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NANOPARTIKULLERIN CEVREYE OLAN TOKSISITELERI

0z

Boyutlar1 1 — 100 nm arasinda olan nanopartikiiller son yillarda tekstil, kozmetik,
ilag ve endiistriyel atiksularin aritimi gibi bir ¢cok alanda ¢ok yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Nanopartikiillerin yaygin bir sekilde kullanilmasi ve iiretimi
sonucunda dogada Onemli miktarda birikim meydana gelmekte ve ekosistemde
toksisitelere neden olmaktadirlar. Nanopartikiillerin olas1 toksisitesi hakkinda bilgi
oldukea kisitlidir. Nanopartikiillerin canlilar {izerindeki toksik etkisini arastirmak icin
cok sik kullanilan nanopartikiillerden nano-¢inko oksit, nano-silisyum dioksit, nano-
seryum dioksit, nano-aliiminyum oksit, nano-hafniyum ve nano-tantalyum oksit
olmak {izere alt1 farkli nanopartikiil ile ¢alisilmistir. Nanopartikiillerin farkli trofik
seviyelerindeki toksik etkisini arastirmak i¢in dokuz farkli akut toksisite testi (bakteri
— Escherichia coli (gram negatif bakteri) ; bakteri — Bacillus cereus (gram pozitif
bakteri) ; bakteri — Vibrio fischeri (biyoluminesans bakteri) ; metan Archae Bakterisi
; maya — Candida albicans ; kiif — Aspergillus niger ; alg — Chlorella sp. ; Crustacea
— Daphnia magna ; lepistes - Poecillia reticula) yapilmistir. Genel olarak olarak
calisilan nanopartikiiller arasinda toksisitesi en yiiksek nanopartikiil nano-¢inko oksit
; toksisitesi en az olan nanopartikiil nano-hafniyum oksittir. Akut toksisitesi ¢alisilan
organizmalar arasinda en hassas canli alg — Chlorella sp. ; en direngli canli ise

lepistes — Poecillia reticula’dir.
Anahtar kelimeler: Nano-¢inko oksit, nano-silisyum dioksit, nano-seryum dioksit,

nano-aliiminyum oksit, nano-hafniyum, nano-tantalyum oksit, akut toksisite,

beslenme seviyesi, canli.
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ENVIRONMENTAL TOXICITY OF NANOPARTICULES

ABSTRACT

In recent years, nanoparticles that have size of 1-100 nm is widely used for textile,
pharmacy, cosmetic and treatment of industrial wastewater. Producing and using of
nanoparticles widely, causes important accumulation in nature and toxicity on
ecosystem. Knowledge of potential toxicity of nanoparticles is limited. In this study,
six different nanoparticles nano-zinc oxide, nano-silicon dioxide, nano-cerium oxide,
nano-aluminum oxide, nano-hafnium oxide, and nano-tantalum oxide which used
commonly, were studied to investigate toxic impacts on organisms. We studied nine
different acute toxicity test (bacteria — Escherichia coli (gram negative bacteria) ;
bacteria — Bacillus cereus (gram positive bacteria) ; bacteria — Vibrio fischeri
(bioluminescences bacteria) ; methane Archae Bacteria ; yeast — Candida albicans ;
mold — Aspergillus niger ; algae — Chlorella sp. ; Crustacea — Daphnia magna ;
lepistes - Poecillia reticula) for the effect of nanoparticles to different trophic levels.
In general, the most toxic nanoparticle is nano-zinc oxide and the least toxic
nanoparticle is nano-hafnium oxide. Among the used organisms in acute toxicity test;
the most sensitive organism is algae- Chlorella sp ; the most resistant organism is

fish- Poecillia reticula.

Keywords: Nano-zinc oxide, nano-silicon dioxide, nano-cerium oxide, nano-
aluminum oxide, nano-hafnium oxide, nano-tantalum oxide, acute toxicity, trophic

levels, organisms.



ICINDEKILER

Sayfa

YUKSEK LISANS TEZI SINAV SONUC FORMU.........cccooevririerienrereieessie e, il
TESEKKUR .....ooiiiiiieeeeeeeeeteeeeeeeee ettt ettt es st sesesesesesesennas iii
OZ oottt iv
ABSTRACT ...ttt sttt v
SEKILLER LISTESI ..ottt Xi
TABLOLAR LISTESI .....ciuuiiiiiniiiieiiisiirciicie e xxiii
BOLUM BIR = GIRIS .ouveeeeeeecrrieeneenenssessssesesssssssessssessssssssssesessssssssssesessssssssasessssses 1
I B 1 o TSRS 1
1.2 CaliSMANIN AIMAC .....eeivveeeriieeieeeeieeesreeeeveeasseesssaeeeseeessesessseeessseeassseesnsseeanns 1
1.3 Calismanin Getirecegi YeniliKIer.........cccoeviiriiiiiieiiiieieeieeieeieee e 2
BOLUM IKI — LITERATUR OZETI ccuucicincrncrncsnscsssssssssssssssssssssssssssssssees 4
2.1 Nanopartikiillerin Kullanim Alanlart ..........ccceeeveevieniieenienieeiecie e 4
2.2 NanopartiKillerin TOKSISIEEST ....vveerurereriieeriiieeiieeeiiieeeieeesieeesreeenreeeeveeeeneeenns 6
2.3 Nanopartikiillerin Toksisite Mekanizmalart...........cccccoeieeniiiiinniiinienieeneene 10
BOLUM UC - MATERYAL VE METOT ....ccuoenenrnrsensessessessessssssssssssssssessessens 14
3.1 Akut Toksisite Testlerinde Kullanilan Nanopartikiller ..............ccoceeieennennne. 14
3.1.1 Nanopartikiillerin Konsantrasyon Araliklariin Se¢imi.........c..ccoceeueeneee. 14

3.1.2 Nanopartikiillerin Cozeltilerinin Hazirlanmasi ..........cooceveeienienenennen. 15

3.2 Akut Toksisite Testlerinde Kullanilan Organizmalar .............cccccocvveerveennnnenn. 16
3.2.1 Kullanilan Organizmalarin Alindiklart Yerler........ccccooevieiinennnnnnn. 16

3.2.2 Kullanilan Organizmalarin Cogaltilmast..........ccceeevveeriinenicniencnnennen. 16

vi



3.3 Akut Toksisite Testlerinin YOntemleri..........cooovvvuvvveeeieeiiiiniiiereeeeeeeeeeinveeeenn. 18
3.3.1 Bakteri (Escherichia coli ve Bacillus cereus) Akut Toksisite Testi........ 18

3.3.2 Bakteri (Vibrio fischeri) Biyoluminesans Degerine Gore Akut Toksisite

TESEL ettt ettt e 18
3.3.3 Anaerobik Bakteri Kullanilarak Metan Gazi Olgiimlerine Dayali
Toksisite Testi (ATA-Anaerobik Toksisite TeSti)...ccuvvvereeiieiiiiiriereeeeeeieiinnnns 19
3.3.4 Maya (Candida albicans) ve Kif (Aspergillus niger) Akut Toksisite
TESTL 1ttt ettt e ne 20
3.3.5 Alg (Chlorella sp.) Akut Toksisite Testi.......cccecureeriueeeriieeenieeeriieeiieenne 21
3.3.6 Su Piresi (Daphnia magna) Akut Toksisite Testi........cccveervveeerveeerveenns 22
3.3.7 Balik (lepistes — Poecillia reticula) Akut Toksisite Testi ........c.ccceeueenee. 22
3.3.8 Biyoayrisabilirlik Testi.......ccceeriiiiiieniieiieie et 23
3.3.9 Biyoaklimillasyon Testi .......cc.eeevueeriiieriiiieniieeniieeiee e 24
3.4 IstatiStIKSel ANAZIET..........c.cvveeeecieiee et 26
BOLUM DORT - DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA ....c.ccoucuncinsinnnc 27
4.1 Nano-CeQ; ile Yapilan Akut Toksisite Calismalari...........ccceeevieenieeenneennnen. 27

4.1.1 Bakteri (Escherichia coli ve Bacillus cereus) Akut Toksisite Testi
NTe) 110 (01 1 5 BRSSPSR URRTRPPR 27
4.1.2 Bakteri (Vibrio fischeri) Biyoluminesans Degerine Gore Akut Toksisite
TeSth SONMUCIATT ...ccceiiiiiiieiiie e e et e e e e e 34
4.1.3 Anaerobik Bakteri Kullanilarak Metan Gazi Olgiimlerine Dayali
Toksisite Testi (ATA-Anaerobik Toksisite Testi) Sonuglart ............cccuveeeneee. 37
4.1.4 Maya (Candida albicans) ve Kiif (Aspergillus niger) Akut Toksisite

TeSth SONMUCIATT ...ccoiiiiiiieiiieeee e ee it e e e e 39
4.1.5 Alg (Chlorella sp.) Akut Toksisite Testi Sonuglart..........cocceeveeniienenne 44
4.1.6 Su Piresi (Daphnia magna) Akut Toksisite Testi Sonuglart ................... 48
4.1.7 Balik (lepistes — Poecillia reticula) Akut Toksisite Testi Sonuglart....... 51
4.1.8 Biyoayrigabilirlik Testi Sonuglart.........cccccueeeviieeiiiiniiierieeeeceeeee 53
4.1.9 Biyoakiimiilasyon Testi SONUCIAIT........c.ccceriiririiiniiinieiinieeceecee 55

Vil



4.1.10 Nano-CeO;’in Farkli Trofik Seviyelerindeki ECsy Degerlerinin
KarsilastirIImasT.........oooeiiiiiccee e et 58

4.2 Nano-ZnO ile Yapilan Akut Toksisite Calismalart..........c.ccoeeceevieenieniieencnns 59
4.2.1 Bakteri (Escherichia coli ve Bacillus cereus) Akut Toksisite Testi
SONUGIATT ...t e er e e e aa e e e e araeeeens 59
4.2.2 Bakteri (Vibrio fischeri) Biyoluminesans Degerine Gore Akut Toksisite
TSt SONMUGIATT.....eiiiiiieiiie et e et eaae e e aae e 66
4.2.3 Anaerobik Bakteri Kullanilarak Metan Gazi Olgiimlerine Dayali
Toksisite Testi (ATA-Anaerobik Toksisite Testi) Sonuglart ............cccuveeeneeen. 69
4.2.4 Maya (Candida albicans) ve Kiif (Aspergillus niger) Akut Toksisite

TSt SONMUGIATT.....eiiiiiiiiiie ettt e e er e et e e e aaeeeaaeeas 71
4.2.5 Alg (Chlorella sp.) Akut Toksisite Testi Sonuglart..........ccccceevveeereenene 76
4.2.6 Su Piresi (Daphnia magna) Akut Toksisite Testi Sonuglart ................... 79
4.2.7 Balik (lepistes — Poecillia reticula) Akut Toksisite Testi Sonuglari....... 82
4.2.8 Biyoayrisabilirlik Testi Sonuglart..........ccocceevieiiiiiiiniiienienieeieeieeeee 84
4.2.9 Biyoakiimiilasyon Testi SONUGIATT..........cccueerierieeriieniieiieeie e 86
4.2.10 Nano-ZnO’in Farkli Trofik Seviyelerindeki ECsy Degerlerinin
Kars1lagtiriimast.........eeecuiieiiiieee e e 89
4.3 Nano-Al,Os ile Yapilan Akut Toksisite Calismalart...........ccceceevieeiieniieenens 90

4.3.1 Bakteri (Escherichia coli ve Bacillus cereus) Akut Toksisite Testi
SONUGIATIT....eviiiiieie e e e et e e e aa e e e e aaaeeeeas 90
4.3.2 Bakteri (Vibrio fischeri) Biyoluminesans Degerine Gore Akut Toksisite
TSt SONMUGIATT.....eeiiiiiieiiiece e et e e e e aae e 97
4.3.3 Anaerobik Bakteri Kullanilarak Metan Gazi Olgiimlerine Dayali
Toksisite Testi (ATA-Anaerobik Toksisite Testi) Sonuglari ...........ccccuveeeneee. 99
4.3.4 Maya (Candida albicans) ve Kif (Aspergillus niger) Akut Toksisite

TSt SONMUGIATT....veiiiiieeiiieciie e e et 101
4.3.5 Alg (Chlorella sp.) Akut Toksisite Testi Sonuglari..........cccceeeeveeeeennee. 106
4.3.6 Su Piresi (Daphnia magna) Akut Toksisite Testi Sonuglari ................. 110
4.3.7 Balik (lepistes — Poecillia reticula) Akut Toksisite Testi Sonuglari..... 112
4.3.8 Biyoayrisabilirlik Testi SOnuglarti..........cocceeecieeniiniiieniinniieieeieeieeeen 114

viil



4.3.9 Biyoakiimiilasyon Testi SONUGIari........cccccvveeviieriiieniieeriie e, 116
4.3.10 Nano-Al,O5’in Farkli Trofik Seviyelerindeki ECsy Degerlerinin
Kars1lagtiriimast.........ececiieeiiieciecce e e 119

4.4 Nano-HfO; ile Yapilan Akut Toksisite Calismalari..........c.ccoeeverciienieennnnnee. 120
4.3.1 Bakteri (Escherichia coli ve Bacillus cereus) Akut Toksisite Testi
N Te) 118 (01 -1 5 SRS R USSPt 120
4.3.2 Bakteri (Vibrio fischeri) Biyoluminesans Degerine Gore Akut Toksisite
TSt SONMUGIATT .....eiiiiieeiiie e et et 126
4.3.3 Anaerobik Bakteri Kullanilarak Metan Gazi Olgiimlerine Dayali
Toksisite Testi (ATA-Anaerobik Toksisite Testi) Sonuglart ............cccueenee. 128
4.3.4 Maya (Candida albicans) ve Kiif (Aspergillus niger) Akut Toksisite

TSt SONMUGIATT.....eeeiiiieiiieeiie e e et e 130
4.3.5 Alg (Chlorella sp.) Akut Toksisite Testi Sonuglari.........cccceeveeeuveennee. 135
4.3.6 Su Piresi (Daphnia magna) Akut Toksisite Testi Sonuglari ................. 138
4.3.7 Balik (lepistes — Poecillia reticula) Akut Toksisite Testi Sonuglart..... 140
4.3.8 Biyoayrisabilirlik Testi SOnuUGlarti..........cccceeeciierieeiiienieeiieieeieeeeeen 142
4.3.9 Biyoakiimiilasyon Testi SONuUGIari........cccccveeeviieriiieniieeeiieeeiee e, 144
4.3.10 Nano-HfO,’in Farkli Trofik Seviyelerindeki ECsy Degerlerinin
Karsilastiriimast..........cecuiieeciiiecieecee et e 147
4.5 Nano-Ta,0Os ile Yapilan Akut Toksisite Calismalart ..........ccceeveeveenneenenennee. 148

4.5.1 Bakteri (Escherichia coli ve Bacillus cereus) Akut Toksisite Testi
NT0) 11801 -1 5 S RUURR PSSRt 148
4.5.2 Bakteri (Vibrio fischeri) Biyoluminesans Degerine Gore Akut Toksisite
TSt SONMUGIATT .....eieiiiiieiiieciie e e et et 154
4.5.3 Anaerobik Bakteri Kullanilarak Metan Gazi Olgiimlerine Dayali
Toksisite Testi (ATA-Anaerobik Toksisite Testi) Sonuglari ............ccueenee. 174
4.5.4 Maya (Candida albicans) ve Kif (Aspergillus niger) Akut Toksisite

TSt SONMUGIATT .....eeeiiiieiiie ettt et et 158
4.5.5 Alg (Chlorella sp.) Akut Toksisite Testi Sonuglari.........ccceeeveeeruveennnee. 163
4.5.6 Su Piresi (Daphnia magna) Akut Toksisite Testi Sonuglari ................. 165
4.5.7 Balik (lepistes — Poecillia reticula) Akut Toksisite Testi Sonuglari..... 168

X



4.5.8 Biyoayrigabilirlik Testi Sonuglart.........ccccvveeviveeiiieniiieieeiee e, 170

4.5.9 Biyoakiimiilasyon Testi Sonuglart.........cccccceceeriiniiiniiniinninicieene. 172
4.5.10 Nano-Ta,0Os’in Farkli Trofik Seviyelerindeki ECsy Degerlerinin
Karsilastiriimast.........ceecuiiiiciiieeiecce e e e 175
4.6 Nano-SiO; ile Yapilan Akut Toksisite Calismalart...........ccccoevveriienueennnennne. 176

4.6.1 Bakteri (Escherichia coli ve Bacillus cereus) Akut Toksisite Testi
N Te) 11801 -1 S USSR UUSRRURNt 176
4.6.2 Bakteri (Vibrio fischeri) Biyoluminesans Degerine Gore Akut Toksisite
TeStl SONMUCGIATT ...cceiviiieeiiiee et e e e e e aa e e e e 182
4.6.3 Anaerobik Bakteri Kullanilarak Metan Gazi Olgiimlerine Dayali
Toksisite Testi (ATA-Anaerobik Toksisite Testi) Sonuglari .............ccuee.ee. 184
4.6.4 Maya (Candida albicans) ve Kiif (Aspergillus niger) Akut Toksisite

TSt SONMUGIATT.....eeeiiiieiiieciie ettt et 186
4.6.5 Alg (Chlorella sp.) Akut Toksisite Testi Sonuglari.........ccceeecveeereveennnee. 191
4.6.6 Su Piresi (Daphnia magna) Akut Toksisite Testi Sonuglari ................. 194
4.6.7 Balik (lepistes — Poecillia reticula) Akut Toksisite Testi Sonuglari..... 196
4.6.8 Biyoayrisabilirlik Testi SONUGIArt........c.coccveeciierieeiiiieeiieieceeeeen 199
4.6.9 Biyoakiimiilasyon Testi SONUGIart........ccccvveeviieiiiieniieriie e, 200
4.6.10 Nano-SiOy’in Farkli Trofik Seviyelerindeki ECsy Degerlerinin
Karsilastiriimast.........ocecuiieiciiiecie et et e 204
BOLUM BES — SONUCLAR VE ONERILER........cuicinississscsscssscens 205
KAYNAKLAR ucoouiiiiiicstisenssisssissssssnsssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 207
EKLER ..iiiiitiiinntinninnissecsissssssicssissssssssssissssssesssesssssssessssssssssssssssssssssssssssess 219



SEKILLER LISTESI

Sayfa
Sekil 3.1 MiCrothOX CINAZI ....ccvveeiiiiiciiicciee e 19
Sekil 3.2 Metan gazi OlgUm dlUZENETT ....cuveeruveeiieriieeiieeie ettt 20
Sekil 3.3 Al KGITHIT ...c.veeeieiieieeieseeeee et 22
Sekil 3.4 Biyoayrisabilirlik testi deney diizenegi.........ccceevueeniieiiieniiiiiiniieienieee 23
Sekil 3.5 Potasyum hidrojen ftalat (CsHsKO,) kalibrasyon grafigi..........ccccceeneennee. 24
Sekil 3.6 Biyokiimiilasyon testi deney diZenegi .........cccveevveerieeriienieeniienieeieenneenes 25

Sekil 4.1 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina kars1 Escherichia coli bakterisinin
24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri=
42,2 mg/l; 48 saat sonucu ECsp degeri=28,9 mg/l) ........ccocvvevienveeeennnn. 28
Sekil 4.2 E.coli’nin ANOVA testi SONUGIATT.......cc.eeeviieiiieeeiiiecieeeeiee e 29
Sekil 4.3 Artan nano-CeQO; konsantrasyonlarina karsi1 Bacillus cereus bakterisinin 24
ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 18,5
mg/l; 48 saat sonucu ECsg degeri=15,1 mg/l) .....c.ccocvevvieniieninniieiee. 30
Sekil 4.4 B.cereus’un ANOVA testi SONUGIATL..........cccueeeviiieeiiiciiieciee e 31
Sekil 4.5 (a): Artan nano-CeO, dozlarina kars1 Escherichia coli bakteri sayilarinin
degisimi ; (b): Artan nano-CeQO, dozlarina karsi Bacillus cereus bakteri
SAYHArININ AEFISIMI..euvieiiieiieiie ettt 32
Sekil 4.6 Ecsherichia coli ve Bacillus cereus bakterisinin Gram boyama sonucu
goriintiileri (A: Kontrol grubundaki E.coli bakterisinin gram boyama
sonucu ; B: nano-CeO; nanopartikiiline 48 saat maruz kalan E.coli
bakterisinin gram boyama sonucu ; C: Kontrol grubundaki B.cereus
bakterisinin gram boyama sonucu ; D: nano-CeO; nanopartikiiliine 48 saat
maruz kalan B.cereus bakterisinin gram boyama SONucu) ..............cee.v..... 33
Sekil 4.7 Nano-CeO,’in artan konsantrasyonlarina karsi yiizde inhibisyon degerleri
(ECs0 Degeri=39,973 ME/1) ..oooeieiiiieeiieeeeee ettt 35
Sekil 4.8 Vibrio fischeri bakterisinin ANOVA testi sonuglart.........c.ccceeveveenueennnennee. 36

xi



Sekil 4.9 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarma karst metan gazinin ylizde
inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 58,5 mg/l; 48 saat
sonucu ECsp degeri= 43,2 m@/1).....cccoeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeen 38
Sekil 4.10 Anaerobik metan Archae bakterilerinin ANOVA testi sonuglart............. 38
Sekil 4.11 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina karsi Candida albicans bakterisinin
24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECy4y degeri=
91,4 mg/l; 48 saat sonucu ECs degeri=87,6 mg/l) ........cccceevvieennnennne. 40
Sekil 4.12 C.albicans’'tn ANOVA testi SONUGIAIT ..........ccoveeeeviieeiiieeieeeeiee e 41
Sekil 4.13 Artan nano-CeO; konsantrasyonlarina kars1 Aspergillus niger bakterisinin
24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri=
43,8 mg/l; 48 saat sonucu ECsp degeri=31,2 mg/l) .....cccooeeviienennnennne. 42
Sekil 4.14 A.niger’in ANOV A testi SONUGIATT .......ccoevieiiiiieiiiieeieeeiee e 43
Sekil 4.15 (a): Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina kars1 Candida albicans maya
hiicrelerinin sayllariin ~ degisimi  (b): artan  nano-CeO,
konsantrasyonlarina karsi Aspergillus niger kiif hiicrelerinin sayilarinin
AEGISTMI ..ttt ettt et et et et e et e e sabeesbeesabeenbeesneeenees 44
Sekil 4.16 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina karst Chlorella sp’nin yiizde
inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 12,07 mg/l; 48 saat
sonucu ECsy degeri=8,1 mg/l ; 72 saat sonucu ECsy degeri=7,35 mg/l). 46
Sekil 4.17 Chlorella sp.’nin ANOV A testi SONUGIATT ..........ccevveeeiivieeiieeeiee e 47
Sekil 4.18 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina karst Daphnia manga’larin yilizde

inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 70,9 mg/l; 48 saat

sonucu ECsp degeri=20,8 Mm@/1)......ccoeeiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee e 49
Sekil 4.19 Daphnia magna’nin ANOVA testi SONUGIATT ...c..eevevieririieniiniieiinienienne 50
Sekil 4.20 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina karsi lepistes - Poecillia

reticula’lerin ylizde inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECsy degeri=

505,1 mg/l; 48 saat sonucu ECsp degeri=334,7 mg/1) ......ccccecveevvennennne. 52
Sekil 4.21 Lepistes — Poecilia reticula’nin ANOVA testi sonuglart.. .......ccccceeenene. 53
Sekil 4.22 10 ve 100 mg/l nano-CeO, konsantrasyonlarinin 28 giinlik %
biyoayrisabilirlik degerleri.........ccoovviieiiiieiiieeiieeeee e 54
Sekil 4.23 Biyoayrisabilirlik testi’nin ANOVA testi sonuglart) ........cccceeveeereeneenee. 55

Xii



Sekil 4.24 (a): 10 mg/l nano-CeO; in giinlere gére In(Sudan baliga gecgen kirletici
konsantrasyonu) degerleri (C¢=2,2 mg/l) (b): 100 mg/l nano-CeO, in

giinlere gore In(Sudan baliga gecen kirletici konsantrasyonu) degerleri

(C=A4,38 MG/ oottt 56
Sekil 4.25 Biyoakiimiilasyon testi’nin ANOVA testi sonuglar1 (10 mg/l ve 100 mg/1
1031 1) OSSPSR 58

Sekil 4.26 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina kars1t Escherichia coli bakterisinin
24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri=
15,6 mg/l; 48 saat sonucu ECsg degeri= 12,9 mg/l) .....cccvvevverivennennnnn. 60
Sekil 4.27 E.coli’'nin ANOVA testi sSonuglari..........ccceeeeeeeiiiiieiiiiiieiiieeeeeieee e, 61
Sekil 4.28 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina kars1 Bacillus cereus bakterisinin 24
ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 31,8
mg/l; 48 saat sonucu ECsp degeri= 22,8 mg/1) ....ccoevvveviienieniieiieenenne, 62
Sekil 4.29 B.cereus’un ANOVA testi sonuglari..........cccoeceuveiiieiiiiiieiiiieeeieee e, 63
Sekil 4.30 (a): Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karst Escherichia coli bakteri
sayilarinin degisimi ; (b): artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi
Bacillus cereus bakteri sayilarinin degisimi ........c.ccoceeeeieenieeiiieneenneenne. 64
Sekil 4.31 Ecsherichia coli ve Bacillus cereus bakterisinin gram boyama sonucu
goriintiiler1 (A: Kontrol grubundaki E.coli bakterisinin gram boyama
sonucu ; B: nano-ZnO nanopartikiiline 48 saat maruz kalan E.coli
bakterisinin gram boyama sonucu ; C: Kontrol grubundaki B.cereus
bakterisinin gram boyama sonucu ; D: nano-ZnO nanopartikiiliine 48 saat
maruz kalan B.cereus bakterisinin gram boyama sonucu)...................... 65
Sekil 4.32 Nano-ZnO’in artan konsantrasyonlarina karsi ylizde inhibisyon degerleri
(ECsp degeri=16,097 M@/1).....cccervieriiiiieiieeieeiieeie ettt 67
Sekil 4.33 Vibrio fischeri bakterisinin ANOVA testi sonuglart.........cccoeeevveerveeennnenn. 68
Sekil 4.34 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi metan gazinin yiizde
inhibisyon degerleri (24 saat sonucu EC7y degeri= 50,01 mg/l; 48 saat
sonucu EC7o degeri= 34,99 M@/1)....cccoevvieiiiniiieiiecieeiieceeeeeee e 70
Sekil 4.35 Anaerobik metan Archae bakterilerinin ANOVA testi sonuglari............. 70

xiil



Sekil 4.36 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina kars1 Candida albicans bakterisinin
24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri=
4.0 mg/l; 48 saat sonucu ECsp degeri=2.9 mg/l) ......ccoceeevieriiinninnenne. 72
Sekil 4.37 C.albicans’'tn ANOVA testi SONUGIAIT ..........cccveeeeiiieeiiieeiie e 73
Sekil 4.38 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina kars1 Aspergillus niger bakterisinin
24 ve 48 saat sonucu Inhibisyon Yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri=
25,9 mg/l; 48 saat sonucu ECsg degeri= 13,9 mg/l) ......cccceeviieinnncnnnn. 74
Sekil 4.39 A.niger’in ANOVA testi SONUGIATT ........ceevvieeeiiiieeiieciee et 75
Sekil 4.40 (a): Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi Candida albicans maya
hiicrelerinin sayllarimin ~ degisimi  ; (b): Artan nano-ZnO
konsantrasyonlarina karsi Aspergillus niger kiif hiicrelerinin sayilarinin
AEBISTMI ..ttt ettt ettt sat e et e s e et e s abeebeeeseeenees 76
Sekil 4.41 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karst Chlorella sp’nin yiizde
inhibisyon degerleri(24 saat sonucu ECgy degeri= 3,03 mg/l; 48 saat
sonucu ECg degeri=1,6 mg/l ; 72 saat sonucu ECgs degeri=0,93 mg/l). 78
Sekil 4.42 Chlorella sp.’nin ANOVA testi SONUGIATT ..........ccevveeviviieniieeciieeieeeeee 79
Sekil 4.43 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi Daphnia manga’larin yiizde

inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 41,4 mg/l; 48 saat

sonucu ECsp degeri=21,8 Mm@/1)......ccoeeriiiiiiiiiiieiieeieeeeeceee e 81
Sekil 4.44 Daphnia magna’nin ANOVA testi SONUGIATT ...c..eeveveieniriiiniiniiiiinieenne 81
Sekil 4.45 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karst lepistes - Poecillia

reticula’lerin ylizde inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECsy degeri=

352,2 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri=324,3 mg/l) .......cccceevverneennen. 83
Sekil 4.46 Lepistes — Poecillia reticula’nin ANOVA testi sonuglart.........ccccceeeneee. 84
Sekil 4.47 10 ve 100 mg/l nano-ZnO konsantrasyonlarinin 28 giinlik %
biyoayrisabilirlik degerleri.........ccovuiieiiiiiiiieeiieceee e 85
Sekil 4.48 Biyoayrisabilirlik testi’nin ANOVA testi sonuglart .........ccceeveeerieennenee. 86

Sekil 4.49 (a): 10 mg/l nano-ZnO in giinlere gore In(Sudan baliga gegen kirletici
konsantrasyonu) degerleri (C;=2,2 mg/l) ; (b): 100 mg/l nano-ZnO in
giinlere gore In(Sudan baliga gecen kirletici konsantrasyonu) degerleri

(Cr=A,38 MIE/) e 87

Xiv



Sekil 4.50 Biyoakiimiilasyon testi’nin ANOVA testi sonuglar1 (10 mg/l ve 100 mg/I

Sekil 4.51 Artan nano-Al,O3; konsantrasyonlarina kars1 Escherichia coli bakterisinin
24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri=
39,9 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri= 26,9 mg/1) ......cccoevvveevieunennnnn. 91
Sekil 4.52 E.coli’'nin ANOVA testi Sonuglari..........ccceeeeeeeiiiiieiiiiiieiiieeeeieee e, 92
Sekil 4.53 Artan nano-Al,Os konsantrasyonlarina karst Bacillus cereus bakterisinin
24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri=
40,9 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri= 15,22 mg/l) ......ccceevevveruveannennen. 93
Sekil 4.54 B.cereus’un ANOVA testi Sonuglari.............oocevviieeiiiiiieiiiieeeeieee e, 94
Sekil 4.55 (a): Artan nano-Al,O3; konsantrasyonlarina kars1 Escherichia coli bakteri
sayilarinin degisimi ; (b): artan nano-Al,O; konsantrasyonlarna karsi
Bacillus cereus bakteri sayilarinin degisimi ........ccoccveeeeerieeciieneennenne. 95
Sekil 4.56 Ecsherichia coli ve Bacillus cereus bakterisinin gram boyama sonucu
goriintiileri1 (A: Kontrol grubundaki E.coli bakterisinin gram boyama
sonucu ; B: nano-Al,O3; nanopartikiiline 48 saat maruz kalan E.coli
bakterisinin gram boyama sonucu ; C: Kontrol grubundaki B.cereus
bakterisinin gram boyama sonucu ; D: nano-Al,O3; nanopartikiiliine 48
saat maruz kalan B.cereus bakterisinin gram boyama sonucu)............... 96
Sekil 4.57 Nano-Al;Os’in artan konsantrasyonlarina karst % inhibisyon degerleri
(ECsp degeri=28,806 M@/1).....ccceevuieriieiiieiieeieeiieeie et 98
Sekil 4.58 Vibrio fischeri bakterisinin ANOVA testi sonuglart.........ccceeeevveerveeennnenn. 99
Sekil 4.59 Artan nano-Al,Os; konsantrasyonlarina karsi metan gazinin yiizde
inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECj3 degeri= 96,83 mg/l; 48 saat
sonucu ECsp degeri= 43,2 Mm@/1).c...ccoiiviieiiiieeiieieeeeeeeee e 100
Sekil 4.60 Anaerobik metan Archae bakterilerinin ANOVA testi sonuglari........... 101
Sekil 4.61Artan nano-Al,O3 konsantrasyonlarina kars1 Candida albicans bakterisinin
24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri=
93,1 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri= 72,7 mg/1) ...ccceevevvevverrranenns 103
Sekil 4.62 C.albicans’in ANOVA testi SonuGlart ...........cccovviieeiiiieieiiiiee e 103

XV



Sekil 4.63 Artan nano-Al,O3 konsantrasyonlarina karsi1 Aspergillus niger bakterisinin
24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri=
59,2 mg/l; 48 saat sonucu ECsg degeri= 26,9 mg/l) ......cccceevveniennenns 104
Sekil 4.64 A.niger’in ANOVA testi SONUGIATT ........ceeeuvieeiiiieeiiieciie e 105
Sekil 4.65 (a): Artan nano-Al,Os konsantrasyonlarina kars1 Candida albicans maya
hiicrelerinin sayllarimin  degisimi  (b): artan nano-Al,O3
konsantrasyonlarina kars1 Aspergillus niger kiif hiicrelerinin sayilarinin
AEBISTMI ..ottt ettt ettt sibe et eessbeebeesaeeensee e 106
Sekil 4.66 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina karst Chlorella sp’nin yiizde
inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECj3 degeri= 2,9 mg/l; 48 saat
sonucu ECy4o degeri=3,5 mg/l; 72 saat sonucu ECsy degeri=4,07 mg/1) 108
Sekil 4.67 Chlorella sp.’nin ANOVA testi sonuglart ..........cccceeeveeviveecieeecneeenee. 109
Sekil 4.68 Artan nano-Al,O3; konsantrasyonlarina karst Daphnia manga’larin yiizde
inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 36,13 mg/l; 48 saat
sonucu ECsp degeri=23,37 mg/1)....cccceeviiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeee 111
Sekil 4.69 Daphnia magna’nin ANOVA testi sonuglart ..........ccceeeeeniienieniiennenne 112
Sekil 4.70 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina karsi lepistes - Poecillia

reticula’lerin ylizde inhibisyon degerleri (24 saat sonucu EC,y degeri=

849.8 mg/l; 48 saat sonucu ECy degeri=771,3 mg/l) ....c.ccccvvvvueennennne. 113
Sekil 4.71 Lepistes — Poecillia reticula’nin ANOVA testi sonuglar.. ..................... 114
Sekil 4.72 10 ve 100 mg/l nano-Al,O; konsantrasyonlarinin 28 giinlik %
biyoayrisabilirlik degerleri.......c.coooviieiiiieiiiieiieeece e 115
Sekil 4.73 Biyoayrisabilirlik testi’nin ANOVA testi sonuclart ........coceeveerieennennne 116

Sekil 4.74 (a): 10 mg/l nano-Al,O3 in giinlere gore In(Sudan baliga gecen kirletici
konsantrasyonu) degerleri (Ci=2,1 mg/l) ; (b): 100 mg/l nano-Al,O3 in

giinlere gore In(Sudan baliga gecen kirletici konsantrasyonu) degerleri

(Cr=3,9 MG/ i 117
Sekil 4.75 Biyoakiimiilasyon testi’nin ANOVA testi sonuglar1 (10 mg/l ve 100 mg/1
11031 1) OO URURUUSORRPRRRRPRRRN 119

Xvi



Sekil 4.76 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina kars1 Escherichia coli bakterisinin
24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri=
59,4 mg/l; 48 saat sonucu ECsg degeri=30,9 mg/l) .......ccoceeiieninens 122
Sekil 4.77 E.coli’nin ANOVA testi SONUGIATT..........coeviieiiiieeiiiecieeeciee e 122
Sekil 4.78 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina kars1t Bacillus cereus bakterisinin
24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri=
29,6 mg/l; 48 saat sonucu ECsg degeri= 16,7 mg/1) ......ccccvevvveneinnenns 124
Sekil 4.79 B.cereus’un ANOVA testi SONUGIATT........cccueeecuvieeciieeeiieeciie e, 124
Sekil 4.80 (a): Artan nano-HfO, dozlarina kars1t Escherichia coli bakteri sayilarinin
degisimi ; (b): artan nano-HfO, dozlarina kars1 Bacillus cereus bakteri
SAYArININ AEGISIMI .eouvveiuiieiiiiiieiie et st 125
Sekil 4.81 Ecsherichia coli ve Bacillus cereus bakterisinin gram boyama sonucu
goriintiileri (A: Kontrol grubundaki E.coli bakterisinin gram boyama
sonucu ; C: nano-HfO, nanopartikiiline 48 saat maruz kalan E.coli
bakterisinin gram boyama sonucu ; B: Kontrol grubundaki B.cereus
bakterisinin gram boyama sonucu ; D: nano-HfO, nanopartikiiliine 48
saat maruz kalan B.cereus bakterisinin gram boyama sonucu)............. 126
Sekil 4.82 Nano-HfO,’in artan konsantrasyonlarina karst % inhibisyon degerleri
(ECsp degeri=46,35 M@/1).ccuiiiiiiiieiieieeeeeeeee e 127
Sekil 4.83 Vibrio fischeri bakterisinin ANOVA testi sonuglart........c..ceeveerieenenne 128
Sekil 4.84 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarma karsi metan gazinin yiizde
inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 34,97 mg/l; 48 saat
sonucu ECsp degeri= 13,55 m@/1)...cccueeiiiiiiiiiiiiiieeeee 129
Sekil 4.85 Anaerobik metan Archae bakterilerinin ANOVA testi sonuglart........... 130
Sekil 4.86 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi Candida albicans maya
kolonilerinin 24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu
ECs degeri= 41,1 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri= 19,7 mg/l)....... 132
Sekil 4.87 C.albicans’'tn ANOVA testi SONUGIArT ..........cccveeeeiieeeciieeiiieecieeeieeenee, 132
Sekil 4.88 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karst Aspergillus niger kif
kolonilerinin 24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu

ECs degeri= 27,8 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri= 18,4 mg/l)....... 134

Xvil



Sekil 4.89 A.niger’in ANOV A testi SONUGIATT ........oevvuvieeiiieiiieiieecieeeiee e 134
Sekil 4.90(a) Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi Candida albicans maya
hiicrelerinin sayllarinin  degisimi ; (b): Artan nano-HfO,
konsantrasyonlarina kars1 Aspergillus niger kiif hiicrelerinin sayilarinin
AEBISTMI ..ottt ettt ettt e s beeteeeabeesbeessseensaessseenseens 135
Sekil 4.91 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarima karst Chlorella sp’nin ylizde
inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 4,57 mg/l; 48 saat
sonucu ECsy degeri=3,8 mg/l1 ; 72 saat sonucu ECs( degeri=2,94 mg/1)137
Sekil 4.92 Chlorella sp.’nin ANOV A testi SOnuGlart ..........occceeeviveeriiieenieeenieennee. 137
Sekil 4.93 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina kars1 Daphnia manga’larin ylizde

inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 63,49 mg/l; 48 saat

sonucu ECsp degeri=50,18 m@/1)......ccceoveeeiiiiiiiiiiieiieiieeceeeeee 139
Sekil 4.94 Daphnia magna’nin ANOVA testi Sonuglart ..........ccceeeveeriienieniieenneene 140
Sekil 4.95 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi lepistes - Poecillia

reticula’lerin yiizde inhibisyon degerleri (24 saat sonucu EC, degeri=

849,8 mg/l; 48 saat sonucu EC3p degeri=790,3 mg/l) .......cccceevuvennenne. 141
Sekil 4.96 Lepistes — Poecillia reticula’nin ANOVA testi sonuglari...................... 142
Sekil 4.97 10 ve 100 mg/l nano-HfO, konsantrasyonlarinin 28 giinlik %
biyoayrigabilirlik degerleri.........ocoooiiiiiiiiiiiiie 143
Sekil 4.98 Biyoayrisabilirlik testi’nin ANOVA testi sonuglart ........ccceeveerieenennne 144

Sekil 4.99 (a): 10 mg/l nano-HfO, in giinlere gore In(Sudan baliga gegen kirletici
konsantrasyonu) degerleri (Ci=2,5 mg/l) ; (a): 100 mg/l nano-HfO, in

giinlere gore In(Sudan baliga gecen kirletici konsantrasyonu) degerleri

(CH=A,T M@/ e 145
Sekil 4.100 Biyoakiimiilasyon testi’nin ANOVA testi sonuglart (10 mg/l ve 100 mg/1
11031 1) USRS 147

Sekil 4.101 Artan nano-TaOs konsantrasyonlarina karst Escherichia coli
bakterisinin 24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu
ECso degeri= 26,1 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri=18,6 mg/l)......... 149
Sekil 4.102 E.coli’'nin ANOVA testi SonuGlari.........cccoeeeeeviiiieiiiieeieciiee e 150

Xviii



Sekil 4.103 Artan nano-Ta;Os konsantrasyonlarina karsi Bacillus cereus bakterisinin
24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri=
26,9 mg/l; 48 saat sonucu ECsg degeri=14,8 mg/l) .......cccceevveniinnens 151
Sekil 4.104 B.cereus’un ANOVA testi SONUGIATT.......ceeeecvvieeeiiieeiieeciie e 152
Sekil 4.105 (a): Artan nano-Ta,0Os dozlarina kars1 Escherichia coli bakteri sayilarinin
degisimi (b): artan nano-Ta,Os dozlara kars1 Bacillus cereus bakteri
SAYArININ deGISIMI .eeuveeiiieiiiiiieie e 152
Sekil 4.106 Ecsherichia coli ve Bacillus cereus bakterisinin gram boyama sonucu
goriintiileri (A: Kontrol grubundaki E.coli bakterisinin gram boyama
sonucu ; B: nano-Ta,Os nanopartikiiliine 48 saat maruz kalan E.coli
bakterisinin gram boyama sonucu ; C: Kontrol grubundaki B.cereus
bakterisinin gram boyama sonucu ; D: nano- Ta;Os nanopartikiiliine 48
saat maruz kalan B.cereus bakterisinin gram boyama sonucu)............. 153
Sekil 4.107 nano-Ta,0s’in artan konsantrasyonlarina karsi % inhibisyon degerleri
(ECsp degeri=31,457 M@/1)....coiiiiiiiiiiiieeeieeee et 155
Sekil 4.108 Vibrio fischeri bakterisinin ANOVA testi sonuglart...........cccceeeeeeneenne 155
Sekil 4.109 Artan nano-TaOs konsantrasyonlarina karst metan gazinin yiizde
inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECgy degeri= 29,6 mg/l; 48 saat
sonucu EC7o degeri= 93,1 m@/1).c...cocueeiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee e 157
Sekil 4.110 Anaerobik metan Archae bakterilerinin ANOVA testi sonuglari......... 157
Sekil 4.111 Artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina karst Candida albicans
bakterisinin 24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu
ECso degeri= 71,5 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri=53,2 mg/l)......... 159
Sekil 4.112 C.albicans in ANOVA testi SonUGlart..........coeeeevveeeciieeiiieeeiee e, 160
Sekil 4.113 Artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina karst Aspergillus niger
bakterisinin 24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu
ECso degeri= 29,3 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri=21,5 mg/l)......... 161
Sekil 4.114 (a): Artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina kars1 Candida albicans maya
hiicrelerinin sayilarinin ~ degisimi ; (b): artan nano-Ta,Os
konsantrasyonlarina kars1 Aspergillus niger kiif hiicrelerinin sayilarinin
AEGISTMI ..ttt ettt ettt et e e s s 162
Sekil 4.115 A.niger’in ANOVA testi SONUGIArT .......cccvieeeieieeciiieeiie e 163

Xix



Sekil 4.116 Artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina karsi Chlorella sp’nin yiizde
inhibisyon degerleri(24 saat sonucu ECsy degeri= 3,9 mg/l; 48 saat
sonucu ECsy degeri=3,2 mg/l ; 72 saat sonucu ECs, degeri=2,4 mg/1). 165
Sekil 4.117 Chlorella sp.’nin ANOVA testi SONUGIATT ........oevueeviieiiieniieieiieeiene 165
Sekil 4.118 Artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina kars1 Daphnia manga’larin yiizde
inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 29,7 mg/l; 48 saat
sonucu EC7o degeri=36,7 m@/1)......ccceeviiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee e 167
Sekil 4.119 Daphnia magna’nin ANOVA testi sonuglart ..........cceeeeeviienieniieenenne 167
Sekil 4.120 Artan nano-Ta,0Os konsantrasyonlarina karsi lepistes — Poecillia

reticula’lerin ylizde inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECsy degeri=

790,3 mg/l; 48 saat sonucu EC3p degeri=505,8 mg/l).....cccccovvevuerunennen. 169
Sekil 4.121 Lepistes — Poecillia reticula’nin ANOVA testi sonuglari.................... 169
Sekil 4.122 10 ve 100 mg/l nano-Ta,Os konsantrasyonlarinin 28 giinlik %
biyoayrisabilirlik degerleri.......cccoevviieiiiiiiiiiiiieie e 171
Sekil 4.123 Biyoayrisabilirlik testi’nin ANOVA testi sonuglart ...........cccceeeeeeneene 171

Sekil 4.124 (a): 10 mg/l nano-Ta;Os in giinlere gore In(Sudan baliga gegen kirletici
konsantrasyonu) degerleri (Ci=1,5 mg/l) ; (b): 100 mg/l nano-Ta,0Os in

giinlere gore In(Sudan baliga gecen kirletici konsantrasyonu) degerleri

(Cr=4,02 ME/D) et sttt e ens 173
Sekil 4.125 Biyoakiimiilasyon testi’nin ANOVA testi sonuglart (10 mg/l ve 100 mg/1
11031 1) OO TP PSORSPSRRRPRRIN 175

Sekil 4.126 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina kars1 Escherichia coli bakterisinin
24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri=
27,2 mg/l; 48 saat sonucu ECsg degeri= 16,7 mg/l) ......ccecvvevivereennenns 177
Sekil 4.127 E.coli’'nin ANOVA testi SonuGlari.........ccceeeeeviiiieiiiiieeeciieeeeiieeees 178
Sekil 4.128 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina kars1 Bacillus cereus bakterisinin
24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri=
39,9 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri= 20,9 mg/l) ......ccceevvveeeennnnne. 179
Sekil 4.129 B.cereus’un ANOVA testi SONUGIATT.......c..eeevvveeeeiieeciiieciee e 180
Sekil 4.130 (a): Artan nano-SiO, dozlarina kars1 Escherichia coli bakteri sayilarinin
degisimi ; (b): artan nano-SiO, dozlarina kars1 Bacillus cereus bakteri

sayllarinin deGISIMI ....ccceevieeiiieiieeieeie e 180

XX



Sekil 4.131 Ecsherichia coli ve Bacillus cereus bakterisinin gram boyama sonucu
goriintiileri (A: Kontrol grubundaki E.coli bakterisinin gram boyama
sonucu ; B: nano-SiO, nanopartikiiline 48 saat maruz kalan E.coli
bakterisinin gram boyama sonucu ; C: Kontrol grubundaki B.cereus
bakterisinin gram boyama sonucu ; D: nano-SiO, nanopartikiiliine 48
saat maruz kalan B.cereus bakterisinin gram boyama sonucu)............. 181

Sekil 4.132 nano-SiOy’in artan konsantrasyonlarina karsi % inhibisyon degerleri
(ECsp degeri=60,4 M@/1)....ccccoevuiiiiieiieieeiee et 183

Sekil 4.133 Vibrio fischeri bakterisinin ANOVA testi sonuglart...........cccceeeveennennne 184

Sekil 4.134 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarima karst metan gazinin yiizde
inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECgy degeri= 84,6 mg/l; 48 saat
sonucu ECgp degeri= 48,1 m@/1)......cccevieiiiiiiiiiiieieeeeee et 185

Sekil 4.135 Anaerobik metan Archae bakterilerinin ANOVA testi sonuglari......... 186

Sekil 4.136 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina kars1 Candida albicans
bakterisinin 24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu
ECso degeri= 92,7 mg/l; 48 saat sonucu ECs degeri= 67,2 mg/l)....... 188

Sekil 4.137 C.albicans in ANOVA testi SOnUGIart..........cceeeeveeeeiiieeiiieieieeeeieeenee. 188

Sekil 4.138 Artan nano-SiO; konsantrasyonlarina karsi1 Aspergillus niger bakterisinin
24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri=
18,03 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri= 14,6 mg/1) .......cccccveverenennns 190

Sekil 4.139 (a): Artan nano-SiO; konsantrasyonlarina kars1 Candida albicans maya
hiicrelerinin sayllariin  degisimi ; (b): artan nano-SiO,
konsantrasyonlarina kars1 Aspergillus niger kiif hiicrelerinin sayilarinin
AEBISTMI ..ttt et ettt s e et ee s b e ebeesaeeenee e 190

Sekil 4.140 A.niger’in ANOV A testi SONUGIATT ......cccveevvieiiiiiiiiiieieeieeee e 191

Sekil 4.141 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karsi Chlorella sp’nin yiizde
inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 2,5 mg/l; 48 saat
sonucu ECg degeri=1,9 mg/1 ; 72 saat sonucu ECg degeri=1,04 mg/1)193

Sekil 4.142 Chlorella sp.’nin ANOVA testi Sonuclart ..........cceeevevveenciieenieeeneeennnee. 193

Sekil 4.143 Artan nano-SiO; konsantrasyonlarina kars1 Daphnia manga’larin yilizde
inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 36,7 mg/l; 48 saat
sonucu ECgp degeri=40,76 mg/1)......c.ccccueeviiiiiiiiiieeieeeeeeee e 195

xXxi



Sekil 4.144 Daphnia magna’nin ANOVA testi sonuglart .........occveeevveenieeenveeenen. 196
Sekil 4.145 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karsi lepistes - Poecillia

reticula’lerin yiizde inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECsy degeri=

716,4 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri=433,1 mg/l)......ccccevvveeenenns 198
Sekil 4.146 Lepistes — Poecillia reticula’nin ANOVA testi sonuglart.................... 198
Sekil 4.147 10 ve 100 mg/l nano-SiO, konsantrasyonlarimin 28 giinlik %
biyoayrigabilirlik degerleri........coooiiiiiiiiiiiiie 200
Sekil 4.148 Biyoayrisabilirlik testi’nin ANOVA testi sonuglart ........cceeeeveernennee. 200

Sekil 4.149 (a): 10 mg/l nano-SiO, in giinlere gore In(Sudan baliga gegen kirletici
konsantrasyonu) degerleri (C¢=2,1 mg/l) ; (b): 100 mg/l nano-SiO, in

giinlere gore In(Sudan baliga gecen kirletici konsantrasyonu) degerleri

(G4 MG/ i 201
Sekil 4.150 Biyoakiimiilasyon testi’nin ANOVA testi sonuglart (10 mg/l ve 100 mg/1
11031 1) O USRNSSR 203

xXxii



TABLOLAR LiSTESI

Sayfa
Tablo 3.1 Kullanilan nanopartikiillerin boyutlart...........ccccoocueeiiiniinniniiiiiinieeeee 14
Tablo 3.2 Kullanilan nanopartikiil konsantrasyonlari.........c..cccceceveineniieniencnnennen. 15
Tablo 3.3 Makronutrient ve mikronutrient COZeltisi.. .......ccevvveeerreeerieenniienieeeneen. 21
Tablo 3.4 Daphnia magna igin besi ortami (Sentetik seyreltme suyu)..........c.ce....... 22
Tablo 3.5 Biyoakiimiilasyon faktoriiniin hesaplanmas.. ........cccccoeveeniiiiinnienniennen. 26

Tablo 4.1 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina karsi1 24 ve 48 saat sonucu canli
Escherichia coli bakterilerinin say1lari.. .......cccccoecveviencieenieeiiienieeeeenne, 27
Tablo 4.2 Artan nano-CeO; konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Bacillus
cereus bakterilerinin say1lari.. .....cccccocvevieveniiniininiiie 29
Tablo 4.3 30 dakika sonucu nano-CeO, nanopartikiiliiniin artan konsantrasyonlarina
kars1t Vibrio fischeri — biyoluminesans bakterisinin yiizde inhibisyon
4 (57545 4 (<) o D OSSPSR 35
Tablo 4.4 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu metan
gaz1 miktari ve inhibiSyon yUZAesi........cccevueeriieniieiienieeieeie e 37
Tablo 4.5 Artan nano-CeQO, konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu Candida
albicans - maya kolonilerinin say1lari.........cccocceeevveeeriiieenieeeniee e, 40
Tablo 4.6 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina karst 24 ve 48 saat sonucu
Aspergillus niger - kiif kolonilerinin sayilart.. .........ccocceevvieninniinninnnnen. 42
Tablo 4.7 Artan nano-CeQ; konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Chlorella
Sp - alg hUCTEST SAYIATT...cccviiieiiieiie e e 45
Tablo 4.8 Artan nano-CeO; konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Daphnia
MAanga - SU PIrest SAYIAIL.. ..ccueeervieriieiieiie ettt 48
Tablo 4.9 Artan nano-CeQ, konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu lepistes -
Poecillia reticula SAY1IATT.. .......c.ccovvuiieiiiieiiieeieeeee e 52
Tablo 4.10 28 giin boyunca nano-CeO,’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlar1 i¢in %
biyoayrigabilirlik degerleri.. .......ccoovieiieriiiiiiieee e 54
Tablo 4.11 28 giin boyunca nano-CeO,’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda
numuneden baliga gecen KOI konsantrasyonlar1 ve baliktan temiz suya
gecen KOI KonsantraSyonlart.. ...........ccc.eveuevieeuerreereesieseseesesesaesessaenans 57
Tablo 4.12 Nano-CeO;’in farkl: trofik seviyelerindeki ECsy degerleri.. ................... 59

xxiii



Tablo 4.13 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu canli
Escherichia coli bakterilerinin say1lart.. .......c.ccceeevveereiieeniiieenieeeeeeeee, 60
Tablo 4.14 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu Bacillus
cereus bakterilerinin Say1lart.. .........cocceevieriiiiienieeee e 62
Tablo 4.15 30 dakika sonucu Nano-ZnO nanopartikiiliiniin artan konsantrasyonlarina
kars1 Vibrio fischeri — biyoluminesans bakterisinin yiizde inhibisyon
AEGRIICT L.ttt et 67
Tablo 4.16 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu metan
gazi miktari ve inhibisSyon yUZAesI........ccceevveeriienieeniienieeiieeie e 69
Tablo 4.17 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Candida
albicans maya kolonilerinin say1lart.. .........cccoceeniiiiiiniinninniiiienee, 72
Tablo 4.18 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarma karsi 24 ve 48 saat sonucu
Aspergillus niger - kiif kolonilerinin sayilari.. ........cccoccveevvienienieennennnen. 74
Tablo 4.19 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu
Chlorella sp. - alg hiicresi say11art.. ......occoeeeviriienenniniiniececeeeee 77
Tablo 4.20 Artan nano-ZnO Konsantrasyonlarina karst 24 ve 48 saat sonucu
Daphnia manga - su piresi Say11art.. .......ccoecvevveeciieniencieenieeieeree e 80
Tablo 4.21 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu lepistes -
Poecillia reticula SaY11art.. ..........ccoceeiieiiiiiiiniieeeeeee e 83
Tablo 4.22 28 giin boyunca nano-ZnO’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlar1 i¢in
ylizde biyoayrisabilirlik degerleri .. ......ccoovivviieiiiniiiiiieieeeeeeeee 85
Tablo 4.23 28 giin boyunca nano-ZnO’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda
numuneden baliga gecen KOI konsantrasyonlar1 ve baliktan temiz suya
gecen KOT Konsantrasyonlart. ...........cocevevveeeueveveeceeeeseseseseeesenenennns 88
Tablo 4.24 Nano-ZnQO’in farkli trofik seviyelerindeki ECs, degerleri....................... 90
Tablo 4.25 Artan nano-Al,Os; konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu
Escherichia coli bakterilerinin say1lari.. .....c..ccocceeeeviineininicnnncnicnen. 91
Tablo 4.26 Artan nano-Al,Os konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu
Bacillus cereus bakterilerinin say1lari.. .........cooceeeevienienieenieniieenieeeeenne, 93
Tablo 4.27 30 dakika sonucu nano-Al,O; nanopartikiiliiniin  artan
konsantrasyonlarina kars1 Vibrio fischeri — biyoluminesans bakterisinin

90 INhibiSyOn deZerleri.. ...cccueeiiiiiiiiieiieeiiee e 98

XXV



Tablo 4.28 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu metan
gaz1 miktar1 ve inhibisyon ylizdesi........cccoccveeeiieeniieiniieciie e 100
Tablo 4.29 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu
Candida albicans maya kolonilerinin say1lart.. .......c.ccoccevceeneenenicnenns 102
Tablo 4.30 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu
Aspergillus niger - kiif kolonilerinin sayilart.. .........cccoevveeerieeeniennnen. 104
Tablo 4.31 Artan nano-Al,O3; konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu
Chlorella sp - alg hiicresi say1lart.. ........coocceeveeviieiieniiieiecieeeeeee 107
Tablo 4.32 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu
Daphnia manga - su piresi Say1lart.. ......cccccveeeveieriieenciieeriieesiee e 110
Tablo 4.33 Artan nano-Al,O3 konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu lepistes
- Poecillia reticula SAY11art. ............ccceevieeiiiiiiieiiieie et 113
Tablo 4.34 28 giin boyunca nano-Al,O5’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlari i¢in %
biyoayrisabilirlik degerleri.. .....ccoevviiiiiiiiiiieiiieceee e 115
Tablo 4.35 28 giin boyunca nano-Al,Os’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda
numuneden baliga gecen KOI konsantrasyonlar1 ve baliktan temiz suya
gecen KOT Konsantrasyonlart.. ...........o.o.eveveeeeeevereeeeeeeeeeseseeeeenesenns 118
Tablo 4.36 Nano-Al,O5’in farkli trofik seviyelerindeki ECs degerleri.. ................ 120
Tablo 4.37 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarmna karst1 24 ve 48 saat sonucu
Escherichia coli bakterilerinin say1lart.. ........ccccoeceeeiieniiienieniieeene. 121
Tablo 4.38 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Bacillus
cereus bakterilerinin say1lari.. .......ccceeeeveeeriieeniie e 123
Tablo 4.39 30 dakika sonucu Nano-HfO, nanopartikiiliniin  artan
konsantrasyonlarina kars1 Vibrio fischeri — biyoluminesans bakterisinin
90 INhibisSyon deGerleri.......cccoeviieiiiiiiieiieeieeieeee e 127
Tablo 4.40 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu metan
gaz1 miktar1 ve inhibisyon ylizdesi.........ccoceeervienerniniinennicnicnencees 129
Tablo 4.41 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karst 24 ve 48 saat sonucu
Candida albicans maya kolonilerinin sayilari.. .......cccooceeeviiennieennnnn. 131
Tablo 4.42 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu

Aspergillus niger - kiif kolonilerinin sayilart.. .......c.cceoceeviiiieninnennn. 133

XXV



Tablo 4.43 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarima karsi 24 ve 48 saat sonucu
Chlorella sp.- alg hiicresi say1lari.. ....c.occeeevieeeiieeniieeeiie e 136
Tablo 4.44 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarna karst1 24 ve 48 saat sonucu
Daphnia manga - su piresi Say1lari.. .......cceeeveevieeiienieeiieieeieeee e 138
Tablo 4.45 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu lepistes
- Poecillia reticula Say11ari.. ...........ccccvueeeiiieiiieeniieeeiee e 141
Tablo 4.46 28 giin boyunca nano-HfO,’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlar1 i¢in %
biyoayrigabilirlik degerleri.. .......coocuieriiiiiiiiiee e 143
Tablo 4.47 28 giin boyunca nano-HfO;’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda
numuneden baliga gecen KOI konsantrasyonlar1 ve baliktan temiz suya
gecen KOI KonsantraSyonlar.. ...........c.cveueveeruercesuensiessisseseseesesenaenans 146
Tablo 4.48 Nano-HfO,’in farkli trofik seviyelerindeki ECsy degerleri.................... 148
Tablo 4.49 Artan nano-Ta;Os konsantrasyonlarina karst 24 ve 48 saat sonucu
Escherichia coli bakterilerinin say1lart .. ........ccccocoeeveieeniiveeniieeenieenns 149
Tablo 4.50 Artan nano-Ta;Os konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu
Bacillus cereus bakterilerinin sayilari..........ccoeceeeviieniiiniiienienieeeeeen. 151
Tablo 4.51 30 dakika sonucu nano-Ta;Os nanopartikiiliiniin  artan
konsantrasyonlarina kars1 Vibrio fischeri — biyoluminesans bakterisinin
% Inhibisyon deZerleri........cccovuiiiiiiiiiiiiiie e 154
Tablo 4.52 Artan nano-Ta,0s konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu metan
gazi miktari ve inhibisyon yUZdesi.........ccceeveeieeriieniiieniienieeieeeieeieenns 156
Tablo 4.53 Artan nano-Ta;Os konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu
Candida albicans maya kolonilerinin sayilart.. .......c..cccceeeveneininncnens 158
Tablo 4.54 Artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarma kars1 24 ve 48 saat sonucu
Aspergillus niger kiif kolonilerinin say1lart.. ........cccceeevvevieniieeninennenne. 161
Tablo 4.55 Artan nano-Ta;Os konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu
Chlorella sp - alg Hlicresi say1lari.........cccccoceeveevinienenicnicneccnicnens 164
Tablo 4.56 Artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarma kars1 24 ve 48 saat sonucu
Daphnia manga - su piresi Say1ari.. .......cccecvvevvieerieniieenieeieeiie e 166
Tablo 4.57 Artan nano-Ta;Os konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu lepistes

— Poecillia reticula Say1lari.. ..........cccoooueeviiniiiiieniieie e 168

XXVi



Tablo 4.58 28 giin boyunca nano-Ta,0s’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlari i¢in %
biyoayrisabilirlik degerleri.. .....c.coovviieiiiiiiiieiiiecieece e 170
Tablo 4.59 28 giin boyunca nano-Ta;Os’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda
numuneden baliga gecen KOI konsantrasyonlari ve baliktan temiz suya
gecen KOT Konsantrasyonlart.. .........o.co.eveveeveeeeeveeeeeeeeeesseeeeenesenns 174
Tablo 4.60 Nano-Ta,0Os’in farkl trofik seviyelerindeki ECsy degerleri. ................. 176
Tablo 4.61 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu
Escherichia coli bakterilerinin say1lart.. ........ccccceeeeeeiieniiieneenieeeene. 177
Tablo 4.62 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu Bacillus
cereus bakterilerinin say1lari.. .......cccoeeveeeriieeriiie e 179
Tablo 4.63 30 dakika sonucu nano-SiO, nanopartikiiliiniin artan konsantrasyonlarina

kars1 Vibrio fischeri — biyoluminesans bakterisinin % inhibisyon degerleri

Tablo 4.64 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu metan
gaz1 miktar1 ve inhibisyon yUZdesi. ......cocueerveeriiiiieniiienienieeiieeieeeene 185
Tablo 4.65 Artan nano-SiO; konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Candida
albicans maya kolonilerinin sayilar.. ...........ccocceevierciienieniiienienieeieens 187
Tablo 4.66 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu
Aspergillus niger kiif kolonilerinin say1lart. .........cccccoeieiiiiiiiiniinnennn. 189
Tablo 4.67 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karst 24 ve 48 saat sonucu
Chlorella sp - alg hiicresi say1lart.. .......ccocceeveveerieeciienienieeeeeeeee e, 192
Tablo 4.68 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Daphnia
MAanga - SU Pirest SAYUAL.. c..cocuerviririiiriiriieieneee e 195
Tablo 4.69 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu lepistes -
Poecillia reticula SAY11ATL. .........c..ooveuviiviiiiniiiieieeee et 197
Tablo 4.70 28 giin boyunca nano-SiO,’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlar1 i¢in %
biyoayrigabilirlik degerleri.. ......ocooiriiniiniiiniie 199
Tablo 4.71 28 giin boyunca nano-SiO;’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda
numuneden baliga gecen KOI konsantrasyonlar1 ve baliktan temiz suya
gecen KOI konsantrasyonlart.. ..........ooeeeeeueeeueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenenns 202
Tablo 4.72 Nano-SiO;’in farkl trofik seviyelerindeki ECsy degerleri.. .................. 204

XXVil



BOLUM BIiR
GIRIS

1.1 Giris

Nanopartikiiller (NP) genel olarak 1-100 nm arasinda boyuta sahip yapilardir.
Dogada yaygin halde bulunmaktadir. Farkli biiyiikliiklerde, farkli yapilarda, tek
elementli ya da cok elementli yapida, farkli sekil ve bicimlerde veya istenilen
sekillerde olusturulabilirler. Nanopartikiiller son derece kullanisli olmalarindan
dolayr yogun olarak iiretilmektedirler. Ozel olarak iiretilen nano-metal oksitlere
(NMO) ornek olarak titanyum dioksit (TiO;) ve ¢inko oksiti (ZnO) gosterebiliriz.
Bunlar nano boyutlarda saydamdirlar, gilinesin ultraviyole isinlarin1 ¢ekip geri
yansitmalarindan dolay1r giines kremlerinde kullanilmaktadirlar. NP’ler genis
kullanim potansiyeline sahiptir: kisa donemde kozmetiklerde, tekstilde ve boyalarda,
uzun donemde ise ilaglar1 viicudun istenen yerine gondermek igin ilag sevk
sistemlerinde kullanilmaktadir (Kahru ve ark., 2010). Ayrica endiistriyel atiksularin
artimmda NMO’ler olduk¢a yaygin kullanilmaktadir (Chen ve ark., 2012 ; Zhou ve
ark., 2012). Bu yaygin olarak iiretim ve kullanim dogada nanopartikiillerin yogun
olarak birikimi anlamina gelmektedir. Bu birikiminin ¢evreye olan toksisitesi

hakkinda bilgi oldukga kisithdir.

1.2 Calismanin Amac¢ ve Kapsam

Endiistriyel atiksu aritiminda yaygin bir sekilde kullanilan NMO’lerin akut
toksisitelerini saptamak i¢in yapilan caligmalarda sadece bir iki canli tiirliniin
kullanildigi, kapsamli bir sekilde ayn1 anda farkli trofik seviyelere olan etkilerinin
incelenmedigi, tiim biyoassaylerde kullanilan ¢oklu toksisite testlerin kullanilmadig,
toplu istatistiksel analizlerin yapilmadigi, NMO’lerin hassas ve direngli olduklari
tiirlere olan toksisitelerinde istatistiksel olarak belirtilen hassasiyet ve mukavametin

anlamli olup olmadiginin arastirilmadig goriillmektedir.



Bu calismanin amaci, literatiirde akut toksisiteleri ¢ok fazla c¢alisilmayan
NMO'’lerin artan konsantrasyonlarda (0,01 mg/l — 1000 mg/l) 9 farkli beslenme
seviyesine sahip canlilarda, beslenme seviyesinin en altindaki canlilardan baglayarak
(bakteri — Escherichia coli (gram negatif bakteri) ; bakteri — Bacillus cereus (gram
pozitif bakteri) ; bakteri — Vibrio fischeri (biyoluminesans bakteri) ; metan Archae
Bakterisi ; maya — Candida albicans ; kiif — Aspergillus niger ; alg — Chlorella sp. ;
Crustacea — Daphnia magna ; lepistes - Poecillia reticula) akut toksisitelerinin;
inhibisyonlari, Oliimleri, biyoayrigabilirlikleri ve biyoakiimiilasyonlarinin baz
almarak ayni anda hesaplanmasidir. Bazi canlilarda akut toksisiteleri ECsy degeri
canlilarin % 50’sini etkileyen ; 6ldiiren ; inhibe eden nanopartikiil konsantrasyonlari

cinsinden hesaplanmistir.

1.3 Cahismanmin Getirecegi Yenilikler

Endiistriyel atiksu aritiminda yaygin bir sekilde kullanilan NMO’lerin akut
toksisitelerini saptamak icin yapilan caligmalarda sadece bir iki canli tiiriiniin
kullanildig1, kapsamli bir sekilde ayni anda farkli trofik seviyelere olan etkisinin
incelenmedigi tespit edilmistir. Tiim biyoassaylerde kullanilan c¢oklu toksisite
testlerin kullanilmadigi, toplu istatistiksel analizlerin yapilmadigi, NMO’lerin (nano-
Ta,Os, nano-HfO,, nano-CeO,, nano-ZnO, nano-SiO,;, nano-Al,O3) hassas ve
direngli olduklan tiirlere olan toksisitelerinde istatistiksel olarak belirtilen hassasiyet

ve mukavametin anlamli olup olmadiginin arastirilmadig: goriilmektedir.

6 ayr1 farkli NMO (nano- Ta;Os, nano-HfO,, nano-CeO,, nano-ZnO, nano-SiO;,
nano-Al,03) kullanilarak 6 farkli beslenme (trofik) seviyesine olan etkileri simdiye
kadar olan calismalarda rastlanmamustir. Yukarida ifade edilen NMO’lerden 6zellikle
nano-HfO, ve nano-Ta,Os’in bakteri — Escherichia coli (gram negatif bakteri) ;
bakteri — Bacillus cereus (gram pozitif bakteri) ; bakteri — Vibrio fischeri
(biyoluminesans bakterisi) ; metan Archae Bakterisi ; maya — Candida albicans ; kiif
— Aspergillus niger ; alg — Chlorella sp. ; Crustacea — Daphnia magna ; balik —
lepistes - Poecillia reticula’ya olan akut toksisiteleri ile ilgili calismalar oldukca

kasitlidir.



Bu calismada, nanopartikiillerin akut toksisite dozlar1 saptandiktan sonra ¢evre
miithendisliginde yaygin bir kullanim alani bulan NP’lerin alic1 ortama verildiginde
inhibisyon veya toksisite olusturmadan kullanilabilmeleri i¢in limit dozlar
saptanmigtir. Tiim kullanilan NMO’ler (nano- Ta,0Os, nano-HfO,, nano-CeO,, nano-
ZnO, nano-SiO;, nano-Al,O3) i¢in en hassas ve en direncli tiirler tespit edilmistir.
NP’lerin ayrica biyoakiimiilasyonlari, biyoayrisabilirlikleri incelenmis, toksisite
sonuclar1 her bir NMO i¢in istatiksel olarak degerlendirilmistir. Mikroorganizmalar

arasindaki iligkiler ile hassasiyet ve direncin anlamli olup olmadig1 arastirtlmigtir.



BOLUM iKi
LITERATUR OZETi

2.1 Nanopartikiillerin Kullanim Alanlar:

NMO’ler kolaylikla sentezlenebilmeleri ve kimyasal agidan kolaylikla modifiye
edilebilmeleri nedeniyle tiiketim {riinlerinde, endiistriyel {riinlerde, makine
sanayinde, askeri uygulamalarda, tipta ve atiksu aritiminda genis Olclide
kullanilmaktadir (Atli-Sekeroglu, 2013). Ozellikle NP’lerin kullanildig: atiksu aritma
teknolojilerinin gelismesi diinya ¢apinda gittik¢e artan su kirligi problemine alternatif
bir ¢6ziim olarak goriilmektedir. Bir dizi aritma teknolojileri arasinda nanosorbent ve
fotokatalist olarak metal-oksit nanomateryali kullanma wuygulamalar1 atiksu
aritmasinda Onerilmektedir (Xu ve ark., 2012). Atiksu aritiminda bol miktarda
kullanilan NMO’lerden en ¢ok ¢alisilanlar1 TiO,, ZnO, CuO, SiO,, Fe;04, Al,O5’dir.
Bu calismalara 6rnek olarak agir metallerin aritiminda Liang ve ark., (2004) 2 mg/1
nano-TiO; kullanarak anerobik kosullarda 15,3 mg/g Zn ve 7,9 mg/g Cd aritimini
saglamislardir ancak bu TiO, dozunun bir sonraki anreobik kademede aktif ¢camur
mikrorganizmalari {izerine inhibisyon yaptigin1 saptamiglardir. Hua ve ark., (2012)
yaptiklar ¢caligmada 3 mg/l nano-ZnO kullanarak 6.7 mg/g Pb**’ nun adsorpsiyon ile
giderildigini ancak bir sonraki biyolojik kademede kullanilan nano-ZnO dozunun
denitrifikasyon bakterilerine toksik etki yaptigi saptanmistir. Zelmanov ve Semiat
(2008) yaptiklar1 ¢aligmada 80,100, 110, 120 ve 200 mg/l nano-Fe;O, kullanarak bir
endiistri atiksuyunda fenol giderimini arastirmiglardir. 200 mg/l nano-Fe;0, ile 20
dakika sonunda %95 fenol verimi elde etmislerdir. Ancak kullanilan bu nano-
Fe;0,’in  dozunun biyolojik sistemlerdeki mikroorganizmalarinin =~ %90 nin
oldiirdiiklerini saptanmistir. Zhou ve ark., (2012) tarafindan yapilan ¢alismada ACF-
NanoHFO (Aktiflestirilmis karbon fiber- nano hidrate ferrik oksit)’in oda
kosullarinda maksimum fosfor adsorbsiyon kapasitesi 18,86 mg P/g olarak
bulunmustur. Kumar ve ark., (2013) tarafindan yapilan c¢alismada sulu ¢ozeltideki
hekzavalan krom ve malasit yesili oksalatin1 gidermek i¢cin NMO’lerden ZnO ve
SnO, adsorbent olarak kullanilmistir. Yapilan c¢alismalarin sonunda sulu
¢ozeltilerden agir metal ve boya gideriminde NMO’lerden ZnO ve SnO, diisiik

maliyetli adsorbent olarak kullanilmas1 bir alternatif olabilir.
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NP’lerin boyutlar1 azaldikca, yiizeylerinin hacimlerine olan orani da artar. Ozgiil
ylizey alani, ylizey alanin stabilizasyonu, NP’lerin topolojisi (piiriizsiizliik) ve destek
malzemeyle ara ylizey gibi Ozelliklerle ilgili oldugu gibi, asil olarak katalitik
reaktivite ve diger benzer ozelliklerle (6rn. sensdrlar) de ilgilidir. Buna verilebilecek
iyi ornekler, Ozellikle son teknoloji katalizorlerin aktivitesiyle karsilastirma
yapildiginda, biiyiik yiizey alam1 ve biiylikk destek porozitenin, istiin katalitik
aktiviteye neden oldugu soy metallere dayali katalizorlerdir. Bu 6zellikten ayrica
NMO Kkatalizdrlerde de yararlanilmaktadir (Ornegin otomotiv sektdrii igin seryum
oksit katalizorleri). Nano-CeO, pargaciklar1 dizel eksozunu temizlemek ve yakit
etkinligini artirmak amaciyla yakita katilmaktadir. Eksozdan havaya kacan nano-
CeO, pargaciklar1 ciger hiicrelerine zarar vermektedir (Tiirk Sanayicileri ve Is
Adamlar1 Dernegi [TUSIAD], 2008). Ayrica nano-CeO, gibi bazi yari iletken
NMO'’ler endiistriyel atiksulardaki bazi kirleticileri aritmak i¢in son yillarda yogun
bir sekilde kullanilmaktadir. Sulu c¢ozeltideki asetilsalisik asit (ASA) ‘nin
degredasyonu i¢in katalitik ozonizasyonda Fe;04@S510,0Ce0,e@ katalisti (FeszO4
manyetik c¢ekirdek etrafinda silika orta tabaka ve CeO, ise dis tabakadadir.)
kullanilmistir ve 60 dakikada % 81 giderim verimi ile ASA artilmistir (Dai ve ark.,
2014).

Nano-Tantalyum oksit (nano-Ta;Os)’in  endiistride kullanim alanlaria
baktigimizda ; Sunessh ve ark., (2013) ‘nin kandaki serumda glukoz seviyesini
Ol¢mek i¢in THNS (Ta,Os Honeycomb Nanostructure) sensor olarak kullanilmistir.
Lin ve ark., (2013)’nin yaptiklart calismada ise metanoliin sulu c¢ozeltisinden
hidrojen iiretimi i¢in fotokatalitik testler uygulanmistir ve HSTaO (Hollow spherical
Tantalum Oxide)’nun kiitle halinde(bulk) Ta,Os’den daha yiiksek fotokatalitik
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Cong ve ark., (2012) kirlenmis sudan goriiniir
1sikta enerji elde etmek icin kobalt nitrat i¢ine dope edilmis nano-Ta,Os
kullanilmiglardir. Enerji sektoriinde nano-Ta,Os iceren c¢ok sayida fotokatalist

giiniimiizde kullanilmaktadir.



Nano-tantalyum oksit (Ta;Os), ve nano-hafnium oksit (HfO,) son yillarda nano-
SiO, yerine yiiksek potasyum kaynakli hammade kaynaklar1 olarak elektrik
tiretiminde ve onu depolamada, ayrica da biosensér yapiminda yaygin olarak
kullanilmaktadirlar (Lee ve ark.,, 2012). Nano-HfO, dielektrik bariyerlerinde
kullanilmakta olup immersiyon yag iiretiminde de yaygin olarak kullanilmaktadir
(Field ve ark., 2011). Bu tiir endiistrilerin atiksular1 ile nano-HfO;’in alic1 sucul
ekosistemlerde siispanse halde bulunduklar1 belirtilmistir (Baek ve ark., 2011). Bu

nanopartikiilii iceren atiksularin ekosistemi olumsuz sekilde etkilecegi agikardir.

2.2 Nanopartikiillerin Toksisitesi

NMO’ler kullanilarak endiistriyel atiksularin aritimi oldukga yaygindir. Ancak bu
nanoteknolojilerin insan sagligina ve gevreye etkileri son yillarda ¢ok tartisilan bir
konudur. ABD’de Ulusal Nanoteknoloji Adimi onerisiyle 11 Subat 2009 tarihinde
kabul edilen (H.R. 554) yasayla nanoteknolojilerin tehlikelerinin saptanmasi ve
diizenlenmesi i¢in ¢aligmalar baslatildi. NP glimiis ve iyonlari, camasir makineleri,
terletmeyen kumasglar, gida depolanmasi gibi antimikrobiyal, antibakteriyel olarak
birgok tirlinde kullaniliyor. Glimiisiin yikama suyuna karigmasi s6z konusudur.
Yararlt mikrorganizmalar1, mantarlar1 ve bakterileri yok ederek ekosistemi bozabilir.
Kasim 2006’da, Amerikan Cevre koruma Ajansi (EPA) NP giimiisiin bocek
Oldiirticii olarak kullanilmasini kontrol altina aldi. Calismalarda karbon nanotiiplerin
geri doniilmez akciger hasar1 yarattigi saptandi. Nano-CeO, pargaciklar: dizel
eksozunu temizlemek ve yakit etkinligini artirmak amaciyla yakita katilmaktadir.
Eksoztan havaya kacan nano-CeO, pargaciklari ciger hiicrelerine zarar veriyor.
Giivenilir nanoteknolojiler ve nanoteknolojilerin giivenilirligi arttirmak ig¢in
kullanim1 6niimiizdeki yillarin en 6nemli arge ve inovasyon konular1 olmaya adaydir
(TUSIAD, 2008). Diinya genelinde nanotoksikoloji alaninda yeterince uzman
bulunmamakta ve bilgi eksikligi nedeniyle bu konuda biiyiik belirsizlikler
bulunmaktadir. Baz1 otoriteler tarafindan sunulan raporlarda bu bosluga dikkat
cekilmis ve nanomalzemelerin insan sagligi ve g¢evre icin risklerinin belirlenerek
kontrollii olarak kullanilmasina yonelik arastirmalarin gerekliligi vurgulanmistir. Bu
gereklilikten dolay1 da gevresel toksikoloji alanina gelecekte daha fazla yatirim

yapilacagi ileri siiriilmektedir (Athi-Sekeroglu, 2013).
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Atiksu aritma tesislerinde yaygin bir sekilde kullanima sahip NMQO’lerin ¢evreye
olan toksisiteleri hakkinda yapilan ¢alismalar oldukca kisithidir. NMO’lerden nano-
TiO, ekotoksisitesi en ¢ok calisilan NP’diir (Cattaneo ve ark., 2009; Kahru ve
Dubourguier, 2010). TiO,’in tatli su omurgasizlarindan Daphnia magna ’ya olan
toksisitesi arastirildiginda 48 sonunda ECsy degerinin 5,5 mg/l ile 20000 mg/l
arasinda degistigi goriilmektedir (Lovern ve Klaper, 2006; Heinlaan ve ark., 2008).
Sadiq ve ark., (2011) tarafindan yapilan calismada tathh su ekosisteminden izole
edilen iki farkli mikroalgin (Scenedesmus sp. and Chlorella sp.) iizerine etkisi
incelenmistir. 72 saat sonra ECsy degerinin Chlorella sp. i¢in 16,12 mg/l ;
Scenedesmus sp. icin ise 21,2 mg/l olarak bulunmustur.  Heinlaan ve ark. (2008)
nano-Zn0, nano- TiO; ve nano-CuO ile yaptiklar1 akut toksisite ¢alismalarinda 20 g/l
gibi yiiksek TiO, konsantrasyonlarinin Vibrio fischeri, Thamnocephalus platyurus ve
Daphnia magna’ya toksik olmadiklarini saptamiglardir. 0,5-1,5 mg/l nano-ZnO’in V.
fishceri , D. magna ve T. platyurus’ a olan akut toksisitelerinde ECsy degerinin
sirastyla 1,9; 3,2; ve 0,18 mg/l olduklar1 saptanmistir. 0,5-1,5 mg/l nano-CuQO’in V.
fishceri , D. magna ve T. platyurus’ a olan akut toksisitelerinde ECsy degerinin
sirastyla 79, 2,2, ve 2,1 mg/l olduklar1 saptanmistir. Back ve An (2011) tarafindan
yapilan arastirmada nano- ZnO ‘in gram(+) bakteri olan Bacillus subtilis ve gram(-)
bakteri olan Escherichia coli ‘ye olan toksisiteleri incelenmistir. Nano- ZnO ‘in E.
coli ‘deki ECsy degeri 115,7 mg/1 , B. subtilis’ deki ECsy degeri ise 85,8 mg/l olarak
belirlenmigtir. Jiang ve ark., (2009) nano-SiO,’in E. coli ve Bacillus subtilis iizerine
toksik etkisini arastirmislar. 2 saat boyunca nano-SiO;’e maruz kalan bakteri
kiiltiirlerinde ; B.subtilis icin % 40 ; E.coli i¢in % 58 oraninda O&liim orani
gbzlenmistir. Chang ve ark., (2014)’nin tantalyum oksitin antibakteriyel 6zelliklerini
Staphylococcus aureus ve Actinobacillus actinomycetemcomitans olmak iizere gram
pozitif ve gram negatif iki farkli bakteri ile ¢alismislar. Amorf tantalyum oksit
nanopartikiilin S.aureus ve A.actinomycetemcomitans bakterilerine kars1 iyi bir
antimikrobiyal performans gosterdigini rapor etmisler. Fajardo ve ark., (2014) nano-
Al,O5’lin toprak organizmalarindan Bacillus cereus ve Pseudomonas stutzeri izerine
etkisini arastirmiglar. 5 mg/l konsantrasyonuna kadar nano-Al,O3’in toksik etki
gostermedigini fakat yapilan molekiiler testlerinde oksidatif stres savunma sisteminin

gostergesi olan katB gen ekspresyonunun arttigini rapor etmisler. Pasquet ve ark.,



(2014) nano-ZnO’in 5 mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal aktivitesini
aragtirmiglar ve 24 saat sonucunda E. coli i¢in minimum bakteriyosidal
konsantrasyonunu (MBC) 1,44 mg/l olarak bulmuslardir. Gram pozitif bakteri olarak
Stapylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa ¢alisilmig, S.aureus icin 24 saat
sonunda MBC degeri 1,72 mg/l P.aeruginosa i¢in 1,81 mg/l olarak saptanmustir.
Dasari ve ark., (2013) nano-ZnO’in E.coli’ye olan toksisitesi ¢alismislar ve 30
dakika boyunca 0,01 ; 0,25 ; 0,5 ; 2,5 ; 5; 7,5 mg/l nano-ZnO’e maruz birakilan
E.coli’nin LCsy degerini (Lethal Concentration/Oldiiriicii Doz) 0,048 mg/l olarak
saptamiglardir. Krishnamoorthy ve ark., (2014) E.coli, Salmonella typhimurium,
Enterococcus faecalis ve Bacillus subtilis gibi patojen bakterilerin nano-CeO,’e kars1
minimum inhibisyon konsantrasyonunu (MIC) arasgtirmislardir. E.coli i¢cin MIC
degeri 16 pg/ml iken B.subtilis i¢in MIC degeri 4 pg/ml olarak bulunmustur. Bu tez
calismasinda E.coli’nin % 50’sini etkileyen doz 48 saat icin 28,9 mg/l ; B.cereus’un
% 50’sin1 etkileyen doz 48 saat i¢in 15,1 mg/l olarak tespit edilmisti. Kasemets ve
ark., (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada ZnO, CuO ve TiO; nanopartikiillerin maya
-Saccharomyces cerevisiae uzerine toksisitesi arastirilmistir. Nano-TiO, 20000
mg/1’de bile toksik olmadigi, nano-ZnO’in 24 saat sonunda ECs degerinin 131 — 158
mg/l oldugu, nano-CuO ‘in ise 8 saat sonunda ECsy degerinin 20,7 — 1297 mg/l

oldugu bulunmustur.

En c¢ok kullanilan NMO’lerin atiksu aritma tesisindeki mikroorganizmalara
etkisine baktigimizda; Choi ve Hu (2008) yaptiklar1 arastirmada , giimiis NP’iin
(0,17 mg/1) nitrifikasyon bakterilerinin respirasyonunun inhibisyonunu indiikledigini
; Ganesh ve ark., (2010) atiksu aritma tesisinde 10 mg/l bakir NP’iin amonyak
okside eden bakterilerin respirasyonunu inhibe etmedigini bulmuslardir. Ozellikle
biyolojik fosfor gideriminde kisa siireli ZnO NP’iine maruz kalinmasi atiksudaki
nutrient giderimin negatif yonde etkilemektedir (Zheng ve ark., 2011). NMO’lerden
nano-Al,O3 ile yapilan ¢aligmalarda 1-50 mg/l Al,Os nanopartikiiliin aktif camur
sisteminde hem kisa hem uzun maruz kalma siirelerinde negatif bir etkisinin
olmadig1 saptanmigtir. 1-50 mg/l nano-Al,O; kisa silire maruz kalma siirelerinde
biyolojik nitrojen ve fosfor giderimde bir etkisi olmadigi halde, uzun siireli maruz

kalma siiresi 50 mg/I’yi gegtikten sonra atiksuyun nitrojen giderimi artmaktadir



(Chen ve ark., 2012). NMO’lerin canli biinyesindeki biyoakiimiile olup olmadig:
calismalar1 oldukga kisithdir. Hao ve ark., (2013) tarafindan yapilan ¢alismada ZnO
nanopartikiiliiniin Cyprinus carpio tzerindeki biyoakiimiilasyonu incelenmistir.
Calisma sonuglarina gore, 30 giinlilk maruz kalma siiresinden sonra 50 mg/l nano-

Zn0O’in baligin dokularinda 6nemli derecede akiimiile oldugu bulunmustur.

Nano-Tantalyum oksit (Ta,Os) ; nano-Hafniyum oksit (HfO;) ; nano-Seryum
oksit (CeQ,) gibi nanopartikiiller ile ilgili toksisite ¢aligmalar1 ise olduke¢a kisitlidir.
Garcia ve ark., (2012) yaptiklar toksisite ¢alismalarinda 0,64 mg/ml CeO,’in ve 1,12
mg/ml TiO;’in atiksu igerisinde bulunan heterotrofik organizmalari, amonyak okside
eden bakterileri, termofilik ve mezofilik anaerobik bakterileri inhibe ettigini
saptamiglardir. NMO’lerden nano-CeO,, biyoliiminesans bakterisi olan Vibrio
fischeri ve su piresi Daphnia magna iizerine etkisi Garcia ve ark., (2011) tarafindan
calistlmistir.  Nano-CeO;’in Vibrio fischeri iizerine inhibisyonu % 80’den fazla
(0,064 mg/ml) olarak bulunmustur. Daphnia manga tzerine olan etkisine

bakildiginda nano-CeO;’in, LCsy degerleri 0,012 mg/ml’dir.

Oh ve ark., (2011) tarafindan yapilan ¢alismada tomografi cihazinda bilgisayar
destekli X-ray analizleri i¢in nano-Ta,Os kullanmiglardir. Tip cihazlar {ireten
endiistrilerde ve medikal tip endiistrilerinde nano-Ta,Os’in yogun olarak kullanildig:
belirtilmistir. Insanlarda yapilan toksisite ¢alisimalarinda Ta,Os’nin toksik etki
yapmadig1 gozlenmistir. Ancak bu NMO’in ekotoksikolojisi hakkinda literatiirde
herhangi bir bilgiye rastlanmamistir. Field ve ark.,, (2011) tarafindan
konsantrasyonlar1 0 to 2,5 mg/ml arasinda degisen nano-HfO, nano partikiilleri
kullanmiglardir. Metanojenik bakteriler ile HaCaT hiicrelerinde yaptiklari
sitotoksisite testlerinde 2200 mg/l nano-HfO, konsantrasyonunda - canli hiicrelerde
% 50 inhibisyon ve 300 mg/l nano-HfO, konsantrasyonunda mitokondrilerde % 50
inhibisyon saptamislardir. Garcia-Saucedo ve ark., (2011) nano-HfO; ve nano-CeO,
nanopartikiillerin 6karyotik canlt model organizmasi olarak Saccaromyces cerevisae
lizerine yaptiklar1 akut toksisite calismalarinda 1000 mg/l iistiindeki nano-HfO,

konsantrasyonlarinin toksik olmadigi saptanmustir.



Binaeian ve ark., (2013)’nin nano-ZnO ve nano-SiO, ile calismalar1 verilebilir
Vibrio fischeri bakterisine 30 dakika maruz biraktiktan sonra ol¢tiikleri luminesans
degerlerine gdre nano-ZnO nano-SiO;’e gore daha yiiksek toksisite gosterdigini
rapor etmislerdir. Nano-SiO; icin tespit ettikleri ECyy degeri 26,98 mg/l’dir. Van
Hoecke ve ark., (2008) Pseudokirchneriella subcapitata ile yaptiklari toksisite
caligmalarinda 72 saat sonucu EC,y degerini 3,9 mg/l olarak rapor etmislerdir.
Pakrashi ve ark., (2013) nano-Al,O; maruz kalan alg hiirelerinin sitotoksisitesini
incelemigler. 24 saat sonucunda 1; 0,5 ve 0,05 mg/l konsantrasyonarinda hiicre
canliliginin % 18’¢ diistiigii ve membran hasarinin ise 1 mg/l i¢in % 16,3 oldugunu ;
72 saat sonucunda ise toksik etki arttigini, hiicre canliliginin % 5,3’e diistiigiinii ve
membran hasar1 1 mg/l i¢in % 17,5’e yiikseldigini rapor etmisler. Franklin ve ark.,
(2007) Pseudokirchneriella subcapitata ile ¢alismis ve 72 saat sonucunda nano-ZnO
icin ICsp degerini 0,06 mg/l olarak saptamiglar ve bu deger tez ¢alismasinda 72 saat

sonucu saptanan ECgs degerine yakin bir degerdir.

Mu ve ark., (2011) tarafindan nano-Al,Os, nano-SiO, ve nano-ZnO’in aktif camur
sisteminde anaerobik aritima olan etkisini ¢alisilmig ve 6 mg/ g-AKM ; 30 mg/g-
AKM ; 150 mg/g-AKM dozlarindaki nano-Al,Os’in metan gazi iiretimine toksik etki
yaratmadigini rapor etmisler. Nyugen ve ark., (2015) nano-CeO, ve nano-ZnQO’in
biyogaz  lretimindeki  toksisitesini  arastirmiglar. 10 mg/l  nano-ZnO
konsantrasyonunda metan bakterilerine olan inhibisyonu 24 saat sonucu 34,8 mg/l
olarak bulmuslardir. Bu tez ¢calismasinda 24 saat i¢in bulunan ECsy degeri 21,12 mg/I

olarak saptanan nano-ZnO konsantrasyonuyla yakin bir sonug oldugu goriilmektedir.

2.3 Nanopartikiillerin Toksisite Mekanizmalari

NP’lerin canlilar {izerindeki toksisite mekanizmalart hakkinda bilgi oldukg¢a
smnirhidir.  Son yillarda bu konu {lizerine uzmanlagan arastirmacilar bir ¢ok
organizmaya karsi olasi toksisite mekanizmalarini aciklamiglardir. En sik kullanilan
nano-ZnO nanopartikiilii bakteriler lizerine yliksek toksisite yaratmaktadir (E.coli
icin LCsp degeri: 0,048 mg/1 ; Dasari ve ark., 2013). Nano-ZnO’in bakteri iizerindeki
olas1 toksisite mekanizmasin1 Li ve ark., (2011) agiklamiglardir. Yiiksek nano-ZnO

konsantrasyonunda Zn”* bakteri hiicresine baglamp hiicre icerisine beslenme vakuolii
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yolu ile girmekte ve daha sonrasinda hiicreyi ozmotik soka ugratip (yogun Zn**
iceren cozelti sitoplazma sivisinda sitoplazmadaki su molekiillerinin yerini alarak
ozmotik bir basing olusturmaktadir) hiicrenin fizyolojik fonksiyonlara hasar verdigini
rapor etmistir. Nanopartikiil ve canli hiicre [hiicre duvari ya da Crustacea (D.magna)
mide ortami] arasindaki etkilesim ile birlikte biyoassay ortaminda bir ¢ok
degisiklikler meydana geliyor. Ornegin metalin ¢oziiniirliigii artiyor ya da ROS
(Reactive Oxygen Species/Reaktif Oksijen Tiirleri) hiicre membraninda hasarlar
meydana getiriyor (Heinlaan ve ark., 2008). Thill ve ark., (2006) nano-CeO,’in
E.coli iizerine toksisitesini c¢alismig ve E.coli’ye olasi toksisite mekanizmasini
aciklamiglar. Nanopartikiill hiicre membranin dis yiizeyine absorbe oldugunda,
membranin viskozitesini modifiye ettigini, hiicre zarinda bulunanan iyon pompalarini
bozdugunu ve bdylece hiicrenin transport mekanizmasini tamamen bozdugunu ileri
siirmektedirler. Manier ve ark., (2013) nano-CeQ;’in ekotoksisitesini tatli su algleri
lizerine caligmustir. Sitoplazma sivisinin akis hizim1 6lgme analizlerine gore artan
nano-CeO, konsantrasyonlar1 karsisinda alg hiicrelerinin daha ¢ok kompleks
hiicrelerinin ~ oran1  artmustir.  Kompleks  hiicreyi;  hiicrenin ~ morfolojik
modifikasyonlari, nano-CeQO; ve hiicre ile olan etkilesimleri ya da hiicre icerisine
nanopartikiilin alinmasi1 olarak aciklamiglardir. Nano-CeO, ile alg hiicreleri
arasindaki yakin adhezyon ; hiicre membran biitiinliigiinii bozma gibi fiziksel etkilere
sebep olabilir ya da indirekt olarak alg biiyiimesi i¢in gerekli olan yeterli 151k alimini

ve alg hiicresinin i¢ine nutrient alimin1 engelleyebilir (Manier ve ark., 2013).

Jiang ve ark., (2009) nanopartikiilin hiicre yiizeyine nasil baglandigini
arastirmiglar. Van der Waals kuvvetleri, elektrostatik, hidrofobik ve reseptor-ligand
etkilesimleri gibi bir ¢ok olasi mekanizma ile bu baglantinin gerceklesebilecegini
rapor etmislerdir. Bakteri yiizeyi negatif yukliidiir (B.subtilis i¢in -32,3 mV ; E.coli
i¢in -7,20 Mv). nano-Al,O3 ve nano-Si0; yiizeyi pozitif yiiklii (nano-Al,O3 +30 mV ;
nano-Si0; ise +35 mV) iken nano-TiO; ve nano-ZnO negatif yiikliidiir (nano-TiO, -
21 mV ; nano-ZnO -5 mV). Pozitif yiiklii bu nanopartikiiller (nana-Al,O3; ve nano-
Si0;) negatif yiiklii bakteri ylizeyine bu sekilde baglaniyor olabilir. Negatif yiikli
nanopartikiillerin bakteri yilizeyine nasil baglandigin1 ise alici-ligand baglarla

etkilesimlerin dominant olmasiyla aciklamaktadirlar. Nano-ZnO’in gram negatif
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bakteri - E.coli’ye, gram pozitif bakteri — B.cereus’dan daha cok toksik etki
gostermesini  Pasquet ve ark., (2014) arastirmislar. Gram pozitif bakterilerin
peptidoglikan tabakasi nano-ZnO’in hiicre yiizeyine baglanmasmi tesvik ettigini
ancak gram negatif bakterinin ise bu baglanmaya kars1 diren¢ gosterdigini ve hiicre
duvari hasarina neden oldugunu agiklamiglardir. Dutta ve ark., (2010) gram negatif
bakterinin hiicre duvar yapisindaki lipid tabakasinin ROS {iretimine daha hassas

oldugunu tespit etmislerdir.

Bing ve ark., (2014) nano-SiO;’in hidrofobik 06zelliginden dolay1, farkli
konsantrasyonlarina maruz kalan D.magna’nin bu nanopartikiilii kolaylikla absorbe
edebildigini tespit etmislerdir. Siizerek beslenen D.magna nanopartikiilii biinyesine
kolaylikla alir ve bu nanopartikiiller midesinde birikir. Nano-ZnO iyonuna (Zn*?)
maruz kalan D.magna ile yapilan toksigenomik c¢alismalarda dis iskeletenin
yapiminda yer alan ve deri degistirme esnasinda salgilanan kitinaz enzimin
regiilasyonunu etkiledigini ve bu bagisiklik sisteminin baskilanmasini indiikledigini
saptamiglardir (Heinlaan ve ark., 2008). Santo ve ark.,, (2014) yaptiklar
aragtirmalarda in vivo ortamda nano-ZnO’e maruz kalan D.magna’nin birincil
toksisite nedeni olarak epitelyum hiicreler ve onlarin hiicreler arasi baglantilarinda
hiicresel dejenerasyonlar oldugunu saptamislardir. Hiicre nanopartikiilii hiicre igine
membran1 parg¢alamadan endositik yolak ile icerisine alir ve nano-ZnO hiicre
icerisine girdiginde ¢inko iyonlarini salip bir ¢ok hiicresel hasarlara (sitoplazmik
matriksde vakuolizasyon, mitokondriyal bozunma, oksidatif stres vb.) sebep

olmaktadir.

Fajardo ve ark., (2014)’nin yaptig1 ¢alismada nano-Al,Os3’in sitotoksik etkisine
bakilirken, nanopartikiilin bakteri {izerindeki toksik etkisi hala tam olarak
aciklananamakla birlikte bazi hipotezler one siiriilmektedir. Bunlara 6rnek olarak
nanopartikiillerin 1518a olan hassasiyetleri ve spesifik dalga boylarinda ROS
(Reactive Oxygen Species/Reaktif Oksijen Tiirleri) tiretimi verilmektedir. Garcia-
Saucedo ve ark., (2011) nano-HfO,’in maya-Saccharomyces cerevisiae iizerine
toksisitesini  aragtirmislar. Nano-HfO, konsantrasyonu 1000 mg/I’ye kadar

cikarildiginda, maya hiicrelerinin O, alimima kars1 toksik olmadigi saptanmustir.
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Nanopartikiiliin olas1 toksisite mekanizmalarindan biri nano-HfO,’e maruz kalan
maya hiicrelerinin O, tiiketimini indiiklemesidir. Binaeian ve Soroushnia (2013)
tarafindan yapilan ¢aligmada ise, saptadigimiz ECsy degerine yakin bir sonug rapor
etmislerdir ; 30 dakikalik maruz kalma siiresinden sonra nano-ZnO’in V.fischeri
bakterisi icin ECsy degeri 10,24 mg/I’dir. Bunun nedeni ; bakterinin karsilastigi
cevresel etkiler (pH, sicaklik, seyreltme c¢ozeltilerindeki katyon ve anyonlar) ile
Microthox cihazindan kaynaklanan belirsizlik 6l¢iimii ve bakterinin saklanmas ile

ilgili baz1 genetiksel 6zellikler olabilir.
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BOLUM UC
MATERYAL VE METOT

3.1 Akut Toksisite Testlerinde Kullanilan Nanopartikiiller

Nanopartikiillerin ¢evreye olan toksisitesi 6 farkli nanopartikiille ¢alisilmistir. Bu
nanopartikiiller nano-CeO, (abcr, AB249225, Lot:1266155) ; nano-ZnO (abcr,
AB249229, Lot:1235097) ; nano-Al,O5 (abcr, AB249221, Lot:1235095) ; nano-SiO,
(Sigma-Aldrich, 637238, Lot:MKBL8542V) ; nano-HfO, (Sigma-Aldrich, 202118,
Lot:MKBH3310V) ; nano-Ta;Os (Sigma-Aldrich, 303518, Lot:MKBJ3486V)’dir.
Tablo 3.1’de bu nanopartikiillerin boyutlar1 yer almaktadir.

Tablo 3.1 Kullanilan nanopartikiillerin boyutlart

Nanopartikiillerin Boyutlar
Nano-CeO, 15-30 nm
Nano-ZnO 10-30 nm
Nano-AlLO; <50 nm
Nano-HfO, 5-7 nm
Nano-Ta,Os 95-110 nm
Nano-SiO, 10-20 nm

3.1.1 Nanopartikiillerin Konsantrasyon Araliklarinin Segimi

Literatlirde yapilan c¢alismalar dikkate alindiginda akut toksisite testlerinde
kullanilan nanopartikiillerin (nano- Ta,0Os, nano-HfO,, nano-CeO,, nano-ZnO nano-
Si0,, nano-Al,0O3) konsantrasyon araliklari Tablo 3.2’de yer almaktadir. Canlinin
gelismiglik seviyesine ve hassasiyetine gore degisen bu konsantrasyon araliklari
literatlir ~ arastirmalar1  sonucu tespit edilen toksisite ¢aligmalarima gore
diizenlenmigtir. Balik akut toksisite c¢alismalar1 literatlir arastirmasinda tespit
edilememis ve canlinin nanopartikiile karsi toksisite cevabina gore bu doz 1000

mg/1’ye kadar ¢gikarilmistir.
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Tablo 3.2 Kullanilan nanopartikiil konsantrasyonlari

Akut Toksisite Testlerinde Kullanilan Nanopartikiil Konsantrasyonlari
Organizmalar Konsantrasyonlar Referanslar

Bakteri-E.coli 1-10-50- 100 mg/1 Krishnamoorthy ve ark.
(2014) ; Thill ve ark.
(2006)

Bakteri-B.cereus 1-10-50- 100 mg/l Jiang ve ark. (2009) ;
Kahru ve ark. (2008) ;
Baek ve An (2011)

Bakteri-V.fischeri 3,125-6,25-12,5-25-50 - 100 mg/1 Binaeian ve Soroushnia
(2013) ; Mortimer ve ark.
(2008)

Bakteri-Metan 1-5-10-25-50-100 mg/l Nyugen ve ark. (2015) ;

Archae Luna-delRisco ve ark.
(2011) ; Mu ve ark.
(2011)

Maya-C.albicans 1-10-50- 100 mg/l Kasemets ve ark. (2009) ;
Liposvky ve ark. (2011)

Kiif-A.niger 1-10-50- 100 mg/l Kasemets ve ark. (2009)

Alg-Chlorella sp. 0,01 -0,05-0,5-1-5mg/l Ji ve ark. (2011) ; Aruoja
ve ark. (2009) ; Pakrashi
ve ark. (2013)

Crustacea-D.magna 0,01 -0,05-05-07-1-3-5-7-10-20-50-100 | Zhu ve ark. (2009) ;

mg/1 Santo ve ark. (2014)
Bahk - lepistes - | 1-10-50-100-200-300-500-750—- 1000 mg/l -
Poecillia reticula

3.1.2 Nanopartikiillerin Cozeltilerinin Hazirlanmast

Kullanilan tiim nanopartikiillerin (nano- Ta;Os, nano-HfO,, nano-CeQO,, nano-
ZnO nano-Si0O,, nano-Al,O3) stok c¢ozeltileri (100 mg/l) deiyonize saf su ile
hazirlanip, 1 saat boyunca 30°C’de sonikator (Bandelin Sonorex — RK 510H)’de
kanistirilip akut toksisite testlerinde kullanildi. Manyetik karistirici ve sonikatorde
ayni anda nanopartikiil ¢ozeltileri 2-3 saat karistirildi ve 6lgiimlerin sonuglart ayni
cikti. Akut toksisite deneyleri oncesi hazirlanan nanopartikiil ¢ozeltileri buzdolabinda

48 saatten fazla bekletilmemistir.
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3.2 Akut Toksisite Testlerinde Kullanilan Organizmalar

3.2.1 Kullanilan Organizmalarin Alindiklar: Yerler

Bu ¢alismada 6 farkli beslenme seviyesini temsil eden 4 adet bakteri, 1 adet maya,
1 adet kiif, 1 adet alg, 1 adet Crustacea, 1 adet balik kullanildi. Bunlar ; bakteri
(Escherichia coli, Bacillus cereus, Vibrio fischeri, ve Metan Archae Bakterileri), alg
(Chlorella sp.) maya (Candida sp.), kif (Aspergillus sp.), kabuklu - su piresi

(Daphnia magna) ve balik (lepistes - Poecillia reticula) “dir.

Bakteri [Escherichia coli - ATCC 3509 (RSHM NO: 5010) ve Bacillus cereus -
RSKK 11015 (NTC 9946)] , maya (Candida albicans ATCC 628) ve kif
(Aspergillus niger) kiiltiirleri Turkiye Halk Saglig1 kurumundan liyofilize kiiltiirleri
satin alind1. Alg - Chlorella sp. Golciik Goliinden (Odemis) alinan su drneklerinden
izole edildi ve ¢ogaltilip kiiltiirli yapildi. Biyoliiminesans bakterisi — Vibrio ficsheri
Hach-Lange firmasindan liyofilize kiiltiir olarak alindi. Su piresi — Daphnia magna

ve balik — lepistes - Poecillia reticula 6zel bir akvaryumcudan satin alindi.

3.2.2 Kullanilan Organizmalarin Cogaltilmast

Halk Sagligi laboratuvarindan liyofilize seklinde alinan Escherichia coli - ATCC
3509 (RSHM NO: 5010) ve Bacillus cereus - RSKK 11015 (NTC 9946) bakterileri
oncelikle canlandirmak i¢in steril nutrient broth tlizerine kuru bakteri kiiltiiriiniin
tamamu ilave edilip 4 saat 35 °C’de bekletildi. 4 saatlik inkiibasyonun sonunda E.coli
Endo Agar tizerine , B.cereus MYP (Mannitol-Egg Yolk Polymyxine) Agar iizerine
ekimi yapildi (MYP Agar Bilesimi : beef ekstrakt: 1 gr ; kazein: 10 gr ; D- Mannitol:
10 gr ; NaCl: 10 gr ; Fenol Red: 0,025 gr ; Agar: 15 gr ; Polimiksin B: 1 ml Egg Yolk
Emiilsiyonu: 10 ml). Ureyen canli kolonilerden akut toksisite testleri yapildi. Her
hafta E.coli ve B.cereus bakterilerinin yeni ortama pasaji mutlaka yapilarak ve E.coli
ve B.cereus bakteri kiiltiirleri taze tutuldu. Bakteri akut toksisite testi i¢in kullanilan

E.coli ve B.cereus kiiltiirleri logaritmik sathalarinda nanopartikiile maruz birakildi.
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Mikrothox deneyi i¢in kullanilan biyoluminesans bakterisi — Vibrio fischeri (LCK
491 — LUMIStox Hach Lange) Hach Lange firmasindan satin almip -18°C’de
muhafaza edildi. Deney oncesi 15°C’lik inkiibasyon blogunda Reactivasyon
Cozeltisinden (LCX 047 DIN EN ISO 11348-3) 1 ml ilave edilip 30 dakika boyunca
bakterinin aktiflesmesi beklenip deney baslatildi. ATA (Anaerobik Toksisite Testi)

testinden kullanilan anaerobik bakterileri Pakmaya fabrikasindan tedarik edildi.

Halk Saglig1 laboratuvarindan liyofilize seklinde alinan maya Candida albicans -
ATCC 628 maya ve Aspergillus niger kuf kiiltliriinii canlandirmak i¢in steril nutrient
broth iizerine kuru maya ve kiif kiiltiiriiniin tamami ilave edilip 4 saat 30°C’de
bekletildi. 4 saatlik inkiibasyonun sonunda Potato Dextrose Agar’a ekimi yapildi.
Ureyen canli kolonilerden akut toksisite testleri yapildi. Her hafta C.albicans ve
A.niger’in yeni ortama pasaji mutlaka yapilip ve C.albicans ve A.niger Xiiltiirleri
taze tutuldu. Maya ve kiif toksisite testleri i¢in kullanilan C.albicans ve A.niger

kiiltiirleri logaritmik sathalarinda nanopartikiile maruz birakildi.

Alg — Chlorella sp. Gélciik Goliinden (Odemis) alinan su drneklerinden izole
edildi. Isiklandirilmasi ve havalandirilmasi gliniin her saati kesintisiz calisan alg
kiiltiirii her hafta makronutrient ve mikronutrient ¢ozeltisi (Tablo 3.3)’nden 1 litre

icin 1’er ml ortama eklenip alg kiiltiirii taze tutuldu.

Su piresi — Daphnia magna 6zel bir akvaryumcudan satin alimip kiiltiiri
laboratuvar kosullarinda ¢ogaltildi. Daphnia kiiltiirii icin NaHCO3: 64,75 mg/1 ; KCI:
5,75 mg/l ; MgSO4x7H,0: 123,25 mg/l ; CaCl,x7H,0: 294 mg/l mineral ortam
(Tablo 3.4) hazirlanip akvaryumun siirekli havalandirilmas1 saglandi. Daphnia
magna’nin beslenmesi i¢in haftada bir kuru maya kiiltiirii ve 250 ml alg kiiltiirii ilave
edildi. Daphnia magna akut toksisite testinde 24 saatlik yeni dogan gen¢ daphnidler
kullanild1. Balik lepistes - Poecillia reticula 6zel bir akvaryumcudan satin alinip
akvaryum ortaminda 1 hafta boyunca aklime edildi. 1 haftanin sonunda
akvaryumdaki balik oliimleri % 10°’u ge¢mediyse akvaryumdaki baliklar akut

toksisite testlerinde kullanildi.
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3.3 Akut Toksisite Testlerinin Yontemleri

3.3.1 Bakteri (Escherichia coli ve Bacillus cereus) Akut Toksisite Testi

Bakteri akut toksisite testlerinde kullanilanacak nanopartikiil ¢ozeltileri bakteri
akut toksisite testi oncesi 1 — 10 — 50 — 100 mg/l stok ¢ozeltileri hazirlanip
sonikatorde karistirilldi. Karistirma isleminden sonra her bir konsantrasyon igin
tiiplere 5 ml nanopartikiil ¢ozeltisi kontrol grubuna ise steril saf su ilave edildi.
Logaritmik fazinda olan E.coli ve B.cereus Kkiiltiirlerinden her bir tiipe esit hacimde
(1 ml) bakteri ekimi biyogiivenlik kabini (Niive — MN120)’nde yapildi. Bakteri
kiiltiiri ve nanopartikiill 24 ve 48 saat i¢in 2 seri olmak {izere maruz birakildi.
Inkiibasyon sonunda kontrol grubu ; 1 mg/l ; 10 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l
nanopartikiil igeren bakteri kiiltiirlerinden 1 ml alinarak % 0,9 salin i¢ceren 9 ml’lik
tiiplerde seri sulandirma yapilmis ve her bir seyreltme tiipiinden nutrient agar {izerine
seyreltme plaka yontemine gore 1 ml ekimler yapilmistir. 24 saat sonucunda nutrient
agar plaklarinda tireyen koloniler not edilmis, kontrol grubuna kiyasla 6len bakteriler

hesaplanmustir.

3.3.2 Bakteri (Vibrio fischeri) Biyoluminesans Degerine Gore Akut Toksisite Testi

Artan dozlarda NP’ler igeren drnekler dncelikle 9000 devirde 15 dakika santrifiij
yapildi. Behere alinan 6rnekte pH ayarlamasi yapildi (WTW, 330i). pH degeri 5,5 -
8,5 arasinda 0,1 N NaOH veya HCl ile pH 7’ye ayarlandi. Biitiin seyreltme islemleri
15°C’lik inkiibasyon blogunda yapilmistir. 100 mg/I’lik stok ¢ozeltiler 1/1, 1/4, 1/8,
1/16, 1/32 oraninda seyreltilmis ve bakteriler i¢cin osmotik basincin saglanmasi i¢in
her bir seyreltilmis 6rnege % 2 (w/v)’lik NaCl’dan 1,5 ml ilave edilmistir. Kontrol
numunesi olarak A1 bolmesine 1,5 ml % 2’lik NaCl ¢ozeltisinden ilave edildi. Derin
dondurucuda (-18 °C ) korunan bakteri kiiltiirii (LCK 491 — LUMIStox Hach Lange)
aliarak tlizerine 1 ml aktivasyon ¢ozeltisi (LCX 047 DIN EN ISO 11348-3) yavasca
ilave edilip ve 30 dakika bekletildi. 15 dakikalik inkiibasyondan sonra 0,25 ml
luminesans bakteri 12,5 ml diliisyon ¢ozeltisi (LCKO048 - DIN EN ISO 11348-3)

konup, 15°C’lik inkiibasyon blogunun B ve C bélmelerine 0,5 ml bakteri ilave edildi.
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Sekil 3.1 Microthox cihazi

Microthox cihazi (LUMIStox 300 - Hach Lange)’'nda baslangic kiiltiiriin
luminesans degeri okunmus ve {lizerine 0,5 ml yukarida seyreltme yapilan
nanopartikiil ¢ozeltileri ilave edilmistir. 5. dakika, 15 dakika ve 30 dakika sonunda
LU (luminesans) degerleri okunmustur (DIN/EN ISO 11348-3). Yiizde inhibisyona
kars1t yiizde konsantrasyon degerleri azalan LU degerlerine gére HACH Lange
LUMISsoft IV programinda hesaplanip, her bir nanopartikiil i¢in ECsy degerleri

tespit etmistir.

3.3.3 Anaerobik Bakteri Kullamilarak Metan Gazi Olgiimlerine Dayali Toksisite
Testi (ATA-Anaerobik Toksisite Testi)

Anaerobik toksisite testi (ATA) Owen ve ark. (1979) tarafindan tanimlanan 150
ml hacmindeki amber siselerde 35°C’de test edildi. Steril 5 litrelik cam balona
Vanderbilt Mineral Ortam1 ; 3000 mg/1 glukoz—KOi’si (5 litre igin: 14,05 gr) ; 667
mg/l sodyum tiyoglukolat (5 litre i¢in: 3,3 gr) (anaerobik ortami siirdiirmek ig¢in);
5000 mg/l NaHCOs (5 litre icin: 25 gr) (nétral pH’y1 siirdiirmek i¢in) ilave edildi.
Vanderbilt mineral ortami sentetik atiksuyun mineral kaynagi olarak kullanilmakta
ve icerdigi inorganik kompozisyon : NH4Cl 400 mg/1 ; MgS0,.7H,0 400 mg/1 ; KC1
400 mg/l ; Na,S.9H,0 300 mg/l ; (NHs)HPOs 80 mg/l ; CaCl,.2H,O 50 mg/l ;
FeCl;.4H,O 40 mg/l; CoCl,.6H,O 10 mg/l; KI 10 mg/l; (NaPOs)s 10 mg/l ; L-
cysteine 10 mg/1 ; AlCl;.6H,O 0,5 mg/l ; MnCl,.4H,0 0,5 mg/l ; CuCl, 0,5 mg/l ;
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NH4VO; 0,5 mg/l ; NaMo0O4.2H,0 0,5 mg/1 ; H3BO;3 0,5 mg/1 ; NiCl,.6H,0 0,5 mg/1
; NaW0,4.2H,0 0,5 mg/l ; Na,SeOs; 0,5 mg/l (Speece, 1996).

NP’lerin anaerobik bakterileri {izerindeki olasi toksisitesi icin her bir NP’iin 1
mg/l ; 5 mg/l ; 10 mg/l ; 250 mg/1 ; 50 mg/1 ; 100 mg/1 olacak sekilde tartimlari alinip
siselere ilave edildi. 5 litrelik karisimdan her bir siseye 75 ml dagitild1 ve sonikatérde
1 saat karistirilldi. Karisimdan sonra anaerobik ¢camurdan 40 mg/l-AKM olacak
sekilde 2,8 ml her bir sigeye ilave edildi ve siselerin agizlar1 kauguk tipa ile kapatildi.
Kontrol grubuna nanopartikiil ilavesi yapilmazken, 24 ve 48 saat olmak iizere 2 seri
ekimler yapildi. Inkiibasyon siiresinden sonra metan gazi dl¢iimleri yapildi (Sekil
3.2). % 3’liik NaOH c¢ozeltisi metan gazindan CO, ¢ikarmak i¢in kullanildi (Razo-
Flores ve ark., 1997). Kontrol grubuna kiyasla azalan metan gazi miktarlari not edilip

inhibisyon hesaplandi.

Sekil 3.2 Metan gazi dl¢iim diizenegi

3.3.4 Maya (Candida albicans) ve Kiif (Aspergillus niger) Akut Toksisite Testi

Maya ve kiif akut toksisite testlerinde kullanilanacak NP ¢ozeltileri akut toksisite
testi oncesi 1 — 10 — 50 — 100 mg/1 stok ¢ozeltileri hazirlanip sonikatérde karistirildi.
Karigtirma isleminden sonra her bir konsantrasyon igin tiiplere 5 ml NP ¢ozeltisi
kontrol grubuna ise steril saf su ilave edildi. Logaritmik fazinda olan C.albicans ve
A.niger Kkiiltiirlerinden her bir tiipe esit hacimde (I ml) maya ve kif ekimi
biyogiivenlik kabini (Niive — MN120)’nde yapildi. Maya - kiif kiiltiirleri ve NP 24 ve

48 saat icin 2 seri olmak iizere maruz birakildi. Inkiibasyon sonunda kontrol grubu ;
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1 mg/l ; 10 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l NP iceren maya ve kiif kiiltiirlerinden 1 ml
almarak % 0,9 salin iceren 9 ml’lik tiiplerde seri sulandirma yapilmis ve her bir
seyreltme tiipiinden potato dextrose agar iizerine seyreltme plaka yontemine gore 1
ml ekimler yapilmistir. Nutrient agar plaklarinda iireyen koloniler not edilmis,

kontrol grubuna kiyasla 6len mantar hesaplanmustir.

3.3.5 Alg (Chlorella sp.) Akut Toksisite Testi

Golciik Géliinden (Odemis) izole edilen alg kiiltiirii her hafta makronutrient ve
mikronutrient ¢ozeltisi (Tablo 3.3)’nden 1 litre i¢cin 1’er ml ortama eklenerek kiiltiirii
taze tutuldu. NP ¢ozeltilerinin 0,01 mg/1 ; 0,25 mg/l ; 0,5 mg/1 ; 0,5 mg/l ; 1 mg/l ve 5
mg/l stok ¢ozeltileri hazirlanip sonikatorde 1 saat boyunca karigtirildi. 24, 48 ve 72

saat i¢in 3 seri 50 ml’lik NP ¢ozeltileri steril erlenlere yerlestirildi.

Tablo 3.3 Makronutrient ve mikronutrient Cozeltisi

Makronutrient Cozeltisi Mikronutrient Cozeltisi

Kimyasalin Ad1 Miktar Kimyasalin Ad1 Miktar

NaNO; 12,75 g/l H;BO; 97,76 mg/l
MgCL.6H,O 6,082 g/l MnCL.4H,0 207,690 mg/1

CaCl,.2H,0 2,205 g/l ZnCl, 1,635 mg/1
MgS0,.7H,O 7,35 g/l FeCl;.6H,O 79,88 mg/l
K,HPO, 0,522 g/l CoCl.6H,0 0,714 mg/1
NaHCO; 7,5 g/l Na,Mo0,4.2H,0 3,63 mg/l
CuCL.2H,0 0,006 mg/1

Na,EDTA.2H,O 150 mg/1

Her bir konsantrasyon icin ve kontrol grubu olarak saf suyun bulundugu erlenlere
esit miktarda 5 ml alg kiiltiirti ilave edildi (Baslangictaki ortalama alg sayisi: 29 adet
Alg/10 pl). 24, 48 ve 72 saat nanopartikiiliin artan konsantrasyonlarina maruz kalan
alg hiicreleri inkiibasyon siireleri bittikten sonra 50 ml’lik falcon tiiplerde santrifiij
edildi. Dibe ¢oken alg hiicrelerinin sayim1 3 seri olarak yapildi (Olympus, BX51).
Inhibisyon yiizdesini hesaplarken [(1- N/Ng) X 100] formiiliinden yararlanildi (N:
Nanopartikiile maruz kalan alg hiicresinin sayis1/10 pl ; No: Kontrol grubundaki alg

hiicresinin say1s1/10 pl) (Gong ve ark., 2011).
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Sekil 3.3 Alg kiiltiirii

3.3.6 Su Piresi (Daphnia manga) Akut Toksisite Testi

24 saatte dogmus Daphnia magna’lar toksisite testinde kullanilir. Test igin
kullanilan Daphnia magna’ lar besi ortami (Tablo 3.4) 100 ml’lik beherlere 70 ml
ilave edilir, 30 ml ise NP ¢ozeltisi konulur (ph 7+0.1, t=20+£2°C, ¢dziinmiis oksijen
konsantrasyonu 4-6 mg/l) (WTW, 330i). NP’lerin 100 mg/I’lik stok cozeltileri
seyreltme oOncesi 1 saat sonikatorde 30 ©°C’de karnstirilir ve farkh
konsantrasyonlardaki c¢ozeltilere Daphnia magna’lar ilave edilir. Daha sonra akut
toksisitenin hesaplanmasi i¢in 24 ve 48 saat boyunca Daphnia magna’larin canli ve

0liim oranlar1 kaydedilir (OECD 202, 2004).

Tablo 3.4 Daphnia magna igin besi ortamu (Sentetik seyreltme suyu)

STOK COZELTI
Kimyasalin Adi 1 litre suya konulacak miktar
CaCl,, 2H,0 11,76 g
MgSO,, 7TH,0 493 ¢g
NaHCO; 259¢g
KCl1 023g

3.3.7 Balik (lepistes - Poecillia reticula) Akut Toksisite Testi

Balik olarak kullanilan lepistes - Poecillia reticula (erkek) test baliklart 6zel bir
akvaryumcudan satin alindiktan sonra bulundugu suyun sicakligi 20 °C ye en az 48
saat (2 giin) siire ile adapte edilir. Test baliklarinin deneylerden 6nce 1 hafta siire ile

bekletme havuzlarinda bekletilir. Bekletme sirasinda baliklarin havuz i¢indeki 6lim
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oran1 %10’u asmamasi saglanir. Test baliklarinin bekletilmesi sirasinda uygun kuru
yem ile beslenir. Tercihen geng baliklara verilen kiigiik tane boyutlu yem kullanilir.
Sentetik seyreltme suyu (Tablo 3.4) 25 ml CaCl,, 2H,0 c¢ozeltisi (11,76 g/1), 25
ml MgSO4. 7TH,0 ¢ozeltisi (4,93 g/1), 25 ml KCl ¢ozeltsi (0,23 g/1) ve 25 ml NaHCOs
cozeltisi (2,59 g/1) olarak hazirlanir. Hacim deiyonize su ile 2 litreye tamamlanir ve
test baliklarindan 5 adet lepistes - Poecillia reticula ilave edilir. Suyun pH’s1 7+0,2,
¢ozlinmiis oksijen 4—6 mg/l olacak sekilde ayarlanir. 24 ve 48 saat sonunda balik

Oliimleri kaydedilir (OECD 203, 1992).

3.3.8 Biyoayrisabilirlik Testi

Biyoayrigabilirlik testi aktif camur mikrooganizmalar: tarafindan 10 ve 100 mg/l
NP c¢ozeltilerinin baslangic KOI  miktarindan zamana bagli giderimlerinin
hesaplandig1 bir yontemdir (OECD 301, 1992). 2 litrelik cam beherler kullanildi
(Sekil 3.4). Baslangic KOI’sini 10 ve 100 mg/I’ye ayarlamak igin glukoz kullanildi
(10 mg/l-KOI igin: 0,1 g ; 100 mg/l-KOI icin: 0,5 g). 10 ve 100 mg/l
konsantrasyonlarinda NP’ler ilave edildi (ilave Oncesi NP cozeltileri 1 saat
sonikatorde karistirildi). Suyun pH’s1 7’ye (1 N NaOH ve 1 N HCl ile), ¢6ziinmiis
oksijen konsantrasyonu 4 mg/l (Cozeltiyi havalandirarak)’ye ayarlandi. 2 litrelik

beherin i¢in 30 mg/I-AKM olacak sekilde aktif camur ilave edildi ve deney baglatildi.

Sekil 3.4 Biyoayrisabilirlik testi deney diizenegi
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T=0’da baslangi¢ KOI’leri él¢iiliip ; 5., 10. , 15., 20. , 28. Giinlerde KOI
Olctimleri spektrofotometrede yapildi. Spektrofotometre (T+80 UV/VIS)’de dlgiilen
KOI igin kullanilan potasyum hidrojen ftalat (CsHsKO,) ¢ozeltisinin kalibrasyon

egrisi Sekil 3.5’te verilmistir.

2.285

1792

139

0,846 |-

Absorbans

03731

0,100 i 1
35 161

L 1
8,7 553 7439 3
Konsantrasyon [mg/
A2 09869

Sekil 3.5 Potasyum hidrojen ftalat (CsHsKO,) kalibrasyon grafigi

3.3.9 Biyoakiimiilasyon Testi

Biyoakiimiilasyon testi 28 giin boyunca 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarindaki
NP’iin balik biinyesine akiimiilasyonun hesaplandigi bir yontemdir (OECD 305,
2012). Deney iki asamada yapilmaktadir. {1k asamada numunede bulunan kirleticinin
balik tarafindan almmmi 28 giinlik inkiibasyon siiresinde belirli boyutlardaki
akvaryumda izlenir. Bu akvaryumlar1 10 litre seyreltme suyu ile doldurup pH’simi
6,8-8,5 arasinda, c¢oOziinmiis oksijen degerini 2-3 mg/l arasinda olacak sekilde
havalandirmas: yapilir. 11k 28 giinliik periyotta nanopartikiil konsatrasyonlar1 10 —
100 mg/1 olacak sekilde 2 farkli akvaryum ayarlanir (Sekil 3.6). Pakmaya’dan alinan
aktif ¢amur Orneginden 1000 ml’de 30 mg/l AKM olacak sekilde aerobik ¢amur
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konur ve akvaryuma 10 adet erkek balik eklenir. Bu siire i¢inde azalan KOI
konsantrasyonu 0,5,10,15. ve 28. giinlerde dlgiimleri yapilir. ikinci asamada ise
kirleticinin baliktan temiz siviya verilmesi yani salimmi ayri1 bir akvaryumda
saptanir. Once 10 adet balik kirleticinin degisik nanopartikiil konsantrasyonlarinda
28 giin bekletilir ve baliktan suya gecen kirletici konsantrasyonunun KOl &lgiimleri
yapilarak kaydedilir. Daha sonra baliklar nanopartikiil icermeyen temiz su ile
doldurulmus akvaryumlara konur. Ayrica bu uygulamalarin disinda bir adet kontrol

grubu yapilir.

Sekil 3.6 Biyoakiimiilasyon testi deney diizenegi

BCF hesaplamasinda kullanilan Cf degeri 28 giinliik periyotta sudan baliga gecen
NP konsantrasyonun logaritmalarmin 14. giindeki InKOI degeridir. Cw degeri ise
baliktan suya gegen NP konsantrasyonun logaritmalarinin son giin degerinin ilk giin
degerinden ¢ikarilmastyla bulunur. k1 (kirletici alim hiz) ve k, degerleri hesaplanir
[(NP’in  balik bilinyesine alinim hlzl(kl)(gijn'l) - Baliktaki  kirletici
konsantrasyonunun temiz suya salinim hizi (k) (gﬁn'l) ]. BCF hesaplamasi Tablo

3.5’te yer almaktadir.
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Tablo 3.5 Biyoakiimiilasyon faktdriiniin hesaplanmasi

Cfx kz
KI= oo,
(giin™)
Cw x (1-%, BCF=k, / k,
K, = ln(ffl 7€) (giin™)
27 4

3.4 istatistiksel Analizler

NP’lerin canlilar tlizerindeki toksisitesi ; artan dozlara karsi canli iizerindeki
inhibisyonun zamana ve doza bagl olup olmadig: istatistik analizleriyle arastirildi.
JMP (10) programi kullanilarak yapilan ANOVA testlerinde ; zaman ve inhibisyon
degiskenleri arasindaki iliskiler ¢coklu regresyon analizleriyle irdelendi. r ve p (<
0,05 ) degerleri bagimli ve bagimsiz degiskenler arasindaki istatistiksel anlamlilig

ifade etmek i¢in kullanildi.
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BOLUM DORT
DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Nano-CeQ; ile Yapilan Akut Toksisite Calismalar:

4.1.1 Bakteri (Escherichia coli — Bacillus cereus) Akut Toksisite Testi Sonuclart

Nano-CeO, NP’iiniin bakteri iizerine akut toksisitesi iki farkli bakteri ile
calisilmigtir. Bu bakteriler gram negatif Ozellige sahip olan Escherichia coli
bakterisi ile gram pozitif 6zellige sahip Bacillus cereus bakterisidir. Tablo 4.1°de
artan nano-CeQ; konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu canli kalan E.coli
bakterisinin sayilar1 gdosterilmektedir. Kontrol grubundaki bakteri sayilar
baslangigta 10 adet/koloni iken 24 saat sonucunda sayilar1 200000 ; 205000 ;
201000 adet koloni/l ml’ye yiikselmistir (Tablo 4.1). 24 saat sonunda 1 mg/l
nano-CeO, konstrasyonunda bakteri sayilar1 140000 ; 141000 ; 142000 adet
koloni/ml’ye diismiistiir. Nanopartikiil miktar1 10 mg/I’den 100 mg/I’ye arttik¢a
kontrole gore nanopartikiilin E.coli iizerine inhibisyonu artmis, canli bakteri
sayilart 41000 ; 42000 ; 40000 adet koloni/ml’ye diismiistiir (Tablo 4.1). 48 saat
sonucunda kontrol grubundaki bakteri sayilar1 210000 ; 212000 ; 208000 adet/ml
iken 1 mg/l nano-CeO,’e maruz kalan E.coli kolonileri 133000 ; 134000 ; 132000
adet koloni/ml’ye diismiistiir (Tablo 4.1). Inhibisyon % 30.2°den % 36,6’
yiikselmistir. Nano-CeO, dozu 100 mg/I’ye ¢ikarildiginda ise, kontrole kiyasla
inhibisyon % 93,8 olarak gerceklesmis, E.coli kolonilerinin biiyiik bir kismi
Olmiistiir.

Tablo 4.1 Artan nano-CeO, konsantrasyonlara karst 24 ve 48 saat sonucu canlt Escherichia coli

bakterilerinin sayilari

CANLI E.coli BAKTERI SAYILARI (adet koloni /ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-CeO, ORTALAMA ORTALAMA
1. Seri 2. Seri 3. Seri , 1. Seri 2. Seri 3. Seri Ny
DEGER DEGER
Kontrol 200000 | 205000 201000 202000 210000 212000 208000 210000
1mg/1 140000 | 141000 142000 141000 133000 134000 132000 133000
10 mg /1 109000 | 110000 108000 109000 93000 92000 94000 93000
50mg/1 76000 77000 75000 76000 56000 55000 57000 56000
100 mg /1 41000 42000 40000 41000 13000 12000 14000 13000
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24 saat sonucunda nano-CeO; dozu 1 mg/I’den 100 mg/I’e c¢ikarildiginda
inhibisyon yiizdesi % 30,2’den % 79,7’ye yiikselmistir. E.coli bakterisinin % 50’sini
oldiiren doz, ECsy degeri 24 saat i¢in 42,2 mg/] olarak grafikten hesaplanmistir (Sekil
4.1). 48 saat sonunda ise nano-CeO;’nin E.coli’ye olan inhibisyonu artmis ; 1
mg/I’den 100 mg/I’ye artan konsantrasyonda E.coli’nin inhibisyon yiizdesi %
36,6’dan % 93,8’ ¢ ¢ikmustir. 48 saat sonucunda E.coli’nin % 50’sini oldiiren doz,
ECso degeri 28,9 mg/I’dir (Sekil 4.1). 24 saat sonucu ile kiyasladigimizda E.coli ile
nano-CeO, naopartikiiliiniin maruz kalma siiresi artikca bakterinin nanopartikiile
hassasiyeti artmakta, E.coli’nin % 50’sini 6ldiiren nano-CeO, konsantrasyonun 42,2
mg/l’den 28,9 mg/I’ye diistiigli saptanmustir. Bu durum 48 saat sonucu inhibisyonun
daha da arttigimi gostermektedir. 24 saat sonunda E.coli daha yiiksek nano-CeO,
konsantrasyonlarin1 tolere edebilmekte, 48 saat sonunda ise akut toksisitesi

artigindan daha diisiik nano-CeO, konsantrasyonlarini tolere edebilmektedir.

24 saat 48 saat
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.

20

20

o

(=]
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inhibisyon Yiizdesi (%)

a 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

nano-CeO; Konsantrasy onu (mg/1) nano-CeOQ, Konsantrasyonu (ing/1)

Sekil 4.1 Artan nano-CeQO, konsantrasyonlarina karsi Escherichia coli bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 42,2 mg/l; 48 saat sonucu ECsg

degeri=28,9 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-CeO, konsantrasyonlari ile E.coli’nin 24 ve
48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iligkinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,996). Test sonucu Sekil 4.2°de yer almaktadir. Analiz a=0,05
Oonem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,004 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0003 < 0,05) degiskenlerinin inhibisyon
yilizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu gorilmiistiir
(P=0,0004 < 0,05).
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Varyans Analizi

Kaynak DF Rz Gzeti Ortalama  F Oranlan
Model 4 3303.5555 B82%.889 24289382
Error 3 10,2088 3,403 Prob>F
C. Total 7 33137643 0,0004*

& Tahmin Edilen Parametreler
w4 Testlerin Etkiler]

Kaynak Mparm  DF r2 Oreti  FOranlan  Olasdhik > F
Faman 1 1 2212356 650130 0.0040°
Doz a 3 A082.31898 3019266 00003

Sekil 4.2 E.coli’nin ANOVA testi sonuglart

Diger akut toksisitesi calisilan gram pozitif 6zellige sahip bakteri Bacillus
cereus’un artan nano-CeQO, konsantrasyonlarina karsin canli B.cereus bakteri
sayilarinin 24 ve 48 saat sonuclar1 Tablo 4.2°’de verilmistir. 24 saat sonucunda
kontrolde tireyen B.cereus kolonileri 40000 ; 41000 ; 39000 adet koloni/1ml iken, 1
mg/l nanopartikiiline maruz kaldiginda bu sayr 21000 ; 20000 ; 20000 adet
koloni/Iml’ye diismektedir. 10 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l nano-CeO,
konsantrasyonlarinda kontrole kiyasla canli bakteri sayilar1 gittikge azalmaktadir
(Tablo 4.2). 48 saat sonucunda ise kontrolde iireyen canli bakteri sayilar1 49000 ;
50000 ; 48000 adet koloni/Iml iken 50 mg/l nano-CeO, dozunda nanopartikiile
maruz kalan B.cereus bakterisinin canli hiicre sayist 5000 ; 6000 ; 4000 adet
koloni/Iml’ye diismekte (Tablo 4.2), 100 mg/l nanopartikiil dozunda ise inhibisyon
% 100 gerceklesmektedir (Sekil 4.3).

Tablo 4.2 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarna karsi 24 ve 48 saat sonucu Bacillus cereus

bakterilerinin sayilari

CANLI B.cereus BAKTERI SAYILARI (adet koloni /ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-
ORTALAMA ORTALAMA
CeO, 1.Seri | 2.Seri 3. Seri B 1. Seri 2. Seri 3. Seri 3
DEGER DEGER
Kontrol 40000 41000 39000 40000 49000 50000 48000 49000
Tmg/1 21000 20000 22000 21000 24000 23000 25000 24000
10mg/1 13000 12000 14000 13000 15000 16000 14000 15000
50mg/1 6000 5000 4000 5000 5000 6000 4000 5000
100 mg /1 750 760 740 750 0 0 0 0
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B.cereus bakterisinin artan nanopartikiil dozlarina karsin 24 ve 48 saat sonundaki
inhibisyon yiizdeleri incelendiginde 24 saat sonunda 1 mg/1’de inhibisyon yiizdesi %
47,5 iken, 10 mg/I’de % 65,5 ; 50 mg/I’de % 87,5 ve 100 mg/I’de % 98,1°e
yiikselmistir (Sekil 4.3). 48 saat sonunda ise inhibisyon yiizdeleri 1 mg/l i¢in % 51,1
; 10 mg/l i¢in % 69,4 ; 50 mg/l icin 89,9 ve maksimum doz olan 100 mg/l’de ise %
100°e ¢ikmustir (Sekil 4.3). Sekil 2.’den hesaplanabilen B.cereus bakterisinin %
50’sine etki eden doz ; ECso degeri 24 saat icin 18,5 mg/l ; 48 saat i¢in 15,1 mg/I’dir.
Bakterinin nanopartikiille maruz kaldig: siire artikca nano-CeO,’in bakteriye olan
akut toksisitesinin arttigi, bakterinin nanopartikiile olan hassasiyetinin arttig1 ve daha
diisiik nano-CeO, konsantrasyonlarini tolere edebildigi saptanmistir. Kisa temas
stirelerinde bakteri daha yiiksek nano-CeO, konsantrasyonlarinda yasayabilmekte,
direng gosterebilmekte, bu nedenle daha yiiksek nano-CeO, konsantrasyonlarini

tolere edebilmektedir.
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Sekil 4.3 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina karsi Bacillus cereus bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 18,5 mg/l; 48 saat sonucu ECsg

degeri=15,1 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-CeO; konsantrasyonlar1 ile B.cereus’nin 24
ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iligkinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,999). Test sonucu Sekil 4.4’de yer almaktadir. Analiz a=0,05
onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,0093 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,000 < 0,05) degiskenlerinin inhibisyon
yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu gorilmustiir
(P=0,0001 < 0,05).
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Sekil 4.4 B.cereus’un ANOVA testi sonuglari

Nano-CeO; nanopartikiiliiniin gram negatif bir bakteri olan E.coli ile gram pozitif
bir bakteri olan B.cereus’a olan akut toksisiteleri kiyaslandiginda ; B.cereus’un nano-
CeO,’e daha hassas oldugu diisiik ECsy degerleri (24 saat i¢in ECsy Degeri=18,5
mg/l ; 48 saat icin ECsp Degeri= 15,1 mg/l) ile E.coli’nin ise nano-CeO,’in artan
konsantrasyonlarina daha direngli oldugu yiiksek ECsy degerleri ile (24 saat icin ECsg
Degeri=42,2 mg/1 ; 48 saat i¢in ECsy Degeri= 28,9 mg/l) goriilmektedir.

Yapilan tez calismasinda, Sekil 4.5(a)’da E. coli kolonilerinin nutrient agar
ortaminda artan nano-CeO, konsantrasyonlarinda kontrole kiyasla azaldigi
goriilmektedir. 48 saat sonucunda kontrol petrisinde E.coli kolonileri olduk¢a yogun
iken, 1 mg/l ; 10 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/1 konstrasyonlarinda 48 saat nanopartikiile
maruz kalan E.coli bakterisinin sayisi epey azalmistir. Sekil 4.5(b)’de ise B.
cereus’in nutrient agar ortamindaki koloni sayilar1 goriilmektedir. 48 saat boyunca
nano-CeO; nanopartikiilinin 1 mg/l ; 10 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l
konstrasyonlarina B.cereus kolonileri maruz kalmis ve nutrient agar ortamina pasaji
yapilip canli B.cereus kolonileri sayilmistir. Bacillus cereus bakterisinin Ecsherichia
coli bakterisinden daha hassas oldugu Sekil 4.5(a) ve Sekil 4.5(b)’den

gozlemlenmektedir.
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Sekil 4.5 (a): Artan nano-CeO, dozlarina kars1 Escherichia coli bakteri sayilarinin degisimi ; (b):

Artan nano-CeO, dozlarina kars1 Bacillus cereus bakteri sayilarinin degisimi

Sekil 4.6’te Ecsherichia coli ve Bacillus cereus bakterilerinin gram boyama
sonucu goriintiileri yer almaktadir. A ve B gorintiileri E.coli bakterisine ait olup ; A
goriintiisii nanopartikiile hi¢ maruz kalmamis kontrol grubu bakteri kolonilerinin
gram boyama sonucundaki goriintiisii, B ise maksimum doz olan 100 mg/l
nanopartikiil konsantrasyonuna 48 saat boyunca maruz kalmis bakteri kolonilerinin
gram boyama sonucundaki goriintiisiidiir. Kontrol grubunda E.coli kolonileri gram
negatif ¢ubuk bakteriler ile 100 mg/l nanopartikiile 48 saat boyunca maruz kalmis
bakterilerinin gram boyama goriintiisii kiyaslandiginda nanopartikiile maruz kalmis
bakterilerinin sekillerinde deformasyonlar oldugu goriilmektedir. Diger gram pozitif
ozellikteki  Bacillus  cereus bakterisinin kontrol grubu ve 100 mg/l
konsantrasyonunda 48 saat boyunca maruz kalmis grubu kiyaslandiginda ; kontrol
grubunda gram pozitif ¢ubuk bakteriler nanopartikiile maruz kaldiktan sonra hiicre

uzunluk boyutunun arttig1 (3,31 p’dan 3,38 p’a) goriilmektedir.
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C D

Sekil 4.6 Ecsherichia coli ve Bacillus cereus bakterisinin gram boyama sonucu goriintiileri (A: Kontrol
grubundaki E.coli bakterisinin gram boyama sonucu ; B: nano-CeO, nanopartikiiliine 48 saat maruz
kalan E.coli bakterisinin gram boyama sonucu ; C: Kontrol grubundaki B.cereus bakterisinin gram
boyama sonucu ; D: nano-CeO, nanopartikiiline 48 saat maruz kalan B.cereus bakterisinin gram

boyama sonucu)

Krishnamoorthy ve ark., (2014) E.coli, Salmonella typhimurium, Enterococcus
faecalis ve Bacillus subtilis gibi patojen bakterilerin nano-CeO,’e karst minimum
inhibisyon konsantrasyonunu (MIC) arastirmislardir. E.coli i¢cin MIC degeri 16
pg/ml iken B.subtilis icin MIC degeri 4 pg/ml olarak bulunmustur. Bu tez
calismasinda E.coli’nin % 50’sini etkileyen doz 48 saat icin 28,9 mg/l ; B.cereus’un
% 50’sini etkileyen doz 48 saat i¢in 15,1 mg/l olarak tespit edilmistir. Thill ve ark.,
(2006) bakteri hiicre yiizeyine nanopartikiil adsorbe oldugunda, 7 nm boyutundaki 30
mg/l nano-CeO, nanopartikiiliiniin oksidatif reaksiyondan dolay1 KNOj3 ¢ozeltisinde
Ecsherichia coli’ye kars1 toksik oldugunu ve E.coli hiicre kiiltiiriiniin % 50’sini

oldiiren (ECsy Degeri) dozun 9 mg/l oldugunu saptamiglardir.  Yapilan tez
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calismasiyla kiyaslandiginda E.coli i¢in saptanan ECsy degerinin daha ytiksek oldugu
goriilmektedir. Gram pozitif bir bakteri olan Staphylococcus aureus ile nano-CeO;’in
antibakteriyel ektisini ¢alisan Negahdary ve ark., (2012) 0,03 mM (0,05g) nano-
CeO, nanopartikiiliiniin bakteri lizerine en yiiksek toksisite gosterdigini; bakteri
kiiltiiriintin tamamini inhibe ettigini tespit etmiglerdir. Krishnamoorthy ve ark.,
(2014)’te yaptiklar1 calismada B.cereus’un daha hassas oldugunu ve minimum
inhibisyon konsantrasyonu 4 ug/ml iken, E.coli’nin daha direngli oldugunu ve
minimum inhibisyon konsantrasyonunu 16 pg/ml olmustur. Bu tez ¢aligmasinda
E.coli ve B.cereus olmak tlizere iki farkli bakteri calisilmig ve E.coli’ye kiyasla
B.cereus’un 24 saat sonucunda diisik ECsy degeri (18,5 mg/l) ile B.cereus daha
hassas oldugu goriilmiistiir. Buna gore her iki ¢alismada paralel sonuglar elde
edilmistir.

Genelde NMO’lerin toksisitesine sebep olan faktorler ; boyut, ¢dziinme, temas
yolu, nanoyapist vb.’dir. Toksisiteye neden olan mekanizmalar ise ; oksidatif stres,
baglant1 etkileri, genotoksisite vb.’dir (Chang ve ark., 2012). NMO’lerden biri olan
nano-CeQO; i¢in; seryum metallerin lantanit serisinin bir iiyesidir ve yer kabugunda
nadir-toprak elementleri arasinda en bol bulunan elementtir (Barnard, 2012).
Seryum ¢ok reaktiftir ve oksijen ligandi ile baglandiginda giiclii okside ajani haline
gelebilir (De Faria ve ark., 1994). Nano-CeO, nanopartikiiliiniin toksisitesinin
sebepleri oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin {iiretimi (Reactive oxygen
species/ROS) ya da hiicre membran hasar1 olabilir (Leung ve ark., 2015).
Krishnamoorthy ve ark. (2014)’nin nano-CeO,’in E.coli ve B.subtilis iizerine
yaptiklar1 deneysel ¢aligmalara gore ; toksisite mekanizmasi bakteri ve nano-CeO,
arasinda  direk etkilesim sonucu oksidatif stres ile ROS olusumu ve hiicre

membranin lizisi gibi olumsuz etkilerden kaynaklanmaktadir (Thill ve ark., 2006).

4.1.2 Bakteri (Vibrio fischeri) Biyoluminesans Degerine Gore Akut Toksisite Testi

Sonuclari

Nano-CeO;’in artan konsantrasyonlarina karsi biyoliiminesans bakterisi olan
Vibrio fischeri ‘nin luminesans degeri ol¢iilmiistiir. Vibrio fischeri bakterisinin nano-
CeOy’e maruz kaldig: siire arttikca, luminesans degerinin azaldigi ve toksisitenin

arttigr goriilmektedir. Mikrothox deneyi nano-CeO,’in 100 mg/l stok c¢ozeltisi
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hazirlanmis, % 3’liik NaCl ile seyreltmeler yapilmis Lumistox 300 (Hach Lange) ile
bakterinin luminesans degeri Olc¢lilmiistiir. Yapilan seyreltmelerin en diisiigii 3,125
mg/I’de dlciilen inhibisyon % 1,23 ; 6,25 mg/l nano-CeO, dozunda % 5,28 ; 12,5
mg/l ‘de % 10,17 ; 25 mg/I’de % 34,17 ; 50 mg/I’de % 57,3 ; 100 mg/l nano-CeO,
dozunda % 90,25 inhibisyon ger¢eklesmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3 30 dakika sonucu nano-CeO, nanopartikiiliiniin artan konsantrasyonlarna karsi1 Vibrio

fischeri — biyoluminesans bakterisinin yiizde inhibisyon degerleri

Nano-CeQ, Konsantrasyonlar1 (mg/l) % Inhibisyon
3,125 mg/l 1,23
6,25 mg/l 5,28
12,5 mg/l 10,17
25 mg/l 34,17
50 mg/1 57,35
100 mg/1 90,25

Sekil 4.7°de Mikrothox deneyinin sonucunda Lumistox 300 cihazindan alinan
grafik yer almaktadir. Nano-CeO, nanopartikiiliiniin Vibrio fischeri bakterisinin %
50’sine etki eden dozu (ECsy Degeri) 30 dakika sonucunda 39,973 mg/l olarak
hesaplanmistir. Vibrio fischeri biyoluminesans bakterisi nano-CeO;’e 5 dakika maruz
kaldigindaki ECsy degeri 42,13 mg/l ; 15 dakika maruz kaldigindaki ECsy degeri
40,07 mg/I’ye diismiistiir. Bakterinin nanopartikiile maruz kalma siiresi arttikca ECs
degerinde bir azalma gozlenmis ve bakterinin naopartikiile olan hassasiyeti artmistir.
Akut toksisitesi ¢alisilan diger bakteri tiirleri E.coli ve B.cereus’a baktigimizda 24
saat icin E.coli’nin ECsy degeri ; 42,2 mg/l, B.cereus’un ECsy degeri ; 15,1 mg/l
olarak bulunmustur. Biyoluminesasns bakterisi olan Vibrio fischeri’inin nano-CeO,’e
kars1 ¢cok daha hassas oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.7 Nano-CeO,’in artan konsantrasyonlarina karst yiizde inhibisyon degerleri (ECsg
degeri=39,973 mg/l)
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Yapilan ANOVA testinde artan nano-CeO; konsantrasyonlar1 ile Vibrio fischeri
bakterisinin 5. ; 15. ve 30. dakikalarindaki ECsy degerlerinin arasindaki iliskinin
lineer oldugu saptanmustir (R=0,972). Test sonucu Sekil 4.8’de yer almaktadir.
Analiz  0=0,05 6nem derecesinde gergeklestirilmistir. Yapilan varyans analizi
sonucunda zaman (P=0,0057 < 0,05) degiskeninin ECsy degerleri tizerinde etkili
oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir (P=0,0408 < 0,05).

Tahmin Edilen Gercek ile Cizim
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Sekil 4.8 Vibrio fischeri bakterisinin ANOVA testi sonuglari

Nano-CeQ; ile yapilan literatiir ¢caligmalarina baktigimizda Garcia ve ark., (2011)
nano-CeQO,’in akut toksisitesini ¢alismis ve biyoluminesans bakterisinin 30 dakika
sonucunda ECsy degerini 64 mg/l olarak rapor etmislerdir. Bu tez ¢aligmalarinda
saptanan ECsy degeri 39,973 mg/l olup, Garcia ve ark., (2011)’nin ¢alismalariyla
(ECso=64 mg/l) paralel oldugu goriilmektedir. Sanchez ve ark., (2011) nano-CeO,
icin 15 dakika sonucunda Vibrio ficsheri bakterisinin ECsy degerini 21 mg/l olarak
saptamiglardir. Bu tez ¢aligmasinda ise bu deneyin sonucu 30 dakikada 6l¢iilmiis ve
Sanchez ve ark., (2011)’nin yaptiklari ¢alisma ile yakin sonuglar elde edilmistir.(30
dakika i¢in ECsy degeri 39,973 mg/l) (Sekil 4.7). Recillas ve ark., (2011) nano-
CeOy’in biyoluminesans bakterisi {izerine toksisitesini ¢alismis ve 15 dakika maruz
kalma siiresinde ICsy degerini 35,2 mg/l olarak saptamislardir. Farkli sonuglar
nanopartikiillerin farkli hazirlanmalarindan, Vibrio ficsheri bakterisinin biiyiime
kosullarinda, pH ve sicaklik gibi farkli ¢evresel etkilerden kaynaklanmis olabilir.

Sanchez ve ark., (2011) belirttigi gibi akut toksisite teslerinde kullanilan her bir
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nanopartikiil % 99.9 saf olmayip, iyon kalintilar1 gibi farkli bazi safsizliklar1 da

icermektedir.

4.1.3 Anaerobik Bakteri Kullanilarak Metan Gazi Olgiimlerine Dayali Toksisite
Testi (ATA-Anaerobik Toksisite Testi) Sonuclart

Nano-CeO; nanopartikiiliiniin artan konsantrasyonlarinin, anaerobik bakterilere
toksik etki yapip yapmadigi ATA-anaerobik toksisite testi ile incelenmistir. 150
ml’lik steril kapakli siselerde artan nanopartikiil konsantrasyonlarinda metan gazi
Olctimleri yapilmistir. Kontrol grubunda sadece substrat olarak glukoz bulunurken,
diger siselerde 1 ; 5 ; 10 ; 25 ; 50 ; 100 mg/l nano-CeO, nanopartikiilii konularak
inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonucunda kontrol grubunda olusan CH4 gazi
miktart 18,7 ml iken , 1 mg/l nano-CeO, dozunda 18,1 ml ; 5 mg/l nano-CeO,
dozunda 16,9 ml ; 10 mg/l nano-CeO;, dozunda 15,3 ml ; 25 mg/l nano-CeO,
dozunda 10,1 ml ; 50 mg/l konsantrasyonunda 8,1 ml ve 100 mg/l nano-CeO,
dozunda metan gazi miktar1 6,3 ml’ye diismiistiir (Tablo 4.4). 48 saat sonucunda
kontrol grubunda 19 ml CH4 gazi olusurken 1 mg/l ; 5 mg/l ; 10 mg/l ; 25 mg/1 ; 50
mg/l ve 100 mg/l nano-CeO, dozunda sirastyla metan gazi miktarlar1 17,8 ml ; 16,3

ml; 14,5 ml ; 9 ml ; 6,1 ml ; 3,4 ml’ye diismiistiir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu metan gazi miktar1 ve

inhibisyon yiizdesi

24 saat sonucu 48 saat somucy
nano-CeO, Metan Gazi inhibisyon Metan Gazi inhibisyon
Miktari (ml) Yiizdesi (%) Miktari (ml) Yiizdesi (%)

Kontrol 18,7 0 19 0
1mg/1 18,1 32 17,8 8,9
Smg/l 16,9 9,6 16,3 14,2
10mg/1 15,3 18,18 14,5 23,7
25mg/1 10,1 459 9 52,6
50mg/1 8,1 56,68 6,1 67,9
100 mg /1 6,3 66,3 34 82,1

Sekil 4.9’da artan nano-CeO, konsantrasyonlarina karsi metan gazinin yiizde
inhibisyon degerleri yer almaktadir. Sekil 4.9°dan hesaplanabilen metan

bakterilerinin % 50’sini inhibe eden ECsy degeri 24 saat i¢in 58,5 mg/l ; 48 saat i¢in
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43,2 mg/I’dir. 24 saat sonucunda 1 mg/I’den 100 mg/l’ye ¢ikan nanopartikiil
konsantrasyonu anaerobik bakterilerin metan iiretimini etkilemistir. inhibisyon orani
% 3,2’den % 66,3’a ¢ikmistir (Tablo 4.4). 48 saat sonucunda ise bu inhibisyon artmis
ve 1 mg/l icin % 8,9 ; 10 mg/l i¢in % 23,7 ; 50 mg/l i¢in 52,6 ve 100 mg/l icin %

5 .. ..
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Sekil 4.9 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina karst metan gazinin yiizde inhibisyon degerleri (24

saat sonucu ECs, degeri= 58,5 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri= 43,2 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-CeO, konsantrasyonlar1 ile anerobik metan
Archae bakterilerinin 24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki
iliskinin lineer oldugu saptanmustir (R=0,994). Test sonucu Sekil 4.10°da yer
almaktadir. Analiz 0=0,05 6nem derecesinde gergeklestirilmistir. Yapilan varyans
analizi sonucunda zaman (P=0,0057 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0001 < 0,05)
degiskenlerinin inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli

oldugu goriilmiistiir (P=0,0001 < 0,05).
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Sekil 4.10 Anaerobik metan Archae bakterilerinin ANOVA testi sonuglari
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Nanopartikiillerin kullanim1 giin gectik¢e artmakta ve bu nanopartikiiller son
olarak atiksu aritma tesislerine giris yaparak aritma camurlarinda akiimiile
olmaktadir. Camur ¢iiriitme prosesinde, biriken bu nanopartikiiller inhibisyona sebep
olmaktadirlar. Nguyen ve ark., (2015) nano-CeQ;’in biyogaz iiretimi iizerine toksik
etkisini arastirmiglar. 40 giinliik inkiibasyon periyodu sonucunda 100 , 500 ve 1000
mg/l nano-CeO, dozunun toplam biyogaz iiretimi {izerine inhibisyon yiizdelerinin
strastyla % 32,2 ; % 35,1 ve % 35,1 olarak saptamislardir. Nanopartikiil toksisitesini
etkileyen boyut, yiizey karakteristigi, ¢dzlinme vb. bir¢cok faktdr bulunmaktadir (Liu
ve ark., 2011). Thill ve ark., (2006) vyaptiklar1 ¢alismada nano-CeO,
nanopartikiiliiniin  toksisite mekanizmasini, nano-CeO;’in anaerobik Archae
bakterisinin membran ylizeyine baglandiginda olusturdugu oksidatif stres ile
aciklamaktadirlar. Nguyen ve ark., (2015)’nin yaptiklart 40 giinliik inkiibasyon
periyodunda bakterinin ortamda 10 mg/l nano-CeO; oldugunda ortama adaptasyon
sagladigini belirtmelerine ragmen, bu tez calismasinda metan bakterilerinin 24 ve 48
saat sonunda kullanilan nano-CeO, konsantrasyonuna bagli olarak inhibe edildikleri
saptanmigtir. Bizim ¢alismamizda 24 saat sonucunda anaerobik Archae bakterisinin
% 50’sini inhibe eden nano-CeO, dozu - ECsy degeri: 58,5 mg/l ; 48 saat sonucunda
% 50’sini inhibe eden nano-CeO, dozu - ECspdegeri: 43,2 mg/l olarak bulunmustur.
Bunun nedeni ¢aligmamizda graniil anaerobik Archae kullanilmasi, biiyiime

besiyerinin farkli olmasi, Archae tiiriiniin farkli olmasi ile agiklanabilir.

4.1.4 Maya (Candida albicans) - Kiif (Aspergillus niger ) Akut Toksisite Testi

Sonucglari

Nano-CeO; nanopartikiiliiniin akut toksisitesi maya (Candida albicans) ve kiif
(Aspergillus niger) olmak tizerine iki farkli organizma iizerinde calisilmistir. Tablo
4.5’de artan nano-CeO, konsantrasyonlarina karsi1 24 ve 48 saat sonucu Candida
albicans maya kolonilerinin sayilar1 verilmektedir. Kontrol grubunda 24 saat
sonucunda 128000 ; 127000 ; 129000 adet koloni/ml iken 1 mg/l ; 10 mg/l ; 50 mg/1
ve 100 mg/l konsantrasyonlarina maruz kalan maya kolonilerinde kontrole gore daha
az inhibisyon gozlenmistir (Tablo 4.5). 48 saat sonucunda ise kontrol grubunda
13000 ; 131000 ; 130000 adet koloni/ml iken maksimum doz 100 mg/l
konsantrasyonunda canli maya koloni sayilar1 61000 ; 60000 ; 59000 adet
koloni/ml’e diigmiistiir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu Candida albicans - maya

kolonilerinin sayilar1

CANLI C.albicans MAYA KOLONISi SAYILARI (adet koloni /ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-
ORTALAM ORTALAM
CeO, 1. Seri 2. Seri 3. Seri . 1. Seri 2. Seri 3. Seri .
A DEGER A DEGER
Kontrol 128000 127000 129000 128000 130000 131000 129000 130000
1mg/1 117000 117000 117000 117000 115000 116000 114000 115000
10mg /1 105000 106000 104000 105000 98000 97000 96000 97000
50mg/1 93000 92000 94000 93000 85000 86000 84000 85000
100 mg /1 75000 76000 74000 75000 61000 60000 59000 60000

Sekil 4.11°de Candida albicans maya kolonilerinin 24 ve 48 saat inkiibasyon
stirelerinde nano-CeO’in artan konsantrasyonlarmma karsin kontrole gore ylizde
inhibisyonlar1 gosterilmektedir. 24 saat sonucunda 1 mg/l nano-CeO, dozunda yiizde
inhibisyon % 8,6 ; 10 mg/l , 50 mg/l ve 100 mg/l dozunda ise sirasiyla yiizde
inhibisyon % 17,9 ; % 27,3 ; % 41,4’tiir. 48 saat sonucunda ise 1 mg/l dozunda %
8,6’dan % 11,5’a ; 10 mg/l dozunda % 17,9’dan %?25,7’ye ; 50 mg/l dozunda %
27,3’ten % 34,6’ya ve 100mg/l nanopartikiil dozunda inhibisyon % 41,4’ten %
53,8’e yiikselmistir. Sekil 4.11°den hesaplanabilen % 40’1n1 etkileyen EC4y degeri 24
saat sonucunda 91,4 mg/l iken 48 saat sonucunda % 50’sini ECsy 87,6 mg/l’a
diismiistiir. Nano-CeO;’e maruz kaldig1 siire artikca Candida albicans maya
hiicrelerinin hassasiyeti artmistir. Ancak nano-CeQO;’in bakteriler tizerine inhibisyonu
ile maya iizerine inhibisyonu kiyasladigimizda ; maya hiicrelerinin nano-CeO;’e
kars1 toleransinin daha yiliksek oldugunu bakterinin ECsy degerlerine kiyasla daha

yiiksek ECsy degerlerinden anlasilmaktadir.
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Sekil 4.11 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina kars1 Candida albicans bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu EC4 degeri= 91,4 mg/l; 48 saat sonucu ECjs

degeri=87,6 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-CeO; konsantrasyonlar1 ile C.albicans’nin

24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iliskinin lineer oldugu
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saptanmistir (R=0,986). Test sonucu Sekil 4.12°de yer almaktadir. Analiz o=0,05
onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,0297 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0030 < 0,05) degiskenlerinin inhibisyon
yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu gorilmustiir

(P=0,0040 < 0,05).
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Sekil 4.12 C.albicans 'in ANOVA testi sonuglari

Akut toksisitesi caligilan diger mikroorganizma ise kiif (Aspergillus niger) ‘tiir.
Tablo 4.6’da artan nano-CeO;, konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu
Aspergillus niger kiif kolonilerinin sayilar1 verilmektedir. Kontrol grubunda 24 saat
sonucunda A.niger kolonileri 45000 ; 44000 ; 46000 adet koloni/ml iken 1 mg/I
nanopartikiil dozuna maruz kalan kiif kolonilerinin sayis1 41000 ; 40000 ; 39000 adet
koloni/ml’ye, en yiiksek nanopartikiil dozu olan 100 mg/l nano-CeO,’e maruz kalan
A.niger kolonilerinin sayist 6000 ; 6100 ; 5900 adet koloni/ml’e diismiistiir (Tablo
4.6). 48 saat sonucunda kontrol grubundaki kiif kolonilerinin sayist 51000 ; 50000 ;
49000 adet koloni/ml iken 10 mg/l nano-CeO; konsantrasyonunda kontrol grubuna
kiyasla bu oran yaklasik % 50 azalmis ve 23000 ; 22000 ; 24000 adet koloni/ml’ye
diigsmiistiir (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina kars1t 24 ve 48 saat sonucu Aspergillus niger - kiif

kolonilerinin sayilari

CANLI A.niger KUF KOLONISi SAYILARI (adet koloni /ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-
ORTALAMA ORTALAMA
CeO, 1. Seri 2. Seri 3. Seri . 1. Seri 2. Seri 3. Seri B
DEGER DEGER
Kontrol 45000 44000 46000 45000 51000 50000 49000 50000
1mg/1 41000 40000 39000 40000 37000 38000 36000 37000
10mg /1 27000 28000 26000 27000 23000 22000 24000 23000
50mg/1 15000 16000 14000 15000 9000 9000 9000 9000
100 mg /1 6000 6100 5900 6000 4000 4100 3900 4000

Sekil 4.13’te artan nano-CeO; konsantrasyonlarina karsin A.niger kolonilerinin 24
ve 48 saat sonucundaki yilizde inhibisyonlar1 goriilmektedir. 1 mg/l
konsantrasyonunda 24 saat sonucunda inhibisyon % 11,1 iken 48 saat sonucunda bu
inhibisyon % 26’ya ¢ikmaktadir. 10 mg/l nano-CeO, dozu 24 saat sonucunda kiif
kolonilerinin % 40’n1 inhibe ederken, 48 saat sonucunda % 54’{linii inhibe
etmektedir. Nano-CeO, dozu 50 mg/I’den 100 mg/I’e ¢ikarildginda inhibisyon 24
saat sonucunda % 86,7 ; 48 saat sonucunda inhibisyon % 92 olmaktadir. Sekil
4.13’den hesaplanabilen ECsy degeri 24 saat sonucunda 43,9 mg/l iken 48 saat
sonucunda 31,2 mg/l’a diigmiistiir. Nano-CeO,’e maruz kalan kiif kolonileri
konsantrasyon miktarlar1 artikga inhibisyonlar1 artmigtir, maruz kalma siireleri

artikca kiif kolonilerinin nanopartikiile olan hassasiyeti artmistir.
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Sekil 4.13 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina karsi Aspergillus niger bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 43,8 mg/l; 48 saat sonucu ECsg

degeri=31,2 mg/l)
Yapilan ANOVA testinde artan nano-CeO, konsantrasyonlarl ile A.niger’nin 24

ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iligkinin lineer oldugu

saptanmistir (R=0,994). Test sonucu Sekil 4.14’te yer almaktadir. Analiz a=0,05
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onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,0138 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0007 < 0,05) degiskenlerinin inhibisyon
yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir
(P=0,0010 < 0,05).
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Sekil 4.14 A.niger’in ANOVA testi sonuglari

Sekil 4.15(a)’da potato dextrose agarda Candida albicans kolonilerini
goriilmektedir. Kontrol petrisindeki maya kolonileri ile 1 mg/l ; 10 mg/l ; 50 mg/l ve
100 mg/l nano-CeO, konsantrasyonlarindaki maya kolonilerini kiyasladigimizda
inhibisyonun diger bakteri tiirlerine kiyasla c¢ok yiiksek olmadigi goriilmektedir
[Sekil 4.15(a)]. 24 saat sonucunda 1 mg/l nanopartikiil dozunda inhibisyon % 8,6 ;
48 saat sonucunda ise inhibisyon % 11,5’tir. 100 mg/l nanopartikiil dozunda
inhibisyon % 41,4’ten % 53,8’e yiikselmektedir. Sekil 4.15(b)’de ise potato dextrose
agarda Aspergillus niger kolonileri goriilmektedir. Kontrol petrisindeki kiif
kolonilerini artan nanopartikiil dozlarina maruz kalan kif kolonileri ile
kiyasladigimizda 100 mg/l nano-CeO, konsantrasyonunda inhibisyonun yiiksek
oldugu (% 92) agikca goriilmektedir. Aspergillus niger, Candida albicans’a kiyasla
nano-CeO,’e daha hassas oldugu Resim 4.4 ve Resim 4.5 ile goriilmektedir. Ayrica
ECso degerlerini kiyasladigimizda A.niger’in 48 saat sonucunda ECsy degeri 31,2
mg/l iken Candida albicans’in 48 saat sonucunda ECsy degeri 87,6 mg/1’dir [Sekil
4.15(a) ve Sekil 4.15(a)].
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(b)

Sekil 4.15 (a): Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina karst Candida albicans maya hiicrelerinin

sayilarinin degisimi (b): Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina karsi Aspergillus niger kif

hiicrelerinin sayilarmin degisimi

Agir metal, anti-kanser ilaglari, herbisit gibi kimyasallarin toksikolojik
degerlendirmesi i¢in maya organizmast sik¢a kullanilmaktadir (Buschini ve ark.,
2003 ; Cabral ve ark., 2003 ; Schmitt ve ark., 2004). Maya, molekiiler biyoloji ve
sitolojide tek hiicreleri 6karyotik model organizmalari arasinda en c¢ok ¢alisilandir.
Clinkii hiicresel yapis1 ve fonksiyonel yapisi bitki ve hayvan hiicreleri ile bir ¢cok
benzerlik tasimaktadir. Diger bir avantaji ise kisa siirede ve kolay kiiltiirii
yapilabilmesidir. Nanopartikiillerin maya hiicreleri iizerine  akut toksisiteleri
sitoplazma icinde gelisen hiicre sitotoksisitesi ile agiklanabilir. Garcia-Saucedo ve
ark., (2011) nano-CeO,’in maya- Saccharomyces cerevisiae iizerine toksisitesini
incelemis ve 1000 mg/l konsantrasyonuna kadar S.cerevisiae hiicreleri iizerine
inhibisyon goézlememislerdir. Fakat ortama dispersan ilave edildiginde, nano-CeQO;’in
1000 mg/l dozunun S.cerevisiae hiicrelerinin % 46,7’sini inhibe ettigi gdzlenmistir.
Nano-CeO;’in kiif mantarlarina olan toksisitesi hakkinda literatlirde calisma yer
almamaktadir. Garcia-Saucedo ve ark., (2011) nano-CeO,’e maruz kalan maya
hiicrelerinin membran hasarlarinin arttirmadigini ; mayalarin oksijen tiiketimini

tetikledigini rapor etmislerdir.

4.1.5 Alg (Chlorella sp.) Akut Toksisite Testi Sonuclari

Nano-CeO; nanopartikiiliiniin alg {izerine inhibisyonu Chlorella sp. tiiri ile

calistlmistir. Yapilan toksisite c¢alismasinda artan nano-CeO, konsantrasyonlarina

44



(0,01 mg/l ; 0,25 mg/l ; 0,5 mg/l ; 1 mg/l ; 5 mg/l ) kars1 alg hiicrelerinin 24 ; 48 ve
72 saat boyunca biiylimelerine olan inhibisyon arastirilmistir. Tablo 4.7°da artan
nano-CeO, konsantrasyonlara kars1 24, 48 ve 72 saat sonunda 10 pl’deki alg
hiicrelerinin sayis1 verilmistir. Her bir konsantrasyon ve bekleme siiresi 3 seri
seklinde calisilmigtir. T=0’daki alg hiicresi sayis1 60 adet alg/10 ul iken 24 saat
inkiibasyon periyodundan sonra kontrol grubundaki alg sayilar1 70 ; 76 ; 73 adet alg /
10 pl iken 0,01 mg/l nano-CeO,’e maruz kalmis alg hiicrelerinin sayis1 70 ; 72 ; 71
adet alg/ 10 pl ; 0,25 mg/l nano-CeQO;’e maruz kalmis alg hiicreleri sayis1 69 ; 71 ; 70
adet alg/ 10 pl ; 0,5 mg/l nano-CeO;’e maruz kalmis alg hiicreleri sayist 66 ; 61 ; 68
adet alg/ 10 ul ; 1 mg/l nano-CeO;’e maruz kalmis alg hiicreleri sayis1 58 ; 60 ; 59
adet alg/ 10 pl ; maksimum doz 5 mg/l nano-CeO;’e maruz kalmis alg hiicreleri
sayist 57 ; 55 ; 56 adet alg/ 10 pl’e diismiistiir (Tablo 4.7). 48 saat sonunda kontrol
grubundaki alg sayilar1 71 ; 75 ; 76 adet alg/ 10 pl iken 0,01 mg/l nano-CeO,
konsantrasyonunda alg sayis1 70 ; 71 ; 69 adet alg/ 10 ul ; 0,25 mg/l nano-CeO,
dozunda 69 ; 67 ; 68 adet alg/ 10 ul ; 0,5 mg/l nano-CeO, dozunda alg sayis1 55 ; 57 ;
59 adet alg/ 10 pl ; 1 mg/l nano-CeO; konsantrasyonunda alg sayis1 51 ; 53 ; 55 adet
alg/ 10 pl ve 5 mg/l nano-CeO, dozundaki alg sayilar1 49 ; 51 ; 47 adet alg/ 10 ul’ye
diismiistiir (Tablo 4.7). 72 saat sonunda kontrol grubundaki alg sayilar1 72 ; 76 ; 77
adet alg/ 10 pl iken 0,01 mg/l konsantrasyonunda alg sayilar1 69 ; 65 ; 61 adet alg/ 10
ul’ye ; 0,25 mg/l nano-CeO; dozunda 61 ; 59 ; 60 adet alg/ 10 ul’ye ; 0,5 mg/l’ de 56
; 55 3 54 adet alg/10 ul’ye ; 1 mg/l nano-CeO, konsantrasyonunda 49 ; 48 ; 44 adet
alg/ 10 ul’ye ve 5 mg/l nano-CeO; konsantrasyonunda 47 ; 45 ; 46 adet alg/ 10 ul’ye
diismiistiir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Chlorella sp - alg hiicresi

sayilart
ALG (Chlorella sp.) SAYILARI (adet Alg /10 pl)
24 saat sonucu 48 saat sonucu 72 saat sonucu
Nano-
1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3.
CeO, Ortalama Ortalama Ortalama
Seri Seri Seri Seri Seri Seri Seri Seri Seri

Kontrol 70 76 73 73 71 75 76 74 72 76 71 75
0,01 mg/1 70 72 71 71 70 71 69 70 69 65 61 65
0,25 mg/1 69 71 70 70 69 67 68 68 61 59 60 60
0,5mg/1 66 61 68 65 55 57 59 57 56 55 54 55
1mg/1 58 60 59 59 51 53 55 53 49 48 44 47
Smg/l 55 56 57 56 49 51 47 49 45 46 47 46

45



Sekil 4.16’da artan nano-CeO, konsantrasyonlarina kars1 Chlorella sp’nin yiizde
inhibisyon degerleri yer almaktadir. 24 saat sonucunda 0,01 mg/l, 0,25 mg/l, 0,5
mg/l, 1 mg/l ve 5 mg/l nano-CeO, konsantrasyonlarinda inhibisyon yiizdeleri
strastyla % 2,7 ; % 4,1 ; % 10,9 ; % 19,2 ; % 23,3’tiir. 48 saat sonunda bu inhibisyon
degerleri biraz daha artmus, sirastyla % 5,4 ; % 8,1 ; % 22,9 ; % 28,4 ; % 33,7. 72
saat sonunda 0,01 mg/l, 0,25 mg/l, 0,5 mg/l, 1 mg/l ve 5 mg/l nano-CeO,
konsantrasyonlarinda inhibisyon yiizdeleri sirastyla % 13 ; % 20 ; % 26,6 ; % 37,3 ;
% 38,6°dir. Sekil 4.16’dan hesaplanabilen alg hiicrelerinin % 50’sini inhibe eden
doz ECsy degeri 24 saat i¢in 12,07 mg/l, 48 saat i¢in 8,1 mg/l ve 72 saat i¢in 7,35
mg/l nano-CeO,’tir (Sekil 4.16). Yapilan tez ¢calismasinda nano-CeQO, nanopartikiilii
alg-Chlorella sp. hiicrelerine maruz kalma stireleri arttikga biiylimelerine olan
inhibisyonu arttig1 goriilmektedir (Azalan ECsy degerleri ; 24 sa ECsy Degeri= 12,07
mg/l; 48 sa ECsyp Degeri=8,1 mg/l ; 72 sa ECsy Degeri=7,35 mg/l).
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Sekil 4.16 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina kars1 Chlorella sp’nin ylizde inhibisyon degerleri (24

saat sonucu ECsy degeri= 12,07 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri=8,1 mg/l ; 72 saat sonucu ECs,
degeri=7,35 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-CeO, konsantrasyonlar1 ile Chlorella
sp.’nin 24 ; 48 ve 72 saat sonucundaki inhibisyon ylizdeleri arasindaki iliskinin lineer
oldugu saptanmistir (R=0,976). Test sonucu Sekil 4.17°de yer almaktadir. Analiz
a=0,05 onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda
zaman (P=0,0001 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0001< 0,05) degiskenlerinin
inhibisyon yiizdeleri {iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu
goriilmiisttir (P=0,0001 < 0,05).
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Sekil 4.17 Chlorella sp.’nin ANOVA testi sonuglari

Manier ve ark., (2013) nano-CeO; nanopartikiiliiniin tath su algi-
Pseudokirchnerilla subcapitata’ya olan toksisitesini arastirmislar. Nano-CeO,
nanoparikiiliiniin 0,2 mg/l ve 25 mg/l arasindaki dozlarmi calismiglar ve
Pseudokirchnerilla subcapitata’nin 72 saat sonucu ECsy degerini 5,6 mg/l olarak
saptamislardir. Yapilan tez caligmasinda canli tiirii farkli olmasina ragmen Chlorella
sp. ile 0,01 mg/l ile 5 mg/l arasinda ¢alisilmis ve 72 saat sonucu ECsy degeri 7,35
mg/l bulunmus ; Pseudokirchnerilla subcapitata ile yapilan akut toksisite testine
yakin sonuglar vermistir. Nano-CeO; nanopartikiiliiniin alg iizerine kronik akut
toksisite ¢aligmalari (3-4 ay ve 96 saat) De Jong ve ark., (1965), Bringmann ve Kuhn
(1959) tarafindan yapilmis ve Chlorella vulgaris ve Scenedesmus quadricauda icin
NOEC (No-Observed-Effect-Concentration) degeri 2 ve 0,15 mg/l olarak
saptanmistir. Van Hoecke ve ark., (2009) nano-CeO,’in sudaki canlilara olan
ekotoksisitesini  arastirmislardir. Pseudokirchnerilla subcapitata alg biiyiime
inhibisyon testi yapilmis ve 14 nm boyutundaki nano-CeO;’in 72 saat sonucundaki
ECsp degeri 10,2 mg/l olarak saptanmistir. Nano-CeO, nanopartikiiliiniin algal
hiicrelere olan toksisite nedenlerine baktigimizda; Manier ve ark., (2013) E-SEM
gozlemleri ve X-ray mikroanalizleri ile ¢caligmalar1 sonucunda nanopartikiil ve algal
hiicreler arasindaki direkt etkilesimler sonucu alg biiyiimesindeki inhibisyonu
aciklamiglardir. Roger ve ark., (2010) algal hiicreler ile nano-CeO;’in adezyonu
hiicre membranin bozulmasi1 gibi direk fiziksel etkilesimlerin toksisiteye neden

oldugunu rapor etmislerdir.
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4.1.6 Su Piresi (Daphnia magna) Akut Toksisite Testi Sonuclart

Besin zincirinin 6nemli bir pargasi olan Daphnia magna ile yapilan akut toksisite
testi nano-CeO, nanopartikiiliiniin artan dozlarinin Daphnia magna izerine
inhibisyonuna  dayanmaktadir. Deney ortaminda nano-CeO;’in  degisen
konsantrasyonlart 100 ml olarak hazirlanip, her bir konsantrasyon ig¢in 10 adet
D.magna konulmustur, ayrica kontrol grubu olarak D.magna’nin mineral ortamini
iceren 100 ml’lik ortama 10 adet D.magna konularak 24 ve 48 saat icin 6lim olup
olmadig izlenmistir. Tablo 4.8’de artan nano-CeO, konsantrasyonlarinin 24 ve 48
saat sonucunda canlt ve 6len D.magna sayilar1 yer almaktadir. 24 saat sonunda 0,01 ;
0,05 ; 0,5 mg/l nano-CeO, D.magna iizerine toksik etki gostermezken, 0,7 mg/l
konsantrasyonundan itibaren inhibisyon ger¢ceklesmeye baslamistir (Tablo 4.8). 0,7
ve 1 mg/l nano-CeO, dozunda 1 adet D.magna ; 3 ve 5 mg/I’de 2 adet ; 7 ve 10
mg/I’de 3 adet ; 20 ve 50 mg/l’de 4 adet ; 100 mg/l nano-CeO, konsantrasyonunda 6
adet D.magna Olmistiir (Tablo 4.8). 48 saat sonucunda Olen D.magna sayilari
artmistir. 0,01 ; 0,05 ; 0,5 mg/l nano-CeO, konsantrasyonunda 2 adet ; 0,7 ve 1
mg/l’de 3 adet ; 3 mg/I’de 5 adet ; 5 ve 7 mg/I’de 7 adet ; 10 mg/I’de 8 adet ; 20 ve
50 mg/I’de 9 adet ; 100 mg/l nano-CeO, konsatrasyonunda ise inhibisyon % 100

gerceklesmis ve tiim D.magna’lar 6lmiistiir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8 Artan nano-CeQ, konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Daphnia manga - su piresi

sayilar1
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-CeQO, . nano-CeO, .
Canh Olen Canh Olen
konsantrasyonu konsantrasyonu
Daphnia Daphnia Daphnia Daphnia
(mg/l) (mg/l)
sayis1 sayist sayisi sayist

0,01 10 0 0,01 8 2

0,05 10 0 0,05 8 2

0,5 10 0 0,5 8 2

0,7 9 1 0,7 7 3

1 9 1 1 7 3

3 8 2 3 5 5

5 8 2 5 3 7

7 7 3 7 3 7

10 7 3 10 2 8

20 6 4 20 1 9

50 6 4 50 1 9

100 4 6 100 0 10
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Sekil 4.18’de artan nano-CeO, konsantrasyonlarina karst D.magna’larin yilizde
inhibisyonun grafigi bulunmaktadir. 0,01 ve 0,05 mg/l konsantrasyonlarinda
D.magna’lar inhibe olmamis, 0,7 mg/l nano-CeO, dozundan itibaren inhibisyon
baslamistir (Tablo 4.8). 7 ve 10 mg/l nano-CeO, dozunda inhibisyon % 30 iken ; 100
mg/I’ye ¢ikan nano-CeQO, konsantrasyonu D.magna’lar tizerine % 60 inihisyon
gerceklestirmistir (Tablo 4.8). 48 saat sonucunda D.magna’larin hassasiyeti artmistir.
0,01 mg/I’de inhibisyon ger¢eklesmeye baslamis, D.magna’larin % 20’°si dlmiistiir.
24 saat sonucunda 5 ve 7 mg/l dozunda inhibisyon sirasiyla % 20 ve % 30 iken ; 48
saat sonucunda ayni konsantrasyonlarda inhibisyon % 70’e ¢ikmustir ve 100 mg/I
nano-CeO, konsantrasyonunda inhibisyon % 100 gerceklesmistir (Tablo 4.8). Sekil
4.18’den hesaplanabilen D.magna’nin % 50’sini etkilen doz — ECsy degeri: 24 saat
icin 70,9 mg/l; 48 saat icin 20,8 mg/1’dir.
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Sekil 4.18 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina karst Daphnia manga’larin yiizde inhibisyon

degerleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 70,9 mg/l; 48 saat sonucu ECs degeri=20,8 mg/1)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-CeO, konsantrasyonlar1 ile Daphnia
magna’nin 24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iligkinin lineer
oldugu saptanmistir (R=0,951). Test sonucu Sekil 4.19’da yer almaktadir. Analiz
a=0,05 onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda
zaman (P=0,0001 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0001< 0,05) degiskenlerinin
inhibisyon yiizdeleri {izerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu
goriilmiistiir (P=0,0001 < 0,05).
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Sekil 4.19 Daphnia magna’'nin ANOVA testi sonuglart

Nano-CeO; ile yapilan akut toksisite ¢alismalarina baktigimizda Van Hoecke ve
ark., (2009) nano-CeQO;’in sucul ortamdaki canlilar iizerine etkisini arastirmistir.
D.magna ile yaptiklar1 ¢alismada ; 1000 mg/I’ye kadar D.magna tizerinde akut
toksisite olmadigini ; ancak nano-CeO, dozu 5000 mg/1’ye ¢ikarildiginda % 7 , % 10
ve % 12 olim oranlan gozlendigini bildirmislerdir. Gaiser ve ark., (2011) nano-
CeOy’in D.magna lizerine etkisini ¢aligmiglar ve 0,01 ; 0,1 ; 1 ; ve 10 mg/l nano-
CeO; dozlarinin 24 saat sonucu akut toksisite yaratmadigini ancak 21 giinliik kronik
akut toksisite testinde 30 mg/l’den daha fazla nano-CeO;’in toksik etki yarattigini
bulmusladir. Bu tez ¢calismasinda 0,01 mg/1 ile 100 mg/l konsantrasyon araliklarinda
calisilmig ; 24 saat sonucunda D.magna’larin % 50’sini etkileyen ECsy degeri 70,9
mg/l saptanmistir, ancak Gaiser ve ark., (2011) daha diisiikk konsantrasyonlarda
calismis ve akut toksisite gdzlememistir. Garcia ve ark., (2011) ve Sanchez ve ark.,
(2011) nano-CeO;’in D.magna iizerine 48 saat sonucu LCsy degerini 12 mg/l olarak
saptamiglardir. Yapilan tez ¢aligmasiyla kiyaslandiginda 48 saat sonucu D.magna
icin tespit edilen ECsy degeri 20,8 mg/l iken Garcia ve ark., (2011) ve Sanchez ve
ark., (2011)’nin buldugu LCs degerini 12 mg/1’dir. Gaiser ve ark., (2009) tarafindan
yapilan c¢alismada ; nano-CeO;’in 0,01 pg/ml ile 10 pg/ml arasindaki
konsantrasyonlarinda D.magna iizerine 96 saat sonucu toksik etki yaratmadigi
gozlenmistir. Yapilan tez calismasinda 0,01 mg/l konsantrasyonunda inhibisyon

gbzlenmezken, 10 mg/l’ye ¢ikan nano-CeO, konsantrasyonda ise inhibisyon % 20 ile
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% 30 arasinda degismektedir, yukaridaki calismaya yakin sonuglar goriilmektedir.
Jemec ve ark., (2012) nano-CeO, nanopartikiiliiniin Daphnia magna tizerine etkisini
arastirmislar ve 48 saat sonucunda D.magna icin LOEC (Lowest-Observed-Effect-
Concentration) degerini 80 mg/l olarak bulmuslardir. Nanopartikiil ¢ozeltilerinin
farkli hazirlanis yontemleri, nano-CeO,’in farkli boyut ve kimyasal &zellikleri,
safsizliklari, pH, tuzluluk ve sicaklik gibi ¢evresel etkiler farkli ECsy degerlerinin
bulunmasina neden olmus olabilir. Nano-CeO;’in toksisiye sebep olan faktorleri
partikiil boyutu ve ¢dziinebilirligi olabilir. Ornegin Nano-CeO, partikiillerin belli
bolgelerde akiimiile olmasi, birlesmesi ve D.magna’nin bulundugu ortamdaki besin
maddeleri arasindaki etkilesimi partikiiliin toksisitesinde onemli bir rol

oynamaktadir (Gaiser ve ark.. 2009).

4.1.7 Balik (Iepistes - Poecillia reticula) Akut Toksisite Testi Sonuclari

Nano-CeO; nanopartikiiliiniin artan konstrasyonlarinin balik iizerine inhibisyonu
incelenmistir. Balik olarak kullanilan lepistes - Poecillia reticula’nin 24 ve 48 saat
sonucu kontrole kiyasla canli ve olii sayilar1 Tablo 4.9’da yer almaktadir. Diger
yapilan akut toksisite testlerinden farkli olarak balik akut toksisite deneyinde daha
yiiksek konsantrasyonlar ¢alisilmistir. 100 mg/l nano-CeO, konsantrasyonuna kadar
kontrol grubuna kiyasla balik 6liimleri 24 saat sonucunda gézlenmemistir. Toksisite
200 mg/I’den sonra baglamis ; 200 mg/I’de 1 balik 6lmiis ; 300 ve 500 mg/l nano-
CeO; dozunda 2 balik 6lmiis ; 1000 mg/I’ye ¢ikan nanopartikiil dozunda kontrol
grubuna kiyasla tiim baliklar inhibisyona ugramis hepsi 6lmiistiir (Tablo 4.9). 48 saat
sonucunda 50 mg/l nano-CeO, dozuna kadar toksisite gozlenmemis ve bu dozda 1
balik 6limi rapor edilmistir (Tablo 4.9). 50 ve 100 mg/I’de 1 balik 6liimii ; 200
mg/I’de 2 balik 6liimii ; 300 mg/1’de 4 balik 6liimii ve 750 ve 1000 mg/l nano-CeO,

konsantrasyonunda baliklarin tamami inhibisyona ugramistir (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina karst 24 ve 48 saat sonucu lepistes - Poecillia

reticula sayilari

24 saat sonucu 48 saat sonucu

nano-CeO, .
Kontroldeki Canh Bahk N Canh Bahik .
konsantrasyonu Olii bahk Olii bahk
Balik Sayisi Sayisi Sayis1
(mg/1) sayis1 sayis1

1

10

50
100
200
300
500
750
1000

L, N LV, B LV, B A, T AU, T LU R LV, B LV, B AV}
O = |W W & [ [ [ [
v e (e = o o |o |e
o |lo = |= |w [& |& [n |«n

(S AL S N SR L Ll (=T [

Sekil 4.20°’de artan nano-CeO, konsantrasyonlarina karsi lepistes - Poecillia
reticula’lerin ylizde inhibisyonun grafigi yer almaktadir. 24 saat sonucunda 1 mg/I
ile 100 mg/1 arasindaki nano-CeQO,’in lepistes - Poecillia reticula’e karsi toksisitenin
gerceklesmedigi , 200 mg/’de % 20 inhibisyon ; 300 ve 500 mg/1’de % 40 inhibisyon
; 750 mg/I’de % 80 inhibisyon ve 1000 mg/I’de % 100 inhibsyon ger¢eklesmistir
(Sekil 4.20). 48 saat sonucunda 1 mg/l ve 10 mg/l nano-CeO, dozunda inhibisyon
gerceklesmis ; 50 ve 100 mg/1 ‘de % 20 inhibisyon ; 200 mg/I’de % 40 inhibisyon ;
300 ve 500 mg/I’de % 80 inhibisyon ; 750 ve 1000 mg/I’de % 100 gergeklesmis
kontrol grubuna kiyasla tiim baliklar Olmiistiir (Sekil 4.20). Nano-CeO,
nanopartikiiliiniin baliklarin % 50’sine etki eden dozu (ECsy Degeri) 24 saat sonucu
ECsp Degeri= 505,1 mg/l; 48 saat sonucu ECsy Degeri=334,7 mg/l Sekil 4.20’den

hesaplanmastir.

24 gaat 48 saat
100
2 __ 100 L L 2
< &
‘g 80 = 80 * ¢
= y=0/104x-25354| | &
= 6o R:=09716 S 60
- =
= Yl
g o = 40 y=01062x + 14525
PS S R:= 08358
] )
= 20 = 20
E =
0 " ' " ' ! = 0@
P 200 400 600 800 1000 ] 200 400 600 800 1000
nano-CeQ, Konsantrasyonu (ing/1) nano-CeO, Konsantrasyonu (mg/1)

Sekil 4.20 Artan nano-CeO, konsantrasyonlarina karsi lepistes - Poecillia reticula’lerin ytizde

inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 505,1 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri=334,7
mg/l)
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Yapilan ANOVA testinde artan nano-CeO, konsantrasyonlar1 ile lepistes —
Poecilia reticula 'nin 24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon ylizdeleri arasindaki
iligkinin lineer oldugu saptanmistir (R=0,962). Test sonucu Sekil 4.21°de yer
almaktadir. Analiz 0=0,05 6nem derecesinde gergeklestirilmistir. Yapilan varyans
analizi sonucunda zaman (P=0,0092 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0001< 0,05)
degiskenlerinin inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli
oldugu goriilmiistiir (P=0,0001 < 0,05).
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Sekil 4.21 Lepistes — Poecilia reticula’nin ANOVA testi sonuglari

Nano-CeQ;’in lepistes - Poecillia reticula lizerine akut toksisitesinin c¢alisildigi

bir literatiir saptanmamustir.

4.1.8 Biyoayrisabilirlik Testi Sonuclart

Bu boliimde Nano-CeO; nanopartikiiliiniin canli mikroorganizmalar kullanilarak
biyoayrisabilirliklerinin  belirlenmesi amaglanmis, ayrica alict ortama desarj
edildiginde canli ekosistem tarafindan tolere edilebilmesi i¢in hangi seyreltmede
verilmesinin daha uygun olup olmadig1 arastirilmistir. Nano-CeO,’in 10 ve 100 mg/1
konsantrasyonlarinda % giderimleri 28 giinlik siire boyunca belli zaman
araliklarinda 6lgiilen KOI degerleri ile hesaplanmistir (Tablo 4.10). Baslangig KOI
degerleri 10 ve 100 mg/l iken 5 ; 10 ; 15 ; 20 ve 28. giinlerde azalan KOI degerleri
dleiilmiistiir. t=0. giinde KOI degeri 10 mg/l iken 5. giinde &lgiilen KOI 9,19 mg/I’e ;
10. giinde dlgiilen KOI 8,97 mg/l ; 15. giinde 6lgiilen KOI 8,16 mg/l ; 20. giinde
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dlgiilen KOI 8,01 mg/I’ye 28. giiniin sonunda 6lgiilen KOI ise 7,47 mg/l olarak
dleiilmiistiir (Tablo 4.10). t=0. giinde KOI degeri 100 mg/l iken ; 5. giinde 91,26 mg/I
; 10. giinde 88,7 mg/l ; 15.giinde 82,59 mg/l ; 20. giinde 81,99 mg/l ; 28. giiniin
sonunda ise 81,43 mg/l olarak Ol¢lilmiistiir (Tablo 4.10). 28 giin boyunca aerobik
ortamda  aktif tarafindan  ortamdaki  KOI

camur  mikroorganizmalari

ayristirilmaktadir.

Tablo 4.10 28 giin boyunca nano-CeO;’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlari i¢in % biyoayrisabilirlik

degerleri
10 mg/l nano-CeO, 100 mg/l nano-CeO,
KOI Konsantrasyonu KOIi Konsantrasyonu
Giinler (mg/L) % Giderim (mg/L) % Giderim
t=0 10 0 100 0
t=5 9,19 8,1 91,26 8,74
t=10 8,97 10,9 88,7 11,3
t=15 8,16 18,1 82,59 17,41
t=20 8,01 19,5 81,99 18,01
t=28 7,47 25,1 81,43 18,57
Sekil 4.22’de giinlere karsi 10 mg/l ve 100 mg/l nano-CeO;’'in %

biyoayrisabilirlik degerleri yer almaktadir. 10 mg/l baslangic KOI miktar1 ortama
konulan aerobik ¢amur bakteri tarafindan ayristirildigr i¢in zaman artikga azalma
gbzlenmigtir. 5. giinde % giderim % 8,1 iken ; 20. giine gelindiginde % 19,5’¢ ; 28.
giinde % giderim % 25,1°a yiikselmistir. 100 mg/l baslangic KOI miktar1 igin 5.
giinde % giderim % 8,74 iken ; 20. giine gelindiginde % 18,01’ye ; 28. giinde %
giderim % 18,57 ye ylikselmistir.

10 mg/l nano-Ce0), 16 mg/l nano-Ce0),
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Sekil 4.22 10 ve 100 mg/1 nano-CeO, konsantrasyonlarinin 28 giinliik % biyoayrisabilirlik degerleri

Yapilan

ANOVA

testinde

artan

nano-CeO,

konsantrasyonlari

ile

biyoayrisabilirlik testinin 10 ve 100 mg/l nano-CeO, konsantrasyonlarinin giinlere
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kars1 % giderimi arasindaki iliskinin lineer oldugu saptanmistir (R=0,947). Test
sonucu Sekil 4.23’te yer almaktadir. Analiz 0=0,05 o©nem derecesinde
gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda konsantrasyon (P=0,2502 >
0,05) degiskenin % giderime etkili olmadig: ; giinler (P=0,0033 < 0,05) degiskeninin
% giderim tizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir
(P=0,0046 < 0,05).

Tahmin Edilen Gergek ile Cizim
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Sekil 4.23 Biyoayrisabilirlik testi’nin ANOVA testi sonuglari
Nano-CeO;’in biyoayrisabilirligini ¢aligsmis bir literatiir saptanmamustir.

4.1.9 Biyoakiimiilasyon Testi Sonuclari

Nano-CeO; nanopartikiiliiniin farkli konsantrasyonlarinin canli organizmadaki
salinim ve birikimin saptanmasi amaglanmistir. Canli organizma olarak lepistes -
Poecillia reticula kullanilmisg, 28 giin boyunca 10 ve 100 mg/l konsantrasyonundaki
nanopartikiiliin KOI degerleri olgiilmiis ve 28 giinliik periyodun sonunda baliklar
temiz suya alinip, baliktan suya gecen KOI degerleri 28 giin boyunca hesaplanmustir.
Tablo 4.11°de 28 giin boyunca nano-CeQO;’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda
numuneden baliga gecen KOI konsantrasyonlar1 ve baliktan temiz suya gegen KOI
konsantrasyonlar1 yer almaktadir. Biyoakiimiilasyon faktorii (BCF) materyal metot

boliimiinde yer alan formiillere gore hesaplanir.
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Tablo 4.11°de 10 mg/l nano-CeO; konsantrasyonunda 28 giinliik periyotta sudan
baliga gegen KOI konsantrasyonlar1 t=0. giinde 10 mg/1 iken 5. giin ; 10. giin ; 15.
giin ; 20. giin ve 28. giinde 6lgiilen KOI degerleri sirasiyla 9,1 mg/l ; 8,9 mg/l ; 8,1
mg/l ; 7,4 mg/l ve 7,1 mg/l’dir. K, hesaplanmasinda kullanilan Cy; (0. Giinde sudan
baliga gecen kirletici konsantrasyonun dogal logaritmasi — InKOi=2,3 mg/l) ve Cp,
(28. Giinde sudan baliga gecen kirletici konsantrasyonun dogal logaritmasi —
InKOI=1,96 mg/l) degerleri Tablo 4.11°de yer almaktadir. Tablo 4.11.’deki
formiillere gore k, degeri 5,9x10~ giin™ olarak hesaplanir. K; hesaplamasinda yer
alan Cy degeri Sekil 4.24(a)’da yer alan grafikte 14. giine gelen InKOI 2,2 mg/l
olarak bulunmaktadir ; C,, degeri ise baliktan suya gegen KOI degerlerinin dogal
logaritmalarindan [Cy= Cy2-Cy1  (mg/l) / (Cyo= 28.giin] (Cy;=0.glin)] 1,25 mg/l
olarak hesaplandi. Materyal-metot boliimiinde agiklanan formiile gore k; degeri

1,99x107 giin™ olarak hesaplanir. BCF degeri ise 0,33 tiir.
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Sekil 4.24 (a) : 10 mg/l nano-CeO, in giinlere gdére In(Sudan baliga gegen kirletici konsantrasyonu)
degerleri (C=2,2 mg/l) (b) : 100 mg/l nano-CeO, in giinlere gore In(Sudan baliga gegen kirletici
konsantrasyonu) degerleri (C¢=4,38 mg/1)

100 mg/l nano-CeO; konsantrasyonunda 28 giinliik periyotta sudan baliga gegen
KOI konsantrasyonlar1 t=0. giinde 10 mg/l iken 5. giin ; 10. giin ; 15. giin ; 20. giin
ve 28. giinde 6lgiilen KOI degerleri sirastyla 91 mg/1 ; 84 mg/1 ; 82 mg/l ; 77 mg/1 ve
61 mg/I'dir. K, hesaplanmasinda kullanilan Cy; (0. Giinde sudan baliga gecen
kirletici konsantrasyonun dogal logaritmas1 — InKOI=4,61 mg/l) ve Cp, (28. Giinde
sudan baliga gecen kirletici konsantrasyonun dogal logaritmas1 — InKOI=4,11 mg/l)
degerleri Tablo 4.11°de yer almaktadir. Materyal metot boliimiindeki formiillere gore
ky degeri 4,2 giin" olarak hesaplanir. K; hesaplamasinda yer alan Cr degeri Sekil

4.24(b)’de yer alan grafikte 14. giine gelen InKOI 4,38 mg/l olarak bulunmaktadir ;
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C,, degeri ise baliktan suya gecen KOI degerlerinin dogal logaritmalarmdan [Cy-
Cu2-Cw1 (mg/l) / (Cy= 28.giin] (Cy,;=0.glin)] 1,47 mg/l olarak hesaplandi. Materyal-
metot boliimiinde agiklanan formiile gore k; degeri 0,225 giin™ olarak hesaplanur.

BCF degeri ise 38,13tiir.

Tablo 4.11 28 giin boyunca nano-CeO,’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda numuneden baliga

gecen KOI konsantrasyonlar1 ve baliktan temiz suya gegen KOI konsantrasyonlari

10 mg/l nano-CeO,

Numuneden Bahga
Baliktan Suya Gecen

Gegen KOI . . .
InKOI (mg/L) KOI Konsantrasyonu InKOI (mg/L)
Konsantrasyonu
Giinler (mg/L)
(mg/L)
t=0 10 2,30 0 0
t=5 9,1 2,20 0,8 -0,22
t=10 8,9 2,18 1.4 0,09
t=15 8,1 2,09 2,1 0,34
t=20 74 2,001 2,7 0,99
t=28 7.1 1,96 2,8 1,03

100 mg/l nano-CeO,

Numuneden Bahga
Baliktan Suya Gegen

Gegen KOI . . .
InKOI (mg/L) KOI Konsantrasyonu InKOI (mg/L)
Konsantrasyonu
Giinler (mg/L)
(mg/L)
t=0 100 4,61 0 0
t=5 91 4,5 8,9 2,17
t=10 84 4,43 15,1 2,77
t=15 82 441 19,5 2,71
t=20 71 4,34 22,6 3,12
t=28 61 4,11 38,1 3,64

Lepistes - Poecillia reticula blinyesinde nanopartikiiliin akiimiile olup olmadigina
dayali bu testte OECD’de yer alan kriter BCF eger 10’dan kiiclik ise nanopartikiil
iceren Ornek balik biinyesinde akiimiile olmamustir, eger BCF degeri 10’dan biiyiik
ise balik biinyesinde nanopartikiiliin akiimiile oldugunu gosteriyor (OECD 305,
2012). 10 mg/l nano-CeQ; i¢in BCF degeri 0,33 ; 100 mg/l nano-CeO, i¢in BCF
degeri 38,13°tlir. 10 mg/l nanopartikiil konsantrasyonunda balik biinyesinde
biyoakiimiile olmadigi, 100 mg/l konsantrasyonunda ise biyakiimiile oldugunu
gostermektedir.

Yapilan ANOVA testinde artan nano-CeO, konsantrasyonlari ile
biyoakiimiilasyon testinin 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarina giinlere kars1 sudan
baliga gegen KOI konsantrasyonu ile baliktan suya gegcen KOI konsantrasyonlari

arasindaki iligkinin lineer oldugu saptanmistir (10 mg/1 i¢cin: R=0,919 ; 100 mg/1 i¢in:
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R=0,881). Test sonucu Sekil 4.25’te yer almaktadir. Analiz 0=0,05 Onem
derecesinde gerceklestirilmistir. 10 mg/l nano-CeO, konsantrasyonu igin: yapilan
varyans analizi sonucunda giinler (P=1,0000 > 0,05) degiskeninin etkili olmadig1 ve
KOIi (Sudan baliga gecen ve Baliktan suya gecen) (P=0,0006 < 0,05) degiskenin

inhibisyon yiizdeleri {iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu
goriilmiistir (P=0,0128 < 0,05). 100 mg/l nano-CeO, konsantrasyonu i¢in: yapilan
varyans analizi sonucunda giinler (P=1,0000 > 0,05) degiskeninin etkili olmadig1 ve
KOIi (Sudan baliga gecen ve Baliktan suya gecen) (P=0,0017 < 0,05) degiskenin

inhibisyon yiizdeleri {iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu
goriilmiisttir (P=0,0001 < 0,05).
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Sekil 4.25 Biyoakiimiilasyon testi’nin ANOVA testi sonuglar1 (10 mg/l ve 100 mg/1 igin)

4.1.10 Nano-CeO,’in Farkl1 Trofik Seviyelerindeki ECsy Degerlerinin Karsilastiriimasi

Nano-CeO;’in prokaryot canli olan ; bakteri (Escherichia coli ; Bacillus cereus ;
Vibrio fischeri ; Metan Archae Bakterisi) , okaryot canli olan ; maya - (Candida
albicans) ; kiif - Aspergillus niger , alg (Chlorella sp.) , Crustacea (Daphnia magna)
ve lepistes - Poecillia reticula olmak tizere 6 farkli trofik seviye tizerine 9 farkli akut
toksisite deneyi yapilmistir. Farkli beslenme seviyelerindeki canlilarin nano-CeQO;’e
kars1 farkli toksik cevaplar1 olusmustur. Tablo 4.12°de yer alan ECs degerlerine gore
; en diisiik ECso degerine (24 saat sonucu ECso= 12,07 mg/l) sahip olan Chlorella sp.
— alg nano-CeO;’e en hassas organizmadir (P=0,0001 < 0,05). En yiiksek ECsy
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degerine sahip olan lepistes - Poecillia reticula (24 saat sonucu ECs5y=505,1mg/1)

nano-CeQO;’e en direncli organizmadir (P=0,0001 < 0,05).

Tablo 4.12 Nano-CeO,’in farkli trofik seviyelerindeki ECsy degerleri

ECso Degerleri (mg/l)
30 dakika sonucu 24 saat 48 saat 72 saat
sonucu sonucu sonucu
Bakteri - E.coli - 422 289
Bakteri - B.cereus - 18,5 15,1
Bakteri - V.fischeri 39,973
Bakteri — Metan Archae - 58,5 432
Maya - C.albicans - 91,4 (ECy) 87,6
Kiif — A.niger - 438 31,2
Alg — Chlorella sp. - 12,07 8,1 7,35
Crustacea — D.magna - 70,9 20,8
Balik — lepistes - Poecillia reticula - 505,1 334,7

4.2 Nano-ZnO ile Yapilan Akut Toksisite Calismalari

4.2.1 Bakteri (Escherichia coli — Bacillus cereus) Akut Toksisite Testi Sonuclart

Nano-ZnO nanopartikiiliiniin bakteri iizerine akut toksisitesi iki farkli bakteri ile
calisilmig olup ; bu bakteriler gram negatif 6zellige sahip olan Escherichia coli
bakterisi ile gram pozitif 6zellige sahip Bacillus cereus bakterisidir. Tablo 4.13’de
artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu canli kalan E.coli
bakterisinin sayilar1 yer almaktadir. Kontrol grubundaki bakteri sayilar1 baslangigta
25 adet/koloni iken 24 saat sonucunda sayilart 85000 ; 85000 ; 84000 adet
koloni/ml’ye yiikselmistir (Tablo 4.13). 24 saat sonunda 1 mg/l nano-ZnO
konstrasyonunda bakteri sayilar1 44000 ; 43000 ; 45000 adet koloni/ml’ye ; 10 mg/l
nano-ZnO konsantrasyonunda 24000 ; 23000 ; 25000 adet koloni/ml’ye ; 50 mg/l
nano-ZnO konsantrasyonunda 7000 ; 6000 ; 8000 adet koloni/ml’ye ve 100 mg/l
nano-ZnO konsantrasyonunda 3500 ; 3000 ; 4000 ; 3500 adet koloni/ml’ye
diigsmiistiir (Tablo 4.13). 48 saat sonucunda nano-ZnO’in E.coli iizerine inhibisyonu

artmis ; kontrol grubunda 87000 ; 89000 ; 91000 adet koloni/ml iken 1 mg/l nano-
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ZnO konsantrasyonunda bu say1 neredeyse yari yartya diismiis, 43000 ; 44000 ;
45000 adet koloni/ml’ye ; 10 mg/l nano-ZnO konsantrasyonunda 28000 ; 27000 ;
29000 adet koloni/ml’ye ; 50 mg/1’de 10000 ; 11000 ; 9000 adet koloni/ml’ye ve 100

mg/l nano-ZnO konsantrasyonunda ise E.coli’nin tamami inhibe olmustur.

Tablo 4.13 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karst 24 ve 48 saat sonucu canli Escherichia coli

bakterilerinin sayilari

CANLI E.coli BAKTERI SAYILARI (adet koloni /ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-ZnO ORTALAMA ORTALAMA
1. Seri 2. Seri 3. Seri DEGER 1. Seri 2. Seri 3. Seri DEGER
Kontrol 85000 85000 82000 84000 87000 89000 91000 89000
1mg/1 44000 43000 45000 44000 43000 44000 45000 44000
10 mg /1 24000 23000 25000 24000 28000 27000 29000 28000
50mg/1 7000 6000 8000 7000 10000 11000 9000 10000
100 mg /1 3500 3000 4000 3500 0 0 0 0

Sekil 4.26’daki grafiklerde 24 ve 48 saat sonucu artan nano-ZnO
konsantrasyonlarina kars1 Escherichia coli bakterisinin inhibisyon yiizdeleri yer
almaktadir. 48 saat sonucunda E.coli bakterisi nano-ZnO’in 50 ve 100 mg/l
konsantrasyonlarina maruz kaldiginda % 98 ve % 100 oraninda inhibisyona
ugramiglardir. 24 saat sonucunda minimum dozda (1 mg/l) inhibisyon oran1 % 47,6
iken 48 saat sonucunda bu oran artmis % 52,6’ya ulasmis, kontrol grubuna kiyasla
neredeyse yarisi inhibe olmustur (Sekil 4.26). E.coli bakterisinin % 50’sine etki eden
doz — ECsp degeri 24 saat i¢in 15,6 mg/l ; 48 saat icin 12,94 mg/l olarak Sekil
4.26’dan hesaplanmaktadir. Nano-ZnO’a ilk maruz kaldigt andan itibaren
inhibisyona ugrayan E.coli bakterisinin 24 saat i¢in ECsy degeri ile 48 saat i¢cin ECsg

degeri birbirine yakindir.
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Sekil 4.26 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi Escherichia coli bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 15,6 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri=

12,9 mg/l)
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Yapilan ANOVA testinde artan nano-ZnO konsantrasyonlarl ile E.coli’nin 24 ve
48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iligkinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,990). Test sonucu Sekil 4.27°de yer almaktadir. Analiz a=0,05
Oonem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,22 > 0,05) degiskeninin etkili olmadig1 ; konsantrasyon (P=0,0015 < 0,05)
degiskeninin inhibisyon yiizdeleri lizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli
oldugu goriilmiistiir (P=0,0022 < 0,05).
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Sekil 4.27 E.coli’nin ANOVA testi sonuglart

Diger akut toksisitesi calisilan gram pozitif 6zellige sahip bakteri Bacillus
cereus’un artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsin canli B. cereus bakteri
sayilarinin 24 ve 48 saat sonuglar1 Tablo 4.14’de verilmistir. 24 saat sonucunda
kontrolde iireyen B.cereus kolonileri 15000 ; 14000 ; 14900 adet koloni/ml iken, 1
mg/l nanopartikiiline maruz kaldiginda bu sayr 11000 ; 12000 ; 13000 adet
koloni/ml’ye diigmistiir. 10 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l nano-ZnO
konsantrasyonlarinda kontrole kiyasla canli bakteri sayilari gittikce azalmakta ; 100
mg/l nano-ZnO konsantrasyonunda 150 ; 151 ; 149 adet koloni/ml’ye diismiistiir
(Tablo 4.14). 48 saat sonucunda ise kontrolde lireyen canli bakteri sayilar1 19000 ;
19500 ; 19200 adet koloni/ml iken 10 mg/l nano-ZnO dozunda nanopartikiile maruz
kalan B.cereus bakterisinin canli hiicre sayis1t 7000 ; 7100 ; 7200 adet koloni/ml’ye
diismekte, 50 mg/l ve 100 mg/l nanopartikiil dozunda ise inhibisyon % 100
ger¢eklesmektedir (Tablo 4.14).
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Tablo 4.14 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Bacillus cereus

bakterilerinin sayilari

CANLI B.cereus BAKTERI SAYILARI (adet koloni /1 ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-ZnO ORTALAMA ORTALAMA
1. Seri 2. Seri 3. Seri DEGER 1. Seri 2. Seri 3. Seri DEGER

Kontrol 15000 15100 14900 15000 19000 19500 19100 19200
I1mg/1 11000 12000 13000 12000 14000 14100 14200 14100
10mg/1 7000 7100 6900 7000 7200 7100 7000 7100
50mg/1 3100 3000 3200 3100 0 0 0 0

100 mg /1 150 151 149 150 0 0 0 0

B.cereus bakterisinin artan nanopartikiil dozlarina karsin 24 ve 48 saat sonundaki
inhibisyon yiizdeleri Sekil 4.28’de grafik seklinde gosterilmektedir. Nano-ZnO
nanopartikiiliiniin 24 saat sonucunda ; 1 mg/l ; 10 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l
dozlarinda B.cereus bakterisine olan inhibisyon yiizdeleri sirastyla ; % 20 ; % 53,3 ;
% 19,3 ; % 99’dur. 24 saat sonucunda B.cereus bakterisinin kontrol grubuna kiyasla
maksimum dozda (100 mg/l) hemen hemen tamami inhibisyona ugramistir. 48 saat
sonucunda yukaridaki dozlarda inhibisyon ytizdeleri sirasiyla ; % 26,7 ; % 63,02 ; %
100 ve % 100 olarak gerceklesmistir. 50 mg/l ve 100 mg/l nano-ZnO
konsantrasyonlarinda B.cereus bakterisine inhibisyon % 100 olarak gergeklesmis,
kontrol grubuna kiyasla tim bakteriler olmiistiir. Sekil 4.28’den hesaplanabilen
B.cereus bakterisinin % 50’sini etkileyen doz ; ECsy degeri 24 saat i¢in 15,6 mg/l ;
48 saat i¢in 22,8 mg/l nano-ZnO olarak hesaplanmstir.
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Sekil 4.28 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karst Bacillus cereus bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 31,8 mg/l; 48 saat sonucu ECs, degeri=

22,8 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-ZnO konsantrasyonlarl ile B.cereus’nin 24

ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iligkinin lineer oldugu
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saptanmistir (R=0,986). Test sonucu Sekil 4.29°da yer almaktadir. Analiz a=0,05
onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,1047 > 0,05) degiskeninin etkili olmadig1 ; konsantrasyon (P=0,0029 < 0,05)
degiskeninin inhibisyon yiizdeleri ilizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli

oldugu goriilmiistiir (P=0,0041 < 0,05).
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Sekil 4.29 B.cereus’un ANOVA testi sonuglari

Nano-ZnO nanopartikiiliiniin iki farkli bakteri ile yapilan akut toksisite ¢aligmasi
kiyaslandiginda ; E.coli’nin % 50’sini etkileyen doz - ECsy degeri - 24 saat i¢in: 15,6
mg/l ; 48 saat icin: 12,9 mg/l olarak hesaplanmistir. B.cereus bakterisi i¢in ECsg
degerleri 24 saat icin: 31,8 mg/l ; 48 saat icin 22,8 mg/l olarak hesaplanmistir. iki
bakterinin ECsy degerlerini kiyasladigimizda E.coli’nin daha az dozlarda daha ¢ok
inhibisyona ugradigini diisiikk ECsy degerlerinden dolay1 sdyleyebiliriz. Gram negatif
bakteri olan E.coli, gram pozitif bakteri olan B.cereus bakterisine oranla nano-ZnO

nanopartikiiliine kars1 daha hassastir.

Sekil 4.30(a)’da Ecsherichia coli kolonilerinin nutrient agar ortaminda artan
nano-ZnO konsantrasyonlarinda kontrole kiyasla azaldigi goriilmektedir. 48 saat
sonucunda kontrol petrisinde E.coli kolonileri olduk¢a yogun iken, 1 mg/l ; 10 mg/l ;
50 mg/l ve 100 mg/l konstrasyonlarinda 48 saat nanopartikiile maruz kalan E.coli

bakterisinin sayis1 epey azalmis ve 100 mg/l dozunda tamami inhibisyona ugramaistir.
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Sekil 4.30(b)’de ise Bacillus cereus’in nutrient agar ortamindaki koloni sayilari
goriilmektedir. 48 saat boyunca nano-ZnO nanopartikiiliiniin 1 mg/l ; 10 mg/l ; 50
mg/l ve 100 mg/l konstrasyonlarina B.cereus kolonileri maruz kalmis ve nutrient
agar ortamina pasaji yapilip canli B.cereus kolonileri sayilmistir. B.cereus bakterisi
50 mg/l ve 100 mg/l nano-ZnO konsantrasyonlarina 48 saat maruz kaldiktan sonra
nutrient agar ortamina seyreltme plaka yontemi ile pasaji yapilmis ve bakterilerin

tamamu inhibisyona ugramstir.

(a) (b)

Sekil 4.30 (a): Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karst Escherichia coli bakteri sayilarinin degisimi

; (b): artan nano-ZnO konsantrasyonlarina kars1 Bacillus cereus bakteri sayilarinin degisimi

Sekil 4.31°de Ecsherichia coli ve Bacillus cereus bakterilerinin gram boyama
sonucu goriintiileri yer almaktadir. A ve B goriintiileri E.coli bakterisine ait olup ; A
goriintlisli  nanopartikiile hi¢c maruz kalmamis kontrol grubu bakteri kolonilerinin
gram boyama sonucundaki goriintiisi B ise maksimum doz olan 100 mg/l
nanopartikiil konsantrasyonuna 48 saat boyunca maruz kalmis bakteri kolonilerinin
gram boyama sonucundaki goriintiisiidiir. Kontrol grubunda E.coli kolonileri gram
negatif ¢ubuk bakteriler ile 100 mg/l nanopartikiile 48 saat boyunca maruz kalmis
bakterilerinin gram boyama goriintiisii kiyaslandiginda nanopartikiile maruz kalmis

bakterilerinin sekillerinde 0,1 um biiytimeler goriilmektedir.
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Sekil 4.31 Ecsherichia coli ve Bacillus cereus bakterisinin gram boyama sonucu goriintiileri (A:

Kontrol grubundaki E.coli bakterisinin gram boyama sonucu ; B: nano-ZnO nanopartikiiliine 48 saat
maruz kalan E.coli bakterisinin gram boyama sonucu ; C: Kontrol grubundaki B.cereus bakterisinin
gram boyama sonucu ; D: nano-ZnO nanopartikiiliine 48 saat maruz kalan B.cereus bakterisinin gram

boyama sonucu)

Baek ve An (2011) nano-ZnO nanopartikiiliiniin Escherichia coli ve Bacillus
subtilis’e kars1 toksisitesini ¢aligmiglar ; 24 saat sonucunda E.coli i¢in ECsy degerini
115,7 mg/l, B.subtilis icin ECsy degerini 85,8 mg/l olarak saptamistir. Pasquet ve
ark., (2014) nano-ZnO’in 5 mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal aktivitesini
arastirmislar ve 24 saat sonucunda Escherichia coli i¢in minimum bakteriyosidal
konsantrasyonunu (MBC) 1,44 mg/l olarak bulmuslardir. Gram pozitif bakteri olarak
Stapylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa ¢alisilmig, S.aureus icin 24 saat
sonunda MBC degeri 1,72 mg/l P.aeruginosa i¢in 1,81 mg/l olarak saptanmustir.

Jiang ve ark., (2009) nano-Al,O3, nano-SiO;, nano-TiO, ve nano-ZnO
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nanopartikiillerinin Bacillus subtilis ve Escherichia coli bakterisine olan toksisitesini
calismiglardir. Nano-ZnO’in en ¢ok toksik etki gosterdigini ve 24 saat sonucu 20
mg/l nano-ZnO konsantrasyonunun tiim bakterileri 6ldiirdiiglinii rapor etmiglerdir.
Dasari ve ark., (2013) nano-ZnO’in E.coli’ye olan toksisitesi calismislar ve 30
dakika boyunca 0,01 ; 0,25 ; 0,5 ; 2,5 ; 5; 7,5 mg/l nano-ZnO’e maruz birakilan
E.coli'nin LCsy degerini (Lethal Concentration/Oldiiriicii Doz) 0,048 mg/l olarak
saptamiglardir . Farkli ECsyp ve LCsy degerleri nanopartikiiliin farkli kimyasal
formlari, agregasyonu ya da iyonik komposizyonlarindaki farkliliklar nedeni ile
olmus olabilir.

Nano-ZnO’in E.coli ve B.cereus’a olas1 toksisite mekanizmalarina baktigimizda ;
Kahru ve ark., (2008) yaptiklar1 calimada; nanopartikiillerin 1s1k altinda ROS
(Reactive Oxygen Species/Reaktif Oksijen Tiirleri) ve metal iyonu salinimi
yaptiklarin1 saptamiglardir. Buna ek olarak biyotik ve abiyotik bir ¢ok ¢evresel faktor
nanopartikiiliin ROS iiretimini etkilemektedir. Nanopartikiiliin toksisitesi, partikiiliin
agregasyonu ve kimyasal stabilizasyonu gibi bir ¢ok etkene bagli olabilir (Auffan ve
ark. 2009). Li ve ark., (2011) 5 farkli ortamda [(ultrasaf su, % 0,85 NaCl, Fosfat
Tamponu (PBS), minimal Davis (MD) ve Luria-Bertani (LB)] nano-ZnO’in E.coli’ye
kars1 toksisite mekanizmalarimi arastirmiglar ve serbest cinko iyonlar1 ve c¢inko

komplekslerinin tokisisiteye neden oldugunu rapor etmisler.

4.2.2 Bakteri (Vibrio fischeri) Biyoluminesans Degerine Gore Akut Toksisite Testi

Sonucglari

Nano-ZnO’in artan konsantrasyonlarina karsi biyoliiminesans bakterisi olan
Vibrio fischeri ‘nin luminesans degeri dl¢lilmiistiir. Vibrio fischeri bakterisinin nano-
ZnO’e maruz kaldig: siire arttikca, luminesans degerinin azaldigi ve toksisitenin
arttigi  gorilmektedir. Mikrothox deneyi nano-ZnO’in 100 mg/l stok ¢ozeltisi
hazirlanmis, % 3’liik NaCl ile seyreltmeler yapilmis Lumistox 300 (Hach Lange) ile
bakterinin luminesans degeri Ol¢lilmiistiir. Yapilan seyreltmelerin en diisigi 3,125
mg/I’de Olciilen inhibisyon % 7,16 ; 6,25 mg/l nano-ZnO dozunda % 11,91; 12,5
mg/l ‘de % 24,39 ; 25 mg/I’de % 78,85 ; 50 mg/I’de % 98,40 ; 100 mg/l nano-ZnO
dozunda % 99,99 inhibisyon gerceklesmistir (Tablo 4.15).
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Tablo 4.15 30 dakika sonucu Nano-ZnO nanopartikiiliiniin artan konsantrasyonlarina kars1 Vibrio

fischeri — biyoluminesans bakterisinin yiizde inhibisyon degerleri

Nano-ZnO Konsantrasyonlari % inhibisyon
(mg/l)
3,125 mg/l 7,16
6,25 mg/l 11,91
12,5 mg/l 24,39
25 mg/l 78,85
50 mg/l 98,40
100 mg/1 99,99

Sekil 4.32°’de Mikrothox deneyinin sonucunda Lumistox 300 cihazindan alinan
grafik yer almaktadir. Nano-ZnO nanopartikiiliiniin Vibrio fischeri bakterisinin %
50’sine etki eden dozu (ECsy Degeri) 30 dakika sonucunda 16,097 mg/l olarak
hesaplanmuistir. Vibrio fischeri biyoluminesans bakterisi nano-ZnO’e 5 dakika maruz
kaldigindaki ECsy degeri 19,87 mg/l ; 15 dakika maruz kaldigindaki ECsy degeri
17,54 mg/I’ye diismiistiir. Bakterinin nanopartikiile maruz kalma siiresi arttik¢a ECs
degerinde bir azalma gdzlenmis ve bakterinin naopartikiile olan hassasiyeti artmistir.
Akut toksisitesi ¢alisilan diger bakteri tiirleri E.coli ve B.cereus’a baktigimizda 24
saat i¢in E.coli’nin ECsy degeri ; 2,5 mg/l, B.cereus’un ECsy degeri ; 3 mg/l olarak
bulunmustur. Vibrio ficsheri bakterisi i¢in 30 dakika sonucu % 50’sini etkileyen
dozu 16,097 mg/l iken 24 saat nano-ZnO nanopartikiiliine maruz kalan bakterilerin
daha diisiik ECsy degerlerine sahip oldugu, maruziyet siiresi arttikca bakterinin
hassasiyetinin arttig1 saptanmigtir
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Sekil 4.32 Nano-ZnO’in artan konsantrasyonlarma karsi yilizde inhibisyon degerleri (ECs
degeri=16,097 mg/1)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-ZnO konsantrasyonlar1 ile Vibrio fischeri

bakterisinin 5. ; 15. ve 30. dakikalarindaki ECsy degerlerinin arasindaki iliskinin
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lineer oldugu saptanmistir (R=0,985). Test sonucu Sekil 4.33’te yer almaktadir.
Analiz  0=0,05 O6nem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi
sonucunda zaman (P=0,0145 < 0,05) degiskeninin ECsy degerleri lizerinde etkili

oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir (P=0,0215 < 0,05).

Tahmin Edilen Gergek ile Cizim
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Sekil 4.33 Vibrio fischeri bakterisinin ANOVA testi sonuglari

Nano-ZnO ve biyoluminesans bakterisi Vibrio fischeri ile yapilan toksisite
calismalarina baktiimizda ; Heinlaan ve ark., (2008) nano-ZnO’in V.fischeri
bakterisine olan toksisitesini ¢alismislar ve 30 dakika sonucunda ECsy degerini 1,9
mg/l ; 8 saat boyunca maruz kalan V.fischeri bakterisi igin MIC (Minimum Inhibe
eden Konsantrasyonu) degerini 100 mg/l olarak rapor etmislerdir. Mortimer ve ark.,
(2008) nanopartikiillerin V.fischeri bakterisinin biyoluminesansina olan toksik
etkisini arastirmiglardir ve 30 dakika sonucunda nano-ZnQO’in ECsy degerini 4,8 mg/I
ve 3,8 mg/l olarak bulmuslardir. Yukaridaki literatiir sonuglar1 ile yapilan tez
caligmalarinda bulunan ECs, sonuglar1 farklidir, Heinlaan ve ark., (2008) ; Mortimer
ve ark., (2008) sirasiyla ECsy degerlerini 1,9 mg/l ve 4,8 mg/l olarak rapor etmisler,
bu tez ¢alismasinda ise 30 dakika sonucu V.fischeri bakterisinin ECsy degeri 16,097
mg/l olarak bulunmustir. Binaeian ve Soroushnia (2013) tarafindan yapilan
calismada ise, saptadigimiz ECsy degerine yakin bir sonu¢ rapor etmislerdir ; 30
dakikalik maruz kalma siiresinden sonra nano-ZnO’in V.fischeri bakterisi i¢in ECs
degeri 10,24 mg/I’dir. Bunun nedeni ; bakterinin karsilagtig1 ¢evresel etkiler (pH,

sicaklik, seyreltme cozeltilerindeki katyon ve anyonlar) ile Microthox cihazindan
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kaynaklanan belirsizlik 6l¢limii ve bakterinin saklanmasi ile ilgili baz1 genetiksel

ozellikler olabilir.

4.2.3 Anaerobik Bakteri Kullanilarak Metan Gazi Olgiimlerine Dayali Toksisite
Testi (ATA-Anaerobik Toksisite Testi) Sonuclart

Nano-ZnO nanopartikiiliiniin artan konsantrasyonlarinin, anaerobik bakterilere
toksik etki yapip yapmadigi ATA-Anaerobik Toksisite Testi ile incelenmistir. 150
ml’lik steril kapakli siselerde artan nanopartikiil konsantrasyonlarinda metan gazi
Olctimleri yapilmistir. Kontrol grubunda sadece substrat olarak glukoz bulunurken,
diger siselerde 1 ; 5 ; 10 ; 25 ; 50 ; 100 mg/l nano-ZnO nanopartikiilii konularak
inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonucunda kontrol grubunda olusan CH4 gazi
miktart 15 ml iken , 1 mg/l nano-ZnO dozunda 14,1 ml ; 5 mg/l nano-ZnO dozunda
10,02 ml ; 10 mg/l nano-ZnO dozunda 6,2 ml ; 25 mg/l nano-ZnO dozunda 4,1 ml ;
50 mg/l konsantrasyonunda 2,5 ml ve 100 mg/l nano-ZnO dozunda metan gazi
miktar1 1,2 ml’ye diismiistiir (Tablo 4.16). 48 saat sonucunda kontrol grubunda 16 ml
CH, gaz1 olusurken 1 mg/l ; 5 mg/l ; 10 mg/l ; 25 mg/l ve 50 mg/l nano-ZnO
dozunda sirasiyla metan gazi miktarlar1 13,8 ml ; 8,4ml; 4,3 ml ; 2,3 ml ; 1,9 ml'dir.

100 mg/I’de ise gaz ol¢iimii yapilamamistir (Tablo 4.16).

Tablo 4.16 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu metan gazi miktar1 ve
inhibisyon yiizdesi

24 saat sonucu
48 saat sonucu

nano-ZnO

Metan Gaz1 Miktar1
(ml)

inhibisyon Yiizdesi

(%)

Metan Gaz1 Miktar1
(ml)

inhibisyon Yiizdesi

(%)

Kontrol

15

0

16

0

1mg/1

14,1

6

13,8

13,7

Smg/l

10,2

32

8,4

47,5

10mg/1

6,2

58,6

43

73,1

25mg/1

4,1

72,6

2,3

85,6

50mg/1

2,5

83,3

1,9

88,1

100 mg /1

1,2

92

0

100

Sekil 4.34’te artan nano-ZnO konsantrasyonlarmna karst metan gazinin yiizde
Sekil
bakterilerinin % 70’ini inhibe eden ECyy degeri 24 saat i¢in 50,01 mg/l ; 48 saat i¢in

inhibisyon degerleri yer almaktadir. 4.34’ten hesaplanabilen metan
34,99 mg/I’dir. 24 saat sonucunda 1 mg/I’den 100 mg/I’ye ¢ikan nanopartikiil
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konsantrasyonu anaerobik bakterilerin metan iiretimini etkilemis, inhibisyon oran1 %
6’dan % 92’ye ¢cikmustir (Tablo 4.16). 48 saat sonucunda ise bu inhibisyon artmis ve
1 mg/l i¢in % 13,7 ; 5 mg/l i¢in % 47,5 ; 10 mg/l icin % 73,1 ; 25 mg/l i¢cin % 85,6 ;
50 mg/l igin % 88,1 ve 100 mg/l i¢cin % 100’e yilikselmistir (Tablo 4.16).
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Sekil 4.34 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karst metan gazinin yiizde inhibisyon degerleri (24

saat sonucu ECy, degeri= 50,01 mg/l; 48 saat sonucu ECy, degeri= 34,99 mg/1)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-ZnO konsantrasyonlar1 ile anerobik metan
Archae bakterilerinin 24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki
iligkinin lineer oldugu saptanmistir (R=0,995). Test sonucu Sekil 4.35°de yer
almaktadir. Analiz 0=0,05 6nem derecesinde gergeklestirilmistir. Yapilan varyans

analizi sonucunda zaman (P=0,0019 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0001 < 0,05)

degiskenlerinin inhibisyon yiizdeleri lizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli
oldugu goriilmiistiir (P=0,0001 < 0,05).
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Sekil 4.35 Anaerobik metan Archae bakterilerinin ANOVA testi sonuglari
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Literatiir caligmalarina baktigimizda Nyugen ve ark., (2015) nano-CeO, ve nano-
ZnO’in biyogaz {iretimindeki toksisitesini arastirmiglar. 10 mg/l nano-ZnO
konsantrasyonunda metan bakterilerine olan inhibisyonu 24 saat sonucu 34,8 mg/l
olarak bulmuslardir. Bu tez ¢alismasinda 48 saat icin bulunan EC7y degeri 34,99 mg/1
olarak saptanan nano-ZnO konsantrasyonuyla yakin bir sonu¢ oldugu goriilmektedir.
Luna-delRisco ve ark., (2011) nano-CuO ve nano-ZnO nanopartikiillerinin biyogaz
tiretiminde toksik etkisini arastirmis ve 14 giinliikk bir inkiibasyon periyodu sonucu
ECso degerini 57,3 mg/l olarak rapor etmislerdir. Metan bakterisin nano-ZnO’ya
maruz kalma siiresi arttik¢a, nano-ZnO nanopartikiilii daha yiiksek dozlarda toksik
etki gostermektedir. Bunun sebeplerinden biri bakterinin toksik ¢evre ortamini tolere
edebilecek enzim salimimi ya da mikrobiyal metabolizmasina uyum saglayacak
sekilde ayarlamas1 gibi bir ¢ok detoksifikasyon mekanizmasi ile adapte edebildigi

olabilir (Gadd ve Griffiths, 1977).

4.2.4 Maya (Candida albicans) - Kiif (Aspergillus niger ) Akut Toksisite Testi

Sonuclari

Nano-ZnO nanopartikiiliiniin akut toksisitesi maya (Candida albicans) ve kiif
(Aspergillus niger) olmak tizerine iki farkli organizma iizerinde c¢alisilmistir. Tablo
4.17°de artan nano-ZnO konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu Candida
albicans maya kolonilerinin sayilar1 verilmektedir. Kontrol grubunda 24 saat
sonucunda 165000 ; 164000 ; 166000 adet koloni/ml iken 1 mg/l nano-ZnO dozuna
maruz kalan C.albicans kolonilerinin sayist 135000 ; 134000 ; 163000 adet
koloni/ml’ye ; 50 mg/l nano-ZnO dozunda 73000 ; 74000 ; 72000 adet koloni/ml’ye ;
100 mg/l nano-ZnO dozunda ise 48000 ; 47000 ; 49000 adet koloni’ml’ye diigsmiistiir
(Tablo 4.17). 48 saat sonucunda ise kontrol grubunda 155000 ; 156000 ; 157000 adet
koloni/ml iken 1 mg/l konsantrasyonunda maya kolonilerinin sayis1 106000 ; 105000
; 107000 adet koloni/ml , maksimum doz 100 mg/l konsantrasyonunda canli maya

koloni sayilar1 4000 ; 3000 ; 5000 adet koloni/ml’e diismiistiir (Tablo 4.17).
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Tablo 4.17 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu Candida albicans maya

kolonilerinin sayilari

CANLI C.albicans MAYA KOLONISI SAYILARI (adet koloni /1 ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-ZnO ORTALAMA ORTALAMA
1. Seri 2. Seri 3. Seri DEGER 1. Seri 2. Seri 3. Seri DEGER
Kontrol 165000 164000 166000 156000 155000 156000 157000 165000
1mg/1 135000 134000 136000 135000 106000 105000 107000 106000
10mg /1 114000 113000 115000 114000 73000 71000 72000 72000
50mg/1 73000 74000 72000 73000 36000 35000 37000 36000
100 mg /1 48000 47000 49000 48000 4000 3000 5000 4000

Sekil 4.36’da Candida albicans maya kolonilerinin 24 ve 48 saat inkiibasyon
stirelerinde nano-ZnO’in artan konsantrasyonlarma karsin kontrole gore ylizde
inhibisyonlar1 gdsterilmektedir. 24 saat sonucunda 1 mg/l nano-ZnO dozunda yiizde
inhibisyon % 13,5 ; 10 mg/l , 50 mg/l ve 100 mg/l dozunda ise sirasiyla yiizde
inhibisyon % 26,9 ; % 53,2 ; % 69,2°dir. 48 saat sonucunda ise 1 mg/l dozunda %
13,5’tan % 35,7’ye ; 10 mg/l dozunda % 26,9’dan % 56,4’e ; 50 mg/l dozunda %
53,2’den % 78,2’ye ve 100 mg/l nanopartikiill dozunda inhibisyon % 69,2’den %
97,5’e yikselmistir. Sekil 4.36’dan hesaplanabilen ECsy degeri 24 saat sonucunda
60,2 mg/1 iken 48 saat sonucunda 27,5 mg/I’a diismiistiir. Nano-ZnO’e maruz kaldig1

stire artik¢a Candida albicans maya hiicrelerinin hassasiyeti artmistir.

24 saat 48 saat
100 <100 *
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£ 20 o= = 20
pE] 0 e
‘ ' ‘ ‘ ' 0 , , , , )
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nano-ZnO Konsantrasyonu (mg1) nano-ZnO Konsantrasyonu (mg/1)

Sekil 4.36 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karst Candida albicans bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 4.0 mg/l; 48 saat sonucu ECs, degeri= 2.9

mg/1)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-ZnO konsantrasyonlar ile C.albicans’nin
24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iligkinin lineer oldugu

saptanmistir (R=0,996). Test sonucu Sekil 4.37°de yer almaktadir. Analiz a=0,05
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onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,0005 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0004 < 0,05) degiskenlerinin inhibisyon
yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir
(P=0,0004 < 0,05).
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Sekil 4.37 C.albicans 'in ANOVA testi sonuglari

Akut toksisitesi ¢alisilan diger mikroorganizma ise kiif (Aspergillus niger) ‘tiir.
Tablo 4.18’de artan nano-ZnO konsantrasyonlara karsi 24 ve 48 saat sonucu
Aspergillus niger kiif kolonilerinin sayilar1 verilmektedir. Kontrol grubunda 24 saat
sonucunda A.niger kolonileri 57000 ; 58000 ; 56000 adet koloni/ml iken 1 mg/I
nanopartikiil dozuna maruz kalan kiif kolonilerinin sayis1 41000 ; 40000 ; 42000 adet
koloni/ml’ye, en yiiksek nanopartikiil dozu olan 100 mg/l nano-ZnO’e maruz kalan
A.niger kolonilerinin sayis1 200 ; 210 ; 220 adet koloni/ml’e diismiistiir (Tablo 4.18).
48 saat sonucunda kontrol grubundaki kiif kolonilerinin sayis1 63000 ; 64000 ; 62000
adet koloni/ml iken 1 mg/l nano-ZnO’e maruz kalan A.niger koloni sayis1 31000 ;
30000 ; 32000 adet koloni/ml’e ; 50 mg/l nano-ZnO dozunda 3000 ; 3100 ; 2900 adet
koloni/ml’ye ve 100 mg/l nano-ZnO dozunda A.niger kolonilerin tamami inhibe

olmustur (Tablo 4.18).
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Tablo 4.18 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Aspergillus niger - kiif

kolonilerinin sayilari

CANLI A.niger KUF KOLONISI SAYILARI (adet koloni /1 ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-ZnO 1. ORTALAMA ORTALAMA
Seri 2. Seri 3. Seri DEGER 1. Seri 2. Seri 3. Seri DEGER

Kontrol 57000 58000 56000 57000 63000 64000 62000 63000
1mg/1 41000 40000 42000 41000 31000 30000 32000 31000
10mg/1 20000 23000 20000 21000 19000 18000 20000 19000
50mg/1 9000 9100 8900 9000 3000 3100 2900 3000

100 mg /1 200 210 220 210 0 0 0 0

Sekil 4.38’de artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsin A.niger kolonilerinin 24
ve 48 saat sonucundaki yiizde inhibisyonlar1 goriilmektedir. 1 mg/l
konsantrasyonunda 24 saat sonucunda inhibisyon % 28,1 iken 48 saat sonucunda bu
inhibisyon % 50,8’e¢ ¢ikmaktadir. 10 mg/l nano-ZnO dozu 24 saat sonucunda kiif
kolonilerinin % 63,2’sini inhibe ederken, 48 saat sonucunda % 69,8’ini inhibe
etmektedir. Nano-ZnO dozu 50 mg/I’den 100 mg/1’e ¢ikarildginda inhibisyon 24 saat
sonucunda % 99,6 ; 48 saat sonucunda inhibisyon % 100 olmaktadir. Sekil 4.38den
hesaplanabilen ECsy degeri 24 saat sonucunda 25,9 mg/I iken 48 saat sonucunda 13,9
mg/I’a diismiistiir. Nano-ZnO’e maruz kalan kiif kolonileri konsantrasyon miktarlari
artikca inhibisyonlar1 artmistir, maruz kalma siireleri artikca kiif kolonilerinin

nanopartikiile olan hassasiyeti artmistir.

- 24 saat 48 saat
Sioo L ;5‘100 <o <
= . <
“ 20 = B0
5 = <
Feo  ® y=08052x+29,003| | & 6O Y=0,72X¥ 39976
g T Ri=0.7222 o > R*=0,5852
2 =0,7222 -
.40 g 40
£.¥ &
= 20 2 20
5 =
0 , : , . : S 0o . . .
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
nano-ZnO Konsantrasyonu (mg/1) nano-ZnO Konsantrasyonu (mg/1)

Sekil 4.38 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi Aspergillus niger bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu Inhibisyon Yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 25,9 mg/l; 48 saat sonucu ECs, degeri=

13,9 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-ZnO konsantrasyonlar1 ile A.niger’nin 24
ve 48 saat sonucundaki inhibisyon ylizdeleri arasindaki iliskinin lineer oldugu

saptanmistir (R=0,971). Test sonucu Sekil 4.39’da yer almaktadir. Analiz a=0,05
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onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,1194 > 0,05) degiskenine bagli olmadig1 ; konsantrasyon (P=0,0087 < 0,05)
degiskeninin inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli

oldugu goriilmiistiir (P=0,0118 < 0,05).
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Sekil 4.39 A.niger’in ANOVA testi sonuglari

Sekil 4.40(a)’da potato dextrose agarda Candida albicans kolonilerini
goriilmektedir. Kontrol petrisindeki maya kolonileri ile 1 mg/l ; 10 mg/1 ; 50 mg/1 ve
100 mg/l nano-ZnO konsantrasyonlarindaki maya kolonilerini kiyasladigimizda 100
mg/l dozunda maya kolonilerinin neredeyse tamami inhibisyona ugramistir [Sekil
4.40(a)]. Sekil 4.40(b)’de ise potato dextrose agarda Aspergillus niger kolonileri
goriilmektedir. Kontrol petrisindeki kiif kolonilerini artan nanopartikiil dozlarina
maruz kalan kif kolonileri ile kiyasladigimizda Aspergillus niger, konsantrasyon
arttikca inhibisyon artmis, maksimum doz — 100 mg/I’de maksimum inhibisyon
gerceklesmistir. Candida albicans’a kiyasla nano-ZnO’e daha hassas oldugu Sekil
4.40(a) ve Sekil 4.40(b) ile goriilmektedir. Ayrica ECsy degerlerini kiyasladigimizda
A.niger’in 48 saat sonucunda ECsy degeri 13,9 mg/l iken Candida albicans’in 48 saat

sonucunda ECsy degeri 27,5 mg/I’dir [Sekil 4.40(a) ve Sekil 4.40(b)].
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Sekil 4.40 (a): Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi Candida albicans maya hiicrelerinin
sayilarinin degisimi ; (b): Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karst Aspergillus niger kif

hiicrelerinin sayilarinin degisimi

Nano-ZnO ve maya ile yapilan ¢aligmalara baktigimizda ; Kasemets ve ark.,
(2009) nano-ZnO’in Saccharomyces cerevisiae’ye olan toksisitesini ¢alismislar. 8
saat boyunca S.cerevisae’ye maruz biraktiklari nano-ZnO i¢in ECsy degerini 121
mg/l olarak ; 24 saat maruz biraktiklarini ECsy degerini 131 mg/l olarak rapor
etmigler. Nano-ZnO’in yiiksek konsantrasyonlarindaki ECsy degerlerini kararsiz
¢inko iyonlariin maya hiicrelerinde akiimiile oldugunu ve bunun énemli bir hiicresel
savunma sistemi oldugunu tespit etmisler. Bu tez ¢alismasinda maya olarak Candida
albicans kullanilmig ve 24 saat i¢in ECsy degeri 60,2 mg/l, 48 saat i¢in 13,5 mg/l
nano-ZnO olarak saptanmustir. Farkli maya tiirlerinin nano-ZnO’ya kars1 farkl
toksisite cevaplart olabilir. Candida albicans ile ¢aligilan literatiirlere baktigimizda
Liposvky ve ark., (2011) nano-ZnQO’in antifungal aktivitesini C.albicans ile ¢alismis.
24 saat maruz kalma siiresi sonunda minimum fungisidal konsantrasyonunu 1 mg/ml

bulmuslardir.

4.2.5 Alg (Chlorella sp.) Akut Toksisite Testi Sonuglart

Nano-ZnO nanopartikiiliiniin alg iizerine inhibisyonu Chlorella sp. tiri ile
calisilmistir ve yapilan toksisite ¢alismasinda artan nano-ZnO konsantrasyonlarina
(0,01 mg/1 ; 0,25 mg/1 ; 0,5 mg/l ; 1 mg/l ; 5 mg/l ) kars1 alg hiicrelerinin 24 ; 48 ve
72 saat boyunca biiylimelerine olan inhibisyon arastirilmistir. Tablo 4.18’de artan
nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi 24, 48 ve 72 saat sonunda 10 upl’deki alg

hiicrelerinin sayis1 verilmistir. Her bir konsantrasyon ve bekleme siiresi 3 seri
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seklinde calisilmistir. T=0’daki alg hiicresi sayis1 46 adet alg/10 pl iken 24 saat
inkiibasyon periyodundan sonra kontrol grubundaki alg sayilar1 120 ; 121 ; 125 adet
alg / 10 pl iken 0,01 mg/l nano-ZnO’e maruz kalmis alg hiicrelerinin sayis1 73 ; 72 ;
77 adet alg/ 10 pl ; 0,25 mg/l nano-ZnO’e maruz kalmig alg hiicreleri sayis1 51 ; 50 ;
55 adet alg/ 10 ul ; 0,5 mg/l nano-ZnO’e maruz kalmis alg hiicreleri sayis1 39 ; 37 ;
44 adet alg/ 10 pl ; 1 mg/l nano-ZnO’e maruz kalmis alg hiicreleri sayis1 23 ; 19 ; 24
adet alg/ 10 pl ; maksimum doz 5 mg/l nano-ZnO’e maruz kalmis alg hiicreleri sayis1
14 ; 11 ; 8 adet alg/ 10 pl’e diismiistiir (Tablo 4.19). 48 saat sonunda kontrol
grubundaki alg sayilar1 135 ; 138 ; 141 adet alg/ 10 pl iken 0,01 mg/l nano-ZnO
konsantrasyonunda alg sayis1 65 ; 68 ; 62 adet alg/ 10 pul ; 0,25 mg/l nano-ZnO
dozunda 45 ; 43 ; 47 adet alg/ 10 pl ; 0,5 mg/l nano-ZnO dozunda alg sayis1 25 ; 21 ;
26 adet alg/ 10 pl ; 1 mg/l nano-ZnO konsantrasyonunda alg sayis1 11 ; 9 ; 13 adet
alg/ 10 ul ve 5 mg/l nano-ZnO dozundaki alg sayilar1 3 ; 5 ; 1 adet alg/ 10 ul’ye
diismiistiir (Tablo 4.19). 72 saat sonunda kontrol grubundaki alg sayilar1 141 ; 146 ;
142 adet alg/ 10 pl iken 0,01 mg/l konsantrasyonunda alg sayilar1 48 ; 46 ; 44 adet
alg/ 10 ul’ye ; 0,25 mg/l nano-ZnO dozunda 28 ; 22 ; 31 adet alg/ 10 ul’ye ; 0,5
mg/l’ de 16 ; 13 ; 19 adet alg/10 ul’ye ; 1 mg/l nano-ZnO konsantrasyonunda 5 ; 2 ; 8
adet alg/ 10 ul’ye ve 5 mg/l nano-ZnO konsantrasyonunda alg hiicrelerinin tamami

inhibe olmustur (Tablo 4.19).

Tablo 4.19 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu Chlorella sp. - alg hiicresi

sayilart
ALG (Chlorella sp.) SAYILARI (adet Alg /10 pl)
24 saat sonucu 48 saat sonucu 72 saat sonucu
Nano-
1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3.
ZnO Ortalama Ortalama Ortalama
Seri Seri Seri Seri Seri Seri Seri Seri Seri
Kontrol 120 121 125 122 135 138 141 135 141 146 142 141
0,01 mg/1 73 72 77 74 65 62 68 65 48 46 44 48
0,25mg /1 51 50 55 52 45 43 47 45 28 22 31 28
0,5mg/1 39 37 44 40 25 21 26 25 16 13 19 16
Img/1 23 19 24 22 11 9 13 11 5 2 8 5
Smg/l 14 11 8 11 3 5 1 3 0 0 0 0

Sekil 4.41°de artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi Chlorella sp’nin yiizde
inhibisyon degerleri yer almaktadir. 24 saat sonucunda 0,01 mg/l, 0,25 mg/l, 0,5

mg/l, 1 mg/l ve 5 mg/l nano-ZnO konsantrasyonlarinda inhibisyon yiizdeleri sirastyla
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% 39,3 ; % 574 ; % 67,2 ; % 81,9 ; % 90,9’dur. 48 saat sonunda bu inhibisyon
degerleri biraz daha artmais, sirasiyla % 52,8 ; % 67,4 ; % 82,6 ; % 92,02 ; % 97,8. 72
saat sonunda 0,01 mg/l, 0,25 mg/l, 0,5 mg/l, 1 mg/l ve 5 mg/l nano-ZnO
konsantrasyonlarinda inhibisyon yiizdeleri sirasiyla % 67,8 ; % 81,1 ; % 88,8 ; %
96,5 ; % 100°diir. Alg hiicrelerinin % 50’sini inhibe eden doz ECsy degeri Sekil
4.41°de hesaplanamamis, yerine % 80 ve % 85’ini etkileyen dozlar saptanmistir.
Buna gore 24 saat sonucu ECgy Degeri= 3,03 mg/l; 48 saat sonucu ECgy Degeri=1,6
mg/1 ; 72 saat sonucu ECgs Degeri=0,93 mg/1’dir.
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Sekil 4.41 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karst Chlorella sp’nin yiizde inhibisyon degerleri(24
saat sonucu ECgy degeri= 3,03 mg/l; 48 saat sonucu ECgy degeri=1,6 mg/l ; 72 saat sonucu ECg;s
degeri=0,93 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-ZnO konsantrasyonlar1 ile Chlorella sp.’nin
24 ; 48 ve 72 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iliskinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,97). Test sonucu Sekil 4.42’de yer almaktadir. Analiz a=0,05
onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,0002 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0001< 0,05) degiskenlerinin inhibisyon

yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir
(P=0,0001 < 0,05).
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Kaynak OF R2 Ozeti Ortalama  F Oranlan

Model L 44947090 749,118 43,0037
Error 8 136,502 17,063 Prob>F
c Total 14 48312110 <0001

Tahmin Edilen Parametreler
Testlerin Etkileri
-

Kaynak Mparm DF r2 Ozeti FoOranlan Olasihk>F

Zaman 2 2 057 4705 28,0576 0.0002*
Doz 4 4 A637 2204 51,8267 = 0001

Sekil 4.42 Chlorella sp.’nin ANOVA testi sonuglari

Nano-ZnO’in alg lzerine toksisitesini ¢aligan Ji ve ark., (2011) alg olarak
Chlorella sp. tiirtinii se¢gmigler ve 1000 mg/l nano-ZnO konsantrasyonunda % 48,8
inhibisyona ugradigini rapor etmisler. Alg kiiltiiriinii hazirlarken kullanilan farkli
kimyasallar, nanopartikiillerin farkli davraniglar1 farkli toksikolojik cevaplara neden
olabilir. Franklin ve ark., (2007) Pseudokirchneriella subcapitata ile ¢aligmig ve 72
saat sonucunda nano-ZnO i¢in ICsy degerini 0,06 mg/1 olarak saptamislar ve bu deger
tez ¢aligmasinda 72 saat sonucu saptanan ECgs degerine yakin bir degerdir. Franklin
ve ark., (2007)’nin yaptiklar1 ¢aligmaya paralel olarak Aruoja ve ark., (2009) da
Pseudokirchneriella subcapitata ile ¢alismis ve 72 saat sonucunda nano-ZnO igin
ECsp degerini yaklasik olarak 0,04 mg/l olarak bulmuslardir ve bu yiiksek

toksisitenin nedeninin ¢dziinmiis ¢inko iyonlarinin olabilecegini sOylemisler.

4.2.6 Su Piresi (Daphnia magna) Akut Toksisite Testi Sonuclari

Daphnia magna ile yapilan akut toksisite testi nano-ZnO nanopartikiiliiniin artan
dozlarinin D. magna lizerine inhibisyonuna dayanmaktadir. Deney ortaminda nano-
ZnO’in degisen konsantrasyonlart 100 ml olarak hazirlanip, her bir konsantrasyon
icin 10 adet D.magna konulmustur, ayrica kontrol grubu olarak D.magna’nin mineral
ortamini igeren 100 ml’lik ortama 10 adet D.magna konularak 24 ve 48 saat icin

6lim olup olmadig1 izlenmistir. Tablo 4.20’de artan nano-ZnO konsantrasyonlarinin
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24 ve 48 saat sonucunda canli ve Olen D.magna sayilari yer almaktadir. 24 saat
sonucunda 0,01 ; 0,05 ; 0,5 mg/l nano-ZnO dozlarinda D.magna iizerinde bir
inhibisyon gerceklesmemis, 0,7 ; 1 ; 3 mg/l nano-ZnO konsantrasyonunda inhibisyon
baslamis, 1 adet D.magna 6lmiistiir. Nano-ZnO dozu arttik¢a inhibisyon artmis ; 10
ve 20 mg/l nano-ZnO’ya maruz kalan D.magna’larin yarisi inhibisyona ugramis, 5
adet D.magna Olmiistiir. Maksimum dozlarda 50 mg/l nano-ZnO dozunda 7 adet
D.magna olirken, 100 mg/l nano-ZnO dozunda 9 adet D.magna 6lmiistiir (Tablo
4.20). 48 saat sonucunda 0,05 mg/l nano-ZnO’ya maruz kalan D.magna’larda etki
gostermeye baslamis ; 1 adet D.magna 6lmiistiir. 1 ve 3 mg/l nano-ZnO dozunda 4
adet D.magna 6lmiis ; konsantrasyon arttik¢a inhibisyon maksimuma ¢ikmistir. 10 ;

20; 50 ; 100 mg/1 nano-ZnO konsantrasyonunda tiim D.magna’lar 6lmiistiir.

Tablo 4.20 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Daphnia manga - su

piresi sayilar1

24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-ZnO i nano-ZnO
Canh Olen N
konsantrasyonu konsantrasyonu Canh Daphnia Olen Daphnia
Daphnia Daphnia
(mg/l) (mg/l) sayisi sayisi
sayisi sayl1si
0,01 10 0 0,01 10 0
0,05 10 0 0,05 9 1
0,5 10 0 0,5 8 2
0,7 9 1 0,7 7 3
1 9 1 1 6 4
3 9 1 3 6 4
5 8 2 5 5 5
7 8 2 7 2 8
10 5 5 10 0 10
20 5 5 20 0 10
50 3 7 50 0 10
100 1 9 100 0 10

Sekil 4.43’de artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi D.magna’larin yiizde
inhibisyonun grafigi bulunmaktadir. Nano-ZnO dozu arttikca D.magna iizerine olan
inhibisyonu artmustir. 0,01 ; 0,05 ; 0,5 mg/l nano-ZnO konsantrasyonlar1 24 saat
sonucunda toksik etki gostermezken, 10 ve 20 mg/l nano-ZnO D.magna’larin %
50’sini Oldiirmiistiir. 48 saat sonucunda 0,05 mg/l nano-ZnO ile toksisite baslamis ;
10 ;20 ; 50 ; 100 mg/l nano-ZnO konsantrasyonlar1 D.magna tizerinde % 100 toksik
etki gostermistir. Sekil 4.43’ten hesaplanabilen D.magna’nin % 50’sini etkileyen

ECs degeri 24 saat i¢in 41,4 mg/l 48 saat i¢in 21,8 mg/I’dir.
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Sekil 4.43 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karst Daphnia manga’larin yiizde inhibisyon

degerleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 41,4 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri=21,8 mg/1)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-ZnO konsantrasyonlar1 ile Daphnia
magna’nin 24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iligkinin lineer
oldugu saptanmistir (R=0,942). Test sonucu Sekil 4.44’te yer almaktadir. Analiz
a=0,005 6nem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda
zaman (P=0,0002 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0001< 0,05) degiskenlerinin
inhibisyon yiizdeleri {iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu
goriilmiisttir (P=0,0001 < 0,05).
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Kaynak DF R2 Ozeti Ortalama F Granlan
Model 12 29150,000 2429,17 14,0836
Error 11 1783.332 162,12 Prob>F
C. Total 23 30833333 <.0001"
.. Tahmin Edilen Parametreler
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-

Kaynak Nparm DF r2 Ozeti FOranlan  Olasihk>F
Zaman 1 1 4816.667 29,7103  0.0002°
Doz 11 11 24333.233 13,6449 =, 0001

Sekil 4.44 Daphnia magna’'nin ANOVA testi sonuglart

Zhu ve ark., (2009) 6 farkli nanopartikiilin Daphnia magna tzerine akut
toksisitesini incelemigler ve 48 saat sonucu nano-ZnO i¢in ECsy degerini 0,622 mg/1
olarak saptamiglar. Santo ve ark., (2014) 48 saat sonunda nano-ZnO’in ECsy degerini

3,1 mg/l ; Heinlaan ve ark. (2008) da hemen ayni sonuglar1 rapor etmis ve 48 saat
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sonunda nano-ZnO’in ECsy degerini 3,2 mg/l olarak saptamistir. Poynton ve ark.,
(2011)’nin tespit ettigi ECsy degeri ise bu tez calismasinda saptanan ECsy degerine
cok yakin bir deger ; 24 saat sonucu nano-ZnO icin ECsy degeri 22 mg/I’dir. Blinova
ve ark., (2010)’nin yaptiklar1 ¢alismada 48 saat sonucu ECsy degeri 16 mg Zn/l
olarak bulmuslar. Nano-ZnO D.magna iizerinde nasil toksik etki gdsteriyor cevabini
Santo ve ark., (2014) arastirmislar. in vivo ortamda nano-ZnO’e maruz kalan
D.magna’nin birincil toksisite nedeni epitelyum hiicreler ve onlarin hiicreler arasi
baglantilarinda hiicresel dejenerasyonlardir. Hiicre nanopartikiilii hiicre igine
membran1 pargalamadan endositik yolak ile icerisine alir ve nano-ZnO hiicre
igerisine girdiginde ¢inko iyonlarini salip bir ¢ok hiicresel hasarlara (sitoplazmik
matriksde vakuolizasyon, mitokondriyal bozunma, oksidatif stres vb.) sebep

olmaktadir (Blinova ve ark., 2010).

4.2.7 Balik (lepistes - Poecillia reticula) Akut Toksisite Testi Sonuclari

Nano-ZnO nanopartikiiliiniin artan konstrasyonlarinin balik {izerine akut
toksisitesi ¢alisilmis ; balik olarak kullanilan lepistes - Poecillia reticula’nin 24 ve 48
saat sonucu kontrole kiyasla canli ve 6li sayilar1 Tablo 4.21.’de yer almaktadir. 24
saat sonucunda 1 ; 10 ve 50 mg/l nano-ZnO konsantrasyonlar1 lepistes - Poecillia
reticula tizerine toksik etki gostermezken ; 100 mg/l nano-ZnO konsantrasyonunda
lepistes - Poecillia reticula iizerinde inhibisyon goézlenmeye baslamistir, 1 balik
olimii gézlenmistir (Tablo 4.21). 200 mg/l nano-ZnO dozunda 2 balik ; 300 mg/l
nano-ZnO konsantrasyonunda 3 balik 6liimii gdzlenmistir. 500 ; 750 ve 1000 mg/I
nano-ZnO konsantrasyonlar1 balik iizerine % 100 toksik etki gdstermis, kontrol
grubuna kiyasla tiim baliklar Olmiistiir (Tablo 4.21). 48 saat sonucunda 24 saat
sonuglarina paralel olarak 1 ; 10 ; 50 mg/l nano-ZnO dozlarinda inhibisyon
ger¢ceklememis, 100 ve 200 mg/l nano-ZnO dozunda 2 balik 6limi gergeklesmistir.
300 mg/l nano-ZnO dozunda 3 balik oliirken, 500 ; 750 ; 1000 mg/l nano-ZnO
dozunda inhibisyon % 100 gerceklesmistir (Tablo 4.21).
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Tablo 4.21 Artan

reticula sayilari

nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu lepistes - Poecillia

24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-ZnO
Kontroldeki Canh Bahk
konsantrasyonu N Canl Balik Sayis1 N
Balik Sayisi Sayisi Olii balik sayis1 Olii balik sayis1
(mg/l)
1 5 5 0 5 0
10 5 5 0 5 0
50 5 5 0 5 0
100 5 4 1 3 2
200 5 3 2 3 2
300 5 2 3 1 4
500 5 0 5 0 5
750 5 0 5 0 5
1000 5 0 5 0 5

Sekil 4.45’te artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi lepistes - Poecillia

Nano-ZnO
nanopartikiiliiniin 100 mg/1 konstrasyonunda baslayan toksik etki (% 20 inhibisyon)

reticula’lerin  yiizde inhibisyonun grafigi yer almaktadir.
ile doz arttik¢a inhibisyon artmaya devam etmistir. 500 ; 750 ; 1000 mg/l nano-ZnO
dozuda inhibisyon % 100 gerceklesmistir. 48 saat sonucu 24 saat sonuglariyla paralel
sonuclar gostermis ; inhibisyon 100 mg/I’de baslamistir (% 40 inhibiyon). 300
mg/I’de % 80 inhibisyon ger¢eklesirken ; 500 ; 750 ; 1000 mg/l nano-ZnO dozunda
inhibisyon % 100 ger¢eklesmistir. Nano-ZnO nanopartikiiliiniin baliklarin % 50’sine
etki eden dozu (ECsy Degeri) 24 saat sonucu ECsy Degeri= 352,2 mg/l; 48 saat

sonucu ECsy Degeri=324,3 mg/1 Sekil 4.45’ten hesaplanmustir.
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Sekil 4.45 Artan nano-ZnO konsantrasyonlarina karsi lepistes - Poecillia reticula’lerin ytizde
inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 352,2 mg/l; 48 saat sonucu ECs, degeri=324,3
mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-ZnO konsantrasyonlart ile lepistes —

Poecilia reticula 'nin 24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki
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iliskinin lineer oldugu saptanmistir (R=0,990). Test sonucu Sekil 4.46’da yer
almaktadir. Analiz 0=0,05 6nem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans
analizi sonucunda zaman (P=0,1690 > 0,05) degiskeninin etkili olmadigr ;
konsantrasyon (P=0,0001< 0,05) degiskenlerinin inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili
oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir (P=0,0001 < 0,05).
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Sekil 4.46 Lepistes — Poecillia reticula’nin ANOVA testi sonuglar1

4.2.8 Biyoayrisabilirlik Testi Sonuclari

Nano-ZnO nanopartikiiliiniin aktif camurdaki mikroorganizmalar tarafindan
biyoayrigabilirliklerinin  belirlenmesi amaglanmis, ayrica alict ortama desarj
edildiginde canli ekosistem tarafindan tolere edilebilmesi i¢in hangi seyreltmede
verilmesinin daha uygun olup olmadig: arastirilmistir. Nano-ZnO’in 10 ve 100 mg/1
konsantrasyonlarinda % giderimleri 28 giinlik silire boyunca belli zaman
araliklarinda dlgiilen KOI degerleri ile hesaplanmustir (Tablo 4.22). Baslangi¢ KOI
degerleri 10 ve 100 mg/l iken 5 ; 10 ; 15 ; 20 ve 28. giinlerde azalan KOI degerleri
olgiilmiistiir. t=0. giinde KOI degeri 10 mg/l iken 5.giiniin sonunda &lgiilen KOI 9,66
mg/l ; 10.giinde 9,19 mg/1 KOI ; 15.giinde 9,06 mg/l KOI ; 20.giinde 8,43 mg/l KOI ;
28.giiniin sonunda dlgiilen KOI 8,34 mg/I’dir (Tablo 4.22). t=0. giinde KOI degeri
100 mg/1 iken 5.giiniin sonunda 6l¢iilen KOI 98,63 mg/l ; 10.giinde 96,89 mg/l KOI ;
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15.giinde 96,13 mg/l KOI ; 20.giinde 94,61 mg/l KOI ; 28.giiniin sonunda &lgiilen
KOI 93,57 mg/I’dir (Tablo 4.22).

Tablo 4.22 28 giin boyunca nano-ZnO’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlar: igin yiizde
biyoayrisabilirlik degerleri

10 mg/l nano-ZnO 100 mg/l nano-ZnO
KOIi Konsantrasyonu KOIi Konsantrasyonu
Giinler (mg/L) % Giderim (mg/L) % Giderim
t=0 10 0 100 0
t=5 9,66 34 98,63 1,37
t=10 9,19 8,1 96,89 3,11
t=15 9,06 9,4 96,13 3,87
t=20 8,43 15,7 94,61 5,39
t=28 8,34 16,6 93,57 6,43

Sekil 4.47°de giinlere kars1 10 mg/l ve 100 mg/l nano-ZnO’in % biyoayrisabilirlik
degerleri yer almaktadir. 10 mg/l baslangic KOI miktar1 ortama konulan aerobik
camur bakteri tarafindan ayristirildigi icin zaman artikga azalma nispeten
gbzlenmistir, 28. giiniin sonucunda giderilen maksiumum KOI % 16,6 ‘da kalmustur.
100 mg/l baslangic KOI miktar1 i¢in 5. giinde % giderim % 1,37 iken ; 20. giine
gelindiginde % 5,39’a ; 28. glinde % giderim % 6,43’a yiikselmistir. 10 mg/l ve 100
mg/l KOI akvaryumlarinda % biyoayrisabilirlik degerleri 28 giin boyunca ¢ok az
miktarlarda artmistir. Bunun sebebi olarak nano-ZnO nanopartikiiliiniin
biyoayrigabilirlikten sorumlu aktif camurda heterotrof aerobik mikroorganizmalara
toksik etki gdstermesi, ortamin pH, sicaklik gibi ¢evresel faktorlerine ve ortamdaki

heterotrofik bakteri grubunun hassas olmasindan kaynaklanabilir.
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Sekil 4.47 10 ve 100 mg/1 nano-ZnO konsantrasyonlarinin 28 giinliik % biyoayrisabilirlik degerleri

Yapilan ANOVA testinde artan nano-ZnO konsantrasyonlar1 ile biyoayrisabilirlik
testinin 10 ve 100 mg/l nano-ZnO konsantrasyonlarinin giinlere kars1 % giderimi

arasindaki iliskinin lineer oldugu saptanmistir (R=0,947). Test sonucu Sekil 4.48’de
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yer almaktadir. Analiz 0=0,05 Onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan
varyans analizi sonucunda giinler (P=0,0597 > 0,05) degiskeninin % giderime etkili
olmadig: ; konsantrasyon (P=0,0256 < 0,05) degiskenin % giderim iizerinde etkili
oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir (P=0,0409 < 0,05).

Tahmin Edilen Gergekile Cizim
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Sekil 4.48 Biyoayrisabilirlik testi’nin ANOVA testi sonuglari

4.2.9 Biyoakiimiilasyon Testi Sonuclari

Nano-ZnO nanopartikiiliiniin farkli konsantrasyonlarmin canli organizmadaki
salimim ve birikimin saptanmasi amag¢lanmistir. Canli organizma olarak lepistes -
Poecillia reticula kullanilmig, 28 giin boyunca 10 ve 100 mg/l konsantrasyonundaki
nanopartikiilin KOI degerleri dlgiilmiis ve 28 giinliik periyodun sonunda baliklar
temiz suya alinip, baliktan suya gecen KOI degerleri 28 giin boyunca hesaplanmistir.
Tablo 4.23’te 28 giin boyunca nano-ZnO’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda
numuneden baliga gegen KOI konsantrasyonlar1 ve baliktan temiz suya gecen KOI

konsantrasyonlar1t yer almaktadir. Biyoakiimiilasyon faktorii (BCF) ‘niin

hesaplanmasi materyal-metod bdliimiinde ayrintili agiklanmastir.

Tablo 4.23’te 10 mg/l nano-ZnO konsantrasyonunda 28 giinliik periyotta sudan
baliga gecen KOI konsantrasyonlar1 t=0. giinde 10 mg/l iken 5. giin ; 10. giin ; 15.
giin ; 20. giin ve 28. giinde dl¢iilen KOI degerleri sirasiyla 9,53 mg/l ; 9,18 mg/l ;
8,94 mg/l ; 8,41 mg/l ve 8,21 mg/l'dir. K, hesaplanmasinda kullanilan Cy; (0.
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Giinde sudan baliga gegen kirletici konsantrasyonun dogal logaritmas1 — InKOI=2,3
mg/l) ve Cp (28. Giinde sudan baliga gecen kirletici konsantrasyonun dogal
logaritmas1 — InKOI=2,11 mg/l) degerleri Tablo 4.23’te yer almaktadir. Materyal-
Metod béliimiinde ayrintili anlatilan K, hesaplamasima gore ; k, degeri 0,0015 giin™
olarak hesaplanir. K; hesaplamasinda yer alan C; degeri Sekil 4.49(a)’da yer alan
grafikte 14. giine gelen InKOI 2,39 mg/l olarak bulunmaktadir ; C,, degeri ise
baliktan suya gegen KOI degerlerinin dogal logaritmalarindan [Cy= Cy2-Cy1 (mg/l) /
(Cyo= 28.giin] (Cy;=0.glin)] 1,49 mg/l olarak hesaplandi. Materyal-Metod
béliimiinde ayrmtili anlatilan K; hesaplamasina gore ; k; degeri 0,0010 giin™ olarak

hesaplanir. BCF degeri ise 0,66°dur.
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Sekil 4.49 (a): 10 mg/l nano-ZnO in giinlere gore In(Sudan baliga gegen kirletici konsantrasyonu)
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In Babga Gecen Kirdetich Konsantrasyonn (mg1)
=
In Babiga Gecen Kirletich Konsantrasyonu (g 1y

Giinler

degerleri (C=2,2 mg/l) ; (b): 100 mg/l nano-ZnO in giinlere gore In(Sudan baliga gecen kirletici
konsantrasyonu) degerleri (C¢=4,38 mg/1)

100 mg/l nano-ZnO konsantrasyonunda 28 giinliik periyotta sudan baliga gecen
KOI konsantrasyonlar1 t=0.giinde 10 mg/l iken 5. ; 10. ; 15. ; 20. ve 28. giinde KOI
degerleri sirasiyla 98,72 mg/l ; 97,61 mg/l ; 96,51 mg/l ; 95,36 mg/l ve 94,91
mg/lI’dir. K> hesaplanmasinda kullanilan Cy; (0. Giinde sudan baliga gecen kirletici
konsantrasyonun dogal logaritmas1 — InKOI=4,605 mg/l) ve Cp, (28. Giinde sudan
baliga gecen Kkirletici konsantrasyonun dogal logaritmasi — InKOi=4,552 mg/l)
degerleri Tablo 4.23’te yer almaktadirMateryal-Metod boliimiinde ayrintili anlatilan
K, hesaplamasina gore ; k» degeri 4,29 giin™' olarak hesaplanir. K; hesaplamasinda
yer alan Cy degeri Sekil 4.49(b)’de yer alan grafikte 14. giine gelen InKOI 4,63 mg/I
olarak bulunmaktadir ; C,, degeri ise baliktan suya gecen KOI degerlerinin dogal

logaritmalarindan [Cy= Cy2-Cyi  (mg/l) / (Cyo= 28.giin] (Cy=0.giin)] 1,33 mg/l
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olarak hesaplandi. Materyal-Metod bdliimiinde ayrintili anlatilan K; hesaplamasina

gore ; ki degeri 13,99 giin' olarak hesaplamir. BCF degeri ise 3,26°dr.

Tablo 4.23 28 giin boyunca nano-ZnO’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda numuneden baliga

gecen KOI konsantrasyonlari ve baliktan temiz suya gegen KOI konsantrasyonlari

10 mg/l nano-ZnO

Numuneden Bahga
Baliktan Suya Gegen

Gegen KOI . . .
InKOI (mg/L) KOI Konsantrasyonu InKOI (mg/L)
Konsantrasyonu
Giinler (mg/L)
(mg/L)
t=0 10 2,30 0 0
t=5 9,53 2,25 0,41 -0,89
t=10 9,18 2,21 0,82 -0,19
t=15 8,94 2,19 1,11 0,104
t=20 8,41 2,12 1,63 0,48
t=28 8,21 2,11 1,83 0,604

100 mg/l nano-ZnO

Numuneden Bahiga
Baliktan Suya Gecen

Gegen KOI . . .
InKOI (mg/L) KOI Konsantrasyonu InKOI (mg/L)
Konsantrasyonu
Giinler (mg/L)
(mg/L)
t=0 100 4,605 0 0
t=5 98,72 4,592 1,36 0,307
t=10 97,61 4,580 2,39 0,871
t=15 96,51 4,569 3,52 1,258
t=20 95,36 4,557 4,63 1,532
t=28 94,91 4,552 5,12 1,633

Lepistes - Poecillia reticula blinyesinde nanopartikiiliin akiimiile olup olmadigina
dayal1 bu testte OECD’de yer alan kriter BCF eger 10°dan kii¢iik ise anlamli degil,
eger 10°dan biiyiik ise balik biinyesinde nanopartikiiliin akiimiile oldugunu gosteriyor
(OECD 305, 2012). 10 mg/l nano-ZnO i¢in BCF degeri 0,66 ; 100 mg/l nano-ZnO
icin BCF degeri 3,26’tiir. 10 mg/l ve 100 mg/l nanopartikiil konsantrasyonunda balik
biinyesinde biyoakiimiile olmadigini gostermektedir. Hao ve ark., (2013) tarafindan
yapilan c¢alismada ZnO nanopartikiiliniin  Cyprinus carpio  iizerindeki
biyoakiimiilasyonu incelenmistir. Calisma sonuglarina gore, 30 giinliik maruz kalma
siiresinden sonra 50 mg/l nano-ZnO ‘in baligin dokularinda 6nemli derecede
akiimiile oldugu bulunmustur.

Yapilan ANOVA testinde artan nano-ZnO Kkonsantrasyonlari ile
biyoakiimiilasyon testinin 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarina giinlere kars1 sudan
baliga gecen KOI konsantrasyonu ile baliktan suya gecen KOI konsantrasyonlari

arasindaki iligkinin lineer oldugu saptanmistir (10 mg/1 i¢in: R=0,976 ; 100 mg/1 igin:
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R=0,998). Test sonucu Sekil 4.50’de yer almaktadir. Analiz 0=0,05 Onem
derecesinde gerceklestirilmistir. 10 mg/l nano-ZnO konsantrasyonu i¢in: yapilan
varyans analizi sonucunda giinler (P=1,0000 > 0,05) degiskeninin etkili olmadig1 ve
KOi (Sudan baliga gecen ve Baliktan suya gecen) (P=0,0001< 0,05) degiskenin

inhibisyon yiizdeleri {iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu
goriilmiistir (P=0,0007 < 0,05). 100 mg/l nano-ZnO konsantrasyonu i¢in: yapilan
varyans analizi sonucunda giinler (P=1,0000 > 0,05) degiskeninin etkili olmadig1 ve
KOi (Sudan baliga gecen ve Baliktan suya gecen) (P=0,0001< 0,05) degiskenin

inhibisyon yiizdeleri {iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu
goriilmiisttr (P=0,0001 < 0,05).
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Sekil 4.50 Biyoakiimiilasyon testi’nin ANOVA testi sonuglari (10 mg/l ve 100 mg/1 i¢in)

4.2.10 Nano-ZnO’in  Farkhh  Trofik Seviyelerindeki ECsy Degerlerin

Karsilastirilmasi

Nano-ZnO’in prokaryot canli olan ; bakteri (Escherichia coli ; Bacillus cereus ;
Vibrio fischeri ; Metan Archae Bakterisi) , okaryot canli olan ; fungus (maya-
Candida albicans |/ kiif- Aspergillus niger) , alg (Chlorella sp.) , Crustacea (Daphnia
magna) ve balik (lepistes - Poecillia reticula) olmak tizere 6 farkli trofik seviye
tizerine 9 farkl akut toksisite deneyi yapilmistir. Farkli beslenme seviyelerindeki
canlilarin nano-ZnQO’e kars1 farkli toksik cevaplart olugsmustur. Tablo 4.24’te yer alan
EC degerlerine gore ; en diisiikk EC degerine (24 saat sonucu ECgy= 3,03 mg/l) sahip
olan Chlorella sp.- alg nano-ZnO’e en hassas organizmadir (P=0,0001 < 0,05). En
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yiiksek ECsp degerine sahip olan lepistes - Poecillia reticula (24 saat sonucu

EC50=352,2 mg/1) nano-ZnO’e en direngli organizmadir (P=0,0001 < 0,05).

Tablo 4.24 Nano-ZnO’in farkl trofik seviyelerindeki ECs, degerleri

ECs) Degerleri (mg/1)
30 dakika sonucu 24 saat sonucu 48 saat sonucu 72 saat sonucu
Bakteri - E.coli - 15,6 12,9
Bakteri - B.cereus - 31,8 22,8
Bakteri - V.fischeri 16,097
Bakteri — Metan Archae - 50,01 (ECyp) 34,99 (ECy)

Maya - C.albicans - 60,2 27,5
Kiif — A.niger - 25,9 139

Alg — Chlorella sp. - 3,03 (ECso) 1,6 (ECss) 0,93 (ECso)
Crustacea — D.magna - 414 21,8
Balik — lepistes - Poecillia reticula - 352,2 3243

4.3 Nano-Al,O; ile Yapilan Akut Toksisite Calismalari

4.3.1 Bakteri (Escherichia coli — Bacillus cereus) Akut Toksisite Testi Sonuclart

Nano-Al,O3 nanopartikiiliiniin bakteri iizerine akut toksisitesi iki farkli bakteri ile
calisilmigtir ve bu bakteriler gram negatif Ozellige sahip olan Escherichia coli
bakterisi ile gram pozitif 6zellige sahip Bacillus cereus bakterisidir. Tablo 4.25’te
artan nano-Al,Os konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu canli kalan E.coli
bakterisinin sayilar1 gosterilmektedir. Kontrol grubundaki bakteri sayilar1 baslangicta
35 adet/koloni iken 24 saat sonucunda sayilar1 65000 ; 64900 ; 65100 adet koloni/1
ml’ye yiikselmistir (Tablo 4.25). 24 saat sonunda 1 mg/l nano-Al,O3
konstrasyonunda bakteri sayilart 50000 ; 49000 ; 51000 adet koloni/ml’ye
diigmiistiir. Nanopartikiil miktar1 10 mg/I’den 100 mg/I’ye artikca kontrole gore
nanopartikiiliin E.coli lizerine inhibisyonu artmis, canli bakteri sayilart 9000 ; 9100 ;
8900 adet koloni/ml’ye diismiistiir (Tablo 4.25). 48 saat sonucunda kontrol
grubundaki bakteri sayilar1t 69000 ; 69100 ; 68900 adet/ml iken 1 mg/l nano-Al,Os’e
maruz kalan E.coli kolonileri 45000 ; 45100 ; 44900 adet koloni/ml’ye ; 50 mg/l
dozunda 12000 ; 11900 ; 12100 adet koloni/ml’ye ve 100 mg/l konsantrasyonunda
bakteri sayilar1 5000 ; 5100 ; 5500 adet koloni/ml’ye diigmiistiir (Tablo 4.25).
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Tablo 4.25 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Escherichia coli

bakterilerinin sayilari

CANLI E.coli BAKTERI SAYILARI (adet koloni /1 ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-
ORTALAMA ORTALAMA
ALO; 1. Seri 2. Seri 3. Seri . 1. Seri 2. Seri 3. Seri .
DEGER DEGER
Kontrol 65000 64900 65100 65000 69000 69100 68900 69000
1mg/1 50000 49000 51000 50000 45000 45100 44900 45000
10mg/1 35000 34000 34500 34500 28000 28100 28500 28200
50mg/1 22000 20000 24000 22000 12000 11900 12100 12000
100 mg /1 9000 9100 8900 9000 5000 5100 5500 5200

24 saat sonucunda nano-Al,Os; dozu 1 mg/I’den 100 mg/I’e cikarildiginda
inhibisyon ylizdesi % 23,1’den % 86,2’ye ylikselmistir. 48 saat sonunda ise nano-
ALOs’nin E.coli’ye olan inhibisyonu artmis ; 1 mg/l’den 100 mg/lI’ye artan
konsantrasyonda E.coli’nin inhibisyon yiizdesi % 34,8’den % 92,5 a ¢ikmistir. Sekil
4.51’den nano-Al,O;3 icin E.coli bakterisinin % 50’sini etkileyen ECsy degeri
hesaplanmistir. 24 saat sonucu ile 48 saat sonucu kiyasladigimizda E.coli ile nano-
Al Osnaopartikiiliinin - maruz kalma siiresi artikga bakterinin nanopartikiile
hassasiyeti artmakta, E.coli’nin % 50’sini 6ldiiren nano-Al,O3 konsantrasyonun
39,9 mg/I’den 26,9 mg/I’ye diistiigli saptanmistir. Bu durum 48 saat sonucu
inhibisyonun daha da arttigimi gostermektedir. 24 saat sonunda E.coli daha yiiksek
nano-Al,Oskonsantrasyonlarini tolere edebilmekte, 48 saat sonunda ise akut
toksisitesi arttigindan daha diisik nano-Al,Os; konsantrasyonlarin1 tolere

edebilmektedir.
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Sekil 4.51 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina karsi Escherichia coli bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 39,9 mg/l; 48 saat sonucu ECs, degeri=

26,9 mg/l)

91



Yapilan ANOVA testinde artan nano-Al,O3; konsantrasyonlar1 ile E.coli’nin 24
ve 48 saat sonucundaki inhibisyon ylizdeleri arasindaki iliskinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,994). Test sonucu Sekil 4.52°de yer almaktadir. Analiz a=0,05
Oonem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,0111 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0008 < 0,05) degiskenlerinin inhibisyon
yilizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir
(P=0,0011 < 0,05).
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Sekil 4.52 E.coli’nin ANOVA testi sonuglari

Diger akut toksisitesi calisilan gram pozitif 6zellige sahip bakteri Bacillus
cereus’un artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina karsin canli B. cereus bakteri
sayilarinin 24 ve 48 saat sonuglar1 Tablo 4.26’da verilmistir. 24 saat sonucunda
kontrolde iireyen B.cereus kolonileri 130000 ; 131000 ; 129000 adet koloni/ml iken,
1 mg/l nanopartikiiline maruz kaldiginda bu say1 110000 ; 109000 ; 111000 adet
koloni/ml’ye diismektedir. 10 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l nano-
AlLOskonsantrasyonlarinda  kontrole kiyasla canli bakteri sayilart gittikce
azalmaktadir (Tablo 4.26). 48 saat sonucunda ise kontrolde iireyen canli bakteri
sayilart 169000 ; 170000 ; 168000 adet koloni/ml iken 50 mg/l nano-Al,O3 dozunda
nanopartikiile maruz kalan B.cereus bakterisinin canli hiicre sayis1 19000 ; 20000 ;
18000 adet koloni/Iml’ye diismekte, 100 mg/l nanopartikiil dozunda ise 4000 ; 4100
; 3900 adet koloni/ml’ye kadar diismektedir (Tablo 4.26).
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Tablo 4.26 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Bacillus cereus
bakterilerinin sayilari

CANLI B.cereus BAKTERI SAYILARI (adet koloni /1 ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-
ORTALAMA ORTALAMA
ALO; 1. Seri 2. Seri 3. Seri . 1. Seri 2. Seri 3. Seri .
DEGER DEGER
Kontrol 130000 131000 129000 130000 169000 170000 168000 169000
1mg/1 110000 109000 111000 110000 84000 83000 85000 84000
10mg/1 81000 80000 82000 81000 49000 48000 50000 49000
50mg/1 34000 35000 36000 35000 19000 20000 18000 19000
100 mg /1 15000 16000 14000 15000 4000 4100 3900 4000

B.cereus bakterisinin artan nanopartikiil dozlarina karsin 24 ve 48 saat sonundaki
inhibisyon yiizdeleri incelendiginde 24 saat sonunda 1 mg/1’de inhibisyon yiizdesi %
15,4 iken, 10 mg/I’de % 37,7 ; 50 mg/I’de % 73,1 ve 100 mg/I’de % 88,5’e
yiikselmistir (Sekil 4.53). 48 saat sonunda ise inhibisyon yiizdeleri 1 mg/l icin %
50,3 ; 10 mg/l icin % 71,1 ; 50 mg/l icin 88,8 ve maksimum doz olan 100 mg/I’de ise
% 97,6 ya cikmustir (Sekil 4.53). Sekil 4.46’dan hesaplanabilen B.cereus bakterisinin
% 50’sine etki eden doz ; ECsy degeri 24 saat icin 40,9 mg/l ; 48 saat i¢in 15,22
mg/I’dir. Bakterinin nanopartikiille maruz kaldig1 siire artikca nano-Al,O3’in
bakteriye olan akut toksisitesinin arttigi, bakterinin nanopartikiile olan hassasiyetinin
artig1 ve daha diisiik nano-Al,O3 konsantrasyonlarini tolere edebildigi saptanmustir.
Kisa temas siirelerinde bakteri daha yiiksek nano-Al,O; konsantrasyonlarinda
yasayabilmekte, direng gosterebilmekte, bu nedenle daha yiiksek nano-Al,Os;

konsantrasyonlarini tolere edebilmektedir.
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Sekil 4.53 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina karst Bacillus cereus bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 40,9 mg/l; 48 saat sonucu ECs, degeri=

15,22 mg/l)
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Yapilan ANOVA testinde artan nano-Al,O; konsantrasyonlar1 ile B.cereus’nin
24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon ylizdeleri arasindaki iligkinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,956). Test sonucu Sekil 4.54’te yer almaktadir. Analiz a=0,05
onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,0362 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0208 < 0,05) degiskenlerinin inhibisyon
yilizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir
(P=0,0221 < 0,05).
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Sekil 4.54 B.cereus’un ANOVA testi sonuglart

Nano-Al,O3 nanopartikiiliiniin gram negatif bir bakteri olan E.coli ile gram pozitif
bir bakteri olan B.cereus’a olan akut toksisiteleri kiyaslandiginda ; B.cereus ve
E.coli’nin 24 saat sonucu ECsy degerleri birbirlerine yakin iken iken 48 saat
sonucunda B.cereus bakterisinin ECsy degeri 26,9 mg/l iken E.coli bakterisinin ECs
degeri 15,22 mg/l olarak hesaplanmistir. B.cereus bakterisinin diisiik ECso degeri bu
bakterinin nano-Al,O3; nanopartikiilii diisiik konsantrasyonlarinda bile E.coli’ye

kiyasla B.cereus’a daha etkili oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.55(a)’da Ecsherichia coli kolonilerinin nutrient agar ortaminda artan
nano-Al,O3 konsantrasyonlarinda kontrole kiyasla azaldigi goriilmektedir. 48 saat
sonucunda kontrol petrisinde E.coli kolonileri oldukca yogun iken, 1 mg/l ; 10 mg/l ;
50 mg/l ve 100 mg/l konstrasyonlarinda 48 saat nanopartikiile maruz kalan E.coli

bakterisinin sayis1 epey azalmistir. Sekil 4.55(b)’de ise Bacillus cereus’in nutrient
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agar ortamindaki koloni sayilar1 goriilmektedir. 48 saat boyunca nano-Al,O;
nanopartikiiliiniin 1 mg/l ; 10 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l konstrasyonlarina B.cereus
kolonileri maruz kalmis ve nutrient agar ortamina pasaji yapilip canlt B.cereus
kolonileri sayillmustir. Bacillus cereus bakterisinin Ecsherichia coli bakterisinden

daha hassas oldugu Sekil 4.55(a) ve Sekil 4.55(b)’den gozlemlenmektedir.

fiong=My0y mal neo-Ayly  10ngin 0o0=Ay0s ,,!“,

(@) (b)

Sekil 4.55 (a): Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarna karsi Escherichia coli bakteri sayilarinin

degisimi ; (b): artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina kars1 Bacillus cereus bakteri sayilarinin degisimi

Sekil 4.56’da Ecsherichia coli ve Bacillus cereus bakterilerinin gram boyama
sonucu goriintiileri yer almaktadir. A ve B goriintiileri E.coli bakterisine ait olup ; A
goriintlisli  nanopartikiile hi¢c maruz kalmamis kontrol grubu bakteri kolonilerinin
gram boyama sonucundaki goriintiisi B ise maksimum doz olan 100 mg/l
nanopartikiil konsantrasyonuna 48 saat boyunca maruz kalmis bakteri kolonilerinin
gram boyama sonucundaki goriintiisiidiir. Kontrol grubunda E.coli kolonileri gram
negatif cubuk bakteriler ile 100 mg/l nanopartikiile 48 saat boyunca maruz kalmis
bakterilerinin gram boyama goriintiisii kiyaslandiginda bakteri sekillerinde boyutun
biraz daha arttig1 goriilmektedir. Diger gram pozitif ozellikteki Bacillus subtilis
bakterisinin kontrol grubu ve 100 mg/l konsantrasyonunda 48 saat boyunca maruz
kalmis grubu kiyaslandiginda ; kontrol grubunda gram pozitif cubuk bakteriler
nanopartikiile maruz kaldiktan sonra hiicre sekillerinde boyutun biraz arttig1

goriilmektedir.
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Sekil 4.56 Ecsherichia coli ve Bacillus cereus bakterisinin gram boyama sonucu goriintiileri (A:
Kontrol grubundaki E.coli bakterisinin gram boyama sonucu ; B: nano-Al,O; nanopartikiiliine 48
saat maruz kalan E.coli bakterisinin gram boyama sonucu ; C: Kontrol grubundaki B.cereus
bakterisinin gram boyama sonucu ; D: nano-Al,O; nanopartikiiliine 48 saat maruz kalan B.cereus

bakterisinin gram boyama sonucu)

Nano-Al,O5’iin bakteriler {iizerine toksisitesi ile 1ilgili yapilan ¢alismalara
baktigimizda ; Jiang ve ark., (2009) nano-AlO3, nano-ZnO ve nano-SiO;
nanopartikiillerinin E.coli , B.subtilis ve P.fluorescens’a olan toksisitesini
arastirmiglar. 2 saat boyunca 20 mg/l nano-Al,O3’e maruz kalan E.coli ve B.subtilis
kolonilerinin sirasiyla % 36 ve % 57’sinin 6ldiigiinii rapor etmisler. Cok kisa siirede
yiiksek toksisite rapor edilmis olan bu calisma ile tez ¢alismasinda tespit edilen ECsg
degerleri birbirlerini desteklemekte ve 48 saat sonunda E.coli icin ECsy degeri 26,9
mg/l ; B.cereus i¢in 15,22 mg/I’dir. Diisiik ECs( degeri bakterinin nanopartikiile daha
hassas oldugunu yani nano-Al,Os’in B.cereus bakterisine daha yiiksek toksik etki
gosterdigini bize sdylemektedir. Jiang ve ark., (2009)’nin yaptiklar1 calismada da bu

sonuca paralel olarak B.cereus i¢in % 57’sini ; E.coli’nin ise % 36’simn1 oldiirmiistiir.
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Fajardo ve ark., (2014) nano-Al,O; nanopartikiiliiniin toprak organizmalarindan
Bacillus cereus ve Pseudomonas stutzeri lizerine etkisini aragtirmislar. 5 mg/l
konsantrasyonuna kadar nano-Al,Os’in toksik etki gostermedigini fakat yapilan
molekiiler testlerinde oksidatif stres savunma sisteminin gostergesi olan katB gen
ekspresyonunun arttigint rapor etmisler. Bu tez c¢alismasinda nano-AlO;
nanopartikiiliiniin B.cereus iizerine toksik etki yaratip yaratmadigi arastirilmis ve 48
saat sonucunda % 50’sini etkileyen ECsy degerini 15,22 mg/l olarak tespitedilmistir.
Yukarida bahsedilen 5 mg/I’ye kadar toksik etki gdstermedigi rapor edilen ¢aligma
ile farkli sonuglar elde edilmistir. Bunun sebeplerinden biri Fajardo ve ark.,
(2014)’nin yaptig1 calismada nano-Al,O3’in sitotoksik etkisine bakilirken, bu tez
calismasinda nanopartikiiliin artan konsantrasyonlarinda E.coli ve B.cereus
bakterileri 24 ve 48 saat maruz birakilmis ve kontrol grubuna kiyasla canli bakteri
kolonileri sayilip inhibisyonlar hesaplanmigtir. Nanopartikiiliin bakteri lizerindeki
toksik etkisi hala tam olarak agiklananamakla birlikte bazi hipotezler ©ne
stiriilmektedir. Bunlara 6rnek olarak nanopartikiillerin 1s18a olan hassasiyetleri ve
spesifik dalga boylarinda ROS (Reactive Oxygen Species/Reaktif Oksijen Tiirleri)

tiretimi verilmektedir (Jiang ve ark., 2009).

4.3.2 Bakteri (Vibrio fischeri) Biyoluminesans Degerine Gore Akut Toksisite Testi

Sonuclart

Nano-Al,O5’in artan konsantrasyonlarina karst biyoliiminesans bakterisi olan
Vibrio fischeri ‘nin luminesans degeri 6l¢iilmiistiir. Vibrio fischeri bakterisinin nano-
AlLOs’e maruz kaldig: siire arttikga, luminesans degerinin azaldig1 ve toksisitenin
arttigr goriilmektedir. Mikrothox deneyi nano-Al,Os’in 100 mg/l stok ¢ozeltisi
hazirlanmis, % 3’liik NaCl ile seyreltmeler yapilmis Lumistox 300 (Hach Lange) ile
bakterinin luminesans degeri Ol¢lilmiistiir. Yapilan seyreltmelerin en diisiigii 3,125
mg/I’de Ol¢iilen inhibisyon % 2,64 ; 6,25 mg/l nano-Al,O3 dozunda % 5,48 ; 12,5
mg/l ‘de % 26,63 ; 25 mg/I’de % 36,52 ; 50 mg/I’de % 71,26 ; 100 mg/l nano-Al,Os
dozunda % 99,61 inhibisyon gerceklesmistir (Tablo 4.27).
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Tablo 4.27 30 dakika sonucu nano-Al,O; nanopartikiiliiniin artan konsantrasyonlarina karsi Vibrio

fischeri — biyoluminesans bakterisinin % inhibisyon degerleri

nano-AlL,O; Konsantrasyonlar: (mg/l) % Inhibisyon
3,125 mg/l 2,64
6,25 mg/l 5,48
12,5 mg/l 26,63
25 mg/l 36,52
50 mg/1 71,26
100 mg/1 99,61

Sekil 4.57°de Mikrothox deneyinin sonucunda Lumistox 300 cihazindan alinan
grafik yer almaktadir. Grafikte artan nano-Al,O; konsantrasyonlara (3,125 mg/l ;
6,25 mg/l ; 12,5 mg/l ; 25 mg/l ; 50 mg/l ; 100 mg/l) kars1 V.fischeri bakterisinin %
inhibisyon degerleri yer almaktadir. Nano-Al,Os nanopartikiiliiniin Vibrio fischeri
bakterisinin % 50’sine etki eden dozu (ECsy Degeri) 30 dakika sonucunda 28,806
mg/l olarak hesaplanmustir. Vibrio fischeri biyoluminesans bakterisi nano-ZnO’e 5
dakika maruz kaldigindaki ECsy degeri 31,29 mg/l ; 15 dakika maruz kaldigindaki
ECsy degeri 30,81mg/I’ye diismiistiir. Bakterinin nanopartikiile maruz kalma siiresi
arttikca ECsp degerinde bir azalma gdzlenmis ve bakterinin naopartikiile olan

hassasiyeti artmistir.

% Inhibisyon
8

0 5 10 15 20 25 30 35 20 45 50 55 60 &5 70 7S 80 &5 90 95 100

Konsantrasyon (mg/l)
Sekil 4.57 nano-Al,O3’in artan konsantrasyonlarina karsit % inhibisyon degerleri (ECs, degeri=28,806
mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-Al,Os konsantrasyonlar1 ile Vibrio fischeri
bakterisinin 5. ; 15. ve 30. dakikalarindaki ECsy degerlerinin arasindaki iliskinin
lineer oldugu saptanmistir (R=0,998). Test sonucu Sekil 4.58’de yer almaktadir.

Analiz  0=0,05 6nem derecesinde gergeklestirilmistir. Yapilan varyans analizi
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sonucunda zaman (P=0,014< 0,05) degiskeninin ECsy degerleri iizerinde etkili

oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goériilmiistiir (P=0,0020< 0,05).

Tahmin Edilen Gergek ile Cizim
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Sekil 4.58 Vibrio fischeri bakterisinin ANOVA testi sonuglari

Nano-Al,O5’in Vibrio fischeri bakterisi iizerine toksik etkisinin c¢alisildigi bir

literatiir bilgisi saptanamamistir.

4.3.3 Anaerobik Bakteri Kullanilarak Metan Gaz Olgiimlerine Dayali Toksisite
Testi (ATA-Anaerobik Toksisite Testi) Sonuclari

Nano-Al,O3; nanopartikiiliinliin artan konsantrasyonlarinin, anaerobik bakterilere
toksik etki yapip yapmadigi ATA-anaerobik toksisite testi ile incelenmistir. 150
ml’lik sterill kapakli siselerde artan nanopartikiil konsantrasyonlarinda metan gazi
Olgiimleri yapilmistir. Kontrol grubunda sadece substrat olarak glukoz bulunurken,
diger sigelerde 1 ; 5 ; 10 ; 25 ; 50 ; 100 mg/l nano-Al,O3 nanopartikiilii konularak
inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonucunda kontrol grubunda olusan CH4 gazi
miktart 16,8 ml iken , 1 mg/l nano-Al,O3 dozunda 15,9 ml ; 5 mg/l nano-ALO;
dozunda 15,1 ml ; 10 mg/l nano-Al,O3 dozunda 14,6 ml ; 25 mg/l nano-Al,O;
dozunda 13,9 ml ; 50 mg/l konsantrasyonunda 11,8 ml ve 100 mg/l nano-Al,O;
dozunda metan gazi miktar1 11,1 ml’ye diismiistiir (Tablo 4.28). 48 saat sonucunda
kontrol grubunda 17,2 ml CH4 gazi olusurken 1 mg/l ; 5 mg/l ; 10 mg/l ; 25 mg/1 ; 50
mg/l ve 100 mg/l nano-Al,O3; dozunda sirasiyla metan gazi miktarlar1 15,8 ml ; 15,2

ml; 14,3 ml; 13,9 ml ; 10 ml ; 9,2 mI’ye diismiistiir (Tablo 4.28).
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Tablo 4.28 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlaria karsi 24 ve 48 saat sonucu metan gazi miktart ve

inhibisyon yiizdesi

24 saat sonucu 48 saat sonucn
nano-ALO; Metan Gaz1 Miktar1 inhibisyon Yiizdesi Metan Gaz1 Miktar1 inhibisyon Yiizdesi
(ml) (%) (ml) (%)
Kontrol 16,8 0 17,2 0
1mg/1 15,9 5,3 15,8 8,1
Smg/l 15,1 10,1 15,2 11,6
10mg/1 14,6 13,1 14,3 16,8
25mg/1 13,9 17,3 13,9 19,1
S0mg/1 11,8 29,8 10 41,8
100 mg /1 11,1 339 9,2 46,5

Sekil 4.59°da artan nano-Al,O3; konsantrasyonlarina karsi metan gazinin yiizde
inhibisyon degerleri yer almaktadir. Sekil 4.59°dan hesaplanabilen metan
bakterilerinin % 50’sini inhibe eden ECsy degeri 24 saat i¢in 96,83 mg/1 ; 48 saat i¢in
43,2 mg/I’dir. 24 saat sonucunda 1 mg/I’den 100 mg/I’ye ¢ikan nanopartikiil
konsantrasyonu anaerobik bakterilerin metan {iretimini etkilemis, inhibisyon orani %
5,3’ten % 33,9’a ¢cikmistir (Tablo 4.28). 48 saat sonucunda ise bu inhibisyon artmis
ve 1 mg/l icin % 8,1 ; 10 mg/l i¢in % 16,8 ; 50 mg/l i¢cin 41,8 ve 100 mg/l icin %
46,5 e yiikselmistir (Tablo 4.28).
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Sekil 4.59 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina kars1 metan gazinin yiizde inhibisyon degerleri (24

saat sonucu ECj3, degeri= 96,83 mg/l; 48 saat sonucu ECs, degeri= 43,2 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-Al,O; konsantrasyonlari ile anaerobik
metan Archae bakterilerinin 24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri
arasindaki iliskinin lineer oldugu saptanmistir (R=0,967). Test sonucu Sekil 4.60’de
yer almaktadir. Analiz  0=0,05 onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan

varyans analizi sonucunda zaman (P=0,0414 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0011 <
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0,05) degiskenlerinin inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun
anlamli oldugu goriilmiistiir (P=0,0014 < 0,05).

Tahmin Edilen Gergek ile Cizim
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Sekil 4.60 Anaerobik metan Archae bakterilerinin ANOVA testi sonuclari

Nano-Al,O5’in anaerobik bakterilerinin metan gazi {iretimine olan toksisitesinin
calisildig literatiirlere bakildiginda ¢ok az ¢alisma yapildigir goriilmektedir. Mu ve
ark., (2011) tarafindan nano-Al,O3;, nano-SiO, ve nano-ZnO’in aktif camur
sisteminde anaerobik aritima olan etkisini ¢alisilmis ve 6 mg/ g-AKM ; 30 mg/g-
AKM ; 150 mg/g-AKM dozlarindaki nano-Al,Os3’in metan gazi {iretimine toksik etki
yaratmadigini rapor etmisler. Bu tez calismasinda da bu litertiire paralel olarak 24
saat sonucundaki akut toksisitesi sonucu ECsy degeri 96,83 mg/1 olarak tespit edilmis
; 100 mg/I’ye kadar ¢ikan konsantrasyonlarda bile yliksek toksisite gozlenmemis,

maksimum % 33,9 ml’ye kadar ¢ikmistir.

4.3.4 Maya (Candida albicans) - Kiif (Aspergillus niger ) Akut Toksisite Testi
Sonuclart

Nano-Al,O3; nanopartikiiliiniin akut toksisitesi maya (Candida albicans) ve kiif
(Aspergillus niger) olmak tizerine iki farkli organizma iizerinde c¢alisilmistir. Tablo
4.29°da artan nano-Al,O3; konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu Candida

albicans maya kolonilerinin sayilar1 verilmektedir. Kontrol grubunda 24 saat
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sonucunda 275000 ; 276000 ; 274000 adet koloni/ml iken 1 mg/1 ; 10 mg/1 ; 50 mg/I
ve 100 mg/l konsantrasyonlarina maruz kalan maya kolonilerinde kontrole gore daha
az inhibisyon goézlenmistir (Tablo 4.29). 48 saat sonucunda ise kontrol grubunda
281000 ; 280000 ; 282000 adet koloni/ml iken 1 mg/l konsantrasyonunda maya
kolonilerinin sayis1 253000 ; 254000 ; 252000 adet koloni/ml , maksimum doz 100
mg/l konsantrasyonunda canli maya koloni sayilart 97000 ; 98000 ; 96000 adet
koloni/ml’e diigmiistiir (Tablo 4.29).

Tablo 4.29 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Candida albicans maya

kolonilerinin sayilar1

CANLI C.albicans MAYA KOLONISi SAYILARI (adet koloni /ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-
ORTALAMA ORTALAMA
ALO; 1. Seri 2. Seri 3. Seri . 1. Seri 2. Seri 3. Seri 3
DEGER DEGER

Kontrol 275000 276000 274000 275000 281000 280000 282000 281000
1mg/1 263000 262000 264000 263000 253000 254000 252000 253000
10 mg/1 231000 230000 229000 230000 211000 210000 212000 211000
50mg/1 195000 196000 194000 195000 183000 184000 182000 183000
100 mg /1 130000 131000 129000 130000 97000 98000 96000 97000

Sekil 4.61°de Candida albicans maya kolonilerinin 24 ve 48 saat inkiibasyon
stirelerinde nano-Al,O3’in artan konsantrasyonlarina karsin kontrole gore ylizde
inhibisyonlar1 gosterilmektedir. 24 saat sonucunda 1 mg/l nano-Al,O3; dozunda yiizde
inhibisyon % 4,4 ; 10 mg/l , 50 mg/l ve 100 mg/l dozunda ise sirasiyla yiizde
inhibisyon % 16,4 ; % 29,1 ; % 52,7°dir. 48 saat sonucunda ise 1 mg/l dozunda %
4,4dan % 9,9’a ; 10 mg/l dozunda % 16,4’ten %24,9’a ; 50 mg/l dozunda %
29,1’den % 34,9’a ve 100mg/l nanopartikiil dozunda inhibisyon % 52,7’den %
65,5’e yiikselmistir. Sekil 4.61°den hesaplanabilen ECsy degeri 24 saat sonucunda
93,1 mg/l iken 48 saat sonucunda 72,7 mg/I’a diigmiistiir. Nano-Al,Os maruz kaldig1
stire artikca Candida albicans maya hiicrelerinin hassasiyeti artmistir. Ancak nano-
Al,Os’in  bakteriler iizerine inhibisyonu ile maya iizerine inhibisyonu
kiyasladigimizda ; maya hiicrelerinin nano-Al,O3’e karsi toleransinin daha yiiksek
oldugunu bakterinin ECsy degerlerine kiyasla daha yiiksek ECsy degerlerinden

anlagilmaktadir.
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Sekil 4.61 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina karst Candida albicans bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 93,1 mg/l; 48 saat sonucu ECs, degeri=
72,7 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-Al,O3 konsantrasyonlar1 ile C.albicans’nin
24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iliskinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,994). Test sonucu Sekil 4.62°de yer almaktadir. Analiz a=0,05
onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,0170 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0008 < 0,05) degiskenlerinin inhibisyon
yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir
(P=0,0010 < 0,05).
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Sekil 4.62 C.albicans ' in ANOVA testi sonuglari

Nano-Al,O3; i¢in akut toksisitesi calisilan diger mikroorganizma ise kiif
(Aspergillus niger) ‘tir. Tablo 4.30’da artan nano-Al,Os konsantrasyonlarina karsi
24 ve 48 saat sonucu Aspergillus niger kiif kolonilerinin sayilar1 verilmektedir.
Kontrol grubunda 24 saat sonucunda A.niger kolonileri 50000 ; 51000 ; 49000 adet
koloni/ml iken 100 mg/l nano-Al,O3’e maruz kalan A.niger kolonilerinin sayisi

13000 ; 12000 ; 14000 adet koloni/ml’e diismiistiir (Tablo 4.30). 48 saat sonucunda
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kontrol grubundaki kiif kolonilerinin sayis1 59000 ; 60000 ; 61000 adet koloni/ml
iken 10 mg/l nano-Al,O3 konsantrasyonunda kontrol grubuna kiyasla 24000 ; 25000 ;
23000 adet koloni/ml’ye diismiistiir, 100 mg/l nano-Al,O3 dozunda A.niger sayilar

4000 ; 4100 ; 3900 adet koloni/ml’ye diismiistiir. (Tablo 4.30).

Tablo 4.30 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina karst 24 ve 48 saat sonucu Aspergillus niger - kiif

kolonilerinin sayilar1

CANLI A.niger KUF KOLONISI SAYILARI (adet koloni /1 ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-
ORTALAMA ORTALAMA
ALO; 1. Seri 2. Seri 3. Seri . 1. Seri 2. Seri 3. Seri .
DEGER DEGER
Kontrol 50000 51000 49000 50000 59000 60000 61000 60000
1mg/1 46000 45000 44000 45000 43000 42000 41000 42000
10 mg/1 37000 36000 35000 36000 24000 25000 23000 24000
50mg/1 26000 25000 27000 26000 11000 12000 1000 8000
100 mg /1 13000 12000 14000 13000 4000 4100 3900 4000

Sekil 4.63’te artan nano-Al,O3; konsantrasyonlarina karsin A.niger kolonilerinin
24 ve 48 saat sonucundaki yiizde inhibisyonlar1 goriilmektedir. 1 mg/l
konsantrasyonunda 24 saat sonucunda inhibisyon % 10 iken 48 saat sonucunda bu
inhibisyon % 30’a ¢ikmaktadir. 10 mg/l nano-Al,Os dozu 24 saat sonucunda kiif
kolonilerinin % 28’ini inhibe ederken, 48 saat sonucunda % 60’11 inhibe
etmektedir. Nano-Al,O3; dozu 50 mg/I’den 100 mg/I’e ¢ikarildginda inhibisyon 24
saat sonucunda % 74 ; 48 saat sonucunda inhibisyon % 9,3 olmaktadir. Sekil
4.63’ten hesaplanabilen ECsy degeri 24 saat sonucunda 59,2 mg/l iken 48 saat
sonucunda 26,9 mg/l’a diismiistiir. nano-Al,Os’e maruz kalan kiif kolonileri
konsantrasyon miktarlar1 artikga inhibisyonlar1 artmigtir, maruz kalma siireleri

artik¢a kiif kolonilerinin nanopartikiile olan hassasiyeti artmistir.
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Sekil 4.63 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlaria karsi Aspergillus niger bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 59,2 mg/l; 48 saat sonucu ECs, degeri=

26,9 mg/l)
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Yapilan ANOVA testinde artan nano-Al,O3 konsantrasyonlar1 ile A.niger’nin 24
ve 48 saat sonucundaki inhibisyon ylizdeleri arasindaki iligkinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,978). Test sonucu Sekil 4.64’te yer almaktadir. Analiz a=0,05
Oonem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,0101 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0079 < 0,05) degiskenlerinin inhibisyon
yilizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir

(P=0,0077 < 0,05).

Tahmin Edilen Gergek ile Cizim
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Kaynak DF  R2Ozeni Ortalama F Oranlan
Model 4 81332250 1533, 34,4631
Error 3 133.4737 44,49 Prob>F
C Total 7 62666988 0.0077*

Tahmin Edilen Parametreler
“I'estle:ln Etkileri

Kaynak Mparm  DF  r2 Ozetl FOranlan Olasilik>F

Zaman 1 1 1509.7512 33,9337 0.0101*
Doz 3 3 4623, 4738 34,6396 0.0079*

Sekil 4.64 A.niger’in ANOVA testi sonuglar1

Sekil 4.65(a)’da potato dextrose agarda Candida albicans kolonilerini
goriilmektedir. Kontrol petrisindeki maya kolonileri ile 1 mg/l ; 10 mg/1 ; 50 mg/1 ve
100 mg/l nano-Al,O3; konsantrasyonlarindaki maya kolonilerini kiyasladigimizda
inhibisyonun diger bakteri tiirlerine kiyasla c¢ok yiiksek olmadigi goriilmektedir
[Sekil 4.65(a)]. Sekil 4.65(a)’de ise potato dextrose agarda Aspergillus niger
kolonileri goriilmektedir. Kontrol petrisindeki kiif kolonilerini artan nanopartikiil
dozlarina maruz kalan kiif kolonileri ile kiyasladigimizda 100 mg/l nano-Al,Os;
konsantrasyonunda inhibisyonun yiiksek oldugu (% 93,3) agik¢a goriilmektedir.
Aspergillus niger, Candida albicans’a kiyasla nano-Al,Os’e daha hassas oldugu
Sekil 4.65(a) ve Sekil 4.65(b) ile goriilmektedir. Ayrica ECsy degerlerini
kiyasladigimizda A.niger’in 48 saat sonucunda ECsq degeri 26,9 mg/l iken Candida
albicans’1n 48 saat sonucunda ECsy degeri 72,7 mg/I’dir (Sekil 4.61 ve Sekil 4.63).
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Sekil 4.65 (a): Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina karst Candida albicans maya hiicrelerinin
sayllarinin degisimi (b): artan nano-AlL,O; konsantrasyonlarina karsi Aspergillus niger kif

hiicrelerinin sayilarmin degisimi

Nano-Al,O3’in  funguslar iizerine toksik etkisinin calisildigi literatiire
baktigimizda sadece maya olarak Saccharomyces cerevisiae 1ile c¢alisildig
goriilmektedir. Garcia-Saucedo ve ark., (2011) nano-HfO,, nano-SiO,, nano-Al,O;
ve nano-CeQ; nanopartikiillerin maya kolonileri iizerindeki toksisitesini ¢alismislar
ve nano-CeO; haricindeki nanopartikiiller i¢cin 1000 mg/l konsantrasyona kadar
toksik etki gostermedigini rapor etmislerdir. Bu tez ¢calismasinda ise nano-Al,O3’in 1
; 10 ; 50 ve 100 mg/l konsantrasyonlar1 ¢alisilmis ve ¢ok yiiksek toksik sonuclar elde
edilmese de % 50’sini etkileyen doz C.albicans ic¢in 24 saat sonucunda 59,2 mg/l,
A.niger i¢in 59,2 mg/1 olarak tespit edilmistir. Ayn1 nanopartikiiliin ayn1 tiir olmasa
bile maya organizmasina olan farkli cevabi ; nano-Al,O5’iin maya kiiltiiriindeki
agregasyonundan kaynaklaniyor olabilir. Ciinkii nanopartikiiliin dagilimi ya da
agregasyonu ; partikiil boyutunun nanopartikiiliin sitotoksik aktivitesini etkileyen

anahtar bir faktordiir.

4.3.5 Alg (Chlorella sp.) Akut Toksisite Testi Sonuclari

Nano-Al,O3; nanopartikiiliiniin alg iizerine inhibisyonu Chlorella sp. tiirii ile
calistlmistir. Yapilan toksisite c¢alismasinda artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina
(0,01 mg/1 ; 0,25 mg/l ; 0,5 mg/l ; 1 mg/l ; 5 mg/l ) kars1 alg hiicrelerinin 24 ; 48 ve
72 saat boyunca biiylimelerine olan inhibisyon arastirilmigtir. Tablo 4.31°de artan

nano-Al,Os3 konsantrasyonlarina karsi 24, 48 ve 72 saat sonunda 10 pl’deki alg
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hiicrelerinin sayis1 verilmistir. Her bir konsantrasyon ve bekleme siiresi 3 seri
seklinde calisilmistir. T=0’daki alg hiicresi sayis1 54 adet alg/10 pl iken 24 saat
inkiibasyon periyodundan sonra kontrol grubundaki alg sayilar1 95 ; 97 ; 90 adet alg /
10 pl iken 0,01 mg/l nano-Al,O3 maruz kalmig alg hiicrelerinin sayist 89 ; 82 ; 81
adet alg/ 10 ul ; 0,25 mg/l nano-Al,O3’e maruz kalmig alg hiicreleri sayis1 78 ; 76 ;
77 adet alg/ 10 ul ; 0,5 mg/l nano-Al,0Os’e maruz kalmis alg hiicreleri sayis1 75 ; 76 ;
71 adet alg/ 10 pl ; 1 mg/l nano-Al,O3’e maruz kalmis alg hiicreleri sayis1 63 ; 61 ;
65 adet alg/ 10 pl ; maksimum doz 5 mg/l nano-Al,O3’e maruz kalmis alg hiicreleri
sayist 59 ; 60 ; 61 adet alg/ 10 pl’e diismiistiir (Tablo 4.31). 48 saat sonunda kontrol
grubundaki alg sayilart 98 ; 96 ; 91 adet alg/ 10 pl iken 0,01 mg/l nano-Al,O;
konsantrasyonunda alg sayis1 82 ; 84 ; 80 adet alg/ 10 ul ; 0,25 mg/l nano-Al,O;
dozunda 76 ; 79 ; 75 adet alg/ 10 ul ; 0,5 mg/l nano-Al,O3 dozunda alg sayis1 70 ; 72
; 71 adet alg/ 10 ul ; 1 mg/l nano-Al,O3 konsantrasyonunda alg sayist 59 ; 58 ; 57
adet alg/ 10 pl ve 5 mg/l nano-Al,O3 dozundaki alg sayilar1 55 ; 57 ; 51 adet alg/ 10
ul’ye diismiistiir (Tablo 4.31). 72 saat sonunda kontrol grubundaki alg sayilar1 112 ;
106 ; 103 adet alg/ 10 pl iken 0,01 mg/l konsantrasyonunda alg sayilar1 89 ; 91 ; 90
adet alg/ 10 ul’ye ; 0,25 mg/l nano-Al,O3 dozunda 81 ; 75 ; 72 adet alg/ 10 ul’ye ;
0,5 mg/l’ de 68 ; 61 ; 63 adet alg/10 ul’ye ; 1 mg/l nano-Al,O; konsantrasyonunda 61
; 55 ; 52 adet alg/ 10 ul’ye ve 5 mg/l nano-Al,O3 konsantrasyonunda 55 ; 50 ; 51 adet
alg/ 10 pl’ye diigsmiistiir (Tablo 4.31).

Tablo 4.31 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Chlorella sp - alg

hiicresi sayilar1

ALG (Chlorella sp.) SAYILARI (adet Alg /10 pl)
24 saat sonucu 48 saat sonucu 72 saat sonucu
Nano-
1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3.
ALO; Ortalama Ortalama Ortalama
Seri Seri Seri Seri Seri Seri Seri Seri Seri
Kontrol 95 97 90 94 98 96 91 95 112 106 103 107
0,01 mg/1 89 82 81 84 82 84 80 82 89 91 90 90
0,25mg/1 78 76 77 75 76 79 70 77 81 75 72 76
0,5mg/1 75 76 71 74 70 72 71 71 68 61 63 64
1mg/1 63 61 65 63 59 58 57 58 61 55 52 56
Smg/l 59 60 61 60 55 50 51 52 55 51 50 52

Sekil 4.66’da artan nano-Al,Os konsantrasyonlarina karsi1 Chlorella sp’nin yiizde
inhibisyon degerleri yer almaktadir. 24 saat sonucunda 0,01 mg/l, 0,25 mg/l, 0,5

mg/l, 1 mg/l ve 5 mg/l nano-Al,O; konsantrasyonlarinda inhibisyon yiizdeleri
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sirastyla % 10,6 ; % 18,9 ; % 21,2 ; % 32,9 ; % 36,2°dir. 48 saat sonunda bu
inhibisyon degerleri biraz daha artmus, sirasiyla % 13,6 ; % 20,2 ; % 25,3 ; % 38,9 ;
% 45,3. 72 saat sonunda 0,01 mg/l, 0,25 mg/l, 0,5 mg/l, 1 mg/l ve 5 mg/l nano-Al,O3
konsantrasyonlarinda inhibisyon yiizdeleri sirasiyla % 15,8 ; % 28,9 ; % 40,1 ; %
47,6 ; % 51,4dir. Sekil 4.66’dan hesaplanabilen alg hiicrelerinin % 30’sini inhibe
eden doz ECsp degeri 24 saat i¢in 12,07 mg/l, % 40’sini inhibe eden doz EC4 degeri
48 saat icin 3,5 mg/l ve % 50’sini inhibe eden doz ECs degeri 72 saat igin 4,07 mg/1
nano-Al,Os (Sekil 4.66). ECsy degeri 72 saat i¢in hesaplanabilirken 24 ve 48 saat i¢gin
sirastyla ECsg ve ECy4o hesaplanabilmistir. ECsy’ye doniistiirdiigimiiz bu degerler 24

saat i¢in 4,8 mg/1 ; 48 saat i¢in 4,3 mg/1’dir.

24 saat 48 saat 72 saat

:q 45 60 = 60
< 40 * <
Z 35 <50 g 0
g 30 é 40 'E: 40
= s | =
~ 50 iZ 30 = 30 ¥=48643% + 30,183
=z - Y= s}ﬁni-‘ 0_1‘35 ? - y=52113x+21614 = \ R*=04814
g 15 =0,397 S 20 RE=0,6745 g 20
= 10 o = I
ERrR = 10 ‘ g 10 ‘
= = =1 =
= 0 ‘ . " " J = o . J = 0 "

0 1 2 3 4 s o 1 2 3 4 5 0 L 2 3 4 5
nano-Al,O; Konsantrasyonu (ing/1) nano-Al,O; Konsantrasyonu (mg/l nano-Al,O; Konsantrasyonu (mg/1)

Sekil 4.66 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina karst Chlorella sp’nin yilizde inhibisyon degerleri

(24 saat sonucu EC; degeri= 2,9 mg/l; 48 saat sonucu ECyy degeri=3,5 mg/l ; 72 saat sonucu ECs,
degeri=4,07 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-Al,Os konsantrasyonlar1 ile Chlorella
sp.’nin 24 ; 48 ve 72 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iliskinin lineer
oldugu saptanmistir (R=0,943). Test sonucu Sekil 4.67°de yer almaktadir. Analiz
a=0,05 onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda
zaman (P=0,0006 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0001< 0,05) degiskenlerinin

inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu
goriilmistiir (P=0,0001 < 0,05).
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Tahmin Edilen Gergekile Cizim
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¢ Tahmin Edilen Parametreler
. Testlerin Etkileri

Kaynak Nparm DF r2 Ozeti  F Oranlart Olasik >F
Zaman 2 2 49,5835 21,6216 0.0006"
Doz 4 4 1898.5992 48,9184 =0001"

Sekil 4.67 Chlorella sp.’nin ANOVA testi sonuglari

Literatiir ¢alismalar1 arastirildiginda nano-Al,Os’in Chlorella sp.’ye olan toksik
etkisinin bir ¢ok arastirmaci tarafindan calisildigir goriilmektedir. Sadiq ve ark.,
(2011) nano-AlOs’in Scenedesmus sp. ve Chlorella sp. olmak tizere iki farkli
mikroalg lizerindeki toksik etkisini aragtirmiglar. 72 saat sonucunda ECsy degerini
Chlorella sp. i¢in 454 mg/l ; Scenedesmus sp. icin 39,35 mg/l olarak rapor
etmislerdir. Nano-Al,Os’e maruz kalan Chlorella sp. kiiltiiriiniin SEM goriintiilerinde
nano-Al,O3 nanopartikiiliiniin hiicre etrafin1 tamamen ¢evreleyip kiimelendigini
tespit etmisler ve toksisiteye sebep olan faktorler arasinda baglica neden bu
olabilecegini Ongdérmiiglerdir. Pakrashi ve ark., (2013) aluminyum oksit
nanopartikiiline maruz kalan alg hiirelerinin sitotoksisitesini incelemisler. 24 saat
sonucunda 1; 0,5 ve 0,05 mg/l konsantrasyonarinda hiicre canliliginin % 18’e
diistiigli ve membran hasarinin ise 1 mg/l i¢in % 16,3 oldugunu ; 72 saat sonucunda
ise toksik etki arttigini, hiicre canlilig1 % 5,3’e diistiiglinlii ve membran hasar1 1 mg/l
icin % 17,5’e yiikseldigini rapor etmisler. Pakrashi ve ark., (2013)’nin yaptiklar
calismalara paralel olarak, alg kiiltiiriiniin nano-Al,Os’in diisiik konsantrasyon
araliklarina maruz birakilmasimna ragmen yiiksek toksisite gostermis ve 72 saat

sonucunda % 50’sini etkileyen dozun 4,07 mg/1 olarak hesaplanmustir.
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4.3.6 Su Piresi (Daphnia magna) Akut Toksisite Testi Sonuclart

Sucul besin agmnin onemli bir parcasi olan Daphnia magna ile yapilan akut
toksisite testi nano-Al,O3 nanopartikiiliiniin artan dozlarinin Daphnia magna tizerine
inhibisyonuna  dayanmaktadir. Deney ortaminda nano-AlOs’in  degisen
konsantrasyonlart 100 ml olarak hazirlanip, her bir konsantrasyon i¢in 10 adet
D.magna konulmustur, ayrica kontrol grubu olarak D.magna’nin mineral ortamini
iceren 100 ml’lik ortama 10 adet D.magna konularak 24 ve 48 saat i¢in 6liim olup
olmadig1 izlenmistir. Tablo 4.32’de artan nano-Al,Os; konsantrasyonlarinin 24 ve 48
saat sonucunda canli ve 6len D.magna sayilar1 yer almaktadir. 24 saat sonucunda
0,01 ; 0,05 ; 0,5 ; 0,7 mg/l nano-Al,O3 konsantrasyonlar1 D.magna {izerinde toksik
etki gostermemis, Olim ger¢eklememistir. 1 ve 3 mg/l nano-Al,O; dozunda
inhibisyon gézlenmeye baslamis ve 2 adet D.magna 6lmiistiir ; 50 ve 100 mg/I nano-
ALO; dozunda maksimum inhibisyon gozlenmis, 9 adet D.magna 0lmiistiir (Tablo
4.32). 48 saat sonucunda minimum konsantrasyonlarda bile D.magna izerine
inhibisyon gerceklesmis ; 0,01 ve 0,05 mg/l nano-Al,O3; dozunda 1 adet D.magna
Olmiistiir. nano-Al,Os artan konsantrasyonlar1 D.magna iizerinde toksik etki
gostermis, doz arttikga 6liim sayilar1 artmig, maksimum konsantrasyonda 100 mg/1

‘de tiim D.magna’lar inhibisyona ugramistir (Tablo 4.32).

Tablo 4.32 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Daphnia manga - su

piresi sayilari

24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-AlLQO; - nano-ALO; -
Konsantrasyonu (mg/l) Canh Daphnia Olen Daphnia Konsantrasyonu (mg/l) Canh Daphnia Olen Daphnia
sayis1 sayisi sayist sayIisi

0,01 10 0 0,01 9 1
0,05 10 0 0,05 9 1

0,5 10 0 0,5 7 3

0,7 10 0 0,7 7 3

1 8 2 1 6 4

3 8 2 3 6 4

5 7 3 5 6 4

7 7 3 7 5 5

10 3 7 10 3 7

20 3 7 20 2 8

50 1 9 50 2 8
100 1 9 100 0 10
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Sekil 4.68’de artan nano-Al,Os3 konsantrasyonlarina karsi D.magna’larin yilizde
inhibisyonun grafigi bulunmaktadir. 24 saat sonucunda 0,01 ; 0,05 ; 0,5 ; 0,7 mg/I
nano-Al,Os3 dozlar1 D.magna’y1 inhibe etmezken ; 5 ve 7 mg/I’de % 30 inhibisyon ;
10 ve 20 mg/I’de % 70 inhibisyon ; 50 ve 100 mg/I’de % 90 inhibisyon
gergceklemigstir (Sekil 4.68). 48 saat sonucunda 0,01 ve 0,05 mg/l nano-Al,Os;
dozunda % 10 inhibisyon gerceklesirken ; 1 ; 3 ; 5 mg/l nano-Al,O3 dozunda % 40
inhibisyon ger¢eklesmis ; 20 ve 50 mg/lI’de % 80 inhibisyon ; 100 mg/l nano-Al,O;
dozunda ise % 100 gerceklesmistir (Tablo 4.32). Sekil 31.’den hesaplanabilen
D.magna’nin % 50’sini etkilen doz — ECsy degeri: 24 saat i¢in 36,13 mg/l; 48 saat
icin 23,37 mg/1’dir.

24 saat 48 saat
- 100 100 & &
& . o
< w0 <
z Py g %0 +&
T y=09005x+12698 || T
= R*=0,796 = 60
- L £ 2 = ¢
g 4w £ 40 v =0,8528%+31,346
= £ T R*=05956
£ 20 Z 2
E =
— 0 ‘ T ‘ 1 = g ‘ : : : s
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
nano-Zn0O Konsantrasyonu (mg/1) nano-ZnO Konsantrasyonu (mg/1)

Sekil 4.68 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarma karst Daphnia manga’larin yiizde inhibisyon

degerleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 36,13 mg/l; 48 saat sonucu ECs, degeri=23,37 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-Al,Os konsantrasyonlart ile Daphnia
magna’nin 24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iligkinin lineer
oldugu saptanmistir (R=0,969). Test sonucu Sekil 4.69’da yer almaktadir. Analiz
0=0,05 6nem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda
zaman (P=0,0021 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0001< 0,05) degiskenlerinin

inhibisyon yiizdeleri {iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu
goriilmistiir (P=0,0001 < 0,05).
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Sekil 4.69 Daphnia magna’'nin ANOVA testi sonuglart

Zhu ve ark., (2009)’nin nano-Al,Os’in Daphnia manga iizerine akut toksisitesi
calismislar ve 48 saat sonucu ECsy degerini 114,357 mg/l olarak rapor etmisler.
Yaptiklar1 arastirmalarda D.magna’nin midesinde nanopartikiiliin akiimiile oldugunu
tespit etmisler ve bunun sebebi olarak D.magna’nin sucul ortamda filtreleme yaparak
beslenmesi olabilecegini dngdrmiiglerdir. Griffitt ve ark., (2008) Daphnia pulex ile
calismis 48 saat sonucunda nano-Al,Os’in LCsy (Lethal Dose-Oldiiriicii Doz)

degerini > 10 mg/1 olarak rapor etmislerdir.

4.3.7 Balik (Iepistes - Poecillia reticula) Akut Toksisite Testi Sonuclari

Nano-Al,O3 nanopartikiiliiniin artan konstrasyonlarinin balik {izerine inhibisyonu
incelenmistir. Balik olarak kullanilan lepistes - Poecillia reticula’nin 24 ve 48 saat
sonucu kontrole kiyasla canli ve olii sayilar1 Tablo 4.33’de yer almaktadir. Diger
yapilan akut toksisite testlerinden farkli olarak balik akut toksisite deneyinde daha
yiiksek konsantrasyonlar ¢alisilmigtir. 1 ; 10 ; 50 ; 100 ; 200 ; 300 mg/l nano-AL,Os
konsantrasyonuna kadar kontrol grubuna kiyasla balik dliimleri 24 saat sonucunda
gbzlenmemis, 500 ; 750 ; 1000 mg/l nano-Al,O; konsantrasyonunda 1 balik 6limii
gozlenmistir. 48 saat sonunda 24 saat ile paralel sonuglar gézlenmis olup ; toksisite
300 mg/l nano-Al,O3 dozunda baslamistir ; 300, 500, 750, 1000 mg/l nano-Al,O3
dozunda kontrol grubuna kiyaslal balik 6liimii ger¢eklesmistir (Tablo 4.33).
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Tablo 4.33 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu lepistes - Poecillia

reticula sayilari

24 saat sonucu 48 saat sonucu

Kontroldeki Canh Bahk
konsantrasyonu N Canhl Balik Sayis1 ..
(mg/) Balik Sayis1 Sayisi Olii balik sayis1 Olii balik sayis1

m;

nano-AlLO;

1
10
50

100

200

300

500

750
1000

[T N ET N [V [V [V [V [V [ O [V
P PO PO [V (9N (V20 (V.S (¥ [
_ == o |o |o |o |o |o
O SO PSR VSO (90 [V [V N (V20 [V
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Sekil 4.70 artan nano-Al,O; konsantrasyonlarina karsi lepistes - Poecillia
reticula’lerin yiizde inhibisyonun grafigi yer almaktadir. 24 saat sonucunda 1 mg/I
ile 300 mg/l arasindaki nano-Al,Os’in  lepistes - Poecillia reticula’e karsi
toksisitenin gergeklesmedigi , 500 ; 750 ; 1000 mg/I’de % 20 inhibisyon
gerceklesmistir (Sekil 4.70). 48 saat sonucunda 1 mg/l ve 200 mg/l nano-Al,O;
dozunda inhibisyon ger¢eklesmemis ; 300, 500, 750, 1000 mg/I’de % 20 inhibisyon
gerceklesmistir (Sekil 4.70). Nano-Al,O3 nanopartikiiliiniin baliklarin % 20’sine etki
eden dozu (EC,y Degeri) 24 saat sonucu EC,y Degeri= 849,8 mg/l; 48 saat sonucu
EC,0 Degeri=771,3 mg/l Sekil 4.70’den hesaplanmustir.
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Sekil 4.70 Artan nano-Al,O; konsantrasyonlarna karsi lepistes - Poecillia reticula’lerin yilizde
inhibisyon degerleri (24 saat sonucu EC,, degeri= 849,8 mg/l; 48 saat sonucu EC, degeri=771,3
mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-Al,Os; konsantrasyonlar1 ile lepistes —
Poecilia reticula 'nin 24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon ylizdeleri arasindaki

iligkinin lineer oldugu saptanmistir (R=0,962). Test sonucu Sekil 4.71°de yer

almaktadir. Analiz 0=0,05 6nem derecesinde gergeklestirilmistir. Yapilan varyans
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analizi sonucunda zaman (P=0,0092 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0001< 0,05)
degiskenlerinin inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli

oldugu goriilmiistiir (P=0,0001 < 0,05).
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Sekil 4.71 Lepistes — Poecillia reticula’nin ANOVA testi sonuglar1

Nano-Al,O5’in lepistes - Poecillia reticula lizerine akut toksisitesinin ¢alisildigi

bir literatiir saptanmamustir.

4.3.8 Biyoayrisabilirlik Testi Sonuclart

Nano-Al,O3 nanopartikiiliiniin canli mikroorganizmalar kullanilarak
biyoayrisabilirliklerinin  belirlenmesi amaglanmis, ayrica alict ortama desarj
edildiginde canli ekosistem tarafindan tolere edilebilmesi i¢in hangi seyreltmede
verilmesinin daha uygun olup olmadig1 aragtirilmistir. Nano-Al,O3’in 10 ve 100 mg/1
konsantrasyonlarinda % giderimleri 28 giinlik siire boyunca belli zaman
araliklarinda dlgiilen KOI degerleri ile hesaplanmistir (Tablo 4.34). Baslangig KOI
degerleri 10 ve 100 mg/l iken 5 ; 10 ; 15 ; 20 ve 28. giinlerde azalan KOI degerleri
dleiilmiistiir. t=0. giinde KOI degeri 10 mg/l iken 5. giinde lgiilen KOI 7,301 mg/l’e
; 10. giinde dlgiilen KOI 6,548 mg/1 ; 15. giinde dlgiilen KOI 6,269 mg/1 ; 20. giinde
dlgiilen KOI 6,105 mg/I’ye 28. giiniin sonunda 6l¢iilen KOI ise 5,647 mg/l olarak
olgiilmiistiir (Tablo 4.34). t=0. giinde KOI degeri 100 mg/1 iken ; 5. Giinde 91,6 mg/I
; 10. giinde 90,8 mg/l ; 15.giinde 82,1 mg/l ; 20. giinde 79,4 mg/l ; 28. giiniin
sonunda ise 75,1 mg/l olarak Slgiilmiistiir (Tablo 4.34).
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Tablo 4.34 28 giin boyunca nano-Al,O5’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlar1 i¢in % biyoayrisabilirlik

degerleri
10 mg/l nano-Al,O; 100 mg/l nano-Al, O3
KOI Konsantrasyonu L KOI Konsantrasyonu L
Giinler % Giderim % Giderim
(mg/L) (mg/L)
t=0 10 0 100 0
t=5 7,301 26,9 91,6 8,4
t=10 6,548 34,5 90,8 9,2
t=15 6,269 37,3 82,1 17,9
t=20 6,105 38,9 794 20,6
t=28 5,647 43,5 75,1 249
Sekil 4.72°de giinlere karsti 10 mg/l ve 100 mg/l nano-AlL,Os3’in %

biyoayrisabilirlik degerleri yer almaktadir. 10 ve 100 mg/l baslangic KOI miktar1
ortama konulan aerobik ¢amur bakteri tarafindan ayristirildigi i¢in zaman artik¢a
azalma gozlenmistir. 10 mg/l baslangic KOI ile baslatilan akvaryumda ; 5. giinde %
giderim % 26,9 iken ; 20. giine gelindiginde % 38,9’a ; 28. giinde % giderim %
43,5’e yiikselmistir. 100 mg/l baslangic KOI miktar1 i¢in 5. giinde % giderim % 8,4
iken ; 10. giinde % giderim % 9,2 ; 20. giine gelindiginde % 20,6’e ; 28. glinde %
giderim % 24,9’e ylikselmistir (Tablo 4.34). 28 giin boyunca aerobik ortamda aktif

camur mikroorganizmalari tarafindan ortamdaki KOI ayrigtiriimaktadir.

10 mg/l nane-AlL O, 100 mg/l nano-Al, O,
50 60
45 v =-1,0036x+99.877
= j; - ¥ —-10209%+ 101,7 = 50 T R 0071
= s R*=0,9947 = 40
= 35 = .
Z 30 2 e
2. 28 Y Z 30
= ]
> 20 g 20
g 15 =
a
S = 10
5 i
= 0 T T |
0 45 0 55 60 65
5 . 6 7 R ‘
KOI Konsantrasyonu (mg/1) KOI Konsantrasyonu (mg/1)

Sekil 4.72 10 ve 100 mg/1 nano-Al,O; konsantrasyonlarmin 28 giinliik % biyoayrisabilirlik degerleri

Yapilan ANOVA testinde artan nano-Al,Os; konsantrasyonlart ile

biyoayrisabilirlik testinin 10 ve 100 mg/l nano-Al,O3 konsantrasyonlarinin giinlere
karst % giderimi arasindaki iliskinin lineer oldugu saptanmistir (R=0,866). Test
Analiz

sonucu Sekil 4.73’te yer almaktadir. 0=0,05 o©nem derecesinde

gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda konsantrasyon (P=0,0256 <
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0,05) degiskenin % giderime etkili oldugu ; giinler (P=0,0597 > 0,05) degiskeninin

% giderim {lizerinde etkili olmadigi ve regresyonun anlamli oldugu gorilmiistiir

(P=0,0409 < 0,05).

Tahmin Edilen Gergekile Cizim

WoidenmAciud
@ 8 @
SR e

%Gidenm Proedicted P=0,0409
Uyum Breti RSq=0.87 RMSE=2.9554

‘ R2

Diizeltilmis R2 0868007

0.709615
Karesel Ortalama Hata 2055418
Ortalama 6.121887

1z

Gozlem

Varyans Analizi

I(a!rnak DF R2Ozeti QOrtalama F Oranlan
Moael -3 207.19650 47,0661 54801
Error 5 4367247 8,7245 Prob>F
C. Total 11 330.86897 0.0409*

Tahmin Edilen Parametreler

“Testlerin Etkileri
4

Kaynak Mparm DF r20zeti FOranlar Olasilik>F
Doz 1 1 86,29603 9.8799 00256
Gonler 5 5 20090047 46002 00597

Sekil 4.73 Biyoayrisabilirlik testi’nin ANOVA testi sonuglari

Nano-Al,O3’in biyoayrisabilirligini ¢calismis bir literatiir saptanmamustir.

4.3.9 Biyoakiimiilasyon Testi Sonuclari

Nano-Al,Osnanopartikiiliiniin farkli konsantrasyonlarinin canli organizmadaki
salimim ve birikimin saptanmasi amag¢lanmistir. Canli organizma olarak lepistes -
Poecillia reticula kullanilmisg, 28 giin boyunca 10 ve 100 mg/l konsantrasyonundaki
nanopartikiilin KOI degerleri dlgiilmiis ve 28 giinliik periyodun sonunda baliklar
temiz suya alinip, baliktan suya gecen KOI degerleri 28 giin boyunca hesaplanmistir.
Tablo 4.35’te 28 giin boyunca nano-Al,O3’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda

numuneden baliga gegen KOI konsantrasyonlar1 ve baliktan temiz suya gecen KOI

konsantrasyonlar1 yer almaktadir. Biyoakiimiilasyon faktorii (BCF) ‘niin

hesaplanmasi materyal-metod boliimiinde ayrintili agiklanmustir.

Tablo 4.35’te 10 mg/l nano-Al,Oskonsantrasyonunda 28 giinliik periyotta sudan
baliga gegen KOI konsantrasyonlari t=0. giinde 10 mg/1 iken 5. giin ; 10. giin ; 15.
giin ; 20. giin ve 28. giinde 6lciilen KOI degerleri sirasiyla 9,645 mg/l ; 8,126 mg/l ;
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7,891 mg/l ; 7,563 mg/l ve 7,102 mg/I’dir. K, hesaplanmasinda kullanilan Cy; (0.
Giinde sudan baliga gegen kirletici konsantrasyonun dogal logaritmas1 — InKOI=2,3
mg/l) ve Cp (28. Gilinde sudan baliga gegen kirletici konsantrasyonun dogal
logaritmas1 — InKOI=1,96 mg/l)  degerleri Tablo 4.35°te yer almaktadir.
Hesaplanmas1 materyal-metod bolimiinde ayrintili agiklanan k, degeri 0,0059 giin™
olarak hesaplanir. K; hesaplamasinda yer alan C; degeri Sekil 4.74 (a)’da yer alan
grafikte 14. giine gelen InKOI 2,1 mg/1 olarak bulunmaktadir ; Cy, degeri ise baliktan
suya gecen KOI degerlerinin dogal logaritmalarindan [Cy= Cy2-Cw1 (mg/l) / (Cyo=
28.giin] (C,,;=0.glin)] 2,9 mg/l olarak hesaplandi. Hesaplanmasi materyal-metod
bslimiinde ayrintili agiklanan k; degeri 0,023 giin™ olarak hesaplanir. BCF degeri ise

3,9’tiir.
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Sekil 4.74 (a): 10 mg/l nano-Al,O; in gilinlere gore In(Sudan baliga gegen kirletici konsantrasyonu)
degerleri (C;=2,1 mg/l) ; (b): 100 mg/l nano-Al,O; in giinlere gore In(Sudan baliga gecen kirletici
konsantrasyonu) degerleri (C¢=3,9 mg/l)

100 mg/l nano-Al,Oskonsantrasyonunda 28 giinliik periyotta sudan baliga gecen
KOI konsantrasyonlar1 t=0. giinde 100 mg/I iken 5. giin ; 10. giin ; 15. giin ; 20. giin
ve 28. giinde 6l¢iilen KOI degerleri sirastyla 71,261 mg/l ; 69,154 mg/1 ; 51,317 mg/I
; 43,158 mg/l ve 24,168 mg/I’dir. K, hesaplanmasinda kullanilan C¢ (0. Giinde
sudan baliga gecen kirletici konsantrasyonun dogal logaritmasi — InKOi=4,61 mg/1)
ve Cp (28. Giinde sudan baliga gecen kirletici konsantrasyonun dogal logaritmasi —
InKOI=43,19 mg/l) degerleri Tablo 4.35’te yer almaktadir. Hesaplanmas1 materyal-
metod béliimiinde ayrmtili agiklanan k, degeri 0,014 giin” olarak hesaplanir. K|
hesaplamasinda yer alan Cr degeri Sekil 4.74(b)’de yer alan grafikte 14. giine gelen
InKOI 3,9 mg/l olarak bulunmaktadir ; C,, degeri ise baliktan suya gecen KOI
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degerlerinin dogal logaritmalarindan [Cy= Cy2-Cy1 (mg/l) / (Cyp= 28.giin]
(Cw1=0.gtlin)] 1,13 mg/I olarak hesaplandi. Hesaplanmas1 materyal-metod boliimiinde

ayrmtil agiklanan k,; degeri 0,102 giin™ olarak hesaplanir. BCF degeri ise 7,29’ dur.

Tablo 4.35 28 giin boyunca nano-Al,O;’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda numuneden baliga

gecen KOI konsantrasyonlar1 ve baliktan temiz suya gecen KOI konsantrasyonlari

10 mg/l nano-AlLO4

Numuneden Bahga Baliktan Suya Gecen
Gegen KOI InKOIi (mg/L) KOIi Konsantrasyonu InKOI (mg/L)
Giinler Konsantrasyonu (mg/L) (mg/L)
t=0 10 2.3 0 0
t=5 9.645 2.3 0,381 -0,96
t=10 8,126 2,09 1,853 0,62
t=15 7,891 2,06 3,264 1,18
t=20 7,563 2,02 6,254 1,83
t=28 7,102 1,96 6,984 1,94

100 mg/l nano-ALO;

Numuneden Balhiga Baliktan Suya Gecen
Gegen KOI InKOi (mg/L) KOIi Konsantrasyonu InKOI (mg/L)
Giinler Konsantrasyonu (mg/L) (mg/L)
t=0 100 4,60 0 0
t=5 71,261 4,26 24,561 3,20
t=10 69,154 4,24 31,842 3,46
t=15 51,317 3,94 46,845 3,85
t=20 43,158 3,76 56,248 4,03
t=28 24,168 3,19 76,254 4,33

Lepistes - Poecillia reticula biinyesinde nanopartikiiliin akiimiile olup olmadigina
dayali bu testte OECD’de yer alan kriter BCF eger 10’dan kiigiik ise anlamli degil,
eger 10’dan biiyiik ise balik biinyesinde nanopartikiiliin akiimiile oldugunu gosteriyor
(OECD 305, 2012). 10 mg/l nano-Al,Os3 i¢in BCF degeri 3,9 ; 100 mg/l nano-Al,O3
icin BCF degeri 7,29’dur. 10 mg/1 ve 100 mg/l nanopartikiil konsantrasyonunda balik

biinyesinde biyoakiimiile olmadigin1 gostermektedir.

Yapilan ANOVA testinde artan nano-Al,Os; konsantrasyonlari ile
biyoakiimiilasyon testinin 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarina giinlere kars1 sudan
baliga gegen KOI konsantrasyonu ile baliktan suya gegcen KOI konsantrasyonlari
arasindaki iliskinin lineer oldugu saptanmustir (10 mg/1 i¢in: R=0,919 ; 100 mg/I i¢in:
R=0,881). Test sonucu Sekil 4.75’te yer almaktadir. Analiz 0=0,05 Onem

derecesinde gerceklestirilmistir. 10 mg/l nano- Al,O3; konsantrasyonu igin: yapilan
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varyans analizi sonucunda giinler (P=1,0000 > 0,05) degiskeninin etkili olmadig1 ve
KOI (Sudan baliga gecen ve Baliktan suya gecen) (P=0,0006< 0,05) degiskenin

inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu
goriilmiistiir (P=0.0128 < 0,05). 100 mg/l nano-Al,O3 konsantrasyonu i¢in: yapilan
varyans analizi sonucunda giinler (P=1,0000 > 0,05) degiskeninin etkili olmadig1 ve
KOI (Sudan baliga gecen ve Baliktan suya gecen) (P=0.0017< 0,05) degiskenin

inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu
goriilmistiir (P=0.0319 < 0,05).
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Sekil 4.75 Biyoakiimiilasyon testi’nin ANOVA testi sonuglar1 (10 mg/l ve 100 mg/1 i¢in)

Nano-Al,O5’in biyoakiimiilasyonuyla ilgili ¢aligmig bir literatiir saptanmamustir.

4.3.10 Nano-Al;O3’in Farkli Trofik Seviyelerindeki [ECsy Degerlerinin

Karsilastirmasi

Nano-Al,O3’in prokaryot canli olan ; bakteri (Escherichia coli ; Bacillus cereus ;
Vibrio fischeri ; Metan Archae Bakterisi) , 0karyot canli olan ; maya- Candida
albicans ; kiif- Aspergillus niger) , alg (Chlorella sp.) , Crustacea (Daphnia magna)
ve balik (lepistes - Poecillia reticula) olmak iizere 6 farkli trofik seviye iizerine 9
farkli akut toksisite deneyi yapilmistir. Farkli beslenme seviyelerindeki canlilarin

nano-Al,Os’e kars1 farklh toksik cevaplari olugsmustur. Tablo 4.36’da yer alan EC
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degerlerine gore ; en diisiik EC degerine (72 saat sonucu ECsp= 2,9 mg/l) sahip olan
Chlorella sp. — alg nano-Al,Os’e en hassas organizmadir (P=0,0001 < 0,05). En
yiiksek EC degerine sahip olan lepistes - Poecillia reticula (24 saat sonucu

EC»0=849,9 mg/l) nano-Al,03’e en direngli organizmadir (P=0,0001 < 0,05).

Tablo 4.36 Nano-Al,O5’in farkli trofik seviyelerindeki ECsy degerleri

ECs) Degerleri (mg/l)
30 dakika sonucu 24 saat sonucu 48 saat sonucu 72 saat sonucu
Bakteri - E.coli - 39,9 26,9
Bakteri - B.cereus - 40,9 15,22
Bakteri - V.fischeri 29,282

Bakteri — Metan Archae - 96,83 43,2
Maya — C.albicans - 93,1 72,7
Kiif — A.niger - 59,2 26,9

Alg — Chlorella sp. - 2,9 (EC3) 3,5 (ECy) 4,07
Crustacea — D.magna = 36,13 23,37
Balik — lepistes - Poecillia reticula - 849,9 771,3

4.4 Nano-HfO; ile Yapilan Akut Toksisite Calismalari

4.4.1 Bakteri (Escherichia coli — Bacillus cereus) Akut Toksisite Testi Sonuclart

Nano-HfO, bakteriler {izerine akut toksisitesi gram negatif bakterilerden E.coli ve
gram pozitif bakterilerden B.cereus ile calisilmistir. Tablo 4.37°de yer alan E.coli
bakterinin sayilari, artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsgin 24 ve 48 saat sonucu
kontrole gore degisimlerini gostermektedir. 24 saat sonucunda 3 seri ¢alisilan kontrol
grubu 150000 ; 149000 ; 151000 adet koloni/l ml iken, artan nanopartikiil
konsantrasyonlarinda canli E.coli sayilarinda azalma goriilmektedir (Tablo 4.37). 1
mg/l nanopartikiil dozunda canli E.coli kolonileri 130000 ; 136000 ; 127000 adet
koloni/l ml , 50 mg/l nano-HfO, ‘e maruz kalan gram negatif bakterilerin sayisi
75000 ; 70000 ; 77000 adet koloni/I ml ‘ye , nanoHfO, dozu 100 mg/l ‘ye
cikarildiginda 24 saat sonucunda canli E.coli sayilar1 40000 ; 46000 ; 40000 adet
koloni/1 ml’ye diismektedir (Tablo 4.37). 48 saat sonucunda kontrole kiyasla nano-

HfO,’in E.coli {izerine inhibisyonu artmistir. Kontrol grubunda 48 saat sonunda canli
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E.coli sayilar1 156000 ; 160000 ; 158000 adet koloni/1 ml iken 50 mg/l nanoHfO, ile
48 saat maruz kalan E.coli kolonilerinin sayilar1 47000 ; 51000 ; 49000 adet koloni/1
ml’ e , nano-HfO, dozu 100 mg/l’e c¢ikarildiginda ise 8000 ; 9000 ; 10000 adet
koloni/1 ml’e diismiistiir (Tablo 4.37).

Tablo 4.37 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Escherichia coli

bakterilerinin sayilari

CANLI E.coli BAKTERI SAYILARI (adet koloni /1 ml)
nano- 24 saat sonucu 48 saat sonucu
HfO ORTALAMA ORTALAMA
2 1. Seri 2. Seri 3. Seri . 1. Seri 2. Seri 3. Seri .
DEGER DEGER
Kontrol 150000 149000 151000 150000 156000 160000 158000 158000
1mg/1 130000 136000 127000 131000 103000 100000 106000 103000
10mg/1 110000 105000 115000 110000 69000 72000 66000 69000
50mg/1 75000 70000 77000 74000 47000 51000 49000 49000
100 mg /1 40000 46000 40000 42000 8000 9000 10000 9000

Sekil 4.76’da kontrol grubuna kiyasla artan nano-HfO, dozlarina karsin E.coli
bakterisinin yilizde inhibisyon degerlerinin, 24 ve 48 saat sonucundaki grafikleri
bulunmaktadir. Bu grafiklere baktigimizda 24 ve 48 saat sonucunda nano-HfO,’in
E.coli iizerine inhibisyonun Onemli derecede arttigin1 gormekteyiz. 24 saat
sonucunda 1 mg/l nano-HfO,’e maruz kalan E.coli bakterisinin kontrol grubuna
kiyasla ylizde inhibisyon degeri % 12,7 iken 48 saat sonucunda % 34,8 ‘e
cikmaktadir (Sekil 4.76). 10 mg/l konsatrasyonu 24 saat sonucunda E.coli bakteri
kilturiniin % 26,7’sini  etkilerken , 48 saat sonucunda bakteri kiltiiriiniin %
56,3’linti  oldiirmistiir (Sekil 4.76). Nano-HfO, konsantrasyonu 100 mg/l’ye
cikarildiginda 48 saat sonucunda, E.coli bakteri kiiltlirtiniin yaklasgik % 94,3 ‘i
inhibisyona ugramistir. Sekil 36.’den hesaplanabilen E.coli bakterisinin % 50’sine
etki eden doz ; ECsy degeri 24 saat i¢in 59,4 mg/l ; 48 saat i¢in 30,9 mg/l’dir. Gram
negatif bakteri E.coli nano-HfO, ile maruz kaldig1 siire artikca bakterinin akut
toksisitesi artmis, diisiik nano-HfO, konsantrasyonlarini ise tolere edebildigi
goriilmektedir. Kisa temas siirelerinde bakteri daha yiiksek nano-HfO,

konsantrasyonlarinda yasayabilmekte, diren¢ gosterebilmektedir.

121



24 saat 48 g2
=100 = 48 saat
2 £ 100
T -
- |0 = 0 /
] s
= % S 60
= =
= . =
= 40 = 40 v=07125x+27918
= + y=0,6465x+ 11,602 < 4 ) R:=0,7402
‘E‘ 20 i'/ R*=0919 E 20
2 2
Z 0 ‘ . . . . 2 o : : : : .
E 0 20 40 60 80 100 E 0 20 40 60 80 100
nano-HfO; Konsantrasyonu (mg/1) nano-HfO, Konsantrasyonu (mg1)

Sekil 4.76 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi Escherichia coli bakterisinin 24 ve 48 saat

sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 59,4 mg/l; 48 saat sonucu ECsg
degeri=30,9 mg/1)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-HfO, konsantrasyonlar: ile E.coli’nin 24 ve
48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iligkinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,993). Test sonucu Sekil 4.77°de yer almaktadir. Analiz a=0,05
onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,0023 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0014 < 0,05) degiskenlerinin inhibisyon

yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmustiir
(P=0,0014 < 0,05).
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.. Tahmin Edilen Parametreler
Testlerin Etkileri

Kaynak NparmDF r2 Ozeti  F Oranlan Olasihik>F
Zaman 1 1 10626050 939112 0.0023"
Doz 3 3 38789300 1142710 0.0014"

Sekil 4.77 E.coli’nin ANOVA testi sonuglari

Akut toksisitesi calisilan diger bakteri ise gram pozitif 6zellige sahip olan
B.cereus bakterisidir. 24 saat sonucunda kontrol grubundaki canli B.cereus sayilari
70000 ; 71000 ; 72000 adet koloni/l1 ml iken , 1 mg/l dozunda 24 saat sonucunda
canli B.cereus sayilart 51000 ; 52000 ; 50000 adet koloni/1 ml’e diismiistiir. 10 mg/I
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konsantrasyonuna 24 saat maruz kalan B.cereus bakterisi 44000 ; 43000 ; 45000 adet
koloni/1 ml’ye, 50 mg/l nanopartikiil dozunda ise bu say1 3200 ; 3300 ; 3100 adet
koloni/1 ml’ye diismiistiir (Tablo 438). 48 saat nano-HfO,’e maruz kalan B.cereus
kolonileri kontrol grubuna gére (75000 ; 75100 ; 74900 adet koloni/1 ml) sayilari
azalmistir. 1 mg/l nano-HfO, dozuna 48 saat maruz kalan canli bakteri sayilar1 46000
; 46100 ; 45900 adet koloni/ ml’e dismiis, 100 mg/l nanopartikiil

konsantrasyonunda bakteri kiiltiiriiniin tamami inhibisyona ugramistir (Tablo 4.38).

Tablo 4.38 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karst 24 ve 48 saat sonucu Bacillus cereus

bakterilerinin sayilari

CANLI B.cereus BAKTERI SAYILARI (adet koloni /1 ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-
ORTALAMA ORTALAMA
HfO, 1. Seri 2. Seri 3. Seri 3 1. Seri 2. Seri 3. Seri .
DEGER DEGER
Kontrol 70000 71000 72000 71000 75000 75100 74900 75000
Img/1 51000 52000 50000 51000 46000 46100 45900 46000
10mg/1 44000 43000 45000 44000 20000 19000 21000 20000
50mg/1 3200 3300 3100 3200 2000 2100 1900 2000
100 mg /1 100 110 120 110 0 0 0 0

Sekil 4.78’de 24 ve 48 saat boyunca artan nanopartikiil konsantrasyonlarin
kontrole kiyasla B.cereus bakterisi iizerine inhibisyonunu gostermektedir. 24 saat
sonucunda 1 mg/l ; 10 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l konsantrasyonlarinin B.cereus
bakterisi lizerine akut toksisitesi sirasiyla % 28,2 ; % 38,1 ; % 95,5 ; % 99,8 dir
(Sekil 4.78). 48 saat sonunda nanopartikiile maruz stiresi iki katina ¢ikmis, ve
maksimum dozda (100 mg/l) B.cereus bakterisinin tamami inhibe olmustur. Diger
dozlar ise 1 mg/l ; 10 mg/l ; 50 mg/l konsantrasyonlarinda sirasiyla inhibisyon
yiizdeleri % 38,7 ; % 73,3 ; % 97,3’e yiikselmistir (Sekil 4.78). Sekil 4.68.’den
hesaplanabilen E.coli bakterisinin % 50’sine etki eden doz ; ECsy degeri 24 saat i¢in

29,6 mg/l ; 48 saat icin 16,7 mg/1’dir.
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Sekil 4.78 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karst Bacillus cereus bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 29,6 mg/l; 48 saat sonucu ECs, degeri=

16,7 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-HfO, konsantrasyonlar1 ile B.cereus’nin 24
ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iligkinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,943). Test sonucu Sekil 4.79’de yer almaktadir. Analiz a=0,05
onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman

(P=0,2365 > 0,05) degiskeninin etkili olmadig1 ; konsantrasyon (P=0,0239 < 0,05)

degiskenlerinin inhibisyon ytizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlaml
oldugu goriilmiistiir (P=0,0325 < 0,05).
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Sekil 4.79 B.cereus’un ANOVA testi sonuglari

Sekil 4.80(a)’da nutrient agar ortamindaki B.cereus ve E.coli kolonileri
gosterilmektedir. Kontrol grubunda 48 saat sonucunda iireyen koloniler ile 1 mg/l ;
10 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l nano-HfO,’e 48 saat maruz kalmis kolonileri

kiyasladigimizda ; E.coli bakteri kiiltiiriiniin B.cereus bakteri kiiltiiriine kiyasla daha
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az inhibisyona ugramustir [(Sekil 4.80(a) ve Sekil 4.80(b)]. 48 saat sonucunda 100
mg/l nano-HfO;’in B.cereus bakterisine inhibisyonu % 100 iken E.coli bakterisine

olan inhibisyonu % 94,3’tiir (Sekil 4.76 ve Sekil 4.78).

Sekil 4.80 (a): Artan nano-HfO, dozlarina karst Escherichia coli bakteri sayilarinin degisimi ; (b):

artan nano-HfO, dozlarma kars1 Bacillus cereus bakteri sayilarmin degisimi

Sekil 4.81’de E.coli ve B.cereus bakterilerinin gram boyama sonuglari
bulunmaktadir. A resminde kontrol grubundaki E.coli bakterisinin gram boyama
sonuglar1 ; C resminde ise nano-HfO;’e 48 saat boyunca maruz kalmis bakterilerinin
gram boyama sonugclart bulunmaktadir. Kontrol grubuna kiyasla B resminde bakteri
hiicre duvar yapilarindaki degisiklikler dikkat ¢ekmektedir (Resim 4.18). B resminde
kontrol grubundaki B.cereus bakterisinin gram boyama sonuglari ; D resminde ise
nano-HfO;’e 48 saat boyunca maruz kalmis bakterilerinin gram boyama sonuglari
bulunmaktadir. Kontrol grubunda E.coli kolonileri gram negatif ¢ubuk bakteriler ile
100 mg/l nanopartikiile 48 saat boyunca maruz kalmis bakterilerinin gram boyama
goriintlisii kiyaslandiginda nanopartikiile maruz kalmis bakterilerinin sekillerinde
deformasyonlar oldugu goériilmektedir. Diger gram pozitif 6zellikteki Bacillus cereus
bakterisinin kontrol grubu ve 100 mg/l konsantrasyonunda 48 saat boyunca maruz
kalmis grubu kiyaslandiginda ; kontrol grubunda gram pozitif ¢ubuk bakteriler
nanopartikiile maruz kaldiktan sonra hiicre uzunluk boyutunun arttigi (0,01 p)

goriilmektedir.
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A B

C D

Sekil 4.81 Ecsherichia coli ve Bacillus cereus bakterisinin gram boyama sonucu goriintiileri (A:

Kontrol grubundaki E.coli bakterisinin gram boyama sonucu ; C: nano-HfO, nanopartikiiliine 48 saat
maruz kalan FE.coli bakterisinin gram boyama sonucu ; B: Kontrol grubundaki B.cereus bakterisinin

gram boyama sonucu ; D: nano-HfO, nanopartikiiliine 48 saat maruz kalan B.cereus bakterisinin gram

boyama sonucu)

Nano-HfO, nanopartikiiliiniin bakteriler iizerine toksisite ¢alismalar literatiirde

bulunmamaktadir.

4.4.2 Bakteri (Vibrio fischeri) Biyoluminesans Degerine Gore Akut Toksisite Testi

Sonucglari

Nano-HfO,’in artan konsantrasyonlarina kars1 biyoliiminesans bakterisi olan
Vibrio fischeri ‘nin luminesans degeri ol¢lilmiistiir. Vibrio fischeri bakterisinin nano-
HfO,’e maruz kaldig: siire arttik¢a, luminesans degerinin azaldig1 ve toksisitenin

arttig1 goriilmektedir. Mikrothox deneyi nano-HfO,’in 100 mg/l stok ¢ozeltisi
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hazirlanmis, % 3’liik NaCl ile seyreltmeler yapilmis Lumistox 300 (Hach Lange) ile
bakterinin luminesans degeri Olc¢lilmiistiir. Yapilan seyreltmelerin en diisiigii 3,125
mg/l’de dlgiilen inhibisyon % 3,54 ; 6,25 mg/l nano-HfO»dozunda % 5,81 ; 12,5 mg/1
‘de % 11,47 ; 25 mg/I’de % 17,33 ; 50 mg/I’de % 59,26 ; 100 mg/l nano-HfO,
dozunda % 84,51 inhibisyon gerceklesmistir (Tablo 4.39).

Tablo 4.39 30 dakika sonucu nano-HfO, nanopartikiiliiniin artan konsantrasyonlarma kars1 Vibrio

fischeri — biyoluminesans bakterisinin % inhibisyon degerleri

nano-HfO, Konsantrasyonlar: (mg/l) % inhibisyon
3,125 mg/l 3,54
6,25 mg/l 5,81
12,5 mg/l 11,47
25 mg/l 17,33
50 mg/1 59,26
100 mg/1 84,51

Sekil 4.82’de Mikrothox deneyinin sonucunda Lumistox 300 cihazindan alinan
grafik yer almaktadir. Grafikte artan nano-HfO, konsantrasyonlara (3,125 mg/l ; 6,25
mg/l ; 12,5 mg/l ; 25 mg/l ; 50 mg/l ; 100 mg/l) kars1 V.fischeri bakterisinin %
inhibisyon degerleri yer almaktadir. Nano-HfO, nanopartikiiliiniin Vibrio fischeri
bakterisinin % 50’sine etki eden dozu (ECsy Degeri) 30 dakika sonucunda 46,35 mg/1
olarak hesaplanmistir. Vibrio fischeri biyoluminesans bakterisi nano-HfO;’e 5 dakika
maruz kaldigindaki ECsy degeri 49,45 mg/l ; 15 dakika maruz kaldigindaki ECsg
degeri 47,01 mg/I’ye diismiistiir. Bakterinin nanopartikiile maruz kalma siiresi
arttikca ECsp degerinde bir azalma gozlenmis ve bakterinin naopartikiile olan

hassasiyeti artmigtir.

% inhibisyon

10 Lt
.

0 5 101520 25 30 35 40 45 S0 55 60 65 70 75 80 85 90 95100

Konsantrasyon (mg/)

Sekil 4.82 nano-HfO,’in artan konsantrasyonlarina karst % inhibisyon degerleri (ECs degeri=46,35
mg/l)
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Yapilan ANOVA testinde artan nano-HfO, konsantrasyonlar1 ile Vibrio fischeri
bakterisinin 5. ; 15. ve 30. dakikalarindaki ECsy degerlerinin arasindaki iliskinin
lineer oldugu saptanmistir (R=0,991). Test sonucu Sekil 4.83’te yer almaktadir.
Analiz  0=0,05 6nem derecesinde gergeklestirilmistir. Yapilan varyans analizi
sonucunda zaman (P=0,081< 0,05) degiskeninin ECsy degerleri iizerinde etkili

oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goériilmiistiir (P=0,0121 < 0,05).
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Sekil 4.83 Vibrio fischeri bakterisinin ANOVA testi sonuglari

Nano-HfO, nanopartikiiliiniin Vibrio fischeri iizerine toksisite calismalar

literatirde bulunmamaktadir.

4.4.3 Anaerobik Bakteri Kullanilarak Metan Gazi Olgiimlerine Dayali Toksisite
Testi (ATA-Anaerobik Toksisite Testi) Sonuclart

Nano-HfO, nanopartikiiliiniin artan konsantrasyonlarinin, anaerobik bakterilere
toksik etki yapip yapmadigi ATA-anaerobik toksisite testi ile incelenmistir. 125
ml’lik steril kapakli siselerde artan nanopartikiil konsantrasyonlarinda metan gazi
Olctimleri yapilmistir. Kontrol grubunda sadece substrat olarak glukoz bulunurken,
diger siselerde 1 ; 5 ; 10 ; 25 ; 50 ; 100 mg/l nano-HfO, nanopartikiilii konularak
inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonucunda kontrol grubunda olusan CH4 gazi
miktart 18 ml iken , 1 mg/l nano-HfO, dozunda 16,8 ml ; 5 mg/l nano-HfO, dozunda
14,5 ml ; 10 mg/l nano-HfO, dozunda 13,1 ml ; 25 mg/l nano-HfO, dozunda 5,9 ml ;
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50 mg/l konsantrasyonunda 4,1 ml ve 100 mg/l nano-HfO, dozunda metan gazi
miktar1 2,2 ml’ye diigsmiistiir (Tablo 4.40). 48 saat sonucunda kontrol grubunda 19,2
ml CHy4 gazi olusurken 1 mg/l ; 5 mg/l ; 10 mg/l ; 25 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/I
nano-HfO, dozunda sirastyla metan gazi miktarlart 13,1 ml ; 12,9 ml; 9,7 ml ; 4,6

ml ; 3 ml ; 1,6 mlI’ye diismiistiir (Tablo 4.40).

Tablo 4.40 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu metan gazi miktari ve

inhibisyon yiizdesi

24 saat sonucu
48 saat sonucu
nano-HfO, inhibisyon Yiizdesi Metan Gaz1 Miktar1
Metan Gazi Miktar1 (ml)

(%) (ml)

Kontrol 18 0 Kontrol 18
1mg/1 16,8 6,6 1mg/1 16,8
Smg/l 14,5 194 S5mg/l 14,5
10mg /1 13,1 27,2 10 mg /1 13,1
25mg/1 59 67,2 25mg/1 59
50mg/1 4,1 71,2 50mg /1 4,1
100 mg /1 2,2 87,7 100 mg /1 2,2

Sekil 4.84’te artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi metan gazinin yiizde
inhibisyon degerleri yer almaktadir. Sekil 4.84’ten hesaplanabilen metan
bakterilerinin % 50’sini inhibe eden ECsy degeri 24 saat i¢in 34,97 mg/1 ; 48 saat i¢in
13,55 mg/I’dir. 24 saat sonucunda 1 mg/I’den 100 mg/I’ye ¢ikan nanopartikiil
konsantrasyonu anaerobik bakterilerin metan {iretimini etkilemis, inhibisyon orani %
6,6’ten % 87,7°a cikmistir (Tablo 4.40). 48 saat sonucunda ise bu inhibisyon artmis
ve 1 mg/l icin % 31,7 ; 10 mg/l i¢in % 49,5 ; 50 mg/l i¢in 84,4 ve 100 mg/l i¢in %
91,6’e yiikselmistir (Tablo 4.40).
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Sekil 4.84 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi metan gazinin yiizde inhibisyon degerleri (24
saat sonucu EC;y, degeri= 34,97 mg/l; 48 saat sonucu ECs, degeri= 13,55 mg/1)
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Yapilan ANOVA testinde artan nano-HfO, konsantrasyonlar1 ile anaerobik
metan Archae bakterilerinin 24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri
arasindaki iliskinin lineer oldugu saptanmistir (R=0,981). Test sonucu Sekil 4.85°te
yer almaktadir. Analiz 0=0,05 onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan
varyans analizi sonucunda zaman (P=0,0119 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0003 <
0,05) degiskenlerinin inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun
anlamli oldugu goriilmiistiir (P=0,0004 < 0,05).
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Sekil 4.85 Anaerobik metan Archae bakterilerinin ANOVA testi sonuglari

Nano-HfO, nanopartikiiliiniin metan Archae bakterileri {izerine toksisite

calismalari literatiirde bulunmamaktadir.

4.4.4 Maya (Candida albicans) - Kiif (Aspergillus niger ) Akut Toksisite Testi

Sonucglari

Nano-HfO, nanopartikiiliiniin akut toksisitesi maya (Candida albicans) ve kiif
(Aspergillus niger) olmak tizerine iki farkli organizma iizerinde calisilmistir. Tablo
4.41’te artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi canli maya kolonilerinin sayisi
bulunmaktadir. 24 saat sonucunda kontrol grubundaki C.albicans kolonileri 210000 ;
211000 ; 209000 adet koloni/ml iken nano-HfO,’e maruz kalan C.albicans

kolonilerinde azalma gozlenmistir (Tablo 4.41). 1 mg/l konsantrasyonunda canli
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maya kolonilerinin sayis1 164000 ; 163000 ; 165000 adet koloni/ml’ye ; 10 mg/l
konsantrasyonunda 110000 ; 109000 ; 111000 adet koloni/mlI’ye ; 50 mg/l
konsantrasyonunda 60000 ; 61000 ; 59000 adet koloni/ml’ye ve 100 mg/l
konsantrasyonunda 43000 ; 44000 ; 42000 adet koloni/ml’ye diismiistiir (Tablo
4.41). 48 saat sonucunda kontrol grubunda iireyen canli C.albicans kolonilerinin
sayist 265000 ; 266000 ; 264000 adet koloni/ml iken, artan nano-HfO,
konsantrasyonlar1 maruz kalma siiresi artik¢a C.albicans kolonilerine inhibisyonu
artmistir. 1 mg/l konsantrasyonunda bu sayr 147000 ; 146000 ; 145000 adet
koloni/ml’ye ; 10 mg/l konsantrasyonunda 77000 ; 78000 ; 76000 adet koloni/ml’ye ;
50 mg/l konsantrasyonunda 48000 ; 47000 ; 49000 adet koloni/ml’ye ve 100 mg/l
konsantrasyonunda 21000 ; 20000 ; 22000 adet koloni/ml’ye diismiistiir (Tablo
4.41).

Tablo 4.41 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu Candida albicans maya

kolonilerinin sayilar1

CANLI C.albicans MAYA KOLONISi SAYILARI (adet koloni /1 ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-
" 1. Seri 2. Seri 3. Seri G AMA 1. Seri 2. Seri 3. Seri ORTALAMA
. ) . DEGER . ) . DEGER
Kontrol 210000 211000 209000 210000 265000 266000 264000 265000
1mg/1 164000 163000 165000 164000 147000 146000 145000 146000
10mg/1 110000 109000 111000 110000 77000 78000 76000 77000
50mg/1 60000 61000 59000 60000 48000 47000 49000 48000
100 mg /1 43000 44000 42000 43000 21000 20000 22000 21000

Sekil 4.86’da Candida albicans maya kolonilerinin 24 ve 48 saat sonucundaki
nano-HfO;’e olan inhibisyon yiizdeleri verilmektedir. 24 saat sonucunda 1 mg/l
nano-HfO, konsantrasyonunda inhibisyon % 21,9 iken 48 saat sonunda inhibisyon
yiizdesi 44,9’a ¢ikmaktadir. 10 mg/l , 50 mg/l ve 100 mg/l nano-HfO, dozunda 24
saat sonucunda inhibisyon yiizdesi sirasiyla 47,6 ; 71,4 ; 79,5 iken 48 saat sonunda
strastyla % 70,9 ; % 81,8 ; % 92,1°e cikmaktadir (Sekil 4.86). 24 saat sonunda
C.albicans kolonilerinin % 50’sini inhibe eden ECsy degeri 41,1 mg/l ; 48 saat
sonunda ECsy degeri ise 19,7 mg/I’dir (Sekil 4.86). Maruz kalma siiresi artik¢a
nanopartikiiliin maya kolonilerini etkiledigi doz azalmis ; daha az dozlarda daha ¢ok

maya hiicrelerini inhibe etmistir.
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Sekil 4.86 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina kars1 Candida albicans maya kolonilerinin 24 ve 48

saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 41,1 mg/l; 48 saat sonucu ECs,

degeri= 19,7 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-HfO, konsantrasyonlar1 ile C.albicans’nin
24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon ylizdeleri arasindaki iligkinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,982). Test sonucu Sekil 4.87°de yer almaktadir. Analiz a=0,05
Oonem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,0145 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0052 < 0,05) degiskenlerinin inhibisyon
ylizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu gorilmiistiir
(P=0,0059 < 0,05).
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I Tahmin Edilen Parametreler
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Kaynak  Nparm DOF r2Ozeti  F Oranlan Olasilik > F
Zaman 1 1 6003112 26,0651 0.0145%
Doz 3 3 31853038 46,1025 0.0052*

Sekil 4.87 C.albicans ' in ANOVA testi sonuglari

Akut toksisitesi ¢alisilan diger mikroorganizma ise kiif (Aspergillus niger) ‘tiir.
Tablo 41°de artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu
Aspergillus niger kiif kolonilerinin sayilar1 verilmektedir. Kontrol grubunda 24 saat

sonucunda 90000 ; 91000 ; 89000 adet koloni/ml iireyen kiif kolonileri, nano-HfO,
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ile 24 saat boyunca kars1 karsiya kaldiginda koloni sayilar1 azalmistir (Tablo 4.42). 1
mg/l dozunda 50000 ; 51000 ; 49000 adet koloni/ml’ye ; 10 mg/l dozunda 46000 ;
45000 ; 47000 adet koloni/ml’ye 50 mg/l dozunda 19000 ; 19500 ; 19400 adet
koloni/ml’ye diigmistiir. 48 saat sonucunda kontrol grubunda iireyen kiif
kolonilerinin sayis1 96000 ; 95000 ; 94000 adet koloni/ml iken 24 saat sonucundaki
tireyen kiif kolonilerine kiyasla canli kiif kolonilerinde azalma gézlenmistir (Tablo
4.42). 1 mg/l dozunda 47000 ; 46000 ; 45000 adet koloni/ml’ye ; 10 mg/l dozunda
37000 ; 36000 ; 38000 adet koloni/ml’ye ; 50 mg/l dozunda 11000 ; 12000 ; 10000
adet koloni/ml’ye ve 100 mg/l dozunda ise canli kiif kolonilerinin sayis1 3000 ; 3100
; 3000 adet koloni/ml’ye diigmiistiir (Tablo 4.42).

Tablo 4.42 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu Aspergillus niger - kiif

kolonilerinin sayilar1

CANLI A.niger KUF KOLONISi SAYILARI (adet koloni /1 ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-
HfO ORTALAMA ORTALAMA
2 1. Seri 2. Seri 3. Seri . 1. Seri 2. Seri 3. Seri .
DEGER DEGER
Kontrol 90000 91000 89000 90000 96000 95000 94000 95000
Img/1 50000 51000 49000 50000 47000 46000 45000 46000
10mg/1 46000 45000 47000 46000 37000 36000 38000 37000
50mg/1 19000 19500 19400 19300 11000 12000 10000 11000
100 mg /1 5700 5710 5690 5700 3000 3100 2900 3000

Sekil 4.88’de Aspergillus niger kiif kolonilerinin 24 ve 48 saat sonucundaki nano-
HfO,’e olan inhibisyon yiizdelerinin grafikleri verilmektedir. 24 saat sonunda artan
nanopartikiil dozlarma karsin A.niger’in hassasiyeti artmis ve inhibisyon
gbzlenmistir. 1 mg/l ; 10 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l dozlarindaki A.niger’in
inhibisyon yiizdeleri sirastyla % 44,4 ; % 48,9 ; % 78,6 ; % 93,7 dir (Sekil 4.88). 48
saat sonunda A.niger’in nano-HfO, e kars1 inhibisyon yiizdeleri % 51,7 ; % 61,1 ; %
88,4 ; % 96,8 dir (Sekil 4.88). 24 saat sonunda A.niger kolonilerinin % 50’sini inhibe
eden ECsy degeri 27,8 mg/l ; 48 saat sonunda ECsy degeri ise 18,4 mg/I’dir (Sekil
4.88). Maruz kalma siiresi artik¢a nanopartikiiliin maya kolonilerini etkiledigi doz

azalmis ; daha az dozlarda daha ¢ok kiif hiicrelerini inhibe etmistir.
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Sekil 4.88 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina kars1 Aspergillus niger kiif kolonilerinin 24 ve 48
saat sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 27,8 mg/l; 48 saat sonucu ECs,

degeri= 18,4 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-HfO, konsantrasyonlar1 ile A.niger’nin 24
ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iligkinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,992). Test sonucu Sekil 4.89°de yer almaktadir. Analiz o=0,05
onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,0251 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0011 < 0,05) degiskenlerinin inhibisyon
yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir
(P=0,0015 < 0,05).

Tahmin Edilen Gergek ile Gizim
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1 Tahmin Edilen Parametreler
< Testlerin Etkileri

Kaynak  Nparm OF r20zeti  FOranlari  Olasilik >F
Zaman 1 1 131.2200 17,3548 0.0251"
Doz 3 3 051 5100 134 6101 o.0011"

Sekil 4.89 A.niger’in ANOVA testi sonuglari

Sekil 4.90(a)’da artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi C.albicans maya
hiicrelerinin potato dextrose agardaki koloni morfolojileri gosterilmektedir. Kontrol
grubundaki maya kolonilerine kiyasla artan nano-HfO, dozlar1 C.albicans tizerine
toksik etki gostermis ve canli C.albicans sayilari azalmistir. Sekil 4.90(b)’de ise

artan nano-HfO, konsantrasyonlarina kars1 A.niger kiif koloninin potato dextrose
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agardaki koloni morfolojileri gosterilmektedir. Kontrol grubundaki kiif koloniler ile
I mg/l ve 10 mg/l dozuna maruz kalmis A.niger kiif kiiltiirlindeki kolonileri
kiyasladigimizda inhibisyon daha az oldugunu, ancak nano-HfO, dozu artik¢a bu

inhibisyonun arttig1 gortilmektedir.

T

(a) (b)
Sekil 4.90(a) Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi Candida albicans maya hiicrelerinin
sayilarinin degisimi ; (b): Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi Aspergillus niger kif

hiicrelerinin sayilarnin degisimi

Garcia-Saucedo ve ark., (2011) nano-HfO,’in maya-Saccharomyces cerevisiae
lizerine toksisitesini aragtirmislar. Nano-HfO, konsantrasyonu 1000 mg/l’ye kadar
¢ikarildiginda, maya hiicrelerinin O, alimina karsi toksik olmadigi saptanmustir.
Nanopartikiiliin olas1 toksisite mekanizmalarindan biri nano-HfO;’e maruz kalan

maya hiicrelerinin O, tiiketimini indiiklemesidir.

4.4.5 Alg (Chlorella sp.) Akut Toksisite Testi Sonuclari

Nano-HfO, nanopartikiiliiniin alg iizerine inhibisyonu Chlorella sp. tiri ile
calisilmigtir. Yapilan toksisite ¢aligmasinda artan nano-HfO, konsantrasyonlarina
(0,01 mg/1; 0,25 mg/1 ; 0,5 mg/l ; 1 mg/l ; 5 mg/l ) kars1 alg hiicrelerinin 24 ; 48 ve
72 saat boyunca bilylimelerine olan inhibisyon arastirilmistir. Tablo 4.43’te artan
nano-HfO, konsantrasyonlarina kars1 24, 48 ve 72 saat sonunda 10 pl’deki alg
hiicrelerinin sayis1 verilmistir. Her bir konsantrasyon ve bekleme siiresi 3 seri
seklinde calisilmistir. T=0’daki alg hiicresi sayis1 45 adet alg/10 pl iken 24 saat
inkiibasyon periyodundan sonra kontrol grubundaki alg sayilar1 154 ; 150 ; 158 adet
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alg / 10 ul iken 0,01 mg/l nano-HfO, maruz kalmis alg hiicrelerinin sayis1 146 ; 151 ;
147 adet alg/ 10 ul ; 0,25 mg/l nano-HfO, e maruz kalmis alg hiicreleri sayis1 140 ;
136 ; 141 adet alg/ 10 pl ; 0,5 mg/l nano-HfO,’e maruz kalmis alg hiicreleri sayis1
121 ; 120 ; 128 adet alg/ 10 pl ; 1 mg/l nano-HfO,’e maruz kalmis alg hiicreleri
sayist 84 ; 88 ; 77 adet alg/ 10 ul ; maksimum doz 5 mg/l nano-HfO,’e maruz kalmis
alg hiicreleri sayis1 81 ; 79 ; 77 adet alg/ 10 ul’e diismiistiir (Tablo 4.43). 48 saat
sonunda kontrol grubundaki alg sayilar1 158 ; 161 ; 155 adet alg/ 10 pl iken 0,01
mg/l nano-HfO, konsantrasyonunda alg sayis1 146 ; 150 ; 145 adet alg/ 10 ul ; 0,25
mg/l nano-HfO, dozunda 135 ; 136 ; 137 adet alg/ 10 ul ; 0,5 mg/l nano-HfO,
dozunda alg sayis1 119 ; 117 ; 115 adet alg/ 10 ul ; 1 mg/l nano-HfO,
konsantrasyonunda alg sayist 75 ; 73 ; 71 adet alg/ 10 pul ve 5 mg/l nano-HfO,
dozundaki alg sayilar1 71 ; 72 ; 73 adet alg/ 10 pl’ye diismiistiir (Tablo 4.43). 72 saat
sonunda kontrol grubundaki alg sayilar1 160 ; 165 ; 167 adet alg/ 10 ul iken 0,01
mg/l konsantrasyonunda alg sayilar1 145 ; 146 ; 147 adet alg/ 10 ul’ye ; 0,25 mg/l
nano-HfO, dozunda 135 ; 136 ; 137 adet alg/ 10 ul’ye ; 0,5 mg/I’ de 124 ; 125 ; 120
adet alg/10 pul’ye ; 1 mg/l nano-HfO, konsantrasyonunda 64 ; 62 ; 60 adet alg/ 10
ul’ye ve 5 mg/l nano-HfO, konsantrasyonunda 61 ; 60 ; 59 adet alg/ 10 ul’ye
diismiistiir (Tablo 4.43).

Tablo 4.43 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu Chlorella sp.- alg hiicresi

sayilar1
ALG (Chlorella sp.) SAYILARI (adet Alg /10 pl)
24 saat sonucu 48 saat sonucu 72 saat sonucu
Nano-
1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3.
HfO, Ortalama Ortalama Ortalama
Seri Seri Seri Seri Seri Seri Seri Seri Seri

Kontrol 154 150 158 154 158 155 161 158 160 165 167 164
0,01 mg /1 146 147 151 148 146 145 150 147 145 146 147 146
0,25mg/1 141 140 136 139 135 136 137 136 135 136 140 137
0,5mg/1 121 120 128 123 119 117 115 117 124 125 120 123
1mg/1 84 82 77 81 75 71 73 73 64 62 60 62
Smg/l1 81 79 77 79 71 72 73 72 61 60 59 60

Sekil 4.91°de artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi Chlorella sp’nin yiizde
inhibisyon degerleri yer almaktadir. 24 saat sonucunda 0,01 mg/l, 0,25 mg/l, 0,5
mg/l, 1 mg/l ve 5 mg/l nano-HfO, konsantrasyonlarinda inhibisyon yiizdeleri

strastyla % 3,86 ; % 9,7 ; % 20,1 ; % 47,4 ; % 48,7°dir. 48 saat sonunda bu
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inhibisyon degerleri biraz daha artmais, sirasiyla % 6,9 ; % 13,9 ; % 25,9 ; % 53,7 ; %
54,4. 72 saat sonunda 0,01 mg/l, 0,25 mg/l, 0,5 mg/l, 1 mg/l ve 5 mg/l nano-HfO,
konsantrasyonlarinda inhibisyon yiizdeleri sirasiyla % 10,9 ; % 16,5 ; % 25 ; % 62,2
; Yo 63,4°dir. Sekil 4.91°den hesaplanabilen alg hiicrelerinin % 50’sini inhibe eden
doz ECs degeri 24 saat i¢in 4,57 mg/1, 48 saat i¢in 3,8 mg/l ve 72 saat i¢in 2,94 mg/I
nano-HfO, (Sekil 4.91).
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Sekil 4.91 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina kars1 Chlorella sp’nin yiizde inhibisyon degerleri (24
saat sonucu ECsy degeri= 4,57 mg/l; 48 saat sonucu ECs, degeri=3,8 mg/l ; 72 saat sonucu ECsg

degeri=2,94 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-HfO, konsantrasyonlari ile Chlorella
sp.’nin 24 ; 48 ve 72 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iliskinin lineer
oldugu saptanmistir (R=0,991). Test sonucu Sekil 4.92°de yer almaktadir. Analiz
a=0,05 6nem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda
zaman (P=0,0013 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0001< 0,05) degiskenlerinin
inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu
goriilmiistiir (P=0,0001 < 0,05).
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Sekil 4.92 Chlorella sp.’nin ANOVA testi sonuglari
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Nano-HfO, nanopartikiiliiniin alg iizerine toksisite ¢aligsmalar1 literatiirde

bulunmamaktadir.

4.4.6 Su Piresi (Daphnia magna) Akut Toksisite Testi Sonuclari

Daphnia magna ile yapilan akut toksisite testi nano-HfO, nanopartikiiliiniin artan
dozlarinin D.magna {izerine inhibisyonuna dayanmaktadir. Deney ortaminda nano-
HfO,’in degisen konsantrasyonlar1 100 ml olarak hazirlanip, her bir konsantrasyon
icin 10 adet D.magna konulmustur, ayrica kontrol grubu olarak D.magna’nin mineral
ortamini igeren 100 ml’lik ortama 10 adet D.magna konularak 24 ve 48 saat icin
6lim olup olmadig1 izlenmistir. Tablo 4.44’de artan nano-HfO, konsantrasyonlarinin
24 ve 48 saat sonucunda canli ve dlen D.magna sayilar1 yer almaktadir. 24 saat
sonucunda 0,01 mg/l nano-HfO, dozunda oOliim gozlenmezken ; 0,05 mg/l’de
toksisite gézlenmeye baslamistir. 0,05 ; 0,5 ; 0,7 mg/l nano-HfO, dozunda 1 adet
D.magna 6lmiig, doz arttikga 6liim sayilar1 artmistir. Doz 100 mg/I’ye ¢iktiginda 6
adet D.magna Olmiistiir (Tablo 4.44). 48 saat sonucunda en diisiik dozda (0,01 mg/l)
toksisite baglamig, 1 adet D.magna 6lmistir. 0,7 ; 1 ; 3 mg/l dozunda 4 adet, 20 ve
50 mg/l dozunda 8 adet D.magna Olmiis ; maksimum dozda 9 adet D.magna

Olmiistiir (Tablo 4.44).

Tablo 4.44 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Daphnia manga - su

piresi sayilar1

nano-HfO, 24 saat soriucu nano-HfO, 48 saat SOnl.l.Cll
konsantrasyonu (mg/l) Canh Daphnia Olen Daphnia konsantrasyonu (mg/1) Canh Daphnia Olen Daphnia
NS Sayst sayisi sayisi

0,01 10 0 0,01 9 1
0,05 9 1 0,05 8 2
0,5 9 1 05 3 )

0.7 9 1 0,7 6 4

1 7 3 1 6 .

3 7 3 3 6 .

5 7 3 5 4 P

7 6 4 7 3 ;

10 6 4 10 3 ;

20 5 5 20 ) 0

30 5 5 50 2 o

100 4 6 100 | 9
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Sekil 4.93’te artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi D.magna’larin yiizde
inhibisyonun grafigi bulunmaktadir. 24 saat sonucunda 0,01 mg/l nano-HfO, dozu
D.magna’y1 inhibe etmezken ; 1,3 ve 5 mg/lI’de % 30 inhibisyon ; 20 ve 50 mg/l’de
% 50 inhibisyon ; 100 mg/I’de % 60 inhibisyon gerceklemistir (Tablo 4.93). 48 saat
sonucunda 0,01 mg/l nano-HfO, dozunda % 10 inhibisyon gerceklesirken 0,7 ; 1 ; 3
mg/l nano-HfO, dozunda % 40 inhibisyon gerceklesmis ; 20 ve 50 mg/I’de % 80
inhibisyon ; 100 mg/l nano-HfO, dozunda ise % 90 gerceklesmistir (Tablo 4.93).
Sekil 43.’ten hesaplanabilen D.magna’nin % 50’sini etkilen doz — ECsy degeri: 24
saat icin 63,49 mg/l; 48 saat i¢in 50,18 mg/I’dir.
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Sekil 4.93 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarmna karst Daphnia manga’larin yiizde inhibisyon
degerleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 63,49 mg/l; 48 saat sonucu ECs, degeri=50,18 mg/1)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-HfO, konsantrasyonlar1 ile Daphnia
magna’nin 24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iliskinin lineer
oldugu saptanmistir (R=0,960). Test sonucu Sekil 4.94’de yer almaktadir. Analiz
a=0,05 onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda
zaman (P=0,0001 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0001< 0,05) degiskenlerinin
inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu
goriilmiistiir (P=0,0001 < 0,05).

139



Tahmin Edilen Gergekile Cizim

100

80—-
50:
0]
20 :

Inhibisyon
Yizdesi Actual

o0 -

T . T X T A T T

] 20 40 60 80 100
inhibisyon Ylzdesi Predicted

F=.0001 RSq=0,96 RMSE=7.2822

Uyum Ozeti
“ R2
Diizeltilmis R2 0.960541
Uzeltilmis 0.917495
Karesel Ortalama Hata 7.282191
Ortalama 40,83333
Gazlem 24

|
Varyans Analizi

Kaynak DF R2 Ozeti Ortalama F Oranlan
Model 12 14200,000 118333 223143
Error 11 583,333 5303 Prob>F
C. Total 23 14783.333 =,0001"

» Tahmin Edilen Parametreler
. Testlerin Etkileri
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Sekil 4.94 Daphnia magna 'nin ANOVA testi sonuglart

Nano-HfO, nanopartikiiliniin Daphnia magna tzerine toksisite caligsmalari

literatiirde bulunmamaktadir.

4.4.7 Balik (lepistes - Poecillia reticula) Akut Toksisite Testi Sonuclari

Nano-HfO, nanopartikiiliiniin artan konstrasyonlarinin balik {izerine inhibisyonu
incelenmistir. Balik olarak kullanilan lepistes - Poecillia reticula’nin 24 ve 48 saat
sonucu kontrole kiyasla canli ve olii sayilar1 Tablo 4.45°de yer almaktadir. Diger
yapilan akut toksisite testlerinden farkli olarak balik akut toksisite deneyinde daha
ylksek konsantrasyonlar ¢aligilmistir. 1 ; 10 ; 50 ; 100 ; 200 ; 300 mg/l nano-HfO,
konsantrasyonuna kadar kontrol grubuna kiyasla balik 6liimleri 24 saat sonucunda
gbzlenmemis, 500 ; 750 ; 1000 mg/l nano-HfO, konsantrasyonunda 1 balik 6liimii
gbzlenmigtir. 48 saat sonunda 24 saat ile paralel sonuglar gézlenmis olup ; toksisite
200 mg/l nano-HfO, dozunda baslamistir ; 200 ; 300, 500 ve 750 mg/l nano-HfO,
dozunda kontrol grubuna kiyasla 1 balik 6liimii gerceklesmistir, 1000 mg/1’de ise 2
balik 6limi gozlenmistir (Tablo 4.45).
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Tablo 4.45 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu lepistes - Poecillia

reticula sayilari

24 saat sonucu 48 saat sonucu

nano-HfO, Kontroldeki
ontroldeki
konsantrasyonu Canh Bahk Canli Bahk
Balik Sayis1

(mg/l) Sayisi Olii balik sayist Sayisi Olii balik sayisi
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Sekil 4.95 artan nano-HfO, konsantrasyonlarmma karsi lepistes - Poecillia
reticula’lerin yiizde inhibisyonun grafigi yer almaktadir. 24 saat sonucunda 1 mg/I
ile 300 mg/1 arasindaki nano-HfO,’in lepistes - Poecillia reticula’e karsi toksisitenin
gerceklesmedigi , 500 ; 750 ; 1000 mg/lI’de % 20 inhibisyon gergeklesmistir (Sekil
4.85). 48 saat sonucunda 1 mg/l ve 100 mg/l nano-HfO, dozunda inhibisyon
gerceklesmemis ; 200, 300 500 ve 750 mg/I’de % 20 inhibisyon ger¢eklesmistir
(Sekil 4.95). Nano-HfO, nanopartikiiliiniin baliklarin % 20’sine etki eden dozu (ECy
Degeri) 24 saat sonucu EC,p Degeri= 849,8 mg/l; 48 saat sonucu ECsy Degeri=790,3
mg/1 Sekil 4.95’ten hesaplanmustir.
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Sekil 4.95 Artan nano-HfO, konsantrasyonlarina karsi lepistes - Poecillia reticula’lerin yiizde
inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECy, degeri= 849,8 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri=790,3
mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-HfO, konsantrasyonlari ile lepistes —

Poecillia reticula ’nin 24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon ylizdeleri arasindaki

141



iliskinin lineer oldugu saptanmistir (R=0,846). Test sonucu Sekil 4.96’da yer
almaktadir. Analiz 0=0,05 6nem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans

analizi sonucunda zaman (P=0,805 > 0,05) degiskeninin etkili olmadigi ;

konsantrasyon (P=0,0176 < 0,05) degiskeninin inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili
oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir (P=0,0178 < 0,05).

Tahmin Edilen Gergekile Cizim
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Sekil 4.96 Lepistes — Poecillia reticula’nin ANOVA testi sonuglari

Nano-HfO,’in lepistes - Poecillia reticula tizerine akut toksisitesinin c¢alisildigi

bir literatiir saptanmamustir.

4.4.8 Biyoayrisabilirlik Testi Sonuclari

Nano-HfO, nanopartikiiliiniin canli mikroorganizmalar kullanilarak
biyoayrisabilirliklerinin  belirlenmesi amaglanmis, ayrica alict ortama desarj
edildiginde canli ekosistem tarafindan tolere edilebilmesi i¢in hangi seyreltmede
verilmesinin daha uygun olup olmadig: arastirilmigtir. Nano-HfO,’in 10 ve 100 mg/1
konsantrasyonlarinda % giderimleri 28 giinlik siire boyunca belli zaman
araliklarinda 6l¢iilen KOI degerleri ile hesaplanmistir (Tablo 4.46). Baslangig KOI
degerleri 10 ve 100 mg/l iken 5 ; 10 ; 15 ; 20 ve 28. giinlerde azalan KOI degerleri
dleiilmiistiir. t=0. giinde KOI degeri 10 mg/l iken 5. giinde 6lgiilen KOI 6,389 mg/I’e
; 10. giinde dlgiilen KOI 6,125 mg/1 ; 15. giinde 8lgiilen KOI 5,598 mg/1 ; 20. giinde
dlgiilen KOI 5,184 mg/I’ye 28. giiniin sonunda 6l¢iilen KOI ise 4,561 mg/l olarak
ol¢iilmiistiir (Tablo 4.46). t=0. giinde KOI degeri 100 mg/l iken ; 5. Giinde 96,7 mg/I
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; 10. giinde 93,4 mg/l ; 15. giinde 86,7 mg/l ; 20. giinde 81,5 mg/l ; 28. giiniin

sonunda ise 80,9 mg/l olarak Ol¢iilmiistiir (Tablo 4.46).

Tablo 4.46 28 giin boyunca nano-HfO,’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlari i¢in % biyoayrisabilirlik

degerleri
10 mg/l nano-HfO, 100 mg/l nano-HfO,
KOIi Konsantrasyonu KOI Konsantrasyonu
Giinler (mg/L) % Giderim (mg/L) % Giderim
t=0 10 0 100 0
t=5 6,389 36,1 96,7 33
t=10 6,125 38,8 934 6,6
t=15 5,598 44,02 86,7 13,3
t=20 5,184 48,2 81,5 18,5
t=28 4,561 54,4 80,9 19,01
Sekil 4.97°de giinlere karst 10 mg/l ve 100 mg/l nano-HfO,'in %

biyoayrisabilirlik degerleri yer almaktadir. 10 ve 100 mg/l baslangic KOI miktar1
ortama konulan aerobik ¢amur bakteri tarafindan ayristirildigi i¢in zaman artik¢a
azalma gozlenmistir. 10 mg/l baslangic KOI ile baslatilan akvaryumda ; 5. giinde %
giderim % 36,1 iken ; 20. giine gelindiginde % 48,2’ye ; 28. giinde % giderim %
54,4’¢ yiikselmistir. 100 mg/l baslangic KOI miktar icin 5. giinde % giderim % 3,3
iken ; 10. giinde % giderim % 6,6 ; 20. giine gelindiginde % 18,5’¢ ; 28. glinde %
giderim % 19,01 e yiikselmistir (Tablo 4.46).
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60 45
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Sekil 4.97 10 ve 100 mg/1 nano-HfO, konsantrasyonlarinin 28 giinliik % biyoayrisabilirlik degerleri

Yapilan ANOVA testinde artan nano-HfO, konsantrasyonlari ile biyoayrisabilirlik
testinin 10 ve 100 mg/l nano-HfO, konsantrasyonlarimin giinlere kars1 % giderimi
arasindaki iliskinin lineer oldugu saptanmistir (R=0,952). Test sonucu Sekil 4.98°de
yer almaktadir. Analiz  0=0,05 Onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan

varyans analizi sonucunda konsantrasyon (P=0,0048 > 0,05) ve giinler (P=0,0046 <
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0,05) degiskeninin % giderim iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu
goriilmiistiir (P=0,0036 < 0,05).

Tahmin Edilen Gergek ile Cizim
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Sekil 4.98 Biyoayrisabilirlik Testi’nin ANOVA testi sonuglari

Nano-HfO,’in biyoayrisabilirligini ¢alismis bir literatlir saptanmamustir.

4.4.9 Biyoakiimiilasyon Testi Sonuclari

Nano-HfO, nanopartikiiliiniin farkli konsantrasyonlarinin canli organizmadaki
salimim ve birikimin saptanmasi amaclanmistir. Canli organizma olarak lepistes -
Poecillia reticula kullanilmis, 28 giin boyunca 10 ve 100 mg/l konsantrasyonundaki
nanopartikiiliin KOI degerleri 6l¢iilmiis ve 28 giinliik periyodun sonunda baliklar
temiz suya almip, baliktan suya gegen KOI degerleri 28 giin boyunca hesaplanmistir.
Tablo 4.47°de 28 giin boyunca nano-HfO,’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda
numuneden baliga gecen KOI konsantrasyonlar: ve baliktan temiz suya gegcen KOI

konsantrasyonlar1 yer almaktadir. Biyoakiimiilasyon faktorii (BCF) ‘niin

hesaplanmasi materyal-metod boliimiinde ayrintili agiklanmustir.

Tablo 4.47°de 10 mg/l nano-HfO, konsantrasyonunda 28 giinliik periyotta sudan
baliga gecen KOI konsantrasyonlar1 t=0. giinde 10 mg/l iken 5. giin ; 10. giin ; 15.
giin ; 20. giin ve 28. giinde Sl¢iilen KOI degerleri sirasiyla 6,891 mg/1 ; 5,785 mg/l ;
4,993 mg/l ; 4,625 mg/l ve 4,261 mg/I’dir. K, hesaplanmasinda kullanilan C¢; (0.
Giinde sudan baliga gegen kirletici konsantrasyonun dogal logaritmas1 — InKOi=2,3

mg/l) ve Cp (28. Gilinde sudan baliga gegen kirletici konsantrasyonun dogal
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logaritmas1 — InKOIi=1,44 mg/l) degerleri Tablo 4.47°de yer almaktadr.
Hesaplanmas1 materyal-metod boliimiinde ayrintili agiklanan k, degeri 0,017 giin™
olarak hesaplanir. K; hesaplamasinda yer alan C; degeri Sekil 4.99(a)’da yer alan
grafikte 14. giine gelen InKOI 2,5 mg/1 olarak bulunmaktadir ; C,, degeri ise baliktan
suya gecen KOI degerlerinin dogal logaritmalarindan [Cy= Cy2-Cy; (mg/l) / (Cyo=
28.giin] (Cy1=0.giin)] 0,448 mg/l olarak hesaplandi. Hesaplanmasi1 materyal-metod
boliimiinde ayrintili agiklanan k; degeri 0,16 giin olarak hesaplanir. BCF degeri ise

0,941 dir.

v=-0,0158x+ 4.5662
y=-0,029x+ 2,1365 R: = 0,0586
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Sekil 4.99 (a): 10 mg/l nano-HfO, in gilinlere gore In(Sudan baliga gecen kirletici konsantrasyonu)
degerleri (C=2,5 mg/l) ; (a): 100 mg/l nano-HfO, in giinlere gore In(Sudan baliga gecen kirletici
konsantrasyonu) degerleri (Ci=4,7 mg/l)

100 mg/l nano-HfO, konsantrasyonunda 28 giinliik periyotta sudan baliga gecen
KOI konsantrasyonlar1 t=0. giinde 100 mg/1 iken 5. giin ; 10. giin ; 15. giin ; 20. giin
ve 28. giinde 6lgiilen KOI degerleri sirastyla 83,64 mg/1 ; 81,73 mg/l ; 75,71 mg/l ;
71,74 mg/l ve 61,51 mg/I’dir. K, hesaplanmasinda kullanilan Cg; (0. Giinde sudan
baliga gecen kirletici konsantrasyonun dogal logaritmasi — InKOI=4,61 mg/l) ve Cp
(28. Gilinde sudan baliga gecen Kkirletici konsantrasyonun dogal logaritmasi —
InKOI=4,12 mg/l) degerleri Tablo 4.47°de yer almaktadir. Hesaplanmas1 materyal-
metod bolimiinde ayrintili aciklanan k» degeri 0,0042 giin™' olarak hesaplanir. K,
hesaplamasinda yer alan Cr degeri Sekil 4.99(b)’de yer alan grafikte 14. giine gelen
InKOI 4,7 mg/l olarak bulunmaktadir ; C,, degeri ise baliktan suya gecen KOI
degerlerinin dogal logaritmalarindan [Cy= Cy2-Cyi (mg/l) / (Cyo= 28.giin]
(Cw1=0.giin)] 0,85 mg/I olarak hesaplandi. Hesaplanmasi1 materyal-metod boliimiinde
ayrintih agiklanan k; degeri 0,16 giin™' olarak hesaplamir. BCF degeri ise 38,1°dr.
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Tablo 4.47 28 giin boyunca nano-HfO,’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda numuneden baliga

gecen KOI konsantrasyonlari ve baliktan temiz suya gegen KOI konsantrasyonlari

10 mg/l nano-HfO,

Numuneden Bahga Baliktan Suya Gegen
Gegen KOI InKOIi (mg/L) KOIi Konsantrasyonu InKOI (mg/L)
Giinler Konsantrasyonu (mg/L) (mg/L)
t=0 10 2,3 0 0
t=5 6,891 1,93 3,204 1,16
t=10 5,785 1,75 4,384 1,47
t=15 4,993 1,61 5,193 1,65
t=20 4,625 1,53 5,026 1,61
t=28 4,261 1,44 4,995 1,608

100 mg/l nano-HfO,

Numuneden Bahiga Baliktan Suya Gecen
Gegen KOI InKOI (mg/L) KOi Konsantrasyonu InKOI (mg/L)
Giinler Konsantrasyonu (mg/L) (mg/L)
t=0 100 4,61 0 0
t=5 83,64 4,43 16,74 2,82
t=10 81,73 4,403 18,45 291
t=15 75,71 4,33 24,58 3,201
t=20 71,74 4,27 28,43 3,34
t=28 61,51 4,12 3947 3,67

Lepistes - Poecillia reticula blinyesinde nanopartikiiliin akiimiile olup olmadigina
dayal1 bu testte OECD’de yer alan kriter BCF eger 10’dan kiigiik ise nanopartikiil
iceren Ornek balik biinyesinde akiiliime olmamistir, eger BCF degeri 10’dan biiyiik
ise balik biinyesinde nanopartikiiliin akiimiile oldugunu gdésteriyor (OECD 305,
2012). 10 mg/l nano-HfO, i¢in BCF degeri 0,941 ; 100 mg/l nano-HfO, i¢in BCF
degeri 38,1°dir. 10 mg/l nanopartikiil konsantrasyonunda balik biinyesinde
biyoakiimiile olmadigi, 100 mg/l konsantrasyonunda ise biyakiimiile oldugunu

gostermektedir.

Yapilan ANOVA testinde artan nano-HfO, konsantrasyonlari ile
biyoakiimiilasyon testinin 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarina giinlere kars1 sudan
baliga gecen KOI konsantrasyonu ile baliktan suya gecen KOI konsantrasyonlari
arasindaki iliskinin 10 mg/1 i¢cin (R=0,275) lineer olmadig1 ; 100 mg/1 i¢in (R=0,853)
lineer oldugu saptanmistir. Test sonucu Sekil 4.100°de yer almaktadir. Analiz
a=0,05 onem derecesinde gerceklestirilmigtir. 10 mg/l nano-HfO, konsantrasyonu

i¢in: yapilan varyans analizi sonucunda giinler (P=1,0000 > 0,05) ve KOI (Sudan
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baliga gecen ve Baliktan suya gecen) (P=0,2309< 0,05) degiskenin degiskeninin

etkili olmadigi ve regresyonun anlamli olmadig1 goriilmistiir (P=0,9031 < 0,05).

100 mg/l nano-HfO, konsantrasyonu i¢in: yapilan varyans analizi sonucunda giinler

(P=1,0000 > 0,05) degiskeninin etkili olmadig1 ve KOI (Sudan balifa gecen ve

Baliktan suya gegen) (P=0,0029< 0,05) degiskenin inhibisyon yiizdeleri iizerinde

etkili oldugu ve regresyonun anlamli olmadig1 goriilmiistiir (P=0,051 < 0,05).
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Sekil 4.100 Biyoakiimiilasyon testi’nin ANOVA testi sonuglart (10 mg/l ve 100 mg/l i¢in)

Nano-HfO,’in biyoakiimiilasyonu ile ilgili ¢alismis bir literatiir saptanmamustir.

4.4.10 Nano-HfO,’in Farkli Trofik Seviyelerindeki ECsy Degerlerinin

Karsilastirilmasi

Nano-HfO,’in prokaryot canli olan ; bakteri (Escherichia coli ; Bacillus cereus ;
Vibrio fischeri ; Metan Archae Bakterisi) , 0karyot canli olan ; maya- Candida
albicans ; kiif- Aspergillus niger) , alg (Chlorella sp.) , Crustacea (Daphnia magna)
ve balik (lepistes - Poecillia reticula) olmak tlizere 6 farkli trofik seviye iizerine 9
farkli akut toksisite deneyi yapilmistir. Farkli beslenme seviyelerindeki canlilarin
nano-HfO;’e kars1 farkli toksik cevaplari olugmustur. Tablo 4.48’de yer alan ECsg
degerlerine gore ; en diisiik ECsy degerine (24 saat sonucu ECso= 4,57 mg/l) sahip
olan Chlorella sp. — alg nano-HfO;’e en hassas organizmadir (P=0,0001 < 0,05). En
yiiksek ECsp degerine sahip olan lepistes - Poecillia reticula (24 saat sonucu

EC50=849,8mg/l) nano-HfO,’e en direngli organizmadir (P=0,0178 < 0,05).
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Tablo 4.48 Nano-HfO,’in farkli trofik seviyelerindeki ECs, degerleri

ECs Degerleri (mg/l)
30 dakika sonucu 24 saat sonucu 48 saat sonucu 72 saat sonucu
Bakteri - E.coli - 59.4 30,9
Bakteri - B.cereus - 29,6 16,7
Bakteri - V.fischeri 46,35

Bakteri - Metan Archae - 34,97 13,55
Maya — C.albicans - 41,1 19,7
Kiif — A.niger - 27,8 18,4

Alg — Chlorella sp. - 4,57 3.8 2,94
Crustacea — D.magna - 63,49 50,18
Balik — lepistes — Poecillia reticula - 849,8 790,3

4.5 Nano-Ta,0s ile Yapilan Akut Toksisite Calismalar:

4.5.1 Bakteri (Escherichia coli — Bacillus cereus) Akut Toksisite Testi Sonuclart

Nano-Tantalyum oksitin (nano-Ta,Os) bakteriler iizerine akut toksisitesi gram
negatif bakterilerden E.coli ve gram pozitif bakterilerden B.cereus ile ¢alisilmistir.
Tablo 4.49°da  yer alan E.coli bakterinin sayilari, artan nano-TaOs
konsantrasyonlarina karsin 24 ve 48 saat sonucu kontrole goére degisimlerini
gostermektedir. 24 saat sonucunda kontrol grubundaki canli E.coli sayilar1 35000 ;
30000 ; 34000 adet koloni/ml’dir. 24 saat sonucunda 1 mg/l nano-Ta;Os dozu canli
E.coli kolonilerinin sayilarin1 23000 ; 22000 ; 24000 adet koloni/ml’e diismiistiir. 10
mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda bu say1 daha azalmis, en son 100
mg/l dozunda canli E.coli sayilar1 4000 ; 5000 ; 3000 adet koloni/ml’ye diismiistiir
(Tablo 4.49). 48 saat sonucunda nanopartikiiliin E.coli bakterisine olan inhibisyonu
devam etmistir. 48 saat sonucunda kontrol grubundaki E.coli sayilar1 36000 ; 37000 ;
35000 adet koloni/ml’dir. 1 mg/l dozunda canli E.coli koloni sayilar1 19000 ; 20000 ;
18000 adet koloni/ml ; 10 mg/l dozunda canli E.coli sayilar1 13000 ; 14000 ; 12000
adet koloni/ml ; 50 mg/l dozunda canli E.coli sayilart1 4000 ; 2000 ; 3000 adet
koloni/ml ve 100 mg/l dozunda canli E.coli sayilar1 1000 ; 3000 ; 2000 adet
koloni/ml’ye diismiistiir (Tablo 4.49).
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Tablo 4.49 Artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarma karsi 24 ve 48 saat sonucu Escherichia coli

bakterilerinin sayilari

CANLI E.coli BAKTERI SAYILARI (adet koloni /1 ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-
ORTALAMA ORTALAMA
Ta,05 1. Seri 2. Seri 3. Seri . 1. Seri 2. Seri 3. Seri .
DEGER DEGER
Kontrol 35000 30000 37000 34000 36000 37000 35000 36000
1mg/1 23000 22000 24000 23000 19000 20000 18000 19000
10 mg /1 12000 11000 13000 12000 13000 14000 12000 13000
50 mg/1 6000 7000 5000 6000 4000 2000 3000 3000
100 mg /1 4000 5000 3000 4000 1000 3000 2000 2000

Sekil 4.101°de artan nanopartikiil konsantrasyonlarina karsi E.coli kolonilerinin
24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdelerinin grafikleri bulunmaktadir. 24 saat
sonunda 1 mg/l ; 10 mg/1 ; 50 mg/l ve 100 mg/l nano-Ta,Os dozlarinin E.coli’ye olan
inhibisyon yiizdeleri sirasiyla % 32,4 ; % 68,8 ; % 76,5 ; % 88,2’dir (Sekil 4.101). 48
saat sonunda ise bu inhibisyon yiizdeleri artmakta, sirasiyla % 47,2 ; % 63,8 ; % 91,7
; Y0 94,4°e kadar ¢ikmaktadir (Sekil 4.101). Grafikten hesaplanabilen, E.coli’nin %
50’sini inhibe eden ECsy konsantrasyonu 24 saat i¢cin 26,1 mg/l ; 48 saat icin 18,6

mg/l olarak saptanmustir.
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=100 <100 rY
< ¢ | < *
w 80 & = 80
= * /\4,64?65(+32,326 :E |le
= 60 T RE=05898 5 60 -
i =08 = * ¥ =06935% + 37,089
= 40 = 40 Ri=0598
g "/ ; ;
Z 0 g 20
= =
= =
E 0 T T T T ! = 0
’ 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
nano-Ta,O; Konsantrasyvonu .(ing/1) nano-Ta,0; Konsantrasyonu (mg/1)

Sekil 4.101 Artan nano-Ta,0Os konsantrasyonlarina karsi Escherichia coli bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 26,1 mg/l; 48 saat sonucu ECj

degeri=18,6 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-Ta,Os konsantrasyonlar1 ile E.coli’nin 24
ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iligkinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,960). Test sonucu Sekil 4.102°de yer almaktadir. Analiz a=0,05
onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman

(P=0,1987 > 0,05) degiskeninin etkili olmadig: ; konsantrasyon (P=0,0139 < 0,05)
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degiskeninin inhibisyon yiizdeleri lizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli
oldugu goriilmiistiir (P=0,0192 < 0,05).
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Sekil 4.102 E.coli’'nin ANOVA testi sonuglari

Akut toksisitesi ¢alisilan diger bir bakteri, gram pozitif 6zellige sahip Bacillus
cereus bakterisidir. Artan nano-Ta;Os konsantrasyonlarina karst 24 ve 48 saat
sonucunda canli Bacillus cereus bakterisinin sayilar1 Tablo 4.50’de yer almaktadir.
24 saat sonucunda kontrol numunesinde lireyen canli B.cereus kolonilerinin sayilari
3000 ; 32000 ; 31000 adet koloni/ml iken 1 mg/l konsantrasyonuna maruz kalan
B.cereus bakterisinin sayilart 25000 ; 26000 ; 24000 adet koloni/ml’ye ; 10 mg/l
dozunda canlt B.cereus bakterisinin sayilar1 11000 ; 12000 ; 10000 adet koloni/ml’ye
; 50 mg/l dozunda canli B.cereus bakterisinin sayilar1 3000 ; 3100 ; 3200 adet
koloni/ml’ye ; 100 mg/l konsantrasyonuna maruz kalan B.cereus bakterisinin sayilari
650 ; 660 ; 640 adet koloni/ml’ye diismektedir (Tablo 4.50). 48 saat sonucunda
kontrol grubunda iireyen bakteri sayilart 44000 ; 44500 ; 44100 adet koloni/ml iken ;
1 mg/l konsantrasyonuna maruz kalan B.cereus kolonilerinin sayis1 21000 ; 20000 ;
22000 adet koloni/ml’ye ; 10 mg/l dozunda canli B.cereus sayilar1t 14000 ; 13000 ;
15000 adet koloni/ml’ye ; 50 mg/l konsantrayonunda B.cereus 4200 ; 4100 ; 4300
adet koloni/ml’ye ve 100 mg/l dozunda ise kontrole kiyasla B.cereus kiiltiiriiniin

tamami inhibisyona ugramistir (Tablo 4.50).
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Tablo 4.50 Artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina karst 24 ve 48 saat sonucu Bacillus cereus

bakterilerinin sayilari

CANLI B.cereus BAKTERI SAYILARI (adet koloni /1 ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-
ORTALAMA ORTALAM
Ta,0s 1. Seri 2. Seri 3. Seri . 1. Seri 2. Seri 3. Seri .
DEGER A DEGER
Kontrol 30000 31000 32000 31000 44000 44500 44100 44200
1mg/1 25000 26000 24000 25000 21000 20000 22000 21000
10mg/1 11000 12000 10000 11000 14000 13000 15000 14000
50mg/1 3000 3100 3200 3100 4200 4100 4300 4200
100 mg /1 650 660 640 650 0 0 0 0

Sekil 4.103’te artan nano-Ta;Os konsantrasyonlarina karsi B.cereus bakterisinin
24 ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri verilmektedir. 24 saat sonucunda 1 mg/l ;
10 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l nano-TaOs konsantrasyonlarinda B.cereus
bakterisinin inhibisyon yiizdeleri sirasiyla % 19,4 ; % 64,5 ; % 90 ; % 97,9’ dur (Sekil
4.103). 48 saat sonucunda B.cereus bakterisinin nano-Ta;Os’e olan hassasiyeti
artmis, inhibisyon ylizdeleri de artmistir. 1 mg/l ; 10 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l
nano-Ta;Os konsantrasyonlarinda B.cereus bakterisinin inhibisyon yiizdeleri sirasiyla
% 52,5 ; % 68,3 ; % 90,5 ; %100°diir (Sekil 4.103). Grafikten hesaplanabilen,
B.cereus’un % 50’sini inhibe eden ECsy konsantrasyonu 24 saat i¢in 26,9 mg/l ; 48

saat i¢in 14,8 mg/l olarak saptanmuistir.

24 saat 100 48 saat o
< 100 ~ o~
< ¢ v < 80 °
‘2 80 =
= = ¢ y=0,7061x + 39,525
£ o0 @ = =5 RF=05935
= y=08363x+27432| |
g 40 R*=0,6966 g 40
Y 2
= 20 I = 20
- =
A 0 . . : . A 00 . . . . ,
0 20 40 &0 80 100 0 20 40 60 80 100
nano-Ta,0; Konsantrasyonu (mg/1) nano-Ta,0s Konsantrasyonu (ing/1

Sekil 4.103 Artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina karsi Bacillus cereus bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 26,9 mg/l; 48 saat sonucu ECsg

degeri=14,8 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-Ta,Os konsantrasyonlar1 ile B.cereus nin
24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iliskinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,932). Test sonucu Sekil 4.104’te yer almaktadir. Analiz o=0,05

onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
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(P=0,2365 > 0,05) degiskeninin etkili olmadig1 ; konsantrasyon (P=0,0239 < 0,05)

degiskenlerinin inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli

oldugu goriilmiistiir (P=0,0425 < 0,05).

Tahmin Edilen Gergekile Cizim
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~ Varyans Analizi
Kaynak OF R2 Ozeti Ortalama F Oranlan
Model 4 4969 3850 124235 10,2885
Error 3 3823238 120,77 Prob=F
C. Total 7 s3ai7oes 0.0425°

.. Tahmin Edilen Parametreler
_,Testlerin Etkileri

Kaynak Npoarm DF r2 Ozati F Oranlan Olaslik =F
Zaman 1 1 1950312 1.6148 02934
Doz 3 3 47743538 131770 00311

Sekil 4.104 B.cereus’un ANOVA testi sonuglari

Sekil 4.105(a) ve Sekil 4.1058(b)’de nutrient agar ortamindaki B.cereus ve E.coli
kolonileri gosterilmektedir. Kontrol grubunda 48 saat sonucunda iireyen koloniler ile
1 mg/l ; 10 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l nano-Ta,Os’e 48 saat maruz kalmis kolonileri
kiyasladigimizda ; E.coli bakteri kiiltiiriiniin B.cereus bakteri kiiltiiriine kiyasla daha
az inhibisyona ugramistir [Sekil 4.105(a) ve Sekil 4.1058(b)]. 48 saat sonucunda 100
mg/l nano-TaxOs’in B.cereus bakterisine inhibisyonu % 100 iken E.coli bakterisine

olan inhibisyonu % 94,3 tiir (Sekil 4.101 ve Sekil 4.103).

Sekil 4.105 (a): Artan nano-Ta,Os dozlarina kars1 Escherichia coli bakteri sayilarmin degisimi (b):

artan nano-Ta,Os dozlarina karsi Bacillus cereus bakteri sayilarinin degisimi
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Sekil 4.106’de E.coli ve B.cereus bakterilerinin gram boyama sonuglari
bulunmaktadir. A resminde kontrol grubundaki E.coli bakterisinin gram boyama
sonugclar ; C resminde ise nano-Ta;Os’e 48 saat boyunca maruz kalmis bakterilerinin
gram boyama sonuglart bulunmaktadir. Kontrol grubunda E.coli kolonileri gram
negatif ¢ubuk bakteriler ile 100 mg/l nanopartikiile 48 saat boyunca maruz kalmisg
bakterilerinin gram boyama goriintiisii kiyaslandiginda nanopartikiile maruz kalmis

bakterilerinin sekillerinde 0,01 um biiytimeler goriilmektedir.

A B

C D

Sekil 4.106 Ecsherichia coli ve Bacillus cereus bakterisinin gram boyama sonucu goriintiileri (A:

Kontrol grubundaki E.coli bakterisinin gram boyama sonucu ; B: nano-Ta,Os nanopartikiiliine 48 saat
maruz kalan E.coli bakterisinin gram boyama sonucu ; C: Kontrol grubundaki B.cereus bakterisinin
gram boyama sonucu ; D: nano- Ta,0Os nanopartikiiliine 48 saat maruz kalan B.cereus bakterisinin

gram boyama sonucu)

Nano-Ta,Os ile yapilmis toksisite testlerine baktigimizda ; Chang ve ark.

(2014)’nin tantalyum oksitin antibakteriyel 6zelliklerini Staphylococcus aureus ve
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Actinobacillus actinomycetemcomitans olmak iizere gram pozitif ve gram negatif iki
farkl1 bakteri ile caligmiglar. Amorf tantalyum oksit nanopartikiiliin S.aureus ve
A.actinomycetemcomitans bakterilerine kars1 iyi bir antimikrobiyal performans
gosterdigini rapor etmisler. Nano-Ta,Os ile ilgi toksisite caligmalari ¢ok kisitlt olup,

nanopartikiiliin E.coli ve B.cereus bakterilerine olan toksisitesi ¢alisilmamustir.

4.5.2 Bakteri (Vibrio fischeri) Biyoluminesans Degerine Gore Akut Toksisite Testi

Sonuclart

Nano-Ta;Os’in artan konsantrasyonlarina karsi biyoliiminesans bakterisi olan
Vibrio fischeri ‘nin luminesans degeri ol¢lilmiistiir. Vibrio fischeri bakterisinin nano-
TayOs’e maruz kaldig: siire arttikca, luminesans degerinin azaldig1 ve toksisitenin
arttigi goriilmektedir. Mikrothox deneyi nano-Ta;Os’in 100 mg/l stok ¢ozeltisi
hazirlanmis, % 3’liikk NaCl ile seyreltmeler yapilmis Lumistox 300 (Hach Lange) ile
bakterinin luminesans degeri Ol¢lilmiistiir. Yapilan seyreltmelerin en diisiigi 3,125
mg/I’de Olgiilen inhibisyon % 0,75 ; 6,25 mg/l nano-Ta,Os dozunda % 6,142 ; 12,5
mg/l ‘de % 14,50 ; 25 mg/I’de % 33,55 ; 50 mg/I’de % 74,11 ; 100 mg/l nano-Ta,Os
dozunda % 91,9 inhibisyon gergeklesmistir (Tablo 4.51).

Tablo 4.51 30 dakika sonucu nano-Ta,0s nanopartikiiliiniin artan konsantrasyonlarmna karst Vibrio

fischeri — biyoluminesans bakterisinin % inhibisyon degerleri

nano-Ta,0s Konsantrasyonlari (mg/l) % inhibisyon
3,125 mg/1 0,75
6,25 mg/l 6,142
12,5 mg/l 14,50
25 mg/l 33,55
50 mg/l 74,11
100 mg/1 91,9

Sekil 4.107°de Mikrothox deneyinin sonucunda Lumistox 300 cihazindan alinan
grafik yer almaktadir. Grafikte artan nano-Ta,Os konsantrasyonlara (3,125 mg/l ;
6,25 mg/l ; 12,5 mg/l ; 25 mg/l ; 50 mg/l ; 100 mg/1) kars1 V.fischeri bakterisinin %
inhibisyon degerleri yer almaktadir. Nano-Ta,Os nanopartikiiliiniin Vibrio fischeri
bakterisinin % 50’sine etki eden dozu (ECsy Degeri) 30 dakika sonucunda 31,457
mg/l olarak hesaplanmistir. Vibrio fischeri biyoluminesans bakterisi nano-Ta,Os’e 5
dakika maruz kaldigindaki ECsy degeri 34,56 mg/l ; 15 dakika maruz kaldigindaki

ECsp degeri 32,40 mg/lI’ye diismiistiir. Bakterinin nanopartikiile maruz kalma stiresi
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artttkca ECsp degerinde bir azalma gozlenmis ve bakterinin naopartikiile olan

hassasiyeti artmistir.

% inhibisyon

D 5 1€ 1520 25 3 35 40 45 50 55 50 65 7C 7€ 50 85 9) 95100
Konsantrasyon (mg/1)

Sekil 4.107 nano-Ta,Os’in artan konsantrasyonlarma karsi % inhibisyon degerleri (ECsg
Y Y g

degeri=31,457 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-Ta,Os konsantrasyonlar1 ile Vibrio fischeri
bakterisinin 5. ; 15. ve 30. dakikalarindaki ECsy degerlerinin arasindaki iliskinin
lineer oldugu saptanmistir (R=0,994). Test sonucu Sekil 4.108’de yer almaktadir.
Analiz  0=0,05 O6nem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi
sonucunda zaman (P=0,0089 < 0,05) degiskeninin ECsy degerleri iizerinde etkili

oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir (P=0,0060 < 0,05).

Tahmin Edilen Gergek ile Cizim
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¢ Tahmin Edilen Parametreler
Testlerin Etkileri

Kaynak Nparm DF r2 Ozeti F Oranlari  Olasibk >F
Zaman 2 2 11709273 1655107 0.0060"

Sekil 4.108 Vibrio fischeri bakterisinin ANOVA testi sonuglari
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Nano-Ta,Os nanopartikiiliiniin Vibrio fischeri 1lizerine toksisite c¢aligsmalari

literatiirde bulunmamaktadir.

4.5.3 Anaerobik Bakteri Kullaniarak Metan Gaz Olgiimlerine Dayali Toksisite
Testi (ATA-Anaerobik Toksisite Testi) Sonuclart

Nano-Ta,Os nanopartikiiliiniin artan konsantrasyonlarinin, anaerobik bakterilere
toksik etki yapip yapmadigi ATA-anaerobik toksisite testi ile incelenmistir. 125
ml’lik steril kapakli siselerde artan nanopartikiil konsantrasyonlarinda metan gazi
Ol¢timleri yapilmistir. Kontrol grubunda sadece substrat olarak glukoz bulunurken,
diger sigelerde 1 ; 5 ; 10 ; 25 ; 50 ; 100 mg/l nano-Ta,Os nanopartikiilii konularak
inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonucunda kontrol grubunda olusan CH4 gazi
miktart 19,9 ml iken , 1 mg/l nano-Ta,Os dozunda 10,3 ml ; 5 mg/l nano-Ta,Os
dozunda 9,1 ml ; 10 mg/l nano-Ta,0Os dozunda 8,9 ml ; 25 mg/l nano-Ta,Os dozunda
7,5 ml ; 50 mg/l konsantrasyonunda 6,1 ml ve 100 mg/l nano-Ta,Os dozunda metan
gazi1 miktar1 5,2 ml’ye diismiistiir (Tablo 4.52). 48 saat sonucunda kontrol grubunda
21,7 ml CHy4 gaz1 olusurken 1 mg/l ; 5 mg/l ; 10 mg/l ; 25 mg/1 ; 50 mg/l ve 100 mg/1
nano-Ta,0s dozunda sirasiyla metan gazi miktarlart 15,6 ml ; 14,1 ml; 9,7 ml ; 9,5 ml

; 8,1 ml ; 7,3 ml’ye diismiistiir (Tablo 4.52).

Tablo 4.52 Artan nano-Ta,0s konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu metan gazi miktari ve

inhibisyon yiizdesi

24 saat sonucu
48 saat sonucu
nano-Ta,0s inhibisyon Yiizdesi inhibisyon Yiizdesi
Metan Gazi Miktari (ml) Metan Gaz1 Miktar1 (ml)
(%) (%)
Kontrol 19,9 0 21,7 0
1mg/1 10,3 48,2 15,6 28,1
Smg/l 9,1 54,3 14,1 35,02
10mg/1 8,9 553 9,7 55,3
25mg/1 75 62,3 9,5 56,2
S0mg/1 6,1 69,3 8,1 62,7
100 mg /1 5.2 73,8 73 66,4

Sekil 4.109’de artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina karsi metan gazinin yiizde
inhibisyon degerleri yer almaktadir. Sekil 4.109°dan hesaplanabilen metan

bakterilerinin % 50’sini inhibe eden ECsy degeri 24 saat i¢in 29,6mg/l ; 48 saat i¢in
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93,1 mg/l’dir. 24 saat sonucunda 1 mg/I’den 100 mg/I’ye ¢ikan nanopartikiil
konsantrasyonu anaerobik bakterilerin metan iiretimini etkilemis, inhibisyon oran1 %
48,2’den % 73,8’e ¢ikmistir (Tablo 4.52). 48 saat sonucunda ise bu inhibisyon artmis
ve 1 mg/l icin % 28,1 ; 10 mg/l i¢in % 55,3 ; 50 mg/l i¢in 62,7 ve 100 mg/l i¢in %
66,4’¢ ylikselmistir (Tablo 4.52).
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Sekil 4.109 Artan nano-Ta,0s konsantrasyonlarina kars1 metan gazinin yiizde inhibisyon degerleri (24

saat sonucu ECg degeri= 29,6 mg/l; 48 saat sonucu EC;y degeri= 93,1 mg/1)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-Ta,Os konsantrasyonlar: ile anaerobik
metan Archae bakterilerinin 24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri
arasindaki iliskinin lineer oldugu saptanmistir (R=0,918). Test sonucu Sekil 4.110’da
yer almaktadir. Analiz  0=0,05 onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan
varyans analizi sonucunda zaman (P=0,0292 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0140 <
0,05) degiskenlerinin inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun
anlamli oldugu goriilmiistiir (P=0,0133 < 0,05).
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Sekil 4.110 Anaerobik metan Archae bakterilerinin ANOVA testi sonuglari
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Nano-Ta;Os nanopartikiiliiniin metan Archae bakterileri {iizerine toksisite

calismalari literatiirde bulunmamaktadir.

4.5.4 Maya (Candida albicans) - Kiif (Aspergillus niger ) Akut Toksisite Testi

Sonuclari

Nano-Ta,Os nanopartikiiliiniin akut toksisitesi maya (Candida albicans) ve kif
(Aspergillus niger) olmak tizerine iki farkli organizma iizerinde c¢alisilmistir. Tablo
4.53’te artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina karsi canli maya kolonilerinin sayisi
bulunmaktadir. 24 saat sonucunda kontrol grubundaki C.albicans kolonileri 220000 ;
221000 ; 219000 adet koloni/ml iken nano-Ta,Os’e maruz kalan C.albicans
kolonilerinde azalma gozlenmistir (Tablo 4.53). 1 mg/l konsantrasyonunda canli
maya kolonilerinin sayist 198000 ; 199000 ; 197000 adet koloni/ml’ye ; 10 mg/I
konsantrasyonunda 168000 ; 170000 ; 169000 adet koloni/ml’ye ; 50 mg/l
konsantrasyonunda 129000 ; 130000 ; 128000 adet koloni/ml’ye ve 100 mg/l
konsantrasyonunda 70000 ; 80000 ; 90000 adet koloni/ml’ye diismiistiir (Tablo
4.53). 48 saat sonucunda kontrol grubunda iireyen canli C.albicans kolonilerinin
sayist 240000 ; 241000 ; 239000 adet koloni/ml iken, artan nano-Ta,Os
konsantrasyonlar1 maruz kalma siiresi artik¢a C.albicans kolonilerine inhibisyonu
artmistir. 1 mg/l konsantrasyonunda bu sayr 210000 ; 209000 ; 211000 adet
koloni/ml’ye ; 10 mg/l konsantrasyonunda 170000 ; 169000 ; 171000 adet
koloni/mlI’ye ; 50 mg/l konsantrasyonunda 130000 ; 131000 ; 129000 adet
koloni/ml’ye ve 100 mg/l konsantrasyonunda 37000 ; 38000 ; 36000 adet
koloni/ml’ye diismiistiir (Tablo 4.53).

Tablo 4.53 Artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Candida albicans maya

kolonilerinin sayilari

CANLI C.albicans MAYA KOLONISI SAYILARI (adet koloni /1 ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-
ORTALAMA ORTALAMA
Ta 05 1. Seri 2. Seri 3. Seri ) 1. Seri 2. Seri 3. Seri B
DEGER DEGER
Kontrol 220000 221000 219000 220000 240000 241000 239000 240000
1mg/1 198000 199000 197000 198000 210000 209000 211000 210000
10mg/1 168000 170000 169000 169000 170000 169000 171000 170000
50 mg/1 129000 130000 128000 129000 130000 131000 129000 130000
100 mg /1 70000 80000 90000 80000 37000 38000 36000 37000
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Sekil 4.111’de Candida albicans maya kolonilerinin 24 ve 48 saat sonucundaki
nano-Ta;Os’e olan inhibisyon yiizdeleri verilmektedir. 24 saat sonucunda 1 mg/l
nano-Ta,0s konsantrasyonunda inhibisyon % 10 iken 48 saat sonunda inhibisyon
yilizdesi 12,5’a ¢ikmaktadir. 10 mg/l , 50 mg/l ve 100 mg/l nano-Ta,Os dozunda 24
saat sonucunda inhibisyon yiizdesi sirasiyla 23,2 ; 41,4 ; 63,6 iken 48 saat sonunda
sirastyla % 29,2 ; % 45,8 ; % 84,6’c cikmaktadir (Sekil 4.111). 24 saat sonunda
C.albicans kolonilerinin % 50’sini inhibe eden ECsy degeri 71,5 mg/l ; 48 saat
sonunda ECsy degeri ise 53,2 mg/I’dir (Sekil 4.111). Maruz kalma siiresi artik¢a
nanopartikiiliin maya kolonilerini etkiledigi doz azalmis ; daha az dozlarda daha ¢ok

maya hiicrelerini inhibe etmistir.
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Sekil 4.111 Artan nano-Ta,0s konsantrasyonlarina kars1 Candida albicans bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 71,5 mg/l; 48 saat sonucu ECsg

degeri=53,2 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-Ta,Os konsantrasyonlar1 ile C.albicans’nin
24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon ylizdeleri arasindaki iligskinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,976). Test sonucu Sekil 4.112°de yer almaktadir. Analiz o=0,05
onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,1392 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0063 < 0,05) degiskenlerinin inhibisyon
yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir
(P=0,0088 < 0,05).
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Tahmin Edilen Gergek ile Cizim
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Sekil 4.112 C.albicans’in ANOVA testi sonuglari

Akut toksisitesi ¢alisilan diger mikroorganizma ise kiif (Aspergillus niger) ‘tiir.
Tablo 4.54’te artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina karst 24 ve 48 saat sonucu
Aspergillus niger kiif kolonilerinin sayilar1 verilmektedir. Kontrol grubunda 24 saat
sonucunda 150000 ; 155000 ; 151000 adet koloni/ml iireyen kiif kolonileri, nano-
Ta,0s ile 24 saat boyunca kars1 karsiya kaldiginda koloni sayilar1 azalmistir (Tablo
4.54). 1 mg/l dozunda 110000 ; 111000 ; 109000 adet koloni/ml’ye ; 10 mg/l
dozunda 51000 ; 49000 ; 50000 adet koloni/ml’ye 50 mg/l dozunda 37000 ; 38000 ;
36000 adet koloni/ml’ye diismiistiir. 48 saat sonucunda kontrol grubunda iireyen kiif
kolonilerinin sayis1 121000 ; 123000 ; 120000 adet koloni/ml iken 24 saat
sonucundaki tireyen kiif kolonilerine kiyasla canli kiif kolonilerinde azalma
gbzlenmigtir (Tablo 4.54). 1 mg/l dozunda 71000 ; 72000 ; 73000 adet koloni/ml’ye ;
10 mg/l dozunda 39000 ; 40000 ; 38000 adet koloni/ml’ye ; 50 mg/l dozunda 21000 ;
19000 ; 20000 adet koloni/ml’ye ve 100 mg/l dozunda ise canli kiif kolonilerinin
sayist 7000 ; 6900 ; 7100 adet koloni/ml’ye diigmiistiir (Tablo 4.54).
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Tablo 4.54 Artan nano-Ta,Os; konsantrasyonlarina karst 24 ve 48 saat sonucu Aspergillus niger kiif

kolonilerinin sayilari

CANLI A.niger KUF KOLONISI SAYILARI (adet koloni /1 ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-
Ta,O. ORTALAMA ORTALAMA
2s 1. Seri 2. Seri 3. Seri . 1. Seri 2. Seri 3. Seri N
DEGER DEGER
Kontrol 150000 155000 151000 152000 122000 121000 123000 122000
1mg/1 110000 111000 109000 110000 71000 72000 73000 72000
10mg/1 51000 49000 50000 50000 39000 40000 38000 39000
50mg/1 37000 36000 38000 37000 21000 20000 19000 20000
100 mg /1 16000 15000 17000 16000 7000 7100 6900 7000

Sekil 4.113’te Aspergillus niger kiif kolonilerinin 24 ve 48 saat sonucundaki
nano-Ta,0s’e olan inhibisyon yiizdelerinin grafikleri verilmektedir. 24 saat sonunda
artan nanopartikiil dozlarima karsin A.niger’in hassasiyeti artmis ve inhibisyon
gbzlenmistir. 1 mg/l ; 10 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l dozlarindaki A.niger’in
inhibisyon yiizdeleri sirastyla % 27,6 ; % 67,1 ; % 75,7 ; % 89,5 dur (Sekil 4.113).
48 saat sonunda A.niger’in nano-Ta;Os’e karsi inhibisyon yiizdeleri % 40,9 ; % 68 ;
% 83,6 ; % 94,3 diir (Sekil 4.113). 24 saat sonunda A.niger kolonilerinin % 50’sini
inhibe eden ECsy degeri 71,5 mg/l ; 48 saat sonunda ECsy degeri ise 53,2 mg/l’dir
(Sekil 4.113). Maruz kalma siiresi artik¢a nanopartikiiliin maya kolonilerini etkiledigi

doz azalmis ; daha az dozlarda daha ¢ok kiif hiicrelerini inhibe etmistir.

24 saat 48 saat
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nano-Ta,0; Konsantrasyonu (mg/1) nano-Ta,0; Konsantrasyonu (mg/1)

Sekil 4.113 Artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina karst Aspergillus niger bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 29,3 mg/l; 48 saat sonucu ECsg

degeri=21,5 mg/l)

Sekil 4.114(a)’da artan nano-Ta;Os konsantrasyonlarina karst C.albicans maya

hiicrelerinin potato dextrose agardaki koloni morfolojileri gosterilmektedir. Kontrol
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grubundaki maya kolonilerine kiyasla artan nano-Ta,Os dozlar1 C.albicans iizerine
toksik etki gostermis ve canli C.albicans sayilar1 azalmistir. Sekil 4.114(b)’de ise
artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina kars1 A.niger kiif koloninin potato dextrose
agardaki koloni morfolojileri gosterilmektedir. Kontrol grubundaki kiif koloniler ile
1 mg/l ve 10 mg/l dozuna maruz kalmis A.niger kiif kiiltiriindeki kolonileri
kiyasladigimizda inhibisyon daha az oldugunu, ancak nano-Ta,Os dozu artik¢ca bu

inhibisyonun arttig1 goriilmektedir.

(b)

Sekil 4.114 (a): Artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina karsi Candida albicans maya hiicrelerinin

sayilarmin degisimi ; (b): artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarma karst Aspergillus niger kif

hiicrelerinin sayilarmnin degisimi

Yapilan ANOVA testinde artan nano-Ta,Os konsantrasyonlar1 ile A.niger’nin 24
ve 48 saat sonucundaki inhibisyon ylizdeleri arasindaki iligkinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,989). Test sonucu Sekil 4.115’te yer almaktadir. Analiz o=0,05
onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,0826 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0020 < 0,05) degiskenlerinin inhibisyon
yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir
(P=0,0028 < 0,05).
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Tahmin Edilen Gergekile Cizim

20 30 40 S0 60 70 80 90 100
Inhibisyon Yuzdesi Predicted
P=0,0028 RSq=0.99 RMSE=3,7024

Uyum Ozeti
a
R2
L 0.989243
Diizeltilmis R2 0.974901
Karesel Ortalama Hata 3.70242
5 3Irs
Ortalama 8,39 3
s Gézlem
Varyans Analizi
Kaynak DF  R2Ozeti Ortalama  FOranlan
Model 4 3781,9250 245 484 68,9736
Error 3 41,1237 13.708 Prob > F
C. Total 7 38230588 0.0028"

Tahmin Edilen Parametreler
“ Testlerin Etkileri

Kaynak Nparm DF r20zeti  FOranlan Olasilik >F
Zaman 1 1 90,4512 65085 00828
Doz 3 3 3691.4828 89,7653 0.0020"

Sekil 4.115 A.niger’in ANOVA testi sonuglari

Nano-Ta;Os nanopartikiiliniin maya ve kiif ilizerine toksisite c¢aligsmalari

literatiirde bulunmamaktadir.

4.5.5 Alg (Chlorella sp.) Akut Toksisite Testi Sonuclari

Nano-Ta,Os nanopartikiiliiniin alg iizerine inhibisyonu Chlorella sp. tiri ile
calisilmigtir. Yapilan toksisite ¢alismasinda artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina
(0,01 mg/1 ; 0,25 mg/1 ; 0,5 mg/l ; 1 mg/l ; 5 mg/l ) kars: alg hiicrelerinin 24 ; 48 ve
72 saat boyunca biiyiimelerine olan inhibisyon aragtirilmistir. Tablo 4.55’te artan
nano-Ta,0s konsantrasyonlarina karsi 24, 48 ve 72 saat sonunda 10 pl’deki alg
hiicrelerinin sayis1 verilmistir. Her bir konsantrasyon ve bekleme siiresi 3 seri
seklinde calisilmistir. T=0’daki alg hiicresi sayist 57 adet alg/10 ul iken 24 saat
inkiibasyon periyodundan sonra kontrol grubundaki alg sayilar1 168 ; 164 ; 160 adet
alg / 10 pl iken 0,01 mg/l nano-Ta,Os maruz kalmis alg hiicrelerinin sayis1 166 ; 162
; 164 adet alg/ 10 ul ; 0,25 mg/l nano-Ta,Os’e maruz kalmis alg hiicreleri sayis1 145 ;
149 ; 147 adet alg/ 10 ul ; 0,5 mg/l nano-Ta,0Os’e maruz kalmis alg hiicreleri sayisi
112 ; 108 ; 116 adet alg/ 10 ul ; 1 mg/l nano-Ta,Os’e maruz kalmis alg hiicreleri
sayist 81 ; 85 ; 89 adet alg/ 10 pl ; maksimum doz 5 mg/l nano-Ta,Os’e maruz
kalmis alg hiicreleri sayis1 75 ; 79 ; 77 adet alg/ 10 ul’e diismiistiir (Tablo 4.55). 48
saat sonunda kontrol grubundaki alg sayilar1 170 ; 171 ; 169 adet alg/ 10 pl iken 0,01
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mg/l nano-Ta,0s konsantrasyonunda alg sayis1 155 ; 154 ; 153 adet alg/ 10 ul ; 0,25
mg/l nano-Ta;Os dozunda 141 ; 145 ; 149 adet alg/ 10 ul ; 0,5 mg/l nano-Ta,0s
dozunda alg sayist 109 ; 103 ; 106 adet alg/ 10 pl ; 1 mg/l nano-Ta;Os
konsantrasyonunda alg sayist 77 ; 89 ; 86 adet alg/ 10 pl ve 5 mg/l nano-Ta;Os
dozundaki alg sayilar1 61 ; 67 ; 69 adet alg/ 10 ul’ye diismiistiir (Tablo 4.55). 72 saat
sonunda kontrol grubundaki alg sayilar1 175 ; 179 ; 177 adet alg/ 10 pl iken 0,01
mg/l konsantrasyonunda alg sayilar1 159 ; 158 ; 157 adet alg/ 10 ul’ye ; 0,25 mg/l n
nano-Ta,0s dozunda 142 ; 141 ; 140 adet alg/ 10 ul’ye ; 0,5 mg/l’ de 98 ; 97 ; 90
adet alg/10 ul’ye ; 1 mg/l nano-Ta,Os konsantrasyonunda 76 ; 92 ; 81 adet alg/ 10
ul’ye ve 5 mg/l nano-Ta,Os konsantrasyonunda 55 ; 54 ; 50 adet alg/ 10 ul’ye
diismiistiir (Tablo 4.55).

Tablo 4.55 Artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Chlorella sp - alg

Hiicresi sayilart

ALG (Chlorella sp.) SAYILARI (adet Alg /10 pl)
Nano- 24 saat sonucu 48 saat sonucu 72 saat sonucu
Ta,0s 1. 2. 3% 1. 2. 3. 1. 2. 3.
Seri Seri Seri | Ortalama Seri Seri Seri | Ortalama Seri Seri Seri | Ortalama
Kontrol 164 160 168 164 171 170 169 170 175 177 179 177
0,01 mg /1 166 162 164 164 155 154 153 154 159 158 157 158
0,25 mg/1 147 145 149 147 141 145 149 145 142 141 140 141
0,5mg/1 112 108 116 112 109 103 106 106 98 97 90 95
1mg/1 81 85 89 85 77 89 86 84 76 92 81 83
Smg/l 75 77 79 77 61 67 70 66 55 54 50 53

Sekil 4.116°da artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina kars1 Chlorella sp’nin yiizde
inhibisyon degerleri yer almaktadir. 24 saat sonucunda 0,01 mg/l, 0,25 mg/l, 0,5
mg/l, 1 mg/l ve 5 mg/l nano-Ta,Os konsantrasyonlarinda inhibisyon yiizdeleri
sirastyla % 3,5 ; % 10,4 ; % 46,2 ; % 48,2 ; % 53,04’dir. 48 saat sonunda bu
inhibisyon degerleri biraz daha artmus, sirasiyla 0,5 mg/l, 1 mg/l ve 5 mg/l nano-
Ta,0s konsantrasyonlarinda inhibisyon yiizdeleri sirasiyla % 6,09, % 14,7 ; % 37,6 ;
% 50,6 ; % 61,2°dir. Sekil 4.116’dan hesaplanabilen alg hiicrelerinin % 50’sini
inhibe eden doz ECsy degeri 24 saat i¢in 3,9 mg/l, 48 saat i¢cin 3,2 mg/l ve 72 saat
icin 2,4 mg/l nano-Ta;Os (Sekil 4.116).
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Sekil 4.116 Artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarma karst Chlorella sp’nin yilizde inhibisyon

degerleri(24 saat sonucu ECsy degeri= 3,9 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri=3,2 mg/l ; 72 saat sonucu

ECs degeri=2,4 mg/1)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-Ta,Os konsantrasyonlari

ile Chlorella

sp.’nin 24 ; 48 ve 72 saat sonucundaki inhibisyon ylizdeleri arasindaki iligkinin lineer

oldugu saptanmistir (R=0,983). Test sonucu Sekil 4.117°de yer almaktadir. Yapilan

varyans analizi sonucunda zaman (P=0,0268 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0001<

0,05) degiskenlerinin inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun

anlamli oldugu goriilmiistiir (P=0,0001 < 0,05).

Tahmin Edilen Gergekile Gizim

10 =
L e T e
0 10 20 30 40 S0 60 70 80
Inhibisyon Yuzde si Predicted
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-
R% o 0982372
Dilzeltilmis R2 0.870901
Karesel Ortalama Hata 3786348
Ortalama JS.JGBE;;
- Gézlem
Varyans Analizi
Kaynak OF R2 Ozeti Ortalama FOranlan
Model & &7828735 113048 78,8535
Error a 1146915 1434 Prob>F
€. Tatal 14 68075650 =.0001"

Tahmin Edilen Parametreler
" Testlerin Etkileri

Kaynak Nparm OF r20zeti  FOranlan Olasihk >F
Zzaman 2 2 1687018 58837 0,0258°
Doz a 4 E8141718 1153385 = 0001*

Sekil 4.117 Chlorella sp.’nin ANOVA testi sonuglari

4.5.6 Su Piresi (Daphnia magna) Akut Toksisite Testi Sonuclari

Sucul besin agimnin 6nemli bir parcasi olan Daphnia magna ile yapilan akut

toksisite testi nano-Ta,Os nanopartikiiliiniin artan dozlariin Daphnia magna tizerine

inhibisyonuna  dayanmaktadir.  Deney
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konsantrasyonlart 100 ml olarak hazirlanip, her bir konsantrasyon i¢in 10 adet
D.magna konulmustur, ayrica kontrol grubu olarak D.magna’nin mineral ortamini
iceren 100 ml’lik ortama 10 adet D.magna konularak 24 ve 48 saat icin 6lim olup
olmadig1 izlenmistir. Tablo 4.56’da artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarinin 24 ve 48
saat sonucunda canli ve 6len D.magna sayilar1 yer almaktadir. 24 saat sonucunda
0,01 mg/l nano-Ta,0s konsantrasyonlar1 D.magna lizerinde toksik etki gostermemis,
olim gerceklememistir. 0,05 mg/l nano-Ta,Os dozunda inhibisyon gozlenmeye
baslamis ve 2 adet D.magna 6lmiistiir ; 50 mg/l dozunda 8 adet D.magna oliirken ;
100 mg/l nano-Ta,0s dozunda maksimum inhibisyon gozlenmis, 9 adet D.magna
Olmiistiir (Tablo 4.56). 48 saat sonucunda minimum konsantrasyonlarda bile
D.magna lzerine inhibisyon gergeklesmis ; 0,01 mg/l nano-Ta,Os dozunda 3 adet
D.magna 6lmiistiir. nano-Ta,Os artan konsantrasyonlari D.magna iizerinde toksik
etki gostermis, doz arttikca Sliim sayilari artmis, maksimum konsantrasyonda 100

mg/1 ‘de tiim D.magna’lar inhibisyona ugramistir (Tablo 4.56).

Tablo 4.56 Artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Daphnia manga - su

piresi sayilar1

24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-Ta,0s - nano-Ta,0s ~
Konsantrasyonu (mg/) Canh Daphnia | Olen Daphnia Konsantrasyonu (mg/l) Canh Daphnia Olen Daphnia
sayisi say1s1 sayisi sayl1s1

0,01 10 0 0,01 7 3
0,05 8 2 0,05 6 4

0,5 7 3 0,5 6 4

0,7 7 3 0,7 5 5

1 6 4 1 5 5

3 6 4 3 5 5

5 6 4 5 5 5

7 5 5 7 4 6

10 5 5 10 4 6

20 4 6 20 3 7

50 3 7 50 1 9

100 2 8 100 0 10

Sekil 4.118’da artan nano-Ta,0Os konsantrasyonlarina karsi D.magna’larin yiizde
inhibisyonun grafigi bulunmaktadir. 24 saat sonucunda 0,01 mg/l nano-Ta,0Os dozlar1
D.magna’y1 inhibe etmezken ; 0,5 ve 0,7 mg/1’de % 30 inhibisyon ; 7 ve 10 mg/I’de
% 50 inhibisyon ; 50 mg/I’de % 70 inhibisyon ger¢eklemistir (Sekil 4.118). 48 saat
sonucunda 0,01 mg/l nano-Ta,Os dozunda % 30 inhibisyon ger¢eklesirken ; 0,7 ; 1 ;
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3 ; 5 mg/l nano-Ta,Os dozunda % 50 inhibisyon gerceklesmis ; 50 mg/I’de % 0
inhibisyon ; 100 mg/l nano-Ta,Os dozunda ise % 100 gergeklesmistir (Tablo 4.118).
Sekil 4.118’den hesaplanabilen D.magna’nin % 50’sini etkilen doz — ECs, degeri: 24
saat icin 29,7 mg/l; % 70’ini etkilen doz — EC7, degeri 48 saat i¢in 36,7 mg/I’dir.
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Sekil 4.118 Artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina karsi Daphnia manga’larin yiizde inhibisyon

degerleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 29,7 mg/l; 48 saat sonucu EC; degeri=36,7 mg/1)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-Ta,Os konsantrasyonlar1 ile Daphnia
magna’nin 24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iligkinin lineer
oldugu saptanmistir (R=0,977). Test sonucu Sekil 4.119°de yer almaktadir. Analiz
a=0,05 onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda
zaman (P=0,0001 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0001< 0,05) degiskenlerinin
inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu
goriilmiistiir (P=0,0001 < 0,05).

TahminEdilenGergekile Cizim

4
100 -
80
60
40
20
0

Inhibésyon
Yiizdes! Actual

T —

20 0 20 40 60 B8O 100 120
Inhibisyon Yizdesi Predicted

P<.0001 RSq=0.98 RMSE=4,7673

2 Uyum Ozeti
R2 0077670
DizeltilmigR2 0,953328
Karesel Ortalama Hata 4767313
Ortalama 50
Gatlam s

“Varyans Analizi
Kaynak DF R2 Ozeti Ortalama  F Oranlan
Modal 12 10950.000 912,500 40,1500
Error 11 250,000 22727 Prob>F
C. Total 23 11200000 =,0001*
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Sekil 4.119 Daphnia magna’'nin ANOVA testi sonuglari
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Nano-Ta;Os nanopartikiiliiniin Daphnia magna tizerine toksisite c¢alismalari

literatirde bulunmamaktadir.

4.5.7 Balik (lepistes - Poecillia reticula) Akut Toksisite Testi Sonuglart

Nano-Ta,Os nanopartikiiliiniin artan konstrasyonlarinin balik iizerine inhibisyonu
incelenmistir. Balik olarak kullanilan lepistes — Poecillia reticula’nin 24 ve 48 saat
sonucu kontrole kiyasla canli ve 6lii sayilar1 Tablo 4.57°de yer almaktadir. Diger
yapilan akut toksisite testlerinden farkli olarak balik akut toksisite deneyinde daha
yiiksek konsantrasyonlar caligilmistir. 1 ; 10 ; 50 ; 100 mg/l nano-Ta,Os
konsantrasyonuna kadar kontrol grubuna kiyasla balik 6liimleri 24 saat sonucunda
gbzlenmemis, 200 ; 300 ; 500 ; 750 mg/l nano-Ta,Os konsantrasyonunda 1 balik
Olimii gozlenmistir. 48 saat sonunda 24 saat ile paralel sonuglar gozlenmis olup ;

toksisite 100 mg/l nano-Ta,Os dozunda baglamistir ; 100 ve 200 mg/l nano-
Ta,0sdozunda kontrol grubuna kiyaslal balik 6liimii gerceklesmistir (Tablo 4.57).

Tablo 4.57 Artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu lepistes — Poecillia

reticula sayilari

nano-Ta,0s

konsantrasyonu

Kontroldeki
Balik Sayis1

24 saat sonucu

48 saat sonucu

Canh Bahk

Sayis1

Olii bahk sayist

Canh Balik Sayisi

Olii bahk sayist

(mg/l)

1
10
50

100
200
300
500
750
1000
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Sekil 4.120 artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina karsi lepistes — Poecillia
reticula’lerin ylizde inhibisyonun grafigi yer almaktadir. 24 saat sonucunda 1 mg/I
ile 100 mg/l arasindaki nano-Ta,Os’in  lepistes — Poecillia reticula’e karsi
toksisitenin gergeklesmedigi , 200 ; 300 ; 500 ve 750 mg/I’de % 20 inhibisyon
gerceklesmistir (Sekil 4.120). 48 saat sonucunda 1 mg/l ve 200 mg/l nano-Al,O;

dozunda inhibisyon ger¢eklesmemis ; 300, 500, 750, 1000 mg/I’de % 20 inhibisyon
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gerceklesmistir (Sekil 4.120). Nano-Ta,Os nanopartikiiliiniin baliklarin % 30’una etki
eden dozu (ECso Degeri) 24 saat sonucu EC;y Degeri= 790,3 mg/l; 48 saat sonucu
ECy0 Degeri=505,8 mg/l Sekil 4.120’den hesaplanmastir.

24 saat 48 saat
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Sekil 4.120 Artan nano-Ta,Os konsantrasyonlarina karsi lepistes — Poecillia reticula’lerin yiizde
inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 790,3 mg/l; 48 saat sonucu ECj;y degeri=505,8
mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-Ta,Os konsantrasyonlar1 ile lepistes —
Poecillia reticula *nin 24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon ylizdeleri arasindaki
iliskinin lineer oldugu saptanmistir (R=0,905). Test sonucu Sekil 4.121°de yer
almaktadir. Analiz 0=0,05 6nem derecesinde gergeklestirilmistir. Yapilan varyans
analizi sonucunda zaman (P=0,0353 > 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0029 < 0,05)
degiskeninin inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli
oldugu goriilmiistiir (P=0,0030 < 0,05).
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< Total 17 47111111 0.0030%

_ Tahmin Edilen Parametreler
o Testlerin Etkileri

Kaynak Nparm CF r2 Ozeti F Oranlart  Olasilik > F
Zaman 1 1 355.,5556 56,4000 0.0353"
Doz a B 3111111 8.8000 0.00z29"

Sekil 4.121 Lepistes — Poecillia reticula’nin ANOVA testi sonuglart
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Nano-Ta,Os’in lepistes — Poecillia reticula izerine akut toksisitesinin ¢alisildigi

bir literatiir saptanmamustir.

4.5.8 Biyoayrisabilirlik Testi Sonuclart

Nano-Ta,0s5 nanopartikiiliiniin canli mikroorganizmalar kullanilarak
biyoayrigabilirliklerinin  belirlenmesi amaglanmis, ayrica alict ortama desarj
edildiginde canli ekosistem tarafindan tolere edilebilmesi i¢in hangi seyreltmede
verilmesinin daha uygun olup olmadig1 aragtirtlmistir. Nano-Ta,Os’in 10 ve 100 mg/1
konsantrasyonlarinda 9% giderimleri 28 giinliik siire boyunca belli zaman
araliklarinda dlgiilen KOI degerleri ile hesaplanmustir (Tablo 4.58). Baslangic KOI
degerleri 10 ve 100 mg/l iken 5 ; 10 ; 15 ; 20 ve 28. giinlerde azalan KOI degerleri
dl¢iilmiistiir. t=0. giinde KOI degeri 10 mg/l iken 5. giinde 6l¢iilen KOI 6,2 mg/1’e ;
10. giinde dlgiilen KOI 5,1 mg/1 ; 15. giinde 6l¢iilen KOI 4,2 mg/1 ; 20. giinde dlgiilen
KOI 3,2 mg/lI’ye 28. giiniin sonunda &lgiilen KOI ise 2,2 mg/l olarak 6lgiilmiistiir
(Tablo 4.58). t=0. giinde KOI degeri 100 mg/l iken ; 5. Giinde 86,6 mg/1 ; 10. giinde
80,3 mg/l ; 15. giinde 78,2 mg/l ; 20. giinde 72,6 mg/l ; 28. giiniin sonunda ise 68,5

mg/l olarak 6l¢ililmiistiir (Tablo 4.58).

Tablo 4.58 28 giin boyunca nano-Ta,0Os’in 10 ve 100 mg/1 konsantrasyonlari igin % biyoayrisabilirlik

degerleri
10 mg/l nano-Ta,0s 100 mg/l nano-Ta,0s
KOI Konsantrasyonu KOIi Konsantrasyonu
Giinler (mg/L) % Giderim (mg/L) % Giderim
t=0 10 0 100 0
t=5 6,2 36,8 86,6 13,4
t=10 5,1 49 80,3 19,7
t=15 42 57,1 78,2 21,8
t=20 3,1 61,9 72,6 274
t=28 22 78 68,5 31,5

Sekil 4.122°de giinlere kars1

10 mg/l ve 100 mg/l nano-Ta,Os’in %

biyoayrisabilirlik degerleri yer almaktadir. 10 ve 100 mg/l baslangic KOI miktar
ortama konulan aerobik ¢amur bakteri tarafindan ayristirildigi i¢in zaman artikca
azalma gozlenmistir. 10 mg/l baslangic KOI ile baslatilan akvaryumda ; 5. giinde %
giderim % 36,8 iken ; 20. giine gelindiginde % 61,9’a ; 28. glinde % giderim % 78’a
yiikselmistir. 100 mg/l baslangigc KOI miktari i¢in 5. giinde % giderim % 13,4 iken ;
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10. giinde % giderim % 19,7 ; 20. giine gelindiginde % 27,4’a ; 28. giinde % giderim
% 34,5’a yiikselmistir (Tablo 4.58).

10 mg/1 nano-Ta, 04 100 mg/l nano-Ta, 04
a0 70
£ 80 g ¥ =-9,6358x+ 06,807 H 60 N
g 70 LESHE RN = 5p JIEES T R=0997s
T g I e
£ g : = 40 .=y
g. 40 "\“ é 30 Y
= 30 S = \’x\
& s & 20 | i
= 2 "‘.\ = “\_‘\
= | -
10 ‘“\\ =10 \\\
0 - “$ o R 4
2 3 4 5 6 7 8 [ 10 40 20 60 el =11 o0 100
KOI Konsantrasvonu (mg/1) KO1 Konsantrasvonu (mg/1)

Sekil 4.122 10 ve 100 mg/l nano-Ta,Os konsantrasyonlarmin 28 giinliik % biyoayrisabilirlik degerleri

Yapilan ANOVA testinde artan nano-Ta,Os konsantrasyonlar ile
biyoayrisabilirlik testinin 10 ve 100 mg/l nano-Ta,Os konsantrasyonlarinin giinlere
karst % giderimi arasindaki iliskinin lineer oldugu saptanmistir (R=0,981). Test
sonucu Sekil 4.123’te yer almaktadir. Analiz  0=0,05 Onem derecesinde
gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda konsantrasyon (P=0,0210 >
0,05) ve giinler (P=0,0003 < 0,05) degiskeninin % giderim iizerinde etkili oldugu ve
regresyonun anlamli oldugu gorilmistiir (P=0,0004 < 0,05).

Tahmin Edilen Gergek ile Gizim
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«a ey
Varyans Analizi
Kaynak DF R2 Ozeti Ortalama F Oranlan
Model 6 6402,9300 1067.16 43,1709
Error s 1235067 2472 Prob>F
C. Total 11 6526.5267 0.0004"

i~ Tahmin Edilen Parametreler

. Testlerin Etkileri
Kaynak Nparm OF 2 Ozeti FOranlari  Olasilik >F
Doz 1 1 2726533 11,0300 0,0210°
Gonler 5 s 61302767 49,5990 0.0003"

Sekil 4.123 Biyoayrisabilirlik testi’nin ANOVA testi sonuglari

171



Nano-Ta,0s’in biyoayrigabilirligini ¢alismis bir literatiir saptanmamastir.

4.5.9 Biyoakiimiilasyon Testi Sonuclari

Nano-Ta;0Os nanopartikiiliiniin farkli konsantrasyonlarinin canli organizmadaki
salmim ve birikimin saptanmasi amaglanmistir. Canli organizma olarak lepistes —
Poecillia reticula kullanilmis, 28 giin boyunca 10 ve 100 mg/l konsantrasyonundaki
nanopartikiilin KOI degerleri 6lgiilmiis ve 28 giinliik periyodun sonunda baliklar
temiz suya almip, baliktan suya gegen KOI degerleri 28 giin boyunca hesaplanmustir.
Tablo 4.59°da 28 giin boyunca nano-Ta;Os’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda
numuneden baliga gecen KOI konsantrasyonlar1 ve baliktan temiz suya gegen KOI
konsantrasyonlar1 yer almaktadir. Biyoakiimiilasyon faktori (BCF) ‘niin

hesaplanmasi materyal-metod boliimiinde ayrintili agiklanmustir.

Tablo 4.59°da 10 mg/l nano-Ta,0s konsantrasyonunda 28 giinliik periyotta sudan
baliga gecen KOI konsantrasyonlar1 t=0. giinde 10 mg/l iken 5. giin ; 10. giin ; 15.
giin ; 20. giin ve 28. giinde dlciilen KOI degerleri sirasiyla 6,8 mg/l ; 5,5 mg/l ; 4,1
mg/l ; 3,9 mg/l ve 2,1 mg/I’dir. K, hesaplanmasinda kullanilan C¢; (0. Giinde sudan
baliga gegen kirletici konsantrasyonun dogal logaritmas1 — InKOI=2,3 mg/l) ve Cp,
(28. Gilinde sudan baliga gecen Kkirletici konsantrasyonun dogal logaritmasi —
InKOI=0,74 mg/l) degerleri Tablo 4.59’da yer almaktadir. Hesaplanmas1 materyal-
metod bolimiinde ayrintili agiklanan k, degeri 0,042 giin™' olarak hesaplamr. K|
hesaplamasinda yer alan Cr degeri Sekil 4.124(a)’da yer alan grafikte 14. giine gelen
InKOI 1,5 mg/l olarak bulunmaktadir ; C, degeri ise baliktan suya gegen KOI
degerlerinin dogal logaritmalarindan [Cy= Cy2-Cy1 (mg/l) / (Cyp= 28.giin]
(Cw1=0.gilin)] 0,91 mg/I olarak hesaplandi. Hesaplanmas1 materyal-metod boliimiinde
ayrintili agiklanan k; degeri 0,301 giin™' olarak hesaplanir. BCF degeri ise 7,17 dir.
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(a) (b)
Sekil 4.124 (a): 10 mg/l nano-Ta,0s in giinlere gore In(Sudan baliga gecen kirletici konsantrasyonu)
degerleri (Ci=1,5 mg/l) ; (b): 100 mg/l nano-Ta,Os in giinlere goére In(Sudan baliga gecen kirletici
konsantrasyonu) degerleri (Ci=4,02 mg/1)

100 mg/l nano-Ta,0s5 konsantrasyonunda 28 giinliik periyotta sudan baliga gecen
KOI konsantrasyonlar1 t=0. giinde 100 mg/l iken 5. giin ; 10. giin ; 15. giin ; 20. giin
ve 28. giinde 6lciilen KOI degerleri sirastyla 72,6 mg/l ; 66,5 mg/l ; 51,6 mg/l ; 41,8
mg/l ve 37,5 mg/I’dir. K, hesaplanmasinda kullanilan C¢; (0. Giinde sudan baliga
gecen kirletici konsantrasyonun dogal logaritmasi — InKOI=4,61 mg/l) ve Cp, (28.
Giinde sudan baliga gegen kirletici konsantrasyonun dogal logaritmasi — InKOi=3,62
mg/l) degerleri Tablo 4.59’da yer almaktadir. Hesaplanmasi materyal-metod
bolimiinde ayrintili agiklanan k, degeri 0,0089 giin” olarak hesaplanir. K|
hesaplamasinda yer alan C; degeri Sekil 4.124(a)’da yer alan grafikte 14. giine gelen
InKOI 4,02 mg/l olarak bulunmaktadir ; C,, degeri ise baliktan suya gegen KOI
degerlerinin dogal logaritmalarindan [Cy= Cy2-Cyi  (mg/l) / (Cyo= 28.giin]
(Cw1=0.giin)] 0,83 mg/I olarak hesaplandi. Hesaplanmasi1 materyal-metod boliimiinde
ayrintih agiklanan k; degeri 0,16 giin™' olarak hesaplanir. BCF degeri ise 17,9’dur.
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Tablo 4.59 28 giin boyunca nano-Ta,Os’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda numuneden baliga

gecen KOI konsantrasyonlar1 ve baliktan temiz suya gecen KOI konsantrasyonlari

10 mg/l nano-Ta,0s

Numuneden Bahga

. Baliktan Suya Gecen
Gecgen KOI

InKOi (mg/L) KOI Konsantrasyonu InKOI (mg/L)
Konsantrasyonu
Giinler (mg/L)
(mg/L)
t=0 10 2,3 0 0
t=5 6,8 1,92 3,2 1,16
t=10 5,5 1,7 4,5 1,5
t=15 4,1 1,41 5,9 1,77
t=20 3,9 1,36 6,1 1,81
t=28 2,1 0,74 7,9 2,07

100 mg/l nano-Ta,0s

Numuneden Bahga
Baliktan Suya Gecen

Gegen KOI . . .
InKOI (mg/L) KOI Konsantrasyonu InKOI (mg/L)
Konsantrasyonu
Giinler (mg/L)
(mg/L)
t=0 100 4,6 0 0
t=5 72,6 4,28 274 3,31
t=10 66,5 4,19 33,5 3,51
t=15 51,6 3,94 484 3,88
t=20 41,8 3,73 58,2 4,06
t=28 37,5 3,62 62,5 4,14

Lepistes - Poecillia reticula biinyesinde nanopartikiiliin akiimiile olup olmadigina
dayali bu testte OECD’de yer alan kriter BCF eger 10°dan kiigiik ise nanopartikiil
iceren Ornek balik biinyesinde akiiliime olmamistir, eger BCF degeri 10°dan biiyiik
ise balik biinyesinde nanopartikiiliin akiimiile oldugunu gosteriyor (OECD 305,
2012). 10 mg/l nano-Ta,0s icin BCF degeri 7,17 ; 100 mg/l nano-Ta,0s i¢in BCF
degeri 17,93’tlir. 10 mg/l nanopartikiil konsantrasyonunda balik biinyesinde
biyoakiimiile olmadigi, 100 mg/l konsantrasyonunda ise biyakiimiile oldugunu

gostermektedir.

Yapilan ANOVA testinde artan nano-Ta,Os konsantrasyonlar1 ile
biyoakiimiilasyon testinin 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarina giinlere kars1 sudan
baliga gecen KOI konsantrasyonu ile baliktan suya gecen KOI konsantrasyonlari
arasindaki iliskinin 10 mg/l i¢cin (R=0,0246) ve 100 mg/l i¢in (R=0,232) lineer
olmadig1 saptanmistir. Test sonucu Sekil 4.125’te yer almaktadir. Analiz 0=0,05
onem derecesinde gerceklestirilmistir. 10 mg/l nano-Ta,Os konsantrasyonu igin:

yapilan varyans analizi sonucunda giinler (P=1,0000 > 0,05) ve KOI (Sudan baliga

gecen ve Baliktan suya gecen) (P=0,736 > 0,05) degiskenin degiskeninin etkili
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olmadig1 ve regresyonun anlamli olmadig1 goriilmiistiir (P=0,9999 > 0,05). 100 mg/I
nano-TaOs konsantrasyonu igin: yapilan varyans analizi sonucunda giinler

(P=1,0000 > 0,05) ve KOI (Sudan balifa gecen ve Baliktan suya gecen) (P=0,272 >

0,05) degiskenin inhibisyon yiizdeleri iizerinde degiskeninin etkili olmadigi ve

regresyonun anlamli olmadig1 goriilmiistiir (P=0,051 > 0,05).

Tahmin Edilen Gergekile Cizim Tahmin Edilen Gercekile Cizim
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Karesel Ortalama Hata 3,808865 Karasal Ortalama Hata 3281703
Ortalama 12 Ortalama T;
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P P
Varyn:s Analizi wy Varyans Analizi
Kaynal OF R20zeti  Ortalama  FOranlan Kaynak OF  R20zeti Ortalama  F Oranlan
Model 6 1.920000 0.3200 0.0211 Model 6 16333333 27222 02528
Error 5 75920000 15,1840 Prob>F Error 5 53847867 1076.96 Prob>F
C. Total 11 77.840000 0.9999 C. Total 11 70181200 0,9379
. Tahmin Edilen Parametreler . Edilen Parametreler
. Testlerin Etkileri _ Testlerin Etkileri
Kaynak Mparm DOF 2 Ozeti F Oranlari Olasihk >F Kaynak Nparm DF  r2 Ozeti FOranlari  Olasilik >F
[ {s] 1 1 1.9200000 00,1284 07387 wol 1 1 1633.2333 15166 02729
Ginler s 5 3.9443e-31 00000 1.0000 Gunier s S 2,1038e-29 00000 1,0000

Sekil 4.125 Biyoakiimiilasyon testi’nin ANOVA testi sonuglart (10 mg/l ve 100 mg/l i¢in)

Nano-Ta;0Os’in biyoakiimiilasyonuyla ilgili ¢aligmis bir literatiir saptanmamugtir.

4.5.10 Nano-Ta,Os’in Farkli Trofik Seviyelerindeki ECsy Degerlerinin

Karsilastirilmast

Nano-Ta,0Os’in prokaryot canli olan ; bakteri (Escherichia coli ; Bacillus cereus ;
Vibrio fischeri ; Metan Archae Bakterisi) , 0karyot canli olan ; maya- Candida
albicans ; kiif- Aspergillus niger) , alg (Chlorella sp.) , Crustacea (Daphnia magna)
ve balik (lepistes - Poecillia reticula) olmak {lizere 6 farkli trofik seviye iizerine 9
farkli akut toksisite deneyi yapilmistir. Farkli beslenme seviyelerindeki canlilarin
nano-Ta,0s’e kars1 farkli toksik cevaplar1 olugsmustur. Tablo 4.60’da yer alan ECsg
degerlerine gore ; en diisiik ECsy degerine (24 saat sonucu ECso= 3,9 mg/l) sahip olan

Chlorella sp. — alg nano-Ta;Os’e en hassas organizmadir (P=0,0001 < 0,05). En
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yiiksek ECsp degerine sahip olan lepistes - Poecillia reticula (24 saat sonucu

EC30=790,3 mg/l) nano-Ta,0s’e en direngli organizmadir (P=0,0030 < 0,05).

Tablo 4.60 Nano-Ta,0Os’in farkl: trofik seviyelerindeki ECs, degerleri

ECs) Degerleri (mg/l)
30 dakika sonucu 24 saat sonucu 48 saat sonucu 72 saat sonucu
Bakteri - E.coli - 26,1 18,6
Bakteri - B.cereus - 26,9 14,8
Bakteri - V.fischeri 31,457
Bakteri — Metan Archae - 29,6 (ECgp) 93,1(EC5)
Maya - C.albicans - 71,5 53,2
Kiif — A.niger - 29,3 21,5
Alg - Chlorella sp. - 39 3,2 24
Crustacea — D.magna - 29,7 36,7(ECy)
Balik — lepistes - Poecillia
b 790,3(EC30) 505,8(EC30)

4.6 Nano-SiO; ile Yapilan Akut Toksisite Calismalari

4.6.1 Bakteri (Escherichia coli — Bacillus cereus) Akut Toksisite Testi Sonuclart

Nano-Si0O;’in bakteriler iizerine akut toksisitesi gram negatif bakterilerden E.coli
ve gram pozitif bakterilerden B.cereus ile ¢alisilmistir. Tablo 4.61°de yer alan E.coli
bakterinin sayilari, artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karsin 24 ve 48 saat sonucu
kontrole gore degisimlerini gostermektedir. 24 saat sonucunda kontrol grubundaki
canlt E.coli sayilar1 120000 ; 121000 ; 119000 adet koloni/ml’dir. 24 saat sonucunda
1 mg/l nano-Si0, dozu canli E.coli kolonilerinin sayilarint 95000 ; 95100 ; 94900
adet koloni/ml’e diigmiistiir. 10 mg/1 ; 50 mg/l ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda bu
say1 daha azalmis, en son 100 mg/l dozunda canli E.coli sayilar1 4900 ; 5000 ; 5100
adet koloni/ml’ye diismiistiir (Tablo 4.61). 48 saat sonucunda nanopartikiiliin E.coli
bakterisine olan inhibisyonu devam etmistir. 48 saat sonucunda kontrol grubundaki
E.coli sayilart 125000 ; 126000 ; 124000 adet koloni/ml’dir. 1 mg/l dozunda canl
E.coli koloni sayilar1 86000 ; 85900 ; 86100 adet koloni/ml ; 10 mg/l dozunda canl
E.coli sayilar1 24000 ; 24100 ; 23900 adet koloni/ml ; 50 mg/l dozunda canl E.coli
sayilart 2000 ; 1900 ; 2100 adet koloni/ml ve 100 mg/l dozunda canli E.coli

kiiltiirinlin tamam1 inhibe olmustur (Tablo 4.61).
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Tablo 4.61 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karst 24 ve 48 saat sonucu Escherichia coli

bakterilerinin sayilari

CANLI E.coli BAKTERI SAYILARI (adet koloni /1 ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-SiO, ORTALAMA ORTALAMA
1. Seri 2. Seri 3. Seri DEGER 1. Seri 2. Seri 3. Seri DEGER

Kontrol 120000 121000 119000 120000 125000 126000 124000 125000
Img/1 95000 95100 94900 95000 86000 85900 86100 86000
10mg/1 45000 44900 45100 45000 24000 24100 23900 24000
50mg/1 10000 9900 11000 10300 2000 1900 2100 2000

100 mg /1 5000 4900 5100 5000 0 0 0 0

Sekil 4.126’da artan nanopartikiil konsantrasyonlarina kars1 E.coli kolonilerinin
24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdelerinin grafikleri bulunmaktadir. 24 saat
sonunda 1 mg/l ; 10 mg/1 ; 50 mg/l ve 100 mg/l nano-SiO, dozlarinin E.coli’ye olan
inhibisyon yiizdeleri sirasiyla % 20,8 ; % 62,5 ; % 91,4 ; % 95,8 dir (Sekil 4.126). 48
saat sonunda ise bu inhibisyon yiizdeleri artmakta, sirastyla % 31,2 ; % 80,8 ; % 98,4
; % 100°e kadar ¢ikmaktadir (Sekil 4.126). Grafikten hesaplanabilen, E.coli’nin %
50’sini inhibe eden ECsy konsantrasyonu 24 saat i¢in 27,2 mg/l ; 48 saat icin 16,7

mg/l olarak saptanmistir.
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~100 100
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nano-SiQ, Konsantrasyonu (ing/1) nano-Si0; Konsantrasyonu (img/1)

Sekil 4.126 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karsi Escherichia coli bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsq degeri= 27,2 mg/l; 48 saat sonucu ECs, degeri=

16,7 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-SiO, konsantrasyonlar1 ile E.coli’nin 24 ve
48 saat sonucundaki inhibisyon ylizdeleri arasindaki iligskinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,944). Test sonucu Sekil 4.127°de yer almaktadir. Analiz o=0,05
onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman

(P=0,0824 > 0,05) degiskeninin etkili olmadigi ; konsantrasyon (P=0,0262 < 0,05)
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degiskeninin inhibisyon yiizdeleri {lizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli
oldugu goriilmistiir (P=0,0313 < 0,05).

Tahmin Edilen Gergekile Cizim
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Kaynak OF  R2 Ozeti Ortalama  F Oranlan
Model 4 46894778 117237 12,8474
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Tahmin Edilen Parametreler
_Testlerin Etkileri

Kaynak  Mparm OF  r20:ti _ FOranhn Olaslk>F
Zaman 1 1 503,0865 66089 00824
Doz 3 3 40863914 149268 0,0262"

Sekil 4.127 E.coli’nin ANOVA testi sonuglari

Artan nano-SiO; konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucunda canli Bacillus
cereus bakterisinin sayilar1 Tablo 4.62’de yer almaktadir. 24 saat sonucunda kontrol
numunesinde lireyen canli B.cereus kolonilerinin sayilart 150000 ; 151000 ; 149000
adet koloni/ml iken 1 mg/l konsantrasyonuna maruz kalan B.cereus bakterisinin
sayilart 110000 ; 120000 ; 130000 adet koloni/ml’ye ; 10 mg/l dozunda canli
B.cereus bakterisinin sayilart 64000 ; 63000 ; 65000 adet koloni/ml’ye ; 50 mg/l
dozunda canli B.cereus bakterisinin sayilart 60000 ; 59000 ; 61000 adet koloni/ml’ye
; 100 mg/l konsantrasyonuna maruz kalan B.cereus bakterisinin sayilart 16000 ;
16100 ; 15900 adet koloni/ml’ye diismektedir (Tablo 4.62). 48 saat sonucunda
kontrol grubunda iireyen bakteri sayilar1 173000 ; 172000 ; 174000 adet koloni/ml
iken ; 1 mg/l konsantrasyonuna maruz kalan B.cereus kolonilerinin sayis1 94000 ;
93000 ; 95000 adet koloni/ml’ye ; 10 mg/l dozunda canli B.cereus sayilar1 80000 ;
81000 ; 82000 adet koloni/ml’ye ; 50 mg/l konsantrayonunda B.cereus 14000 ;
13900 ; 14100 adet koloni/ml’ye ve 100 mg/l dozunda ise kontrole kiyasla B.cereus
5000 ; 5100 ; 4900 adet koloni/ml’ye diismiistiir (Tablo 4.62).
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Tablo 4.62 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu Bacillus cereus

bakterilerinin sayilari

CANLI B.cereus BAKTERI SAYILARI (adet koloni /1 ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-Si0, ORTALAMA ORTALAMA
1. Seri 2. Seri 3. Seri DEGER 1. Seri 2. Seri 3. Seri DEGER
Kontrol 150000 151000 149000 150000 173000 172000 174000 173000
1mg/1 110000 120000 130000 120000 94000 93000 95000 94000
10mg /1 64000 63000 65000 64000 81000 80000 82000 81000
50mg/1 60000 61000 59000 60000 14000 14100 13900 14000
100 mg /1 16000 16100 15900 16000 5000 5100 4900 5000

Sekil 4.128’de artan nano-SiO; konsantrasyonlarina kars1 B.cereus bakterisinin 24
ve 48 saat sonucu inhibisyon yiizdeleri verilmektedir. 24 saat sonucunda 1 mg/l ; 10
mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l nano-SiO, konsantrasyonlarinda B.cereus bakterisinin
inhibisyon yiizdeleri sirasiyla % 20 ; % 57,3 ; % 60 ; % 89,3 dur (Sekil 4.128). 48
saat sonucunda B.cereus bakterisinin nano-SiO,’e olan hassasiyeti artmis, inhibisyon
ylizdeleri de artmistir. 1 mg/l ; 10 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l nano-SiO,
konsantrasyonlarinda B.cereus bakterisinin inhibisyon yiizdeleri sirasiyla % 45,66 ;
% 53,2 ; % 91,9 ; %97,1°diir (Sekil 4.128). Grafikten hesaplanabilen, B.cereus’un %
50’sini inhibe eden ECsy konsantrasyonu 24 saat i¢in 39,9 mg/l ; 48 saat i¢in 20,9

mg/l olarak saptanmustir.
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Sekil 4.128 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karst Bacillus cereus bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsq degeri= 39,9 mg/l; 48 saat sonucu ECs, degeri=

20,9 mg/1)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-SiO, konsantrasyonlar1 ile B.cereus nin 24
ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iligkinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,991). Test sonucu Sekil 4.129’da yer almaktadir. Analiz o=0,05

onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
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(P=0,0468 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0013 < 0,05) degiskenlerinin inhibisyon
yilizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir
(P=0,0018 < 005).

Tahmin Edilen Gergek lle Gizim
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Varyans Analizi
Kaynak OF  R2 Ozeti Ortalama  F Oranlan

Madal 4 5818,6850 170467 21,5772
Error 3 65,8437 18,61 Prob> F
C._Total 7 6874 5288 0.0018*

1 Tahmin Edilen Parametreler
_ Testlerin Etkileri

Kaynak Nparm DF r2 Ozeti F Oranlari  Olasihk > F
Zaman 1 1 199,00132 10,6906 0.0458"
Doz 3 3 66196838 118,5394 0.0013"

Sekil 4.129 B.cereus’un ANOVA testi sonuglari

Sekil 4.130(a) ve (b)’de nutrient agar ortamindaki B.cereus ve E.coli kolonileri
gosterilmektedir. Kontrol grubunda 48 saat sonucunda iireyen koloniler ile 1 mg/l ;
10 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l nano-SiO,’e 48 saat maruz kalmis kolonileri
kiyasladigimizda ; E.coli bakteri kiiltiiriiniin B.cereus bakteri kiiltiiriine kiyasla daha
az inhibisyona ugramistir [Sekil 4.130(a) ve Sekil 4.130(b)]. 48 saat sonucunda 100
mg/l nano-SiO,’in B.cereus bakterisine inhibisyonu % 97,1 iken E.coli bakterisine

olan inhibisyonu % 100°diir (Sekil 4.126 ve Sekil 4.128).

y o Ny /i
\ /

Y

¥onece

8 &
fiag-Sity 10 miL

(b)
Sekil 4.130 (a): Artan nano-SiO, dozlarina kars1 Escherichia coli bakteri sayilarinin degisimi ; (b):

artan nano-SiO, dozlarina kars1 Bacillus cereus bakteri sayilarinin degisimi
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Sekil 4.131’de E.coli ve B.cereus bakterilerinin gram boyama sonuglari
bulunmaktadir. A resminde kontrol grubundaki E.coli bakterisinin gram boyama
sonuglar1 ; C resminde ise nano-SiO,’e 48 saat boyunca maruz kalmis bakterilerinin
gram boyama sonuglart bulunmaktadir. Kontrol grubunda E.coli kolonileri gram
negatif ¢ubuk bakteriler ile 100 mg/l nanopartikiile 48 saat boyunca maruz kalmisg
bakterilerinin gram boyama goriintiisii kiyaslandiginda nanopartikiile maruz kalmis
bakterilerinin sekillerinde deformasyonlar oldugu goriilmektedir. Diger gram pozitif
ozellikteki  Bacillus  cereus bakterisinin  kontrol grubu ve 100 mg/l
konsantrasyonunda 48 saat boyunca maruz kalmis grubu kiyaslandiginda ; kontrol
grubunda gram pozitif ¢ubuk bakteriler nanopartikiile maruz kaldiktan sonra hiicre

uzunluk boyutunun arttig1 goriilmektedir.

A B
C D

Sekil 4.131 Ecsherichia coli ve Bacillus cereus bakterisinin gram boyama sonucu goriintiileri (A:

Kontrol grubundaki E.coli bakterisinin gram boyama sonucu ; B: nano-SiO, nanopartikiiliine 48 saat
maruz kalan FE.coli bakterisinin gram boyama sonucu ; C: Kontrol grubundaki B.cereus bakterisinin
gram boyama sonucu ; D: nano-SiO, nanopartikiiliine 48 saat maruz kalan B.cereus bakterisinin gram

boyama sonucu)
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Jiang ve ark., (2009) nano-SiO,’in Escherichia coli ve Bacillus subtilis iizerine
toksik etkisini arastirmiglar. 2 saat boyunca nano-SiO;’e maruz kalan bakteri
kiiltiirlerinde ; B.subtilis icin % 40 ; E.coli i¢in % 58 oraninda o&liim orani
gozlenmistir. Jiang ve ark. (2009)’nin yaptiklar ¢aligmada E.coli’nin nano-SiO;’ye
daha hassas oldugunu rapor etmisler ve bu sonug tez calismasinda saptanan degerlere
paralel bir sonucu kanitlamaktadir. E.coli icin 24 saat sonucu ECs, degeri 27,2 mg/l ;
48 saat i¢in ECsp degeri 16,7 mg/1 iken B.cereus i¢in ECsy degerleri daha yiiksek ; 24
saat icin ECsy degeri 39,9 mg/l, 48 saat i¢in ECsy degeri 20,9 mg/l olarak tespit
edilmistir. E.coli i¢in diisiik ECsy degeri diisiik konsantrasyonlarda bile nano-SiO;’in
E.coli kolonileri toksik etkisini bize gostermektedir. Nanopartikiillerin metal iyonu
salimmi yaparak (Zn*") toksik etki gosterdigini daha 6nce bahsetmistik. Ancak nano-
SiOy’in herhangi bir iyon salinimi yaptigi tespit edilmemis olup, olasi toksisite
mekanizmasi olarak nanopartikiiliin boyutundan kaynaklanan bir toksisite yarattigi
ya da bakteri hiicresinin etrafinda agregasyon meydana getirip hiicre duvar yapisinda

deformasyonlar yarattig1 diisiiniilmektedir (Jiang ve ark., 2009).

4.6.2 Bakteri (Vibrio fischeri) Biyoluminesans Degerine Gore Akut Toksisite Testi

Sonucglar

Nano-SiO’in artan konsantrasyonlarina karsi biyoliiminesans bakterisi olan
Vibrio fischeri ‘nin luminesans degeri Ol¢lilmiistiir. Vibrio fischeri bakterisinin nano-
SiO;’e maruz kaldigi siire arttikga, luminesans degerinin azaldigi ve toksisitenin
arttigr gortilmektedir. Mikrothox deneyi nano-SiO;’in 100 mg/l stok c¢ozeltisi
hazirlanmis, % 3°liikk NaCl ile seyreltmeler yapilmis Lumistox 300 (Hach Lange) ile
bakterinin luminesans degeri Ol¢iilmiistiir. Yapilan seyreltmelerin en digiigii 3,125
mg/I’de Olciilen inhibisyon % 2,659 ; 6,25 mg/l nano-Ta;Os dozunda % 3,40 ; 12,5
mg/l ‘de % 8,92 ; 25 mg/I’de % 18,52 ; 50 mg/I’de % 60,57 ; 100 mg/l nano-Ta,Os
dozunda % 73,64 inhibisyon gerceklesmistir (Tablo 4.62).
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Tablo 4.63 30 dakika sonucu nano-SiO, nanopartikiiliiniin artan konsantrasyonlarina karst Vibrio

fischeri — biyoluminesans bakterisinin % inhibisyon degerleri

nano-SiO, Konsantrasyonlari (mg/l) % Inhibisyon
3,125 mg/l 2,659
6,25 mg/1 3,40
12,5 mg/l 8,92
25 mg/l 18,52
50 mg/1 60,57
100 mg/1 73,64

Sekil 4.132°da Mikrothox deneyinin sonucunda Lumistox 300 cihazindan alinan
grafik yer almaktadir. Grafikte artan nano-SiO, konsantrasyonlara (3,125 mg/l ; 6,25
mg/l ; 12,5 mg/l ; 25 mg/l ; 50 mg/l ; 100 mg/l) kars1 V.fischeri bakterisinin %
inhibisyon degerleri yer almaktadir. Nano-SiO, nanopartikiiliiniin Vibrio fischeri
bakterisinin % 50’sine etki eden dozu (ECsy Degeri) 30 dakika sonucunda 60,4 mg/1
olarak hesaplanmustir. Vibrio fischeri biyoluminesans bakterisi nano-SiO,’e 5 dakika
maruz kaldigindaki ECsy degeri 64,58 mg/l ; 15 dakika maruz kaldigindaki ECsg
degeri 61,42 mg/I’ye diismiistiir. Bakterinin nanopartikiile maruz kalma siiresi
arttikca ECsp degerinde bir azalma go6zlenmis ve bakterinin naopartikiile olan
hassasiyeti artmistir.
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Sekil 4.132 nano-SiO,’in artan konsantrasyonlarina karsi % inhibisyon degerleri (ECsy degeri=60,4
mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-SiO, konsantrasyonlar1 ile Vibrio fischeri
bakterisinin 5. ; 15. ve 30. dakikadalarindaki ECsy degerlerinin arasindaki iliskinin
lineer oldugu saptanmistir (R=0,999). Test sonucu Sekil 4.133’te yer almaktadir.
Analiz  0=0,05 6nem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi

sonucunda zaman (P=0,0001 < 0,05) degiskeninin ECsy degerleri {lizerinde etkili

oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir (P=0,0002 < 0,05).
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Sekil 4.133 Vibrio fischeri bakterisinin ANOVA testi sonuglari

Nano-SiO; ile bakteri biyoluminesansina dayali yapilan toksisite caligmalarina
ornek olarak ; Binaeian ve ark., (2013)’nin nano-ZnO ve nano-SiO, ile ¢aligsmalari
verilebilir. Vibrio fischeri bakterisine 30 dakika maruz biraktiktan sonra oOlgtiikleri
luminesans degerlerine gore nano-ZnO nano-SiO;’e gore daha yiiksek toksisite
gosterdigini rapor etmislerdir. Nano-SiO, i¢in tespit ettikleri ECy degeri 26,98
mg/I’dir. Teorik olarak ECsy’e gore hesapladigimizda bu deger yaklasik 67,5 mg/I’ye
denk geliyor ve bu tez ¢alismasinda 30 dakika sonucu tespit edilen ECsy degerine
(60,4 mg/l) yakin bir sonu¢ oldugu goriilmektedir. Nano-SiO, ile microthox testine
dayal1 literatlir calismalar1 kisithh olup bu tez calismasinda bulunan ECs, degeri

Binaeian ve ark. (2009) bulduklar1 sonucu desteklemektedir.

4.6.3 Anaerobik Bakteri Kullanilarak Metan Gazi Olgiimlerine Dayali Toksisite
Testi (ATA-Anaerobik Toksisite Testi) Sonuclari

Nano-SiO; nanopartikiiliiniin artan konsantrasyonlarinin, anaerobik bakterilere
toksik etki yapip yapmadigi ATA-anaerobik toksisite testi ile incelenmistir. 125
ml’lik streil kapakli siselerde artan nanopartikiil konsantrasyonlarinda metan gazi
Ol¢iimleri yapilmistir. Kontrol grubunda sadece substrat olarak glukoz bulunurken,
diger siselerde 1 ; 5 ; 10 ; 25 ; 50 ; 100 mg/l nano-SiO, nanopartikiilii konularak
inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonucunda kontrol grubunda olusan CH4 gazi
miktar1 19,4 ml iken , 1 mg/l nano-SiO; dozunda 11,2 ml ; 5 mg/l nano-SiO, dozunda

10,8 ml ; 10 mg/l nano-Si0, dozunda 6,4 ml ; 25 mg/l nano-SiO, dozunda 5,8 ml ; 50

184



mg/1 konsantrasyonunda 4,8 ml ve 100 mg/l nano-SiO; dozunda metan gazi miktari
4,1 ml’ye diismiistiir (Tablo 4.64). 48 saat sonucunda kontrol grubunda 23,6 ml CHy4
gaz1 olusurken 1 mg/l ; 5 mg/l ; 10 mg/l ; 25 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l nano-SiO,
dozunda sirastyla metan gazi miktarlari 13,4 ml ; 11,6 ml; 10,3 ml ; 3,2 ml ; 1,6 ml ;

0,5 ml’ye diismiistiir (Tablo 4.64).

Tablo 4.64 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu metan gazi miktar1 ve

inhibisyon yiizdesi

24 saat sonucu 48 saat sonmen
nano-SiO, Metan Gazi1 Miktar1 inhibisyon Yiizdesi Metan Gazi1 Miktar1 inhibisyon Yiizdesi
(ml) (%) (ml) (%)
Kontrol 19,4 0 23,6 0
1mg/1 11,2 42,3 134 432
Smg/l 10,8 44,3 11,6 50,8
10mg/1 6.4 67,1 10,3 56,4
25mg/1 5,8 70,1 3,2 86,4
50mg/1 4.8 75,3 1,6 93,2
100 mg /1 4,1 78,9 0,5 97.8

Sekil 4.134’te artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karst metan gazinin yiizde
inhibisyon degerleri yer almaktadir. Sekil 64°’den hesaplanabilen metan bakterilerinin
% 80’ini inhibe eden ECg degeri 24 saat i¢in 84,6 mg/l ; 48 saat i¢in 48,1 mg/I’dir.
24 saat sonucunda 1 mg/I’den 100 mg/I’ye c¢ikan nanopartikiil konsantrasyonu
anaerobik bakterilerin metan tiretimini etkilemis, inhibisyon oranmi % 42,2’den %
78,9’a ¢cikmustir (Tablo 4.134). 48 saat sonucunda ise bu inhibisyon artmis ve 1 mg/I
icin % 43,2 ; 10 mg/l i¢cin % 56,4 ; 50 mg/l i¢in 93,2 ve 100 mg/l i¢cin % 97,8’e
yiikselmistir (Tablo 4.134).
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Sekil 4.134 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karsi metan gazinin yiizde inhibisyon degerleri (24

saat sonucu ECg degeri= 84,6 mg/l; 48 saat sonucu ECg degeri= 48,1 mg/1)
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Yapilan ANOVA testinde artan nano-SiO; konsantrasyonlari1 ile anaerobik metan
Archae bakterilerinin 24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki
iligkinin lineer oldugu saptanmistir (R=0,920). Test sonucu Sekil 4.135’te yer
almaktadir. Analiz 0=0,05 6nem derecesinde gergeklestirilmistir. Yapilan varyans

analizi sonucunda zaman (P=0,1435 > 0,05) degiskeninin etkili olmadig1 ;

konsantrasyon (P=0,0101 < 0,05) degiskenlerinin inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili
oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir (P=0,0127 < 0,05).
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Sekil 4.135 Anaerobik metan Archae bakterilerinin ANOVA testi sonuglart

Nano-SiO; nanopartikiiliiniin metan Archae bakterileri {iizerine toksisite

calismalari literatiirde bulunmamaktadir.

4.6.4 Maya (Candida albicans) - Kiif (Aspergillus niger ) Akut Toksisite Testi

Sonucglari

Nano-SiO; nanopartikiiliiniin akut toksisitesi maya (Candida albicans) ve kiif
(Aspergillus niger) olmak tizerine iki farkli organizma iizerinde c¢aligilmistir. Tablo
4.65’te artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karsi canli maya kolonilerinin sayisi
bulunmaktadir. 24 saat sonucunda kontrol grubundaki C.albicans kolonileri 346000 ;

345000 ; 344000 adet koloni/ml iken nano-SiO;’e maruz kalan C.albicans
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kolonilerinde azalma goézlenmistir (Tablo 4.65). 1 mg/l konsantrasyonunda canli
maya kolonilerinin sayis1 342000 ; 340000 ; 341000 adet koloni/ml’ye ; 10 mg/l
konsantrasyonunda 270000 ; 271000 ; 269000 adet koloni/ml’ye ; 50 mg/l
konsantrasyonunda 230000 ; 231000 ; 229000 adet koloni/ml’ye ve 100 mg/l
konsantrasyonunda 170000 ; 171000 ; 169000 adet koloni/ml’ye diismiistiir (Tablo
4.65). 48 saat sonucunda kontrol grubunda iireyen canli C.albicans kolonilerinin
sayist 353000 ; 352000 ; 351000 adet koloni/ml iken, artan nano-SiO,
konsantrasyonlart maruz kalma siiresi artikca C.albicans kolonilerine inhibisyonu
artmistir. 1 mg/l konsantrasyonunda bu sayr 330000 ; 331000 ; 329000 adet
koloni/ml’ye ; 10 mg/l konsantrasyonunda 250000 ; 251000 ; 249000 adet
koloni/mlI’ye ; 50 mg/l konsantrasyonunda 191000 ; 192000 ; 193000 adet
koloni/ml’ye ve 100 mg/l konsantrasyonunda 123000 ; 122000 ; 124000 adet
koloni/ml’ye diismiistiir (Tablo 4.65).

Tablo 4.65 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu Candida albicans maya

kolonilerinin sayilar1

CANLI C.albicans MAYA KOLONISi SAYILARI (adet koloni /1 ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-
. ORTALAMA ORTALAMA
Si0, 1. Seri 2. Seri 3. Seri 3 1. Seri 2. Seri 3. Seri B
DEGER DEGER
Kontrol 346000 345000 344000 345000 353000 352000 354000 353000
1mg/1 342000 341000 340000 341000 330000 331000 329000 330000
10mg/1 271000 270000 269000 270000 250000 251000 249000 250000
50 mg /1 230000 231000 229000 230000 192000 191000 193000 192000
100 mg /1 170000 171000 169000 170000 123000 122000 124000 123000

Sekil 4.136’da Candida albicans maya kolonilerinin 24 ve 48 saat sonucundaki
nano-SiO;’e olan inhibisyon yiizdeleri verilmektedir. 24 saat sonucunda 1 mg/l
nano-Si0, konsantrasyonunda inhibisyon % 1,2 iken 48 saat sonunda inhibisyon
yiizdesi 6,5’a ¢ikmaktadir. 10 mg/l , 50 mg/l ve 100 mg/l nano-SiO, dozunda 24 saat
sonucunda inhibisyon yiizdesi sirastyla 21,7 ; 33,3 ; 50,7 iken 48 saat sonunda
sirastyla % 29,2 ; % 45,6 ; % 65,2°e ¢ikmaktadir (Sekil 4.136). 24 saat sonunda
C.albicans kolonilerinin % 50’sini inhibe eden ECsy degeri 92,7 mg/l ; 48 saat
sonunda ECsy degeri ise 67,2 mg/I’dir (Sekil 4.136). Maruz kalma siiresi artik¢a
nanopartikiiliin maya kolonilerini etkiledigi doz azalmis ; daha az dozlarda daha ¢ok

maya hiicrelerini inhibe etmistir.
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Sekil 4.136 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina kars1 Candida albicans bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 92,7 mg/l; 48 saat sonucu ECsy degeri=

67,2 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-SiO, konsantrasyonlar1 ile C.albicans’nin
24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iliskinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,991). Test sonucu Sekil 4.137°de yer almaktadir. Analiz o=0,05
onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,0185 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0013 < 0,05) degiskenlerinin inhibisyon
yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir
(P=0,0018 < 0,05).
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Sekil 4.137 C.albicans in ANOVA testi sonuglari

Akut toksisitesi ¢alisilan diger mikroorganizma ise kiif (Aspergillus niger) ‘tiir.
Tablo 4.66’da artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu
Aspergillus niger kiif kolonilerinin sayilar1 verilmektedir. Kontrol grubunda 24 saat

sonucunda 95000 ; 96000 ; 94000 adet koloni/ml iireyen kiif kolonileri, nano-SiO; ile
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24 saat boyunca karsi karsiya kaldiginda koloni sayilar1 azalmistir (Tablo 4.66). 1
mg/l dozunda 54000 ; 53000 ; 52000 adet koloni/mI’ye ; 10 mg/l dozunda 26000 ;
25000 ; 27000 adet koloni/ml’ye 50 mg/l dozunda 12000 ; 13000 ; 11000 adet
koloni/ml’ye diigmiistiir. 48 saat sonucunda kontrol grubunda iireyen kiif
kolonilerinin sayis1 112000 ; 110000 ; 114000 adet koloni/ml iken 24 saat
sonucundaki iireyen kiif kolonilerine kiyasla canli kiif kolonilerinde azalma
gozlenmistir (Tablo 4.66). 1 mg/l dozunda 56000 ; 55000 ; 54000 adet koloni/ml’ye ;
10 mg/1 dozunda 31000 ; 32000 ; 30000 adet koloni/ml’ye ; 50 mg/l dozunda 12000 ;
13000 ; 14000 adet koloni/ml’ye ve 100 mg/l dozunda ise canli kiif kolonilerinin
say1s1 900 ; 1000 ; 1100 adet koloni/ml’ye diismiistiir (Tablo 4.66).

Tablo 4.66 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarma karsi 24 ve 48 saat sonucu Aspergillus niger kiif

kolonilerinin say1lar

CANLI A.niger KUF KOLONISI SAYILARI (adet koloni /1 ml)
24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-SiO, ORTALAMA ORTALAMA
1. Seri 2. Seri 3. Seri BLCER 1. Seri 2. Seri 3. Seri DECER
Kontrol 95000 94000 96000 95000 112000 110000 114000 112000
1mg/1 54000 53000 55000 54000 56000 55000 54000 55000
10mg/1 26000 25000 27000 26000 31000 30000 32000 31000
50mg/1 12000 13000 11000 12000 13000 12000 14000 13000
100 mg /1 5000 6000 4000 5000 900 1000 2000 1300

Sekil 4.138’de Aspergillus niger kiif kolonilerinin 24 ve 48 saat sonucundaki
nano-SiO;’e olan inhibisyon yiizdelerinin grafikleri verilmektedir. 24 saat sonunda
artan nanopartikiil dozlarina karsin A.niger’in hassasiyeti artmig ve inhibisyon
gbzlenmigstir. 1 mg/l ; 10 mg/l ; 50 mg/l ve 100 mg/l dozlarindaki A.niger’in
inhibisyon yiizdeleri sirasiyla % 43,2 ; % 72,6 ; % 87,4 ; % 94,7’ dir (Sekil 4.138). 48
saat sonunda A.niger’in nano-SiO;’e kars1 inhibisyon yiizdeleri % 50,8 ; % 72,3 ; %
88,4 ; % 98,4°diir (Sekil 4.138). 24 saat sonunda A.niger kolonilerinin % 50’sini
inhibe eden ECsy degeri 18,03 mg/l ; 48 saat sonunda ECsy degeri ise 14,6 mg/1’dir
(Sekil 4.138). Maruz kalma siiresi artikga nanopartikiiliin kiif kolonilerini etkiledigi

doz azalmis ; daha az dozlarda daha c¢ok kiif hiicrelerini inhibe etmistir.
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Sekil 4.138 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina kars1 Aspergillus niger bakterisinin 24 ve 48 saat
sonucu inhibisyon yiizdeleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 18,03 mg/l; 48 saat sonucu ECs, degeri=
14,6 mg/l)

Sekil 4.139(a)’da artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karsi C.albicans maya
hiicrelerinin potato dextrose agardaki koloni morfolojileri gosterilmektedir. Kontrol
grubundaki maya kolonilerine kiyasla artan nano-SiO, dozlar1 C.albicans tizerine
toksik etki gostermis ve canli C.albicans sayilar1 azalmistir. Sekil 4.139(b)’da ise
artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karsi1 A.niger kiif koloninin potato dextrose
agardaki koloni morfolojileri gosterilmektedir. Kontrol grubundaki kiif koloniler ile
I mg/l ve 10 mg/l dozuna maruz kalmis A.niger kiif kiiltiirlindeki kolonileri
kiyasladigimizda inhibisyon daha az oldugunu, ancak nano-SiO, dozu artik¢a bu

inhibisyonun arttig1 goriilmektedir.

(b)

Sekil 4.139 (a): Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karst Candida albicans maya hiicrelerinin

sayilarinin degisimi ; (b): artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karsi Aspergillus niger kif

hiicrelerinin sayilarmin degisimi

Yapilan ANOVA testinde artan nano-SiO, konsantrasyonlar1 ile A.niger’nin 24
ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iliskinin lineer oldugu

saptanmigstir (R=0,993). Test sonucu Sekil 4.140°da yer almaktadir. Analiz a=0,05
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onem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,1766 > 0,05) degiskeninin etkili olmadig1 ; konsantrasyon (P=0,0009 < 0,05)
degiskenlerinin inhibisyon yiizdeleri lizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli

oldugu goriilmiistiir (P=0,0013 < 0,05).

Tahmin Edilen Gergekile Cizim
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Doz 3 3 2851,5450 1532265 0,0009

Sekil 4.140 A.niger’in ANOVA testi sonuglari

Garcia-Saucedo ve ark., (2011)’nin maya - Saccharomyces cerevisiae ile
yaptiklar1 ¢alismada nano-HfO,, nano-SiO, ve nano-Al,O3’in maya hiicrelerinin
oksijen tliketimine bagli yaptiklar1 toksisite ¢aligmalarinda 1000 mg/lI’ye kadar
herhangi bir toksik etki gdstermedigini saptamistir. Bu tez ¢alismasinda maya olarak
Candida albicans ile calisilmis ve nano-SiO;’in bu canliya ¢ok yiiksek toksisite
gostermedigi diisiik ECsy (24 saat sonucunda ECsy degeri: 92,7 mg/l) degeri ile
anlagilmaktadir. Nano-SiO;’in kiif {izerine toksisite ¢aligmalari {izerine herhangi bir

literatiir saptanmamustir.

4.6.5 Alg (Chlorella sp.) Akut Toksisite Testi Sonuclari

Nano-SiO; nanopartikiiliiniin alg iizerine inhibisyonu Chlorella sp. tiiri ile
calisilmigtir. Yapilan toksisite ¢alismasinda artan nano-SiO, konsantrasyonlarina
(0,01 mg/1; 0,25 mg/l; 0,5 mg/l ; 1 mg/l ; 5 mg/l ) kars1 alg hiicrelerinin 24 ; 48 ve

72 saat boyunca biiylimelerine olan inhibisyon arastirilmistir. Tablo 4.676’de artan
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nano-SiO; konsantrasyonlarina karsi 24, 48 ve 72 saat sonunda 10 ul’deki alg
hiicrelerinin sayis1 verilmistir. Her bir konsantrasyon ve bekleme siiresi 3 seri
seklinde calisilmistir. T=0’daki alg hiicresi sayist 54 adet alg/10 pl iken 24 saat
inkiibasyon periyodundan sonra kontrol grubundaki alg sayilar1 150 ; 151 ; 149 adet
alg / 10 ul iken 0,01 mg/l nano-SiO; maruz kalmis alg hiicrelerinin sayis1 121 ; 120 ;
132 adet alg/ 10 ul ; 0,25 mg/l nano-SiO;’e maruz kalmis alg hiicreleri sayis1 106 ;
101 ; 102 adet alg/ 10 pl ; 0,5 mg/l nano-SiO,’e maruz kalmis alg hiicreleri sayis1 70
; 79 ; 85 adet alg/ 10 ul ; 1 mg/l nano-SiO;,’e maruz kalmis alg hiicreleri sayis1 55 ;
53 ; 45 adet alg/ 10 pl ; maksimum doz 5 mg/l nano-SiO;’e maruz kalmis alg
hiicreleri sayis1 36 ; 33 ; 30 adet alg/ 10 ul’e diismiistiir (Tablo 4.67). 48 saat sonunda
kontrol grubundaki alg sayilar1 164 ; 151 ; 156 adet alg/ 10 pl iken 0,01 mg/l nano-
Si0O; konsantrasyonunda alg sayis1 120 ; 123 ; 120 adet alg/ 10 pl ; 0,25 mg/l nano-
Si0; dozunda 91 ; 93 ; 98 adet alg/ 10 ul ; 0,5 mg/l nano-SiO; dozunda alg sayis1 65 ;
66 ; 64 adet alg/ 10 ul ; 1 mg/l nano-SiO; konsantrasyonunda alg sayis1 47 ; 43 ; 51
adet alg/ 10 pl ve 5 mg/l nano-SiO, dozundaki alg sayilar1 25 ; 19 ; 25 adet alg/ 10
ul’ye diismiistiir (Tablo 4.67). 72 saat sonunda kontrol grubundaki alg sayilar1 171 ;
166 ; 164 adet alg/ 10 pl iken 0,01 mg/l konsantrasyonunda alg sayilar1 119 ; 116 ;
110 adet alg/ 10 ul’ye ; 0,25 mg/l nano-SiO, dozunda 84 ; 81 ; 93 adet alg/ 10 ul’ye ;
0,5 mg/l’ de 65 ; 61 ; 63 adet alg/10 pl’ye ; 1 mg/l nano-Si0, konsantrasyonunda 39 ;
37 ; 35 adet alg/ 10 ul’ye ve 5 mg/l nano-SiO; konsantrasyonunda 12 ; 9 ; 6 adet alg/
10 ul’ye diigmiistiir (Tablo 4.67).

Tablo 4.67 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu Chlorella sp - alg hiicresi

sayilart
ALG (Chlorella sp.) SAYILARI (adet Alg/ 10 pl)
24 saat sonucu 48 saat sonucu 72 saat sonucu
Nano-
. 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3.
Si0, Ortalama Ortalama Ortalama
Seri Seri Seri Seri Seri Seri Seri Seri Seri
Kontrol 150 151 161 154 164 156 151 157 171 166 164 167
0,01 mg/1 121 125 132 126 120 123 120 121 119 116 110 115
0,25mg/1 106 101 102 103 91 93 98 94 84 81 93 86
0,5mg/1 70 79 85 78 65 66 67 66 65 61 63 63
1mg/1 55 53 45 51 47 43 51 47 39 37 35 37
Smg/l 36 33 30 33 25 25 19 23 12 9 6 9
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Sekil 4.141°de artan nano-SiO, konsantrasyonlarina kars1 Chlorella sp’nin yiizde
inhibisyon degerleri yer almaktadir. 24 saat sonucunda 0,01 mg/l, 0,25 mg/l, 0,5
mg/l, 1 mg/l ve 5 mg/l nano-SiO, konsantrasyonlarinda inhibisyon yiizdeleri sirasiyla
% 18,18 ; % 33,12 ; % 49,4 ; % 66,9 ; % 78,6 dir. 48 saat sonunda bu inhibisyon
degerleri biraz daha artmus, sirasiyla % 22,9 ; % 40,1 ; % 57,9 ; % 70,1 ; % 85,4. 72
saat sonunda 0,01 mg/l, 0,25 mg/l, 0,5 mg/l, 1 mg/l ve 5 mg/l nano-SiO,
konsantrasyonlarinda inhibisyon yiizdeleri sirasiyla % 31,7 ; % 48,5 ; % 62,3 ; %
77,8 ; % 4,6°dir. Sekil 4.141°den hesaplanabilen alg hiicrelerinin % 60’11 inhibe
eden doz EC¢ degeri 24 saat i¢in 2,5 mg/l, 48 saat i¢in 1,9 mg/l ve % 72 saat icin
1,04 mg/l nano-SiO; (Sekil 4.141).
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Sekil 4.141 Artan nano-SiO, konsantrasyonlaria karst Chlorella sp’nin ylizde inhibisyon degerleri
(24 saat sonucu EC¢ degeri= 2,5 mg/l; 48 saat sonucu ECgqy degeri=1,9 mg/l ; 72 saat sonucu ECq
degeri=1,04 mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-SiO; konsantrasyonlari ile Chlorella sp.’nin
24 ; 48 ve 72 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iligkinin lineer oldugu
saptanmistir (R=0,997). Test sonucu Sekil 4.142°de yer almaktadir. Analiz a=0,05
Oonem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda zaman
(P=0,0001 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0001< 0,05) degiskenlerinin inhibisyon
yilizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu gorilmiistiir
(P=0,0001 < 0,05).
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Sekil 4.142 Chlorella sp.’nin ANOVA testi sonuglari

Gambardella ve ark., (2014) nano-SiO,’in mikroalg — Cricosphaera elongata’dan
deniz kestanesine transferini arastirmislar. Oncelikle nano-SiO; iceren alg kiiltiirii 15
giin boyunca inkiibe edilmis daha sonra mikroalg ile beslenen deniz kestanesi
larvalarina nano-SiO,’in transfer oldugunu ve bu larvalarin gelisimini etkileyen
nano-SiO, hem mikroalg i¢cin hem de deniz kestanesi larvalari igin toksik etki
gosterdigini rapor etmislerdir. Van Hoecke ve ark., (2008) Pseudokirchneriella
subcapitata ile yaptiklar toksisite ¢aligmlarinda 72 saat sonucu ECyy degerini 3,9
mg/l olarak rapor etmislerdir. Chlorella sp. tiirii ile ¢alisilmig herhangi bir literatiire
rastlanmamakla birlikte ; bu tez calismasinda tespit edilen 24, 48 ve 72 saat sonucu
disik ECsop degerleri nano-SiO;’in alg — Chlorella sp. tzerine toksik etki
gosterdigini kanitlamaktadir. Bir ¢cok yerde yaygin olarak kullanilan nanopartikiiller
besin zincirine girip, sucul organizmalarin biinyesinde birikip gelisimlerini

etkileyebilir.

4.6.6 Su Piresi (Daphnia magna) Akut Toksisite Testi Sonuclart

Sucul besin aginin 6nemli bir parcasit olan Daphnia magna ile yapilan akut
toksisite testi nano-SiO; nanopartikiiliiniin artan dozlarinin Daphnia magna iizerine
inhibisyonuna  dayanmaktadir. Deney ortaminda nano-SiO;’in  degisen

konsantrasyonlart 100 ml olarak hazirlanip, her bir konsantrasyon i¢in 10 adet
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D.magna konulmustur, ayrica kontrol grubu olarak D.magna’nin mineral ortamini
iceren 100 ml’lik ortama 10 adet D.magna konularak 24 ve 48 saat i¢in 6liim olup
olmadig izlenmistir. Tablo 4.68’de artan nano-SiO, konsantrasyonlarinin 24 ve 48
saat sonucunda canli ve 6len D.magna sayilart yer almaktadir. 24 saat sonucunda
0,01 ; 0,05;0,5; 0,7 ; 1 ve 3 mg/l nano-SiO; konsantrasyonlar1 D.magna {izerinde
toksik etki gostermemis, Oliim gerceklememistir. 100 mg/l nano-SiO, dozunda
maksimum inhibisyon gdzlenmis, 10 adet D.magna 6lmiistiir (Tablo 4.68). 48 saat
sonucunda minimum konsantrasyonlarda bile D.magna {zerine inhibisyon
gergeklesmis ; 0,01 mg/l nano-SiO, dozunda 3 adet D.magna 6lmiistiir. Nano-SiO,
artan konsantrasyonlar1 D.magna iizerinde toksik etki gostermis, doz arttikca Sliim
sayilar1 artmig, maksimum konsantrasyonda 50 ve 100 mg/l ‘de tim D.magna’lar

inhibisyona ugramistir (Tablo 4.68).

Tablo 4.68 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina kars1 24 ve 48 saat sonucu Daphnia manga - su

piresi sayilari

24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-Si0, - nano-Si0, -
konsantrasyonu (mg/l) Canh Daphnia Olen Daphnia konsantrasyonu (mg/l) Canh Daphnia Olen Daphnia
say1s1 sayisi sayl1s1 sayisi

0,01 10 0 0,01 7 3
0,05 10 0 0,05 6 4
0,5 10 0 0,5 4 6

0,7 10 0 0,7 4 6

1 10 0 1 3 7

3 10 0 3 3 7

5 9 1 5 3 7

7 9 1 7 2 8

10 6 4 10 2 8

20 2 8 20 1 9

50 2 8 50 0 10

100 0 10 100 0 10

Sekil 4.143’de artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karst D.magna’larin yiizde
inhibisyonun grafigi bulunmaktadir. 24 saat sonucunda 0,01 ; 0,05 ;0,5;0,7 ;1 ve 3
mg/l nano-SiO, dozlar1t D.magna’yr inhibe etmezken ; 5 ve 7 mg/I’de % 10
inhibisyon ; 20 ve 80 mg/I’de % 80 inhibisyon ; 100 mg/I’de % 100 inhibisyon
gerceklemigtir (Sekil 4.143). 48 saat sonucunda 0,01 mg/l nano-SiO, dozunda % 30
inhibisyon ger¢eklesirken ; 1 ; 3 ; 5 mg/l nano-SiO, dozunda % 70 inhibisyon
gerceklesmis ; 50 ve 100 mg/l nano-SiO, dozunda ise % 100 gerceklesmistir (Tablo
4.143). Sekil 68.’den hesaplanabilen D.magna’nin % 50’sini etkilen doz — ECsg
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degeri: 24 saat icin 36,7 mg/l; % 80’ini etkilen doz — ECso degeri 48 saat i¢in 40,76
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Sekil 4.143 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarma karst Daphnia manga’larin yiizde inhibisyon

degerleri (24 saat sonucu ECsy degeri= 36,7 mg/l;

48 saat sonucu ECg degeri=40,76 mg/1)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-SiO, konsantrasyonlar1 ile Daphnia

magna’nin 24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon yiizdeleri arasindaki iligkinin lineer

oldugu saptanmistir (R=0,898). Test sonucu Sekil 4.144’te yer almaktadir. Analiz

0=0,05 6nem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda

zaman (P=0,0001 < 0,05) ve konsantrasyon (P=0,0050< 0,05) degiskenlerinin

inhibisyon yiizdeleri iizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu

goriilmiistiir (P=0,0008 < 0,05).
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Sekil 4.144 Daphnia magna 'nin ANOVA testi sonuglari

Bing ve ark., (2009) tarafindan yapilan toksisite ¢calismasinda nano-SiO;’in 24 saat

sonucu ECsy degerini 148,871 mg/l olarak rapor etmislerdir. Bu sonug tez caligmalari

sonucu tespit edilen 24 saat sonucu ECsy degeri 36,7 mg/I’den epey yiiksek bir
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konsantrasyondur. Nanopartikiil c¢ozeltisini hazirlarken kullanilan kimyasallar,
nanopartikiiliin boyutu, ortamin pH’s1 gibi bir cok etken farkli sonuglar elde
edilmesine neden olmus olabilir. Nano-SiO;’in D.magna iizerine toksik etkisi ile
ilgili ¢ok calisma bulunmamaktadir ancak bir ¢ok arastirmaci siizerek beslenen bu
canlilarda nanopartikiiliin midesinde akiimiile oldugunu ve besin zincirinde yiiksek

seviyelere kadar transfer olabilecegini 6ngérmektedirler.

4.6.7 Balik (Iepistes - Poecillia reticula) Akut Toksisite Testi Sonuclari

Nano-SiO; nanopartikiiliiniin artan konstrasyonlarinin balik iizerine inhibisyonu
incelenmistir. Balik olarak kullanilan lepistes - Poecillia reticula’nin 24 ve 48 saat
sonucu kontrole kiyasla canli ve olii sayilar1 Tablo 4.69’da yer almaktadir. Diger
yapilan akut toksisite testlerinden farkli olarak balik akut toksisite deneyinde daha
yuksek konsantrasyonlar cahgilmistir. 1 ; 10 ve 50 mg/l nano-SiO,
konsantrasyonuna kadar kontrol grubuna kiyasla balik 6liimleri 24 saat sonucunda
gbzlenmemis, 100 ; 200 ; 300 mg/l nano-SiO, konsantrasyonunda 1 balik 6liimii
gbzlenmig ; 750 ve 1000 mg/l dozunda 2 adet balik 6limii gozlenmistir (Tablo
4.69). 48 saat sonunda toksisite 100 mg/l nano-SiO, dozunda baslamistir ; 100 ve 200
mg/l nano-SiO, dozunda kontrol grubuna kiyaslal balik olimii gergeklesmis,
maksimum 50 ve 1000 mg/I’de kontrol grubuna kiyasla tiim baliklar 6lmiistiir (Tablo

4.69).

Tablo 4.69 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karsi 24 ve 48 saat sonucu lepistes - Poecillia

reticula sayilart

24 saat sonucu 48 saat sonucu
nano-SiO,
Kontroldeki Canli Bahk
konsantrasyonu . Canhl Balik Sayis1 N
Balik Sayisi Sayis1 Olii balik sayis1 Olii balik sayis1
(mg/l)

1 5 5 0 5 0

10 5 5 0 5 0

50 5 5 0 5 0

100 5 4 1 4 1

200 5 4 1 4 1

300 5 4 1 3 2

500 5 3 2 2 3

750 5 2 3 0 5

1000 5 2 3 0 5
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Sekil 4.145 artan nano-SiO, konsantrasyonlarina kars1 lepistes - Poecillia
reticula’lerin yiizde inhibisyonun grafigi yer almaktadir. 24 saat sonucunda 1 mg/I
ile 50 mg/l arasindaki nano-SiO,’in lepistes - Poecillia reticula’e kars1 toksisitenin
gerceklesmedigi , 100 ; 200 ; 300 mg/I’de % 10 inhibisyon gerceklesmistir (Sekil
4.145). 48 saat sonucunda 1 mg/l ve 50 mg/l nano-SiO, dozunda inhibisyon
gerceklesmemis ; 300 mg/l’de % 20 inhibisyon gergeklesmistir (Sekil 4.145). Nano-
Si0, nanopartikiiliiniin baliklarin % 50’sine etki eden dozu (ECsy Degeri) 24 saat
sonucu ECsy Degeri= 716,4 mg/l; 48 saat sonucu ECsy Degeri=433,1 mg/l Sekil
4.145°den hesaplanmugtir.

24 saat 48 gaat

100 L 4 L 2
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40 ¢ =0, 115+ 17081

R?=09581
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Sekil 4.145 Artan nano-SiO, konsantrasyonlarina karsi lepistes - Poecillia reticula’lerin yiizde
inhibisyon degerleri (24 saat sonucu ECs, degeri= 716,4 mg/l; 48 saat sonucu ECs, degeri=433,1
mg/l)

Yapilan ANOVA testinde artan nano-SiO, konsantrasyonlari ile lepistes —
Poecillia reticula ’nin 24 ve 48 saat sonucundaki inhibisyon ylizdeleri arasindaki
iliskinin lineer oldugu saptanmistir (R=0,935). Test sonucu Sekil 4.146’de yer
almaktadir. Analiz 0=0,05 6nem derecesinde gergeklestirilmistir. Yapilan varyans

analizi sonucunda zaman (P=0.0497 < 0.05) ve konsantrasyon (P=0,0006 < 0,05)

degiskeninin inhibisyon yiizdeleri tizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli

oldugu goriilmiistiir (P=0,0007 < 0,05).
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Tahmin Edilen Gergekile Cizim

120
100 —
80 -
50
40—
20—
o
-20 T T T T T T
-20 o 20 40 60 80 100 1120
Inhibisyon Ylzdesi Predicted
FP=0,0007 RSq=0,94 RMSE=12.247

Inhibisyon
Yiizdesi Actual

A Uyum Ozeti

R?. o 0,935407
Dizeltilmiz R2 0.862739
Karesel Ortalama Hata 12.24745
Ortalama 3111111

Gézlem 8

Varyans Analizi

Kaynak DF  R2 Ozeti Ortalama  FOranlan
Model 9 17377.778 1930.86 128724
Error a8 1200.000 150,00 Prob>F
C. Total 17 18577.778 0.0007"

- Tahmin Edilen Parametreler
_ Testlerin Etkileri

Kaynak Nparm  DF r2 Ozeti FOranlari  Olasihik >F
Zaman 1 1 200,000 53333 0.0497*
Doz 8 a8 16577.778 13,8148 0.0006*

Sekil 4.146 Lepistes — Poecillia reticula’nin ANOVA testi sonuglari

Nano-SiO;’in lepistes — Poecillia reticula lizerine akut toksisitesinin ¢alisildig1 bir

literatiir saptanmamustir.

4.6.8 Biyoayrisabilirlik Testi Sonuclart

Nano-SiO,  nanopartikiiliiniin canl mikroorganizmalar kullanilarak
biyoayrigabilirliklerinin  belirlenmesi amaglanmis, ayrica alict ortama desarj
edildiginde canli ekosistem tarafindan tolere edilebilmesi i¢in hangi seyreltmede
verilmesinin daha uygun olup olmadig: arastirilmistir. Nano-SiO,’in 10 ve 100 mg/1
konsantrasyonlarinda % giderimleri 28 giinlik siire boyunca belli zaman
araliklarinda 6lgiilen KOI degerleri ile hesaplanmistir (Tablo 4.70). Baslangig KOI
degerleri 10 ve 100 mg/l iken 5 ; 10 ; 15 ; 20 ve 28. giinlerde azalan KOI degerleri
dleiilmiistiir. t=0. giinde KOI degeri 10 mg/l iken 5. giinde 6l¢iilen KOI 9,1 mg/1’e ;
10. giinde 6lgiilen KOI 8,5 mg/1 ; 15. giinde 6lgiilen KOI 8,3 mg/1 ; 20. giinde dl¢iilen
KOI 7,9 mg/I’ye 28. giiniin sonunda &lciilen KOI ise 2,1 mg/l olarak Sl¢iilmiistiir
(Tablo 4.70). t=0. giinde KOI degeri 100 mg/I iken ; 5. Giinde 85,56 mg/I ; 10. giinde
85,13 mg/l ; 15.giinde 81,543 mg/1 ; 20. giinde 79,51 mg/l ; 28. giiniin sonunda ise
65,66 mg/l olarak ol¢lilmiistiir (Tablo 4.70).
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Tablo 4.70 28 giin boyunca nano-SiO,’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlar1 igin % biyoayrisabilirlik

degerleri
10 mg/l nano-SiO, 100 mg/l nano-SiO,
KOI Konsantrasyonu KOIi Konsantrasyonu
Giinler (mg/L) % Giderim (mg/L) % Giderim
t=0 10 0 100 0
t= 9,1 8,5 89,56 10,44
t=10 8,5 15 85,13 17,87
t=15 8,3 17,9 81,54 18,46
t=20 7.9 20,5 79,51 20,49
t=28 2,1 79 65,66 34,34
Sekil 4.147°de giinlere karst1 10 mg/l ve 100 mg/l nano-SiO;’'in %

biyoayrisabilirlik degerleri yer almaktadir. 10 ve 100 mg/l baslangic KOI miktar
ortama konulan aerobik ¢amur bakteri tarafindan ayristirildigi i¢in zaman artikca
azalma gozlenmistir. 10 mg/l baslangic KOI ile baslatilan akvaryumda ; 5. giinde %
giderim % 8.5 iken ; 20. giine gelindiginde % 20,5’e ; 28. giinde % giderim % 79’a
yiikselmistir. 100 mg/1 baslangig KOI miktar1 igin 5. giinde % giderim % 10,44 iken ;
10. giinde % giderim % 17,87 ; 20. giine gelindiginde % 20,49’a ; 28. giinde %
giderim % 34,34’¢ yiikselmistir (Tablo 4.70).

10 mg/l nanoe-Si0), 100 mg/l nano-5i0,
45 4
- * ¥ = 10,0235+ 100,18 £ 3 & e
= e = | g ¥ =-09922x + 99,825
% 35 2 e = 1,9985 g 30 = CLE R
g £ g 2s =
= 15 = »
5 20 4 )\’ g 20 o
= = 18 - e
g * g °F S
- ! = S 10 .
s 1 \“ $ -
s s
0 0
3 & 7 8 3 10 S0 [l T s0 90 11}
KOi Konsantrasyonu (mg/1) KOT Konsantrasyonu (mg/1)

Sekil 4.147 10 ve 100 mg/l nano-SiO, konsantrasyonlarmin 28 giinliik % biyoayrisabilirlik degerleri

Yapilan ANOVA testinde artan nano-SiO, konsantrasyonlar1 ile biyoayrisabilirlik
testinin 10 ve 100 mg/l nano-SiO, konsantrasyonlarmin giinlere karst % giderimi
arasindaki iliskinin lineer oldugu saptanmistir (R=0,935). Test sonucu Sekil 4.148’de
yer almaktadir. Analiz 0=0,05 6nem derecesinde gerceklestirilmistir. Yapilan
varyans analizi sonucunda konsantrasyon (P=0,0497 > 0.05) ve giinler (P=0,0006 <
0,05) degiskeninin % giderim tizerinde etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu

goriilmiistiir (P=0,0007 < 0,05).
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Tahmin Edilen Gergek ile Cizim

VT T T
20 0 20 40 &0 80 100 120
innipisyon Yuzdest Pradicted
Pe0.0007 RSq=0.94 RMSE=12.247
Uyum Dzeti
<
R2

Duzektilmig k2 0,935407

0862739
Karesal Ortalama Hata 12 24745

Ortalama 21,1111
Gozlem 18

Varyans Anallzi
Kaynak OF A2 Oseti Ortalama  F Oranlan

Madel 9 17377778 1930868 128724
Efror 8 1200,000 15000 Prob>F
C.Total 17 18577778 0.0007*

Tahmin Edilen Parametreler
TestierinEtkileri

Kaynak Nparm DF  r2 Ozexi FOranlar Qlasilsk = F

Zaman 1 1 800,000 53333 00487
Doz B8 8 16577778 138748 0.0006"

Sekil 4.148 Biyoayrisabilirlik testi’'nin ANOVA testi sonuglari

Nano-SiO;’in biyoayrisabilirligini caligsmis bir literatiir saptanmamustir.

4.6.9 Biyoakiimiilasyon Testi Sonuclari

Nano-SiO; nanopartikiiliiniin farkli konsantrasyonlarmin canli organizmadaki
salimim ve birikimin saptanmasi amag¢lanmistir. Canli organizma olarak lepistes -
Poecillia reticula kullanilmig, 28 giin boyunca 10 ve 100 mg/l konsantrasyonundaki
nanopartikiilin KOI degerleri dlgiilmiis ve 28 giinliik periyodun sonunda baliklar
temiz suya alinip, baliktan suya gecen KOI degerleri 28 giin boyunca hesaplanmistir.
Tablo 4.71°de 28 giin boyunca nano-SiO,’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda
numuneden baliga gegen KOI konsantrasyonlar1 ve baliktan temiz suya gecen KOI

konsantrasyonlar1 yer almaktadir. Biyoakiimiilasyon faktorii (BCF) ‘niin

hesaplanmasi1 materyal-metod bdliimiinde ayrintili agiklanmastir.

Tablo 4.71’de 10 mg/l nano-SiO, konsantrasyonunda 28 giinliik periyotta sudan
baliga gegen KOI konsantrasyonlar1 t=0. giinde 10 mg/1 iken 5. giin ; 10. giin ; 15.
giin ; 20. giin ve 28. giinde dlgiilen KOI degerleri sirastyla 9,61 mg/l ; 8,16 mg/l ;
7,94 mg/l ; 7,54 mg/l ve 6,28 mg/I’dir. K, hesaplanmasinda kullanilan Cy; (0. Giinde
sudan baliga gecen kirletici konsantrasyonun dogal logaritmas1 — InKOI=2,3 mg/1) ve

Cr, (28. Giinde sudan baliga gecen kirletici konsantrasyonun dogal logaritmasi —
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InKOI=1,84 mg/l) degerleri Tablo 4.71°de yer almaktadir. Hesaplanmas1 materyal-
metod bolimiinde ayrintili aciklanan k» degeri 0,0083 giin™' olarak hesaplanir. K,
hesaplamasinda yer alan Cr degeri Sekil 4.149(a)’da yer alan grafikte 14. giine gelen
InKOI 2,1 mg/l olarak bulunmaktadir ; C, degeri ise baliktan suya gecen KOI
degerlerinin dogal logaritmalarindan [Cy= Cy2-Cy1  (mg/l) / (Cyo= 28.giin]
(Cw1=0.glin)] 2,25 mg/I olarak hesaplandi. Hesaplanmas1 materyal-metod boliimiinde

ayrmtil agiklanan k; degeri 0,15 giin olarak hesaplanir. BCF degeri ise 18,1’tiir.

=25

e

£ 24 £ <
E r=-0,0161x%+ 2,3059 E 4.6 =
g 23 ¥=1 : E ~ ¥ =-0,0147x+ 4,5932
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E 22 e E 15 . D351
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S 2 ~@ £ 44 *- @
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E 18 S £ 43 ~C
= 2 ~.
% L7 £ a2 .
& 16 ] .
2 1s 2 a1
= 0246 810121416182022242628 a 0 2 46 810121416182022242628
= Giinler = Giinler
(@) (b)

Sekil 4.149 (a): 10 mg/l nano-SiO, in giinlere gore In(Sudan baliga gecen kirletici konsantrasyonu)
degerleri (C=2,1 mg/l) ; (b): 100 mg/l nano-SiO, in giinlere gore In(Sudan baliga gecen kirletici
konsantrasyonu) degerleri (Ci=4,4 mg/1)

100 mg/l nano-SiO, konsantrasyonunda 28 giinliik periyotta sudan baliga gecen
KOI konsantrasyonlar1 t=0. giinde 100 mg/l iken 5. giin ; 10. giin ; 15. giin ; 20. giin
ve 28. giinde dlgiilen KOI degerleri sirasiyla 85,54 mg/l ; 83,13 mg/l ; 81,52 mg/l ;
77,51 mg/l ve 62,55 mg/I’dir. K, hesaplanmasinda kullanilan Cy; (0. Giinde sudan
baliga gecen kirletici konsantrasyonun dogal logaritmas1 — InKOi=4,61 mg/l) ve Cp,
(28. Giinde sudan baliga gecen kirletici konsantrasyonun dogal logaritmasi —
InKOI=4,14 mg/l) degerleri Tablo 4.71°de yer almaktadir. Hesaplanmasi materyal-
metod bolimiinde ayrintili agiklanan k, degeri 0,004 giin™ olarak hesaplanir. K;
hesaplamasinda yer alan C¢ degeri Sekil 4.149(b)’de yer alan grafikte 14. giine gelen
InKOI 4,4 mg/l olarak bulunmaktadir ; C, degeri ise baliktan suya gecen KOI
degerlerinin dogal logaritmalarindan [Cy= Cy2-Cyi  (mg/l) / (Cyo= 28.giin]
(Cw1=0.giin)] 1,18 mg/I olarak hesaplandi. Hesaplanmasi materyal-metod boliimiinde

ayrintih agiklanan k; degeri 0,13 giin™' olarak hesaplamir. BCF degeri ise 32,5"dur.
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Tablo 4.71 28 giin boyunca nano-SiO,’in 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarinda numuneden baliga

gecen KOI konsantrasyonlar1 ve baliktan temiz suya gecen KOI konsantrasyonlari

10 mg/1 nano-SiO,

Numuneden Balhiga Baliktan Suya Gecen
Gegen KOI InKOIi (mg/L) KOIi Konsantrasyonu InKOI (mg/L)
Giinler Konsantrasyonu (mg/L) (mg/L)

t=0 10 23 0 0

t=5 9,61 2,26 0,39 -0,94
t=10 8,16 2,09 1,84 0,61

t=15 7,94 2,07 2,06 0,72
t=20 7,54 2,02 2,46 0,9

t=28 6,28 1,84 3,72 1,31

100 mg/l nano-SiO,

Numuneden Bahga Baliktan Suya Gecen
Gegen KOI InKOi (mg/L) KOI Konsantrasyonu InKOI (mg/L)
Giinler Konsantrasyonu (mg/L) (mg/L)
t=0 100 4,61 0 0
t=5 88,54 4,48 11,46 2,44
t=10 83,13 4,42 16,87 2,83
t=15 81,52 4,41 18,48 2,92
t=20 77,51 4,35 22,49 3,11
t=28 62,65 4,14 37,35 3,62

Lepistes - Poecillia reticula biinyesinde nanopartikiiliin akiimiile olup olmadigina
dayali bu testte OECD’de yer alan kriter BCF eger 10’dan kii¢iik ise nanopartikiil
iceren Ornek balik biinyesinde akiiliime olmamistir, eger BCF degeri 10°dan biiyiik
ise balik biinyesinde nanopartikiiliin akiimiile oldugunu gosteriyor (OECD 305,
2012). 10 mg/l nano-SiO; i¢in BCF degeri 18,1 ; 100 mg/l nano-SiO; i¢in BCF
degeri 32,5’dur. 10 mg/l ve 100 mg/l konsantrasyonunda biyakiimiile oldugunu

gostermektedir.

Yapilan ANOVA testinde artan nano-SiO, konsantrasyonlari ile biyoakiimiilasyon
testinin 10 ve 100 mg/l konsantrasyonlarina giinlere karsi sudan baliga gecen KOI
konsantrasyonu ile baliktan suya gegen KOI konsantrasyonlar arasindaki iliskinin 10
mg/l i¢in (R=0,0871) ve 100 mg/l i¢in (R=0,890) lineer oldugu saptanmistir. Test
sonucu Sekil 4.150’de yer almaktadir. Analiz  0=0,05 Onem derecesinde
gerceklestirilmistir. 10 mg/l nano-SiO, konsantrasyonu i¢in: yapilan varyans analizi

sonucunda giinler (P=1,0000 > 0,05) etkili olmadig1 ; KOI (Sudan baliga gecen ve

Baliktan suya gegen) (P=0,0021< 0,05) degiskenin degiskeninin etkili oldugu ve

regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir (P=0,0387 < 0,05). 100 mg/l nano-SiO,
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konsantrasyonu i¢in: yapilan varyans analizi sonucunda giinler (P=1,0000 > 0,05)
etkili olmadig1 ; KOI (Sudan baliga gecen ve Baliktan suya gecen) (P=0,0014< 0,05)

degiskenin degiskeninin etkili oldugu ve regresyonun anlamli oldugu goriilmiistiir
(P=0,0263 < 0,05).

Tahmin Edilen Gergekile Cizim Tahmin Edilen Gergek ile Gizim
10 100
3 s 3 a0
< 6 £ 60
2, B
E E 40-
2 2 8 2
0 0
-2 T T T T T T 1 -204 T T T T T T 1
2 0 2 4 8 8 10 12 20 0 20 40 60 80 100 120
10 moA Predicted P=0.0387 100 mgA Precicted P=0,0263
RSq=0,87 RMSE=1.9302 Crumbeti T T BES17 405
Uy bset _ byum zeti
¥ 4 R
0871166 dzeltitmi 0800058
Dizeltilmis R2 0,716566 Dlgsltlmis2 0,760108
Karesel Ortalama Hata 1.930191 Karesel Ortalama Hata 17, 45491
Ortalama 5 Ortalama &0
Gatlern 12 Gazlem 12
4 4 "
Varyans Analizi Varyans Analizi
Kaynak OF B2 Dzeti Ortalama  FOranlan Kaynak DF  R2Ozeti Ortalama  F Oranlan
Model 6 127.14030 21,1901 56350 Model 6 12461407 207690 68090
Ermor 5 1880230 37605 Prob>F Error 5 1625,118 30502 Prob>F
C. Total 11 14594260 0.0387* C. Total 11 13986523 0,0263°

o Tahmin Edilen Parametreler
»» Tahmin Edilen Parametreler “Testlerin Etkileri

 Testlerin Etkileri a
Kaynak Nparm DF  r2 Ozeti FOranlari Olasilik >F

Kaynak Nparm  DF  r2 Ouati FOranlan  Olasilik >F
Kol 1 1 127.14030 33,8098 0,0021" L e ] 1 1 12461407 40,8540 0,0014*
Gunler 5 5 5916521 0.0000 1.0000 Ganler 5 5 33658420 0,0000 1.0000

Sekil 4.150 Biyoakiimiilasyon testi’nin ANOVA testi sonuglar1 (10 mg/l ve 100 mg/1 i¢in)

Nano-Si0;’in biyoakiimiilasyonuyla ilgili ¢alismis bir literatlir saptanmamustir.

4.6.10 Nano-SiOy’in  Farkli Trofik Seviyelerindeki ECsy Degerlerinin

Karsilastiriimasi

Nano-SiO;’in prokaryot canli olan ; bakteri (Escherichia coli ; Bacillus cereus ;
Vibrio fischeri ; Metan Archae Bakterisi) , Okaryot canli olan ; maya- Candida
albicans ; kiif- Aspergillus niger) , alg (Chlorella sp.) , Crustacea (Daphnia magna)
ve balik (lepistes - Poecillia reticula) olmak tlizere 6 farkli trofik seviye iizerine 9
farkli akut toksisite deneyi yapilmistir. Farkli beslenme seviyelerindeki canlilarin
nano-Si0,’e kars1 farkli toksik cevaplart olusmustur. Tablo 4.72’de yer alan ECsg
degerlerine gore ; en diisiik ECsy degerine (24 saat sonucu ECg= 1,04 mg/l) sahip
olan Chlorella sp. — alg nano-SiO;’e en hassas organizmadir (P=0,0001 < 0,05). En
yiiksek ECsy degerine sahip olan lepistes - Poecillia reticula (24 saat sonucu

ECs0=716,4 mg/l) nano-SiO;’e en direncli organizmadir (P=0,0007 < 0,05).
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Tablo 4.72 Nano-SiO;’in farkl: trofik seviyelerindeki ECs, degerleri

ECs Degerleri (mg/l)
30 dakika sonucu 24 saat sonucu 48 saat sonucu 72 saat sonucu

Bakteri - E.coli - 272 16,7 -
Bakteri - B.cereus - 39,9 20,9 -
Bakteri - V.fischeri 60,4 - - R
Bakteri — Metan Archae - 84,6 (ECsy) 48,11(ECs) -
Maya - C.albicans - 92,7 67,2 -
Kiif — A.niger - 18,03 14,6 -

Alg - Chlorella sp. - 2,5(ECgo) 1,9(ECeo) 1,04(ECgo)
Crustacea — D.magna - 36,7 40,76(ECgp) -
Balik - lepistes — Poecillia reticula - 7164 433,1 -
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BOLUM BES
SONUCLAR VE ONERILER

Alt1 farkli NMO (nano- Ta;Os, nano-HfO,, nano-CeO;, nano-ZnO, nano-SiO,,
nano-Al,Os3) kullanilarak alti farkli beslenme (trofik) seviyesine olan etkileri
arastirlldt (Gram negatif bakteri — E.coli ; gram pozitif bakteri — B.cereus ;
biyoluminesans bakteri — V.fischeri ; metan Archae bakterisi ; maya — C.albicans ;
kiif — A.niger ; alg — Chlorella sp. ; Crustacea — Daphnia manga ; balik — lepistes —
Poecillia reticula). Yapilan akut toksisite testleri sonucu kullanilan organizmalarin
tiim nanopartikiillere olan hassasiyeti ve direng¢li olup olmamasi1 % inhibisyonlar ve
ECs degerleri agisindan calisilmistir. Nano-ZnO nanopartikiiliiniin, ¢alisilan diger
nanopartikiiller arasinda en toksik oldugunu tespit edildi. Bunu takip eden toksik
nanopartikiiller sirastyla nano-CeO,, nano-SiO;, nano-Ta;Os, nano-Al,Os, nano-
HfO,’dir. ZnO nanopartikiiliiniin yapilan dokuz farkli akut toksisite testleri igin EC
degerlerine baktigimizda en hassas canlinin Chlorella sp. — alg (72 saat sonucu ECgg
degeri 0,93 mg/l ) ; en direngli canlinin lepistes — Poecillia reticula (48 saat sonucu
ECsy degeri 324,3 mg/l) oldugu saptandi. Nano-ZnO’e Chlorella sp. — alg’den sonra
en hassas organizma ; E.coli, sonrasinda Metan Archae bakterileridir. En direngli
canli ise lepistes — Poecillia reticula’dan sonra C.albicans — maya ve A.niger — kiif

mikroorganizmalaridir.

Alt1 farkli beslenme seviyesine toksik etkisinin en az oldugu nanopartikiil nano-
HfO,’dir. 24 saat sonucu lepistes — Poecillia reticula i¢in ECsy degeri 849,8 mg/I
olarak saptanmis olup ; bu deger diger nanopartikiiller arasinda bulunan en yiiksek
ECs degeridir. Lepistes — Poecillia reticula’dan sonra nano-HfO, e kars1 en direncli
canlt Daphnia magna’dir (24 saat sonucu ECsy degeri 63,49 mg/l). Bunu sirasiyla

E.coli, C.albicans, metan Archae bakterisi, B.cereus ve A.niger izlemektedir.

Genel olarak hassasiyeti en yiiksek olan Chlorella sp. — alg canlisimin tim
nanopartikiillere olan toleransina baktigimizda ; nano-CeO,’e maruz kalan alg
hiicreleri i¢in  diger nanopartikiiller arasinda hassasiyetinin en diisilk oldugu

nanopartikiil nano-CeO,’dir (24 saat sonucu ECsy degeri 12,07 mg/l). Tiim canlilar
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arasinda dayanikli organizmalar lepistes — Poecillia reticula’dan ; sonra saptanan en
yuksek EC degerleri arasinda Daphnia magna, Candida albicans ve Metan Archae
bakterileridir (D.magna : nano-CeO; i¢in 24 saat sonucu 70,9 mg/l ; C.albicans :
nano-AlOs icin 24 saat sonucu 93,1 mg/l ; Metan Archae bakterileri i¢in : nano-

AlO3 i¢in 24 saat sonucu 96,83 mg/l).

Genel olarak olarak calisilan nanopartikiiller arasinda toksisitesi en yiiksek
nanopartikiil nano-ZnO ; toksisitesi en az olan nanopartikiil nano-HfO, dir. Akut
toksisitesi c¢aligilan organizmalar arasinda en hassas canli alg — Chlorella sp. ; en

direngli canli ise lepistes — Poecillia reticula’dir.

Nanopartikiiller giinlimiizde ¢ok yaygin bir sekilde endiistriyel atiksularin
aritiminda kullanilmaktadir. Bu nanopartikiillerin alt1 farkli beslenme seviyesindeki
canlida meydana getirdikleri farkli toksisite cevaplar1 canlinin gelismislik seviyesine
gore farkli olmustur. Nanopartikiil kullanarak aritma yapan endiistrilerde
nanopartikiiliin geri kazanilarak tekrar kullanimlar1 ¢ok ekonomik olmasina ragmen,
bazen alici ortama olabilecek desarj kagaklarindan ekosisteme verilebilecek
nanopartikiil kalintilarinin ¢evreye zarar verebilecegi ve toksisite olusturabilecegi
varsayilarak bu tez c¢aligmasinda dokuz farkli canli i¢i calisilmis ve bazi
nanopartikiiller i¢in yiiksek akut toksisite toksisite gozlenmistir. En ¢ok toksik etki
gosteren nano-ZnO i¢in alic1 ortama desarj edilirken ¢ok dikkatli olunmali ; ¢iinkii
cok diistik konsantrasyonlarda dahi Chlorella sp. i¢in toksik etki (ECgy Degeri 0,93
mg/l) gostermektedir. Nano-ZnO ile yapilan ¢alismalarda 0.93 mg/l ile 850 mg/l
arasinda degisen ECsy degerleri icin ; nanopartikiiller ile ¢alisilirken bu
konsantrasyon araligina dikkat edilmelidir. Diger en toksik nanopartikiillerden nano-
CeO; ve nano-SiO; ile yapilan ¢alismalarda sirasiyla; 7 mg/l ile 500 mg/I arasinda ve
1,04 mg/l ile 720 mg/l arasinda degisen ECsy degerleri i¢in ; nanopartikiiller ile

calisilirken bu konsantrasyon araligina dikkat edilmelidir.
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EKLER

KISALTMALAR

NMO : Nano-metal oksit

NP : Nanopartikiil

ECsp : % 50’ine Etki Eden Konsantrasyon
LCso : % 50’sini Oldiiren Konsantrasyon
Nano-CeQO; : Nano - seryum oksit
Nano-ZnO : Nano - ¢inko oksit
Nano-Al,O3 : Nano - aluminyum oksit
Nano-HfO; : Nano - hafniyum oksit
Nano-Ta,0Os : Nano - tantalyum oksit

Nano-SiO; : Nano - silisyum oksit
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