 50, 150, 250, 500, 750 ve
1000 mgFe203/gTKM konsantrasyonlarinda Fe203 nanopartikiiliiniin biyogaz liretimine
strast ile %8,2, %1,4, %5,6, %4, %6,4, %1,4 ve %8,7 oraninda olumlu etkisi oldugu
saptanmigstir. Sekil 4.21°de farkli konsantrasyonlarda Fe2O3 NP’nin aritma ¢amurunun
anaerobik parcalanma prosesine olan kisa donemli inhibisyon etkilerinin zamana karsi
degisimi verilmistir.
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Sekil 4.21. Farkli konsantrasyonlarda Fe20s NP’nin aritma ¢amurunun anaerobik

pargalanma prosesine olan kisa donemli inhibisyon etkilerinin zamana
kars1 degisimi
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Kisa donemli akut inhibisyon testinden elde edilen sonuglar Fe203 nanopartikiilii
icin yapilan uzun dénemli BMP testinden elde edilen sonuglardan farklidir. BMP testi
sonunda 5, 50, 150, 250 ve 500 mgFe203/gTKM konsantrasyonlarinin aritma
camurunun metan Uretimi lizerinde sebep oldugu inhibisyon miktarlar1 normalize
edilmis kiimiilatif metan miktarlarina gore sirasi ile %4, %10,9, %6,1, %18,2 ve %28,9
olarak tespit edilmistir. BMP testinde Fe203 nanopartikiiliinden kaynaklanan inhibisyon
etkisi testin 12. giiniinden itibaren gozlenmeye baslanmistir. Bu durum, Fe20s3
nanopartikiiliiniin anaerobik proses isleyisi lizerinde olumsuz bir akut etki
olusturmazken, uzun donemli etkilerinin biyogaz lretimini doza bagli olarak inhibe
ettigini gostermektedir. Bu sonug, Fe203 nanopartikiiliiniin ani etki eden bir inhibisyon
mekanizmasina degil temas siiresi arttikca etkinlesen bir mekanizmaya sahip oldugu
seklinde yorumlanabilir. Fe203 NP i¢in akut inhibisyon etkisi tespit edilmedigi i¢in bu
nanopartikiiliin ECso degeri hesaplanmamustir.

4.3.4. Bakir (Il) oksit nanopartikiilin (CuO NP) aritma camurunun anaerobik
parcalanmasi iizerine kisa donemli inhibisyon etkileri

Nanopartikiillerin anaerobik pargalanma tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi
amaci ile yapilan ISO 13641-1 anaerobik inhibisyon testi kapsaminda etkileri incelenen
bes farkli nanopartikiill arasindan anaerobik prosese etkileri en toksik olan
nanopartikiilin CuO NP oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’te sirasi ile
farkli konsantrasyonlarda CuO NP iceren reaktorlerden, NP icermeyen kontrol
reaktorlerinden ve DCP iceren reaktorlerden ol¢iilen ortalama kiimiilatif biyogaz basinci
ve hesaplanan ortalama kiimiilatif biyogaz miktarlar1 verilmistir. Diger tiim
nanopartikiillerde oldugu gibi CuO NP icin de biyogaz basinci, liretilen biyogaz
hacmine doniistiiriiliirken el tipi manometre i¢in olusturulan kalibrasyon egrisinden elde
edilen denklem kullanilmistir. Sekil 4.22 ve 4.23’ten goriildigi gibi CuO NP tiim
konsantrasyonlarinda biyogaz iiretimine olumsuz etki etmis ve biyogaz {iiretim
miktarimin kontrol grubunun altinda kalmasina sebep olmustur.
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Sekil 4.22. CuO NP ve DCP igeren reaktorlerde zamana karsi iiretilen kiimiilatif gaz

basinglar1
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Sekil 4.23. CuO NP ve DCP igeren reaktorlerde zamana karsi iiretilen kiimiilatif gaz
hacimleri
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ISO 13641-1 standartina gore inhibisyon degerleri CuO nanopartikiiliin her bir
konsantrasyonu igin yiizde (%) deger olarak hesaplanmistir. 5, 50, 150, 250, 500, 750 ve
1000 mg CuO NP/gTKM konsantrasyonlari i¢in hesaplanan inhibisyon degerleri
sirastyla %2,3, %12, 9%70,3, %70,8, %61,8, %842 ve 9%76,8°dir. Farkli
konsantrasyonlarda CuO NP’nin aritma camurunun anaerobik parcalanma prosesine

olan kisa donemli inhibisyon etkilerinin zamana kars1 degisimi Sekil 4.24’de
sunulmustur.
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Sekil 4.24. Farkli konsantrasyonlarda CuO NP’nin aritma c¢amurunun anaerobik

parcalanma prosesine olan kisa donemli inhibisyon etkilerinin zamana
kars1 degisimi

Elde edilen inhibisyon degerleri kullanilarak CuO NP i¢in ECso konsantrasyonu
hesaplanmigtir. Bu amagla, standartta belirtildigi gibi, CuO NP konsantrasyonlarina
kars1 % inhibisyon grafigi ¢izilmis ve ECso degerini en saglikli sekilde hesaplayabilmek
amaci ile 4. dereceden polinomial bir egilim c¢izgisi ile denklemi elde edilmistir. Bu
metotla olusturulan model grafigi Sekil 4.25°te verilmistir.
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Sekil 4.25. CuO NP i¢in konsantrasyona karst % inhibisyon degerlerinin degisimi

CuO NP i¢in ISO 13641-1 akut inhibisyon testi ile tespit edilen ve biyogaz
{iretimini %50 oraninda inhibe etmesi beklenen ECso konsantrasyonu R? degeri (0,9555)
yiiksek bu denklem ile 110,8 mgCuO/gTKM olarak hesaplanmistir. Ayn1 denklem
kullanilarak CuO nanopartikiillerinin biyogaz tiiretimini %10 ve %25 inhibe ettigi
konsantrasyonlar da hesaplanmig ve sirasi ile 25,8 ve 52,2 mgCuO/gTKM olarak
bulunmustur.

Literatiirde ISO 13641 anaerobik inhibisyon testini kullanarak CuO
nanopartikiillerinin anaerobik ortamdaki gaz iiretimine etkisini tespit eden bir adet
calismaya rastlanabilmistir. Luna-delRisco vd (2011) tarafindan yapilan ¢alismada CuO
nanopartikiillerinin 7,5 ila 480 mgCuO/L (0,8 ila 53,3 mgCuO/gTKM) arasinda degisen
konsantrasyonlar1 i¢in ISO 13641 testi uygulanmistir. Luna-delRisco vd (2011)
tarafindan yapilan c¢alismadan elde edilen sonuglara gore 15 mgCuO/L (1,7
mgCuO/gTKM) konsantrasyonu NP icermeyen kontrol grubuna kiyasla biyogaz
tiretiminde %30 oraninda bir inhibisyona sebep olmustur. Ayni calisma icinde
degerlendirilen ZnO NP ve makro boyutlu CuO ve ZnO partikiillerine gore biyogaz
iretimi tlizerinde en toksik etkiye CuO NP sebep olmustur. Luna-delRisco vd (2011)
tarafindan yapilan ¢alismada verilen sonuglar bu tez kapsaminda yapilan ¢calismada elde
edilen konsantrasyonlardan daha disiiktiir. Luna-delRisco vd Ol¢lim sonuglarini
degerlendirmek i¢in aerobik reaksiyonlar ic¢in olusturuldugu bildirilen REGTOX
yazilimimi kullanmiglardir. Elde edilen sonuglar arasindaki farkin Luna-delRisco vd
tarafindan kullanilan hesap modelinden kaynaklanabilece§i diisliniilmektedir. Bu tez
kapsaminda CuO NP’nin tespit edilen kisa ve uzun donemli toksik etkileri sinirl
sayidaki literatiir ile ortiismektedir.
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4.3.5. Seryum (IV) oksit nanopartikiiliin (CeO, NP) aritma ¢camurunun anaerobik
parcalanmasi iizerine kisa donemli inhibisyon etkileri

CeOz2 nanopartikiiliin aritma ¢amurunun anaerobik parcalanmasi iizerine akut
etkilerinin belirlenmesi amaci ile yapilan ISO 13641-1 testi sonuglarina gore CeO2
nanopartikiiliin biyogaz iiretimi {izerine anlamli bir inhibisyon etkisi tespit edilmemistir.
Farkli konsantrasyonlarda CeO2 NP iceren reaktorlerden, DCP igeren reaktérden ve
kontrol reaktoriinden elde edilen ortalama kiimiilatif biyogaz basinct ve ortalama
kiimtilatif biyogaz miktarlar: sirast ile Sekil 4.26 ve Sekil 4.27°de verilmistir.
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Sekil 4.26. CeO2 NP ve DCP iceren reaktorlerde zamana karsi iiretilen kiimiilatif gaz
basinglari
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Sekil 4.27. CeO2 NP ve DCP igeren reaktorlerde zamana karsi iiretilen kiimiilatif gaz
hacimleri

ISO 13641-1 standartina gére inhibisyon degerleri CeO2 nanopartikiiliin her bir
konsantrasyonu igin yiizde (%) deger olarak hesaplanmigtir. Sekil 4.28’de farkli
konsantrasyonlarda CeO2NP’nin aritma ¢amurunun anaerobik pargalanma prosesine
olan kisa dénemli inhibisyon etkilerinin zamana kars1 degisimi verilmistir.
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Sekil 4.28. Farkli konsantrasyonlarda CeO2 NP’nin aritma c¢amurunun anaerobik
parcalanma prosesine olan kisa donemli inhibisyon etkilerinin zamana
karsi degisimi
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Sekil 4.28’den de goriildiigi gibi CeO2 NP aritma ¢amurlarinin anaerobik
parcalanmasini akut olarak inhibe etmemektedir. 1000 mg CeO2 NP konsantrasyonunda
%S3,5 gibi diisiik bir diizeyde akut inhibisyon gozlenmistir. Kisa dénemli inhibisyon testi
sonuglari, uzun donemli inhibisyon etkisinin belirlenmesi i¢in kullanilan BMP testinde
gozlenen kronik etkiler ile paralellik gostermektedir. CeO2 NP i¢in inhibisyon etkisi
saptanmadigindan dolay1 bu NP i¢in biyogaz iiretimini %50 inhibe eden konsantrasyon
degeri anlamina gelen ECso degeri hesaplanmamustir.

4.4. Fliioresanh Yerinde Hibritleme (FISH) Analizi Sonuc¢lari

Bu tez caligmasi kapsaminda kullanilan nanopartikiillerin anaerobik parcalanma
prosesine etki mekanizmalarinin daha iyi anlagilabilmesi icin BMP ve ISO analizlerinin
ardindan nanopartikiillerin anaerobik par¢alanmadan sorumlu mikrobiyal tiirler {izerine
etkilerinin belirlenmesi amaciyla numunelere FISH analizi uygulanmistir. Anaerobik
prosesin son asamasit olan ve enerji degeri bulunan metan gazinin {retildigi
metanojenesis agamasinda gorev alan arke popiilasyonunun nannopartikiillerden nasil
etkilendiginin arastirilmas1 amaglanmis ve bu amacla tiim arkeleri ve spesifik olarak 3
farkli arkeyi hedefleyen problar kullanilmistir. FISH analizi ile incelenmek i¢in segilen
3 spesifik tiir Methanosaeta spp., Methanococcus spp. ve Methanosarcinales’dir. Ilgili
arke problar1 segilirken yapilan literatiir taramasina gore hem asetattan hem de H2 ve
CO2’den metan iireten arkelerin secilmesine 6zen gosterilmistir. Metan {iretimi sirasinda
Methanosaeta spp., asetati, Methanococcus spp., Hz ve CO2’i, Methanosarcinales ise
her iki metabolik yolu da kullanmaktadir (Juottonen 2008). Numuneler s6z konusu
arkelere 6zgili oligoniikleik problar ile isaretlenirken, her numunede mevcut olan tiim
organizmalarin isaretlenmesi i¢in mavi renkli DAPI ve tiim bakterilerin isaretlenmesi
icin yesil renkli EUBmix (EUBi, EUBn ve EUBn) kullanilmistir. Boylece kirmizi renk
veren problar ile diger organizma ve bakterilerin birbirinden ayrilmasi saglanmistir.
Inhibisyon gozlenen numunelere ait slaytlar dikkatlice incelenerek popiilasyon
durumunun tespit edilmesinin ardindan temsil edici goriintiiler fotograflanarak
degerlendirme yapilmustir.

4.4.1. Arke probu (ARC915) FISH goriintiileme sonuclar:

Sekil 4.29a, b, ¢ ve d’de sirasiyla kontrol numunesi, 500 mgAg NP/gTKM, 500
mgFe203NP/gTKM ve 500 mgCuO NP/gTKM igeren numunelerin BMP testleri
sonrasinda elde edilen FISH goriintiileri verilmistir. Sekil 4.29a’dan Arkelerin, BMP
testine ait kontrol numunesinde toplam bakterinin biiyiik bir kismini olusturdugu
gozlenmistir. Bununla birlikte, BMP testi sonucunda tespit edilen inhibisyona paralel
olarak 500 mgNP/gTKM konsantrasyonunda Ag, Fe203 ve CuO NP i¢eren numunelerde
kontrol numunesine kiyasla daha az bakteri bulundugu tespit edilmistir (Sekil 4.29b, ¢
ve d). 500 mgNP/gTKM konsantrasyonunda Ag, Fe20s ve CuO NP igeren
numunelerdeki Arke miktarinin azalmasiyla gaz iiretim miktarindaki diismenin
nedeninin nanopartikiillerin anaerobik mikroorganizma kiiltiirii i¢inde bulunan ve metan
tiretiminde gorev alan Arkeleri inhibe ettigi sonucunu ortaya ¢gikarmaktadir.
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(d)

Sekil 4.29. DAPI (mavi), tiim bakteri (yesil) ve Arke (kirmiz1) i¢in FISH sonuglari. (a)
BMP kontrol numunesi, (b) 500 mgAg NP/gTKM BMP numunesi, (c) 500
mgFe203 NP/gTKM BMP numunesi ve (d) 500 mgCuO NP/gTKM BMP
numunesi

ISO testi sonrasi alman numunelere FISH analizinin uygulanmasi sonucunda
kontrol numunesi ve nanopartikiil iceren numunelerde belirlenen arke popiilasyonlari
incelendiginde ise, Ozellikle Fe2Os NP olmak iizere nanopartikiillere maruz kalma
sonucunda popiilasyondaki azalmanin BMP testine kiyasla ¢ok daha az oldugu
gozlenmistir. Sekil 4.30a, b, ¢ ve d’de sirasiyla kontrol numunesi, 1000 mgAg
NP/gTKM, 1000 mgFe203NP/gTKM ve 1000 mgCuO NP/gTKM igeren numunelerin
ISO testleri sonrasinda elde edilen FISH goriintiileri verilmistir.
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Sekil 4.30. DAPI (mavi), tim bakteri (yesil) ve Arke (kirmizi) i¢in FISH sonuglari. (a)
ISO kontrol numunesi, (b) 1000 mgAg NP/gTKM ISO numunesi, (c) 1000
mgFe20s NP/gTKM ISO numunesi ve (d) 1000 mgCuO NP/gTKM ISO
numunesi

Sekil 4.30’dan gorildigi gibi kontrol numunesinde aktif Arkeler bol miktarda
gbzlenmistir. Benzer sekilde yiiksek akut inhibisyon etkisi gozlenmeyen Ag ve ozellikle
Fe2Os NP numunelerinde de diger mikroorganizmalarin yani sira Arkeler yiiksek
yogunlukta gozlenmistir. Fakat, 1000 mgCuO NP/gTKM numunesini temsil eden
goriintiide, prob boyasindan 6tiirii kirmiz1 olarak goriilebilen arkelerin gozle goriiliir
bigimde azaldig1 tespit edilmistir. Elde edilen bu sonug¢ arke popiilasyonunun akut
olarak nanopartikiillere maruz kalmasi durumunda dikkate deger inhibisyon
gerceklesmedigini, BMP testi gibi kronik bir maruziyet sonrasinda ise arkelerin inhibe
oldugunu gostermektedir.

4.4.2. Methanosaeta spp. probu (MX825) FISH goriintiileme sonuglari

Sekil 4.31°de ISO testinin ardindan siras1 ile kontrol, 1000 mgNP/gTKM
konsantrasyonunda CeO2 ve CuO nanopartikiillerini igeren numunelerin FISH analizleri
sonucunda elde edilen goriintiiler sunulmugtur. Goriintiiler incelendiginde; gaz tiretimi
iizerinde inhibisyon etkisi tespit edilmeyen 1000 mgCeO2 NP/gTKM
konsantrasyonunda NP iceren numunenin kontrol numunesi ile benzer bir goriintii
verdigi ve Methanosaeta spp. smifinin NP varligindan etkilenmedigi anlasilmaktadir.
Bununla birlikte, gaz iiretiminin son derece olumsuz etkiledigi BMP ve ISO testleri ile
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tespit edilen CuO NP i¢eren numunede asetati kullanarak metan iireten Methanosaeta
spp. varliginin azaldigi go6zlenmistir (Sekil 4.31d). Elde edilen bu veriler
nanopartikiillerin anaerobik mikroorganizmalar iizerindeki etkilerinin gaz iiretiminde
gozlenen degisimi yansittigini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu sonug, nanopartikiillerin gaz
tiretimini inhibe etme mekanizmalarinin metan tiretiminde gorev alan Arkelerin inaktive
edilmesi seklinde yorumlanmaktadir.

(b) (©)

Sekil 4.31. DAPI (mavi), tiim bakteri (yesil) ve Methanosaeta spp. (kirmizi) i¢in FISH
sonuglari. (a) ISO kontrol numunesi, (b) 1000 mgCeO2 NP/gTKM ISO
numunesi, (¢) 1000 mgCuO NP/gTKM ISO numunesi

4.4.3. Methanococcus spp. probu (MC1109) FISH goriintiileme sonuglari

Sekil 4.32a, b, ¢ ve d’de sirasiyla kontrol numunesi, 500 mgAg NP/gTKM, 500
mgFe203 NP/gTKM ve 500 mgCuO NP/gTKM igeren numunelerin BMP testleri
sonrasinda elde edilen FISH goriintiileri sunulmustur. Yapilan analizin ardindan elde
edilen gorintiiler incelendiginde; kontrol numunesine kiyasla Methanococcus spp.
varligiin 500 mgAg NP/gTKM ve 500 mgFe203 NP/gTKM konsantrasyonlarindaki
nanopartikiillerden etkilenmedigi, bununla birlikte Methanococcus spp. miktarinin 500
mgCuO NP/gTKM numunesinde azaldigi gdzlenmistir. Diger metanojenik
mikroorganizmalarin aksine Methanococcus spp. varliginin mikroorganizma kiiltiirii
icinde azalmamasi, H2 ve CO2 kullanarak metan tireten bu sinifin biyogaz tiretimindeki
azalmada etkisi olmadigini gostermektedir.
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(©) (d)

Sekil 4.32. DAPI (mavi), tiim bakteri (yesil) ve Methanococcus spp. (kirmizi) igin FISH
sonuglari. (a) BMP kontrol numunesi, (b) 500 mgAg NP/gTKM BMP
numunesi, (c) 500 mgFe203 NP/gTKM BMP numunesi ve (d) 500 mgCuO
NP/gTKM BMP numunesi

Sekil 4.33a, b ve c’de sirasiyla ISO kontrol numunesi, 1000 mgFe203 NP/gTKM
ISO ve 1000 mgCuO NP/gTKM ISO numuneleri i¢in Methanococcus spp. FISH
sonuglart verilmistir. Sekil 4.33’ten goriilebilecegi lizere kontrol, Fe203 ve CuO NP
iceren numuneler benzer bir Methanococcus spp. popiilasyonuna sahiptir ve NP varligi
bu mikroorganizma iizerinde akut olarak etkiye sahip degildir. Elde edilen bu
goriintiilere dayanilarak, ISO testi sonucunda CuO NP numunelerinde goriilen gaz
tiretim miktarmin azalmasindan farkli metanojenlerin sorumlu oldugu sonucuna
varilmas1 miimkiin olmaktadir.
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(b) (©)

Sekil 4.33. DAPI (mavi), tiim bakteri (yesil) ve Methanococcus spp. (kirmizi) igin FISH
sonuglari. (a) ISO kontrol numunesi, (b) 1000 mgFe20Os NP/gTKM ISO
numunesi, (¢) 1000 mgCuO NP/gTKM ISO numunesi

4.4.4. Methanosarcinales probu (MSMX860) FISH goriintiileme sonuclar:

Sekil 4.34a ve b’de sirasiyla ISO kontrol numunesi ve 1000 mgCuO NP/gTKM
ISO numuneleri igin Methanosarcinale spp. FISH sonuglari sunulmustur. Yapilan
incelemelere  gore, Methanosarcinales gaz iretimini inhibe eden CuO
nanopartikiilinden oOnemli sekilde etkilenmemektedir. Elde edilen goriintiiler
degerlendirildiginde hem asetat1 ve hem de Hz ve CO2’i kullanarak metan iiretebilme
ozelligine sahip olan Methanosarcinales’in biyogaz iiretimindeki azalmaya etkisinin
son derece diisiik oldugu yorumu yapilabilir.
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(@) (b)

Sekil 4.34. DAPI (mavi), tiim bakteri (yesil) ve Methanosarcinales (kirmizi) i¢in FISH
sonuglari. (a) ISO kontrol numunesi ve (b) 1000 mgCuO NP/gTKM ISO
numunesi
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5. SONUC

Literatiirde, Ag, Al203, Fe203, CuO ve CeO:2 nanopartikiillerinin aritma
camurlarinin anaerobik parcalanabilirligine akut ve uzun donemli etkilerini, diisiik ve
yiiksek dozlar i¢in arastiran ve mikrobiyolojik populasyondaki etkileri inceleyen bir
calismaya rastlanmamistir. Aritma c¢amurlarinin anaerobik pargalanabilirligine
nanopartikiillerin etkilerinin incelendigi bu ¢alisma farkli inhibisyon etkilerini tespit
etmesi ve kiyaslamasi acisindan literatiirde ilk olmasi nedeniyle onemli bir referans
olusturmaktadir. Ayrica aritma ¢amurlar1 gibi ¢evresel agidan 6nemli problemlere sebep
olan bir kirlilik kaynaginin stabilizasyonunda etkin olarak kullanilan anaerobik
parcalanma prosesine artan kullanimlar1 nedeniyle gelecekte Onemli problemler
yaratabilecek nanopartikiil etkilerinin belirlenmesi i¢in bilimsel veriler sunmasi
acisindan 6nem tagimaktadir.

Bu tez kapsaminda; substrat olarak kullanilan aritma c¢amurlarinin
karakterizasyon analizleri gerceklestirilmistir. %32,59 karbon igerigi ile Lara ileri
AAT’nden alinan aritma ¢camurlarinin anaerobik parcalanma prosesinde substrat olarak
kullanilmasinin metan tiretimi agisindan uygun oldugu goriilmiistiir. BMP ve ISO 13641
-1 testlerinde kullanilmak tizere stok nanopartikiil siispansiyonlar1 hazirlanmis ve bu
stispansiyonlarin partikiil boyut 6l¢iimleri gerceklestirilerek su ortaminda agrega olarak
partikiil boyutu agisindan ugradiklar1 degisimler tespit edilmistir. Yapilan partikiil
boyutu dl¢iimlerine gore, ISO testinde kullanilmak iizere sonikasyondan gecirilen stok
nanopartikiil  siispansiyonlari, BMP testinde kullanilmalar1 i¢in sonikasyon
kullanilmadan hazirlanan stok nanopartikiil siispansiyonlardaki nanopartikiillere gore
daha az agrega olmustur. Fakat her iki kosulda da nanopartikiillerin su ortaminda agrega
olma egilimleri acik bir sekilde gézlenmistir.

Karakterizasyon ve partikiil boyut Olglimii  analizlerinin  ardindan,
nanopartikiillerin aritma ¢amurlarinin anaerobik parcalanmasi {izerine uzun doénemli
etkilerinin metan iiretim miktar1 iizerinden tespit edilebilmesi amaciyla BMP testi
yapilmistir. Her bir nanopartikiil icin 5, 50, 150, 250 ve 500 mgNP/gTKM
konsantrasyonlarinin kullanildigi BMP testi 48 giin sirdiiriilmiistiir. Metan iiretim
miktarinin sabitlenmesi sebebiyle test 48 giin sonunda sona erdirilmistir. BMP testi
sonunda Al203, CeO2 nanopartikiillerinin metan iretimini arttirict katalizor etkisi
oldugu tespit edilmistir. Bu nanopartikiiller icin 250 mgNP/gTKM konsantrasyonlarinda
goriilen normalize edilmis maksimum katalizor etki kontrol reaktdrlerinden iiretilen
ortalama kiimiilatif metan miktarlarina gore sirasiyla %14,8 ve %?25,5 oraninda
gerceklesmistir. Ag nanopartikiil metan iiretimini inhibe etmistir. En yiiksek inhibisyon
500 mgNP/gTKM konsantrasyonunda %12,1 olarak tespit edilmistir. Fe2O3 NP aritma
camurlarinin metan potansiyeli iizerinde olumsuz etkiye sebep olmus ve maksimum
inhibisyon, 500 mgNP/gTKM konsantrasyonunda %28,9 olarak ol¢lilmiistiir. Fe203 NP
icin farkli dozlardaki metan iliretim miktarlar1 arasindaki fark metan ol¢limiiniin 12.
gilinlinden itibaren goézlenmeye baglamig, 12. giline kadar hicbir konsantrasyon aritma
camurundan metan {retimini etkilememistir. Elde edilen bu veri nedeniyle
nanopartikiillerin konsantrasyonlarmin yanmi sira temas siirelerinin de inhibisyon
tizerinde etkili oldugu diisiiniilmektedir. CuO NP ise aritma ¢amurunun metan iiretim
potansiyeli Tlzerindeki en toksik etkiye neden olmustur. 150 mgNP/gTKM
konsantrasyonundan itibaren metan iiretim potansiyelini 6énemli 6lgiide azaltan CuO
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NP, 250 ve 500 mgNP/gTKM konsantrasyonlarinda yalnizca as1 ¢camur igeren kontrol
reaktdrlerinden dahi daha az metan iiretilmesine sebep olmustur. Kontrol reaktorleri ve
CuO NP igeren reaktorler arasindaki metan iiretim miktarlar1 farki ilk 6l¢iim glintinden
itibaren gdzlenmeye baslamistir. Anaerobik mikroorganizmalarin CuO NP ile temast
kisa siirede toksik etki ile sonuglanmistir.

ISO 13641-1 testi ile nanopartikiil maddelerin akut inhibisyon etkilerini tespit
etmek amaclanmistir. Ag, Al203, Fe203, CuO ve CeOz2 nanopartikiilleri i¢in 5, 50, 150,
250, 500, 750 ve 1000 mgNP/gTKM konsantrasyonlar: ISO 13641-1 testi kapsaminda
arttma c¢amurlarinin biyogaz {iretimine akut etkilerinin saptanabilmesi amaciyla
kullanilmistir. 72 saat siirdiiriilen test boyunca 12 saatte bir olmak iizere alt1 kez toplam
gaz basinci dl¢limil yapilmistir. Ortalama kiimiilatif gaz basinci tizerinden her bir NP ve
her bir konsantrasyonu i¢in % inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Yapilan
hesaplamalara gore Ag NP i¢in toplam biyogaz basinci lizerinde anlamli bir akut etki
saptanamamistir. Bununla birlikte BMP testinde Ag NP i¢in uzun siireli etki sonunda
metan iiretimi iizerinde %10’dan daha yiiksek bir inhibisyon etkisi tespit edilmistir.
Elde edilen sonu¢ BMP testi ile kiyaslandiginda Ag nanopartikiiliiniin anaerobik
mikroorganizmalar iizerinde kronik olarak etki ettigini sdylemek miimkiindiir. Al2O3
NP i¢in 150mgNP/gTKM konsantrasyonunda kontrol grubuna gore ortalama toplam
biyogaz basmcinda %5,9’luk bir artma tespit edilmistir. 250mgNP/gTKM
konsantrasyonunda ise kontrol grubuna gore ortalama toplam biyogaz basincinda
%5,4’1ik bir inhibisyon tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglara goére Al203
nanopartikiiliiniin biyogaz iiretimi iizerindeki akut etkisi oldukca sinirlidir. Bununla
birlikte, BMP testinde bu NP i¢in metan {iretimi lizerinde iiretim miktarini arttirici
katalizor etki tespit edilmistir. Fe2O3 NP, 72 saat siiresince yapilan dlglimler neticesinde
tim konsantrasyonlarinda ortalama kiimiilatif biyogaz miktarma ihmal edilebilir
miktarda katki yapmistir ve inhibisyon etkisi gdzlenmemistir. Elde edilen bu sonug
BMP testinde Fe203 nanopartikiiliinden kaynaklanan inhibisyonun 12. giinden itibaren
gbzlenmeye baslamasi ile tutarlidir. CeO2 nanopartikiiliiniin de yine kontrol
reaktorlerine kiyasla ortalama kiimiilatif biyogaz iiretimine inhibisyon etkisi olmamustir.
Bununla birlikte BMP testi sonuclarina gore CeO2 nanopartikiiliiniin uzun temas siiresi
sonunda metan iiretimine katalizor etki ile katki sagladigi tespit edilmistir. CuO
nanopartikiilleri BMP testi ile paralel sonucglar ortaya koymus ve aritma ¢amurlarinin
anaerobik pargalanabilirligine en toksik akut etkileri gostermistir. CuO NP tiim dozlari
i¢in ilk 6l¢iim anindan itibaren biyogaz basinci iizerinde inhibisyon etkisi yaratmustir.

Hem BMP hem de ISO 13641-1 testlerinden elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde anaerobik mikroorganizmalarin CuO NP ile temasi tolere
edemedigi goriilmektedir. CuO NP disinda ISO 13641-1 testinde inhibisyon etkisi tespit
edilmeyen fakat BMP testinde metan iiretimi iizerinde olumsuz etkileri tespit edilen
nanopartikiiller Ag ve Fe203 nanopartikiilleri olmustur. Elde edilen bu verilere gore Ag
ve Fe203 nanopartikiillerinin anaerobik mikroorganizmalar tizerindeki olumsuz etkileri
dozun yani sira temas siiresine bagli olarak ortaya g¢ikmaktadir. Al20s ve CeO:2
nanopartikiilleri de benzer sekilde temas siiresi arttikca gosterdigi etki degisen
nanopartikiiller olarak tespit edilmislerdir. Fakat Ag ve Fe203 nanopartikiillerinden
farkli olarak, bu iki nanopartikiiliin akut etkilerin arastirildigr ISO testi sonunda gaz
iretimi {izerinde anlamli bir etkisi gbzlenmedigi halde kronik etkilerin tespit edilmesi
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i¢in uygulanan BMP testi sonunda temas siiresi arttiginda metan {iretimini katalizor etki
ile olumlu olarak arttirdiklar1 tespit edilmistir.

Gaz retimi tlizerindeki etkileri incelenen nanopartikiillerin anaerobik
parcalanma prosesinin metanojenesis agsamasinda gorev alan belirli mikroorganizmalar
tizerindeki etkilerini tespit edebilmek ve bdylece nanopartikiillerin etki mekanizmalar
hakkinda bilgiler sunmak amaciyla BMP ve ISO testlerinin ardindan FISH teknigi
kullanilarak mikrobiyolojik popiilasyon degerlendirilmistir. Goriintiileme temelli
degerlendirmede arke, Methanosaeta spp., Methanococcus spp. ve Methanosarcinales
gruplarindaki degisiklikler incelenmistir. FISH analizi kapsaminda alinan goriintiilerin
degerlendirilmesi sonucunda ISO ve BMP testlerinde elde edilen inhibisyon sonuglari
ile arke popiilasyonundaki azalmanin paralellik gosterdigi anlasilmistir. Gaz
tretimindeki inhibisyon arttikca mikrobiyolojik popiilasyon icindeki arke miktari
azalmaktadir. Bu durum nanopartikiillerin arkeleri inhibe ederek gaz {iretiminde
azalmaya sebep olduklar1 seklinde yorumlanabilir. Benzer sekilde Methanosaeta spp.
gaz lretimi i¢in toksik olan CuO nanopartikiiliiniin varligindan hem BMP hem de ISO
testinde olumsuz etkilenmis ve mikrobiyolojik popiilasyon i¢indeki varligi kontrol
grubuna gore azalmistir. Bununla birlikte, metan {iretimi i¢cin Methanosaeta spp.’dan
farkli bir metabolik yol kullanan Methanococcus spp. gaz tiretimini olumsuz etkileyen
nanopartikiillerin varligindan etkilenmemistir. Metan {retimi i¢in asetat ve H2 ve CO2
kullanabilen Methanosarcinales ise inhibitér nanopartikiillerin varligindan oldukca
sinirl oranda etkilenmistir.

Endiistriyel kullanimlarindaki hizli artis nedeniyle atiksu aritma tesislerine her
gecen gilin daha fazla miktarda ulagmakta olan nanopartikiil maddelerin aritma ¢amuru
yonetiminde etkin bir sekilde kullanilan anaerobik pargalanma prosesine etkilerinin
arastirilmasi ve etki mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasinin hem literatiirde mevcut
olan eksiklige katkida bulunulmasi hem de gelecekte atiksu aritma tesislerinde
karsilagilabilecek olan problemlerin 6nceden tespit edilebilmesi ve ¢oziim tiretilmesi
acisindan kayda deger oldugu diistiniilmektedir. Nanopartikiillerin anaerobik ekosistem
icindeki etki mekanizmalarinin anlasilabilmesi i¢in ileride yiiriitiilecek c¢alismalarda,
yart kesikli ve siirekli reaktorler kullanilarak sistem performansi verilerinin (CHa liretim
hizi, CHa verimi vb), proses degiskenlerinin (pH, asetat konsantrasyonu, alkalinite vb),
nanopartikiillerin yiizey kimyas1 ve anaerobik ortam ile etkilesiminin ve de mikrobiyal
cesitlilikteki degisimin incelenmesinin faydali olacag diisiiniilmektedir.
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7. EKLER

EK-I. Protein analizi i¢in kullanilan standart kalibrasyon egrisi
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EK-III. indirgen seker analizi i¢in hazirlanan standart glikoz kalibrasyon egrisi

Absorbans

2,00
1.80
1.60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

| .

| v=0,001x

- R7= 0,989

ﬁ ‘

| s

i .

0 200 45)() GE)() SE)() 10I00 I

Konsantrasyon (mg Glukoz/L)

1200

98




OZGECMIS

Elgin Kokdemir UNSAR 1986 yilinda Ankara’da dogdu. Ilkdgrenimini
Alanya’da, orta Ogrenimini Antalya’da, lise Ogrenimini Antalya ve Danimarka-
Roskilde’de tamamladi. 2005 yilinda girdigi Akdeniz Universitesi, Miihendislik
Fakiiltesi, Cevre Miihendisligi Boliimii’nden 2010 yilinda Cevre Miihendisi olarak
mezun oldu. Eyliil 2010 - Temmuz 2013 yillar1 arasinda Akdeniz Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisti, Cevre Miihendisligi Anabilim Dali’nda yiiksek lisans 6grenimini

tamamladi.



