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OZET

Bu c¢aligmada, poliiretan kopik ve modifiye edilmig polimerik malzeme
iizerinde immobilize edilmis Thiobacillus ferrooxidans bakterisi ile Fe ™ nin siirekli
oksidasyonu incelenmis ve endistriyel boyutlarda kullanim igin gerekli olacak

kinetik bilgiler elde edilmigtir.

Thiobacillus ferrooxidans’in ylizeylerde kolaylikla geligmesini saglayan dogal
yetenegi, onu hiicre immobilizasyonu ve Fe™ oksidasyon hizlarim artirmak igin
uygun bir bakteri yapar. Calismada, Fe*? igerigi yiiksek, kuvvetli asidik sulardaki
demir biyooksidasyonu dolgu yatakli bir biyoreaktorde, Fe™ konsantrasyonu (2000-
8000 mg/L), su debisi (139,8 — 900,6 mL/h) ve pH (<2.0)’nin fonksiyonu olarak
incelenmistir. Immobilize biyoreaktor sisteminde, politiretan kopiik ve modifiye
edilmis polimerik malzeme, Fe*’nin oksidasyon verimi ile tanimlanan hiicrenin
immobilizasyon performasina gore test edilmigtir. Poliiiretan kopiglin kullanildigi
immobilize biyoreaktor sistemi yalmzca 139,8 mL/h su debisinde iyi bir Fe™
oksidasyon verimi gosterirken, modifiye edilmis polimerik malzemenin kullanildig:
immobilize biyoreaktor sistemi 900,6 mL/h su debisine kadar iyi bir Fe'? oksidasyon

verimi gostermigtir.

Bu g¢aligmada, modifiye edilmis polimerik malzemenin kullanildig
biyoreaktorde; en hizli kinetik performans, 4,94 h™ gergek diliisyon hizi ve 12,16
dak. hidrolik bekleme siiresinde 7,58 gFe %/Lh, poliiiretan kopugiin kulanildig:
biyoreaktorde; 0,56 h™ gergek diliisyon hiz1 ve 106 dak. hidrolik bekleme siiresinde
4,52 gFe"?/Lh olarak bulunmustur. Girig atiksu debisinin artirilmas1 déniisiim hizinda
bir azalmaya neden olmustur. Atiksu reaktdr yiksekligi boyunca hareket ederken

oksidasyon hiz1 azalmaktadir fakat tam tersine doniigiim artmaktadir.
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SUMMARY

In this study was investigated the continuous oxidation of ferrous iron by
Thiobacillus ferrooxidans immobilized on a polyurethane foam and a modified
polymeric material and obtained the kinetic data necessary for industrial scale-up of

the process.

The natural ability of Thiobacillus ferrooxidans to grow on surfaces makes it
an adequate microorganism for cell immobilisation and useful to increase Fe'
oxidation rates. In this study, biooxidation of iron in strongly acidic water with a
high Fe*? content was investigated by using Thiobacillus ferrooxidans in a packed-
bed column reactor as a function of ferrous iron concentration (2000-8000 mg/L),
water flowrate (139,8-900,6 mL/h) and pH (<2.0). In the immobilized bioreactor
system, polyurethane foam and modified polymeric material were tested with respect
to the cell’s immobilizing performance which determines the oxidation efficiency of
ferrous iron. The immobilized bioreactor system using modified polymeric material
showed good oxidation efficiency of ferrous iron up to the liquid flow rate of 900,6
mL/h, while the immobilized bioreactor system using polyurethane foam showed

good oxidation efficiency only the liquid flow rate of 139,8 mL/h.

In this study, the fastest kinetic performance achieved was about 7,58 gFe"*/Lh
at a true dilution rate of 4,94 h™' corresponding to a hydraulic retention time of 12,16
min. in the bioreactor using modified polymer, 4,52 gFe**/Lh at a true dilution rate of
0,56 h™' corresponding to a hydraulic retention time of 106 min. in the bioreactor
using polyurethane foam. Increasing the flowrate of the inlet wastewater caused a
reduction in conversion rate. The oxidation rate reduced along the reactor height as
the wastewater moved towards the exit at the top but conversion showed the opposite

trend.
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1. GIRIS

Yeni bircok sanayi dalinin geligmesi, varolanlarin etkinligini artirmasi ve
surekli artan gehir nifusu, bu yizyilin basindan itibaren dogal kaynaklarin
kirlenmesine neden olmus ve beraberinde gevre sorunlarinin ¢oziimiine yonelik
teknolojilerin gelistirilmesini zorunlu kilmigtir. Bu teknolojilerden biri olan gevre
biyoteknolojisi, canli organizmalarin ve onlardan elde edilen Urinlerin, zararli

atiklarin aritiminda ve gevre kirliliginin 6énlenmesinde kullaniimasini kapsamaktadir.

Cevre biyoteknolojisi uygulamalart g¢ogunlukla, dogal mikroorganizmalarla
atiklarin - aritimi  igin  kullanilir,. Modern biyoteknolojiden yararlanilan  kimi
tekniklerde, pargalanmasi zor bazi atiklarla ugragmak icin genetik degisiklige
ugramis mikroorganizmalarin kullamilmast mimkiindtir. Geleneksel yontemlerden
¢ok daha verimli olan gevre biyoteknolojisi yiiksek sicakliklarda yakma ve atik

sahalar1 olugturma gibi yontemlere de alternatifler olugturabilmektedir.

Atiksularin aritilmasinda biyoteknolojik uygulamalar biiyitkk bir hizla artig
gostermektedir. Mevcut atik ve atik su uzaklagtirma ve aritma problemleri fiziksel,
kimyasal ve biyolojik artim yontemleriyle bazen kiigiik bazen de buiyik yatirimlar
yapilarak zamanla ¢6ziime ulagtirilabilmesine ragmen sonug olarak daima aritilmasi
¢ok gii¢ konsantre aritma camurlari ve kati atiklar kalmaktadir. Bu nedenle bir gok
atik tiiriiniin aritilmasinda biyolojik aritim tercih edilmektedir. Dogada kendiliginden
var olan bu arrtim yontemi teknolojik imkanlar kullanilarak ¢ok miktarda atigin hizli
ve kontrollii olarak artilmasim saglamaktadir. Bu yontemle enerji, su ve kimyasal
madde kullammindan tasarruf edilmekte, daha verimli Uretim gergeklesmekte ve

daha az atik olugmaktadir.

Cesitli kaynaklardan alici ortama ulasan demir metalinin kimyasal
oksidasyonuna alternatif olarak son yillarda biyoteknolojik yontemler geligtirilmistir.
Ozellikle diigiik pH degerlerine sahip sulardaki demir metalinin aritilmasinda yiiksek
alkali madde ihtiyaci nedeniyle maliyetli olan klasik artim tekniklerinin yaninda,

disiik pH’larda demir oksidasyonu yapabilen bakterilerin kullanildig: sistemler daha



avantajlidir.

Bu ¢aligmada diisitk pH’a sahip, yiiksek Fe? konsantrasyonlu sularda, Fe"* nin
Fe™’e oksidasyonu laboratuvar 6lgeginde hazirlanmis dolgu yatakli biyoreaktorde
Thiobacillus ferrooxidans bakterisi ile gergeklestirmek amaglanmigtir. Bu bakterinin

karbon kaynag olarak havanin karbondioksitini kullanmas: nedeniyle atik suya ilave

+2s +35

bir karbon kaynagt verilmesi gerekmemigtir. Caligmada, Fe'“’nin Fe"’e oksidasyonu

klasik aritma sistemlerinin aksine pH 7-7,5’da degil pH 1,8’de gergeklestirilmigtir.

Yapilan ¢aligmada, Fe™ konsantrasyonu, atik su debisi, kolon yiksekligi ve
immobilizasyon i¢in kullanilan malzeme cinsinin proses ve aritim verimine etkisinin
belirlenmesine galigiimigtir. Biyoreaktérde immobilizasyon matrisi olarak politretan
kopiik ve modifiye edilmis polimerik malzeme kullanilmistir. Bu iki malzeme igin
ayri ayr1 demir oksidasyon hizlari, reaktordeki kalig siireleri ve Fe™ yiikleme hizi
gibi kinetik parametreler hesaplanarak, bu parametrelerin oksidasyon iglemindeki

etkileri aragtirilmistir.
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2. DEMIR METALININ TANIMI VE CEV ESEL
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2.1. Demir Metalinin Kimyasal Ozellikleri

Demir metali periyodik cetvelin 8.grubunda yer alir. Gegis metalidir. Atom
numarast 26, yogunlugu (298°K’de) 7,86 g/cm’, mol agirligi 55,847 g/mol’diir. +2,
+3, +4, +6 degerliklerine sahip olan demir oksit, hidroksit, kloriir, asetat, karbonat,
sulfit, nitrat, stilfat ve ¢ok sayida kompleks iyonla birlegebilir. Demir yer kabugunda
en ¢ok bulunan 4.elementtir, kiitlesinin %5,1’ini olugturur. Kimyasal olarak oldukga

aktiftir, reaksiyonlarda en ¢ok kargilagilan formu Fe™ ve Fe™’

tir. Hangi formda
bulunacag gevre sartlarina baglidir. Fe™ ve Fe™ arasindaki redoks degisimi, anoksik
topraklarda ve sedimentlerdeki redoks proseslerinde ¢nemli bir rol oynar. Oksijen
varliginda, Fe'? yalnizca asidik sartlar altinda stabildir, nétral pH’larda hizli bir

sekilde Fe™’e okside olur [Straub et.al., 2001].

En c¢ok Kkarsilagilan demir bilesikleri ve kullanim alanlann ise sOyledir;
FeSO4.7H,0, sulu silfirik asit ile metalik demirin birlegsmesinden olusmustur,
miirekkep, boya ve dezenfektan iretiminde kullaniimaktadir. FeCl;.6H,0, agindirma
bileseni ve boya endiistrisinde sabitlegtirici olarak kullanilan yesil-kahverengi kristal
yapida bir bilesiktir. Demir oksit Fe,O3;, boya pigmenti ve cila olarak kullanilan
kirmizi kahverengi bir tozdur. Prusya mavisi KFey(CN)s'de, bir pigment olarak

kullamlmaktadir [www.encyclopedia.com/html/section/iron_Properties.asp].

2.2. Demir Oksidasyonu

Demir tabiatta ozinmeyen (Fe™) ve ¢oziinen (Fe'?) hallerinin her iki geklinde
de bulunmaktadir. iki degerlikli demir, gogunlukla yer alti1 sularinda bulunur. Bu
sular oksijene maruz birakildiklarinda okside olarak iki degerlikli demir, g
degerlikli demire donigir [Eroglu, 1995]. Su temininde demir gidermek igin

giinimiizde kullamlan artim metotlarimin bir gogu, ¢ozinir Fe’yi gdziinemeyen



Fe™’e oksidasyonu seklinde yapilmaktadir [Kobya, 2001]. Demir oksidas biukds ! ‘"‘{-'
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¢ogunlukla havanin oksijeni, oksijenin yanmsira klor ve potasyum permanga‘@‘tt:ciﬁ v 4
oksitleyici olarak kullanilmaktadir. S
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2.2.1. Oksijen ile Oksidasyon
Demirin oksijen ile oksidasyonu asagidaki reaksiyona gore gergeklesmektedir.

Oy, + 4Fe ) +10H,0 & 4Fe(OH )y, ¥ +8H . 2.1)

Bu reaksiyonda stokiyometrik olarak; 0,14 mg/L O, 1 mg/L Fe™yi

oksitleyecektir.

Stumm ve Lee (1961) notr pH araliginda bikarbonat ¢ozeltilerinde oksijen ile

Fe*nin oksidasyonunu arastirmistir. Ve hiz esitligi asagidaki sekilde tanimlanmustir.
+2
ii[’;%—] — e on- [P, 2.2)

Bu egsitlikte;

d [Fe vz
dt

k: reaksiyonun hiz sabiti. Bu sabitin degeri 20,5°C’de 8x10" (L*mol’atm.dak)

olarak bulunmugtur.

. Fe'¥nin oksidasyon hiz1 (mol/Ldak)

P, : Gaz fazdaki oksijenin kismi basinci (atm). Birgok durumda 0,21 atm. olarak
kabul edilir.
[OH]: Hidroksil iyon konsantrasyonu (mol/L)

[Fe*?]: Herhangi bir zamandaki Fe™ konsantrasyonu (mol/L)

Fe"?’nin oksidasyon hiz ile hidrojen iyonu konsantrasyonu arasinda ters bir

iliski vardir. Hidrojen konsantrasyonunun artmasi, yani pH’min azalmasi ile



oksidasyon hizi da diger. pH 5’in altinda reaksiyon pratik olarak gergekle % z%gH” 7 bagy

A

%, 2 ', e
5,5’a kadar da son derece yavastir. Fe™ oksidasyon hizi pH’in artmast %%&!«m é‘?/
Wk P2 A £
[Kobya, 2001]. Reaksiyon hizinin pH ile degisimi Sekil 2.1°de verilmisgtir. ‘\”‘Nw"

60
25°C, P, =sabit
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40
[Fe”] pH=6,56
(mol/1x10%
2 pH=682 ___|
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4
pH=7,24 pH=7,02 pH=6,94
A AN
10 20 30 40 50

zaman (dakika)

Sekil.2.1. Cozelti pH’s1 ve Fe™ oksidasyon hiz1 arasindaki iligki.
[Kobya,2001]

F,, 0,21 atm, 20°C ve bikarbonatla tamponlanmig sularda pH 6,9 ve 7,2°de

Fe'? oksidasyon reaksiyonunun %90’1nin tamamlanmasi igin gerekli siire sirastyla 43
ve 8 dakikadir. Reaksiyon hizi Cu*?, HPO,2, H;SiO, gibi katalizorlerle artirilabilir.
Su artiminda, bazen bakir siilfat kullanilmakla birlikte, katalizor kullammi sinurlidir.
Reaksiyonda olusan Fe* hidroksit bir heterojen kataliz fonksiyonu goriir. Bu nedenle
cokelti geri devir yaptirilabilir. Diger taraftan Fe™ ile kompleks yapan maddeler de

reaksiyon hizini artirir.

Sularda bulunan ¢6éziinmis silis (H4Si04) demir oksidasyonuna katalitik etki
yapar. Yiiksek silis Fe™ iyonlarin1 kompleks olarak baglar ve ¢ozeltide tutar. Sularda

yiiksek konsantrasyonlarda bulunan humik ve tannik asitler Fe™ oksidasyonunu
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gliglestirir. Reaksiyon hiz1 diger kosullar degismediginde sicaklikla artar. Bu artls her’" n’i @’;‘5
15°C’de bir yaklagik iki katidir [istanbul Universitesi, 2000]. T

2.2.2. Klor ile Oksidasyon

CI, ve hipoklorit, Fe ™ nin oksitlenmesinde kullanilan etkili oksitleyicilerdir.

Oksidasyon reaksiyonu su gekildedir:

+6H

2Fe’, +Cl o, +6H,0,, < 2Fe(OH),,, + 2CI, o) (2.3)

(aq) (aq)

Yukaridaki reaksiyona gore teorik olarak 1 mg/L Fe'”

mg/L CI, gerekecektir [Kobya,2001].

yi oksitlemek igin 0,64

2.2.3. Potasyum Permanganat ile Oksidasyon
Fe*nin potasyum permanganat ile oksidasyonu asagidaki sekildedir.

3Fe” + KMnO,,,, +7H,0,,, <> 3Fe(OH),,, + MnO,, + K, +5H, 24

(agq) (aq)

Stokiyometrik olarak 1 mg/L Fe'®yi oksitlemek igin 0,94 mg/L. KMnOj’e
ihtiyag vardir. Engelbrecht ve arkadaglari 1965°de bu reaksiyonlarin MnQO,’nin
olusumuna bagl oldugunu ve agagida belirtilen ikincil reaksiyonlar ile olayin

katalizlenecegini belirtmiglerdir.

2Fey, + 2MnOy,y + SH,0y, < 2Fe(OH )y,y + MOy, +4H,,

(aq)

2.5)

(aq)

Fe™nin oksidasyon Mhiz1 tizerine birgok arastirici tarafindan yapilmig
caligmalar mevcuttur. Genelde bu g¢aligmalarda oksitleyici olarak oksijen
kullamlmigtir, diger oksitleyiciler hakkinda ¢ok az kinetik bilgi vardir. Bununla
birlikte literatiirde klor ve potasyum permanganatin kullanilmis oldugu reaksiyon
tanklarinin tasarimiin yapilmasinin daha yararli oldugu konusunda bazi genel
yorumlar bulunmaktadir [Kobya, 2001].



2.3. Demirin Cevresel Onemi

Demir yer alt1 sularinda hemen her zaman, yiizeysel sularda ise yilin bazi

aylarinda yilksek konsantrasyonda bulundugundan, igme ve kullanma sulari
bakimindan sorun yaratmaktadir. Demirin neden bazi sularda ve bazi zamanlarda
yuksek konsantrasyonlara ulastigi, biyokimyasal reaksiyonlar nedeniyle su ve toprak
ortamlarimin  Ozelliklerinin  yerel ve zamansal degisimlerine dayamlarak

cevaplanmalidir.

Omegin; bazi jeolojik formasyonlar demiri, demir karbonat (siderit) halinde
bulundurabilir. Sideritin sudaki ¢oziiniirligii normal sartlarda ¢ok azdir. Ancak yer
alt1 sularmin tasidign CO,, (2.6) reaksiyonuna gore sideriti kolayca ¢ozinir

bikarbonatlara gevirir.
FeCO, +CO, +H,0 — Fe™ +2HCO; (2.6)

Demir iyonunun ¢ozinerek su ortammna karigmasi su dort noktadan

kaynaklanir:

1) Oksijenden yoksun ancak CO,’ce zengin sularda, Fe'* iyonlart bulunur.
(6rnek: yer alt1 sularr)

2) lyi kaliteli sular veren ve disiik konsantrasyonda demir igeren kuyularin,
cevresine organik atiklar yigildiginda, toprakta olugsan anaerobik kosullar
yuiziinden birden bire ¢ok kéti kaliteli sular haline doniistugu gozlenmistir.

3) Yeterli derinlige sahip olan suni gollerde su tabakalagmasi nedeniyle alt
tabaka (hipolimnion) anoksik olursa ortaya gikabilecek anaerobik kosullar
yiiziinden demir bu alt tabakalarda bulunan suda konsantre olur. Bu nedenle
gol tabakalagmasinin sonbahardaki alt-ist olmasini izleyen gulinlerde
rezervuardan gekilen sular demir bakimindan zengindir.

4) Bazen yer alti sularinin agir1 gekildigi arazide aymi akiferlere suyu geri
basmak gerekir (yer alti suyu beslemesi). Bu durumda oksijence zengin olan

yiizey suyunun, yer altina basiimasindan sonra yer alti suyunun demir



2FeS +70, +2H,0 — 2Fe™ + 450, +4H*

dengesi uyarinca Fe'*’yi artirmast ve ¢oziinen demir siilfatin olusumudur.

Igme suyunda demir iyonlarimin fazla olusu insan buinyesinde zararh etkiler
yapmaz. Sadece bu sular, hava ile temas ettikleri zaman bulanik ve renkli bir hal alir,
estetik nedenlerle kotii sular simfina girerler. Bunun nedeni Fe'*nin Fe™ haline
oksitlenmesi ve suda ¢6ziinmeyen bir kisim renkli kolloidler olusturmasidir.
Oksitlenmenin hiz1 olduk¢a yavas oldugundan; bu bulaniklik uzun siire devam eder.
Bu reaksiyonlar ¢zellikle demir ig¢in pH 6’dan daha kiigiik ise daha buylk boyutlarda
meydana gelir. Reaksiyon hizlar1 suda bulunan bazi anorganik iyonlarin katalitik
etkisi ile ve mikrobiyolojik reaksiyonlarla da destek gorerek artabilmektedir
[Samsunlu, 1999]. Demirin fazla miktarda bulunmas: su temininde tiketiciler igin

bazi problemler yaratmaktadir. Bu problem agagidaki sekilde siralanabilir:

¢ Biiyik miktarlardaki demir, igme suyunda istenmeyen renk ve bulanikliga
sebep olur. Ayrica sulara metalik bir tat verir.

¢ Kagit, tekstil veya deri gibi endiistriyel uriinlerin lekelenmesine neden
olmaktadir.

4 Porselen kaplar, banyo kiivetleri ve cam malzemelerin lekelenmesine yol
agmaktadir.

¢ Giysilerde sar1 veya kahverengi-sari renkler olusturur.

¢ Su borularinin i¢ cidarlarina biriken demir yiik kayiplarinin artmasina neden
olmaktadir.

¢ Suyun iletildigi borularda demir bakterilerinin gogalmasina sebep olur. Bu
bakteri kiitleleri, borularda kesit daralmasina, zaman zaman koparak i¢gme

suyunun kirlenmesine ve boru, vana, su saati gibi aksamin ttkanmasina sebep
olmaktadir.

Bu sakincalar1 nedeniyle EPA’ya gore igme suyunda demir konsantrasyonu 0,3

mg/L’den fazla olmamalidir.



2.4. Demir Aritim Metotlari

Igme ve kullanma sularindaki demirin aritilmasi, esas itibariyle gézﬁnetﬁfgﬁa‘”" »
demir formunun bazi metotlarla ¢6ziinemeyen forma déniistiirilmesi ve ¢oktiirmek
suretiyle ortamdan uzaklagtirilmasidir. Oksidasyon lmzi pH, alkalinite, organik
madde igerigi ve ortamda okside edici kimyasal madde olup olmamasina baglidir. En

¢ok kullanilan demir aritim prosesleri agagidaki sekilde siralanmugtir:

Havalandirma + Bekletme + Filtrasyon
Havalandirma + Kimyasal Oksidasyon + Bekletme + Filtrasyon
Havalandirma + Yumaklagtirma + Coktiirme + Filtrasyon

Havalandirma + Yeraltina Suni Besleme + Kuyularla Cekme

* & ¢ o o

Iyon Degistirme

Havalandirmada maksat Fe**’ nin Fe">’e doniistirulmesidir. Sayet suda sadece
demir mevcutsa (¢ok kiigiikk miktarda mangan olabilir), basit bir havalandirmay1
izleyen dogrudan dogruya filtrasyon uygulanabilir. Havalandirmadan sonra 5-10 dak
bekleme siireli bir temas havuzundan sonra hizli kum filtresinden gegirilmesi
uygundur. Oksidasyona yardimci olmasi igin bekletme havuzundan 6nce klor ilave
edilebilir. Demirin okside olma yizdesi bekletme siiresine baglidir. Bekletme

stirelerine bagl olarak oksidasyon yiizdeleri Cizelge 2.1°de gosterilmigtir.

Cizelge 2.1. Demirin Siireye Bagli Olarak Okside Olan Yiizdesi.

Siire (dakika) Oksidasyon yiizdesi
1 20
3 50
6 70
10 85

Ancak pH’nin artirilmasi suretiyle oksidasyon igin gerekli siire azaltilabilir.
Uygun sartlarda 5 dakikalik bir reaksiyon periyodu yeterli gelebilir. pH’nin

yiikseltilmesi i¢in suya kireg, soda gibi alkaliler ilave edilebilir. CO, ihtiva eden



sularin pH’s1 havalandirma sonunda bir miktar artar. pH’y1 daha fazla ¥

gerekiyor ise CaO, Ca(OH),, NaOH gibi alkalilerden birisi kullanilabilir,

Havalandirilmig su, hizhi siizen kum filtrelerinden gegtiginde oksidasyon
neticesinde olugsan Fe(OH); kum yatakta tutulur. Bekletme havuzunda okside
olmayan bir kisim Fe? de filtrede okside olur. Ciinkii filtre igindeki oksidasyon hizi,
havuzdaki oksidasyon hizindan daha buyiktir. Bunun sebebi, kum daneciklerin
etrafim  saran Fe(OH)y’in Fe™™nin  oksidasyonunda katalitik bir  etki
gostermesindendir. Demir aritiminda kullanilan kumun ¢apt 1-2 mm, yatak derinligi
1,5-3 m civarinda alinmaktadir. Filtrasyon hizi ise 5-20 m’/m’saat arasinda

secilebilir.

Demir aritma tesisinin projelendirilmesi laboratuvar ve pilot tesis testlerine
gore yapilmalidir. Havalandirma, kimyasal oksidasyon, bekletme ve filtrasyon

initelerinden olugan 6rnek bir demir tasfiye akim semasi Sekil 2.2°de gosterilmigtir.

Havalandirma 5 Bekletme Filtre Hazne

Sebeke
CIz veya KMI’IO4 CIz

Sekil.2.2.Demir Tasfiye Akim Semasi.

Havalandirma, yumaklagtirma, ¢oktiirme ve filtrasyondan olusan aritma sistemi
de demir giderilmesinde kullanilabilir. Ancak bu sekildeki giderimin verimli olmas:

icin yumaklagtirma igleminden 6nce Fe ™ nin okside edilmesi gerekir.

Fe™ ihtiva etmeyen sularin yeraltina suni olarak verilmesi, sonra kuyularla
¢ekilmesi suretiyle de yeraltinda demir igeren sularin demirden arinmig olarak temini
mimkiindiir. Isin esasi, oksijene doygun olarak zemine verilen sudaki oksijenin yer

+25

alt1 suyunda bulunan Fe'“’yi oksitlemesinden ibarettir. Oksidasyon islemi yeraltinda

olmaktadir.



fyon degistirme kolonlarinda da, Fe**nin giderilmesi miimkirmndiir.
sekilde giderilmesinde katyon degistirici regineler kullaniimaktadir. Reg,i‘" i \
degistiriciler veya zeolitler bunyelerindeki sodyumu verip bunun yerine su |

iyonlarin: alirlar, Reaksiyonlar;,
Sodyum devresinde zeolitler igin;
Na,Z + Fe™ — FeZ +2Na"* (2.8)
Sodyum devresinde regineli katyon degistiriciler igin;

Na,R+Fe” — FeR+2Na* (2.9)
Hidrojen devresindeki regineli katyon degistiriciler igin;

H,R+Fe” — FeR+2H* (2.10)

seklinde basit olarak yazilabilir.

Demir bilegiklerinin kimyasi hakkinda bilgiler arttik¢a, demir aritimu ile ilgili
yeni metotlar gelistirilmektedir. Son zamanlarda demir hidroksitin katalitik
etkisinden vyararlanilan g¢aligmalar yapilmaktadir. Havalandirma ve ¢oktiirme
kisimlarinin bulundugu bir demir giderme tesisinde ¢oktiirme havuzu tabaninda
¢oken demir hidroksit ¢amurlarimin, havalandirma havuzunun bagmma geri
devrettirilmesi suretiyle daha kiigiik havalandirma havuzu hacmi ile oksidasyon
isleminin yapilabilecegi gosterilmisgtir. Sonug olarak suyun 6zelliklerine gore aritma
metoduna karar verilmelidir. Seg¢im yapilirken antimin mali yoni de dikkate
alinmalidir [Eroglu, 1995].




3.IMMOBILIZE MIKROORGANIZMA
REAKTORLERI

Son yirmi yildir endistriyel uygulamalarda, katalizér olarak enzimlerin
kullanimi hizli bir gelisim gostermistir. Enzimleri, klasik kimyasal reaksiyonlarda
kullanilan kati1 fazdaki katalizorlere benzetmek ve kullanimimi daha kolay hale
getirmek i¢in immobilizasyon teknikleri gelistirilmigtir. Endiistrivel olgeklerde,
immobilize sistemlerde saf haldeki enzimi kullanmanin maliyeti yiiksek oldugu i¢in
¢ogu durumda enzimi igeren mikroorganizmayi kullanmak daha avantajh olmaktadir.

Immobilize hiicreleri kullanmanin avantajlar su sekilde siralanabilir;

¢ Cok kademeli enzim reaksiyonlarinin uygulanmasi mimkiin olabilir,

¢ Sistem kararlili1 genelde yiiksektir,

¢ Enzim ekstraksiyonu veya saflagtirmasi gerekmez,

¢ Hiicre yogunluklar1 ve enzim aktiviteleri uzun galigma siirelerinde korunur,

¢ Reaksiyon trtlinleri immobilize hiicrelerden kolaylikla ayrilabilir,

¢ Immobilize hiicreler mikrobiyal kontaminasyonlara karsi daha az
duyarlidirlar.

Immobilize hiicre kullammindaki potansiyel dezavantajlar ise su sekilde

siralanabilir;

¢ Istenmeyen bolge reaksiyonlar gok sayida katalitik aktif enzimler tarafindan
katalizlenebilir,

¢ Tastyicidan sizan hiicreler ¢ikig suyuna karigarak kontaminasyona neden
olabilir,

¢ Substratin ve driinlerin hiicre zarindan ge¢mesi sinirlidir bu da reaksiyon

verimini digirir.

Bu dezavantajlara ragmen immobilize hiicre biyoreaktorleri wzerindeki

¢aligmalar yogun bir gekilde devam etmektedir.



segmek kitle transferine, hiicrelerin gelisim ve yapisal o6zelliklerine bagldir.

Immobilize hiicrelerin uzun siire canliliklarim korumak, stabilizasyonunu saglamak
ve kiitle transferi sinirlamalarini azaltmak immobilize hiicre biyoreaktorleri igin ¢ok
onemlidir. Kiutle transferi, kinetik hesaplamalar ve reaktoriin hidrodinamigi ile ilgili
deneysel ¢aligmalar ve teorik analizlerle biyoreaktor dizaynlarim geligtirmek gerekir.
Guntimiizde endustriyel olgekte ¢ok basarilh reaktér konfigiirasyonlar

kullanilmaktadir [Asenjo, 1994].

3.1. Immobilizasyon Metotlar

Temel olarak immobilizasyon metotlar: aktif ve pasif olarak isimlendirilen iki
ana grupta toplanmaktadir. Aktif immobilizasyonda hiicrelerin baglanmas: igin gesitli
kimyasal ajanlar kullanilirken, pasif immobilizasyonda hiicreler sadece elektrostatik
etkilesimler ile destek malzemesinin iglerine veya yizeyine baglamrlar,
Immobilizasyon teknigini belirlerken bakterinin yasamsal 6zellikleri ve sistemin
fizikokimyasal ozellikleri g6z Oniinde bulundurulmalidir.  Sekil 3.1°de

immobilizasyon metotlarinin bir siniflandiriimas: gosterilmigtir [Asenjo, 1994].

Immobilizasyon
Metotlan
J 1
Aktif . Pasif

Immobilizasyon Immobilizasyon

1 ] I ]

Capraz Kovalent . .
Baglama Baglama J LTutuklama Adsorpsiyon Kolonizasyon

Sekil.3.1.Immobilizasyon Metotlarinin Siniflandirmast.



3.1.1. Aktif Immobilizasyon

baglanmalarini, ylizeylere kovalent baglanmalarimm veya jellerin iglerine
tutuklanmalarini igerir. Ilk iki metotta ¢apraz baglama ajam olarak enzim aktivitesine
veya hiicre canlilifina zarar veren toksik etkiye sahip gluteraldehit veya toluen
diisosiyanat gibi kimyasal ajanlar kullamilmaktadir. Tutuklama metotunda hiicreler
ile destek malzemesi arasinda bir baglanma yoktur, kalsiyum alginate veya k-
karragenan gibi toksik olmayan malzemeler kullanilir, o yiizden tutuklama metotu

bir¢gok durumda basarili uygulamalar: olan bir metottur.

3.1.1.1. Kovalent Baglama

Kovalent baglama, hiicrelerin aktiflesmis destege direkt baglanmasidir.
Poliisosiyanat veya karbodimid gibi baglama ajanlarinin her biri destek yiizeyinin bir
spesifik grubunda yer alir ve bu gruplar hiicre yiizeyinin reaktif gruplan ile

reaksiyona girer.

Bu teknigin avantajlari su sekilde siralanabilir;

¢ Tutuklama prosesindeki difiizyon problemleri bu sistemlerde yoktur,
¢ Uniform yiizeylere bir bag ile baglanmis hiicreler uzun siire stabil kalir,

¢ Hiicre sizintilart minimumdur.

Bu teknigin baglica dezavantaji ise, kimyasal baglama ajanlarinin hiicrenin

canliligina ve aktivitesine zarar vermeleridir.

3.1.1.2. Tutuklama

Tutuklama metotu, hiicrelerin serbest halde dolagmalarin1 6nleyecek polimerik
bir matristen olugan kafesin igerisinde kapatilmasi prensibine dayanir. Bu metotta
kimyasal baglama metotlarindan farkli olarak hiicreler jel matrise baglanmazlar.

Tutuklama materyali olarak poliakrilamid, polimetakrilamid, iiretan prepolimer,
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polietilenglikol ve polivinil alkol gibi sentetik polimerler, alginate, k- af-’r@géij%i

agar ve ¢itosan gibi polisakkaritler, kolajen ve jelatin gibi
kullanilmaktadir.

Metotun avantajlar su gekilde siralanabilir;

¢ Hucrelerin hareketleri sinirlandig: igin hiicrelerin kat: ortamdan suya gegisi
azalmig olur boylece mikrobiyal kontaminasyon olasiligi minimuma iner,

¢ Tutuklama malzemeleri toksik degildir ve kirletici dzellikleri yoktur,

¢ Malzemeler biiyiik miktarlarda tretilip uzun zaman periyotlarinda
bozulmadan saklanabilirler,

¢ Kapsiillenmis hiicrelerin metabolik aktiviteleri yukselir.
Metotun dezavantajlari ise su sekilde siralanabilir;

¢ Gaz ve ¢ozinmis maddelerin difiizyonu azdir,

¢ Kapsillenmig hiicrelerde oksijen tiiketim hizlar azalir,

¢ Hiicre morfolojisi veya metabolik degisimler goriilebilir [MB Cassidy et al.
1996].

3.1.2. Pasif Immobilizasyon

Pasif immobilizasyon teknikleri immobilizasyon i¢in daha dogal yontemleri

icermektedir.
3.1.2.1. Adsorpsiyon

Adsorpsiyonda hiicreler geligmek igin ortamin ozelliklerine bagli olarak kat:
bir yiizeye tutunurlar. Adsorpsiyon dengesi hiicre yuzeyleri ile destek materyali
arasindaki elektrostatik baglantilari temel aldii i¢in bu metotta zeta potansiyeli
onemli bir rol oynamaktadir. Immobilizasyon malzemesi olarak iyon degistirici
regine ve seliiloz tirevleri gibi organik, kum, cam, seramik, silikat, metal oksit ve

hidroksit ¢okuntilleri ve magnetik partikiiller gibi inorganik materyaller
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3.1.2.2. Kolonizasyon u M

Bu metotta porozlu biyokiitle destek partikiilleri kullanilir. Biyokiitle destek
partikiillerinde destek matrisindeki bogluklarin birbiriyle baglantili olmasi gerekir.
Aktif immobilizasyondaki tekniklerden farkli olarak kolonizasyonda hiicrelerin
immobilizasyondan 6nce gelismelerine gerek yoktur. Inert partikiiller ve hiicreler
fermentore yerlestirilir ve normal ¢aligma prensibinde galistirilir. Hiicreler dogal

gelisimlerinin ilk agamasinda destek partikiillerinin i¢lerine immobilize olurlar.
Bu metotun avantajlar1 su sekilde siralanabilir |

¢ Kimyasal madde eklenmesine ihtiyag duymaz,

¢ Hiicrelerin 6nceden uretilmesine gerek yoktur,

¢ Substrat ve triinlerin partikiillerin igine kiitle transfer hizlar1 yiiksektir,
¢ Partikiiller tekrar kullanilabilir,

¢ Biyoreaktoriin izlenmesi kolaydir, sistem oldukga stabildir,

¢ Maliyeti aktif immobilizasyon teknikleriyle kiyaslandiginda dustiktur,
L4

Partikiillerin sterilizasyonuna gerek yoktur.

Kolonizasyonda hiicre immobilizasyonu i¢in, poliester, polieter, politiretan

kopiik, polivinil regine ve porozlu regine gibi gesitli partikiiller kullanilmaktadir

3.2. immobilizasyon Hiicreleri icin Reaktor Tipleri

Immobilize hiicre reaktorleri akig kosullarina gore tam karigimli, sabit yatakli
ve akigkan yatakli reaktorler olmak tizere birkag kategoriye ayrilabilir. Bu reaktér
tipleri kiitle transfer karakteristiklerini gelistirmek ve reaktoriin kontroliini
kolaylagtirmak igin birlikte ya da modifiye edilerek kullanilabilirler. Immobilize
hiicre sistemleri igin reaktor segimi birkag faktore baglidir. Bu faktorler kiitle transfer
ihtiyaglari, oksijen girisi ve reaksiyon sonunda olusan gazlarin ¢ikigt olarak

sayilabilir. Aerobik reaksiyon ile canliliklarim stirdiren hiicreler igin, yeterli



miktarda oksijenin saglanmasi ve olusan karbondioksitin ortamdan anmas1 gok

onemli iken anaerobik reaksiyonlarda gaz halindeki Griinlerin atilmasi buyuk onem
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Immobilizasyon metotu ve partikiil karakteristigi birlikte diistiniilmelidir. Tam
kanigimli reaktorlerde mekanik kuvvetler dolgu yatakli reaktorlerden daha ok
partikiillere zarar verir. Bu yiizden tam karigimli reaktorlerde daha sert partikiiller
kullanihir. Dolgu yatakli reaktorlerde ¢ok kiigiik partikill kullanmak basing
dustislerine ve istenmeyen tikanmalara neden olur, bu durumda akigkan yatakh

reaktor kullanmak sorunu giderir.

Kinetik hesaplamalar da reaktor segiminde kullanilan énemli bir parametredir.
Ornegin, tam karigimh reaktorlerde ortalama reaksiyon hizi dolgu yatakli
reaktordekinden daha diigiiktiir fakat tam karigiml reaktorlerde diger reaktorlere gore

substrat inhibisyonu daha azdir.

Substratin niteligi, igletme parametreleri, hidrolik ve ekonomik nedenler

reaktor se¢imini etkileyen diger faktorlerdir [Asenjo, 1994].

3.2.1. Tam Karisimh Reaktorler

Tam karigimli reaktorler genelde serbest haldeki hiicreler i¢in kullanilir.
Sicaklik ve pH kontroliiniin kolay olmasi, homojen bir karigimin saglanmasi bu
nedenle substrat inhibisyonuna izin vermemesi ve uygulamasindaki kolayliklar gibi
avantajlara sahiptir. Immobilize hiicrelerin tam kanigimli reaktorde uygulanmasindaki
ana problem immobilizasyon matrislerinin 6zellikle jel partikillerinin karigtirma
sirasinda olusan yitksek mekanik kuvvetler nedeniyle zarar gormeleridir. Bu
problemi ortadan kaldirmak igin pervane tipli karigtiricilar yerine sarmal seklindeki
karigtiricilar tercih edilmelidir. Sekil 3.2°de immobilize hiicrelerin kullanildigy, klasik

bir tam karigiml1 biyoreaktor gosterilmigtir [Asenjo, 1994].




. Immobilize hicre
" partikilleri

Sekil.3.2. Tam Karigimli Reaktor.

3.2.2. Sabit Yatakli Reaktorler
3.2.2.1. Dolgu Yatakh Reaktorler

Sekil 3.3°de gosterilmis olan dolgu yatakli reaktodrler, immobilize hiicre
reaktorleri arasinda en ¢ok kullanilan reaktorlerdir. Bu reaktorlerde, substratin
immobilize hiicre yatagi boyunca secilen akis yéniinde sabit bir hareketi vardur.
Boylece dolgu yatakli reaktorler, akig hizi profilinin milkemmel oldugu tapa akigh
reaktorler olarak kullanilabilirler. Tapa akigh reaktorler, yiksek substrat
konsantrasyonlarinda yiiksek reaksiyon hizlar sunar fakat diigiik sivi hizlarinda kitle

ve sicaklik transferleri diigiik olur.

Dolgu yataklh reaktorler, uygulamasinin basit olmasi ve yiiksek reaksiyon
hizlar1 saglamast gibi avantajlara sahiptir. Immobilize canli hiicrelerin kullaniminda
stvi-gaz iligkisinin verimi ve karbondioksitin aritimi dikkat edilmesi gereken
konulardir. Bazi kosullarda dolgu yatakli reaktorlerde hareketsiz hava boslukiar
birikebilir. Bu gazlarin bosluklarda sikigmasi, koéti sivi dagilimina, reaktoriin
performansinin digmesine ve eger jel seklinde matris kullanilmig ise matrisin
yipranmasina veya pargalanmasina neden olur. Gaz birikiminden korunmak igin dar
yatay reaktorlerin kullamlmasi onerilmigtir. Bu reaktorlerde yatak iizerinde
karbondioksitin kolayca sistemden ¢ikmasini saglayan bosluklar vardir. Maya
hticrelerinin bu tip yatay bir reaktérde kalsiyum alginate jellerinde tutuklanmasi ile
etanol lretim veriminin incelenmesinde, reaksiyon veriminin dikey dolgu yatakli

reaktorlerden 1,5 kat daha fazla oldugu bulunmustur.
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Sekil.3.3. Dolgu Yatakli Reaktor.

3.2.2.2, Diger Sabit Yatakh Reaktorler

Sabit yatakli biyoreaktorlerin bir digeri damlatmali yatak reaktérleridir. Bu
reaktorlerde sivi akisi ince bir film halindeki yatakta agagiya dogrudur. Gazlarin
reaktorden atilmasinda ve oksijenin reaktére verilmesinde verimli sistemlerdir. Dogal
singerde immobilize edilmis Clostridium acetobutylicium bakterisi ile aseton-
biitanol-etanol iiretimi calimasinda seri bagli iki damlatmali yatak biyoreaktorii
kullanilmustir. Bu ¢aligmada inhibisyona neden olabilecek reaksiyon Griinlerinin gaz
styrilmasi ile verimli bir sekilde ortamdan uzaklagtirilmasiyla solvent tretiminin tam

kanigimli reaktorden 2,8 kat daha verimli oldugu bulunmugtur [Asenjo, 1994].

3.2.3. Akiskan Yatakli Biyoreaktorler

Akigkan yatakli biyoreaktorler tam karigimli reaktorler ile tapa akigl: reaktorler
arasinda bir karigim verimine sahiptir. Reaktorde, substrat ¢ozeltisi immobilize
hiicrelerin bulundugu yataktan yeterince homojen dagilacak kadar yuksek hizda
yukari dogru hareket eder. Sekil 3.4’de akigkan yatakh biyoreaktor gosterilmistir.
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Sekil.3.4. Akigkan Yatakli Biyoreaktor.

Akiskan yatakl biyoreaktorler, iyi bir karisim, kiitle ve 1s1 transfer ¢zellikleri
ve minimum seviyelerde basing diismeleri sunar. Bu avantajlara ek olarak, pH ve
¢Ozlinmiis oksijen gibi parametrelerin Olg¢iimiiniin kolay olmasi, partikiil se¢iminin
simirli olmamasi, ¢aligma stiresi boyunca aktif bolimlerin yer degistirmesi, yiiksek
spesifik ylizey alam saglayan kiguk partiktillerin kullanima izin vermesi ve sistem
kontroliniin kolay olmas: gibi avantajlara da sahiptir. Yeterli oksijenin
saglanmasinin ve karbondioksitin verimli bir gekilde ortamdan uzaklagtirilmasinin

gerekli oldugu, canh organizmalarin kullanildig: sistemler igin ¢ok kullanilmaktadir.

Bu avantajlarin yaninda akigkan yatakli reaktorlerin kullamminda bazi
zorluklarda vardir. Yiiksek yatak dagilimi, diigiik stabilite seviyeleri, dar bir optimum
caligma araligr oldugu igin modellenmesindeki zorluklar ve prosesin kontoliiniin zor

olmasi gibi dezavantajlara sahiptir [Asenjo, 1994].
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4. DEMIR ARITIMINDA BiYOTEKNOLO.
YONTEMLER

by

4.1. Demir Bakterileri

Demir bakterileri, normal sartlar altinda insan veya hayvanlar iizerinde hastalik
yapict etkiye sahip degillerdir. Bu bakteriler, aritma tesislerinde, igme suyu dagitim
sebekelerinde, su kuyularinda ve boru tesisatlarinda pas olugturarak ciddi
tikanmalara ve akig problemlerine neden olurlar. Suya verdikleri kirmizimsi-turuncu

renk ve koku yiiziinden suyun kalitesini azaltirlar.

Demir veya silfiir iceren mineralleri oksitleyebilen ¢ok ¢esitli kemoliotrofik
bakteri vardir. Genelde asidik maden drenaj sularindan izole edilen bu bakterilerden
en ¢ok karslasilanlan, Thiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum ferrooxidans,
Thiobacillus thiooxidans ve Thiobacillus caldus’tur [Rawlings et.al., 1999]. Asidik
sartlarda yasayabilen bu bakterilerin yaminda nétral pH’larda yasayabilen ve Fe™yi
oksitleyen demir bakterileri de vardir. Bu bakteriler, Sphaerotilus natans, Leptothrix

ochracea, Crenothrix, Clonothrix ve Gallionella ferruginea’ dir [Bitton, 1994].

4.2. Thiobacillus ferrooxidans Bakterisi

4.2.1. Genel Ozellikler

Thiobacillus ferrooxidans 0,5-0,6 um genigliginde 1,0-2,0 um uzunlugunda,
sporsuz, gram-negatif, cubuk geklinde, tek bagina veya grup halinde yagayabilen kisa
zincirli bir bakteridir. Bu bakteri bir kemoliotrof olup havadaki karbon di oksiti
Kelvin ¢evrimi aracilifi ile fikse edebilmekte ve enerji kaynag olarak tiyosiilfat,
elementel kiikiirt veya siilfidik kiikiirt ile Fe**’yi kullanabilmektedir. Organizma bu
elementlerin oksidasyonu sirasinda agia ¢ikan enerjiyi ATP’ye donigtiirebilmekte
ve biyosentez igin kullanabilmektedir [Cetin, 1983]. Tek bir kamgiya sahip olan
Thiobacillus ferrooxidans kendi kendine hareket edebilen bir bakteridir.
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olarak bulunurlar. Ik olarak bakir liging sularindan izole edilmis ve meta %g{wlﬁt it é{

¢cozinirligine neden olan dominant bir bakteri olduguna inanilmistir [Harahuc et. ajT ™

1999]. Bes ozelligi ile karakterize edilirler.

1) Kemoliotrofik: Atmosferik oksijen ve karbondioksit varliginda hiicresel
gelisimi ve enerji ihtiyaci igin indirgenmis inorganik sulfiiri ve Fe™yi
kullanir,

4FeSO, +2H,S0, + 0, —Dicheclusferroasidars_y 5 [7 (S0,), +2H,0  (4.1)

2) Ototrofik: CO7’i hiicresel karbon kaynag: olarak kullanir. Hiicre geligimi ve
sentezi i¢in N ve P gibi nitrientler ile K, Mg, Na, Ca ve Co gibi iz
elementlere de ihtiyag¢ duyar,

3) Aerobik: Elektron alicist olarak oksijen gorev alir,

4) Mezofilik: 20-40°C arasindaki sicaklikta yasarlar,

5) Asidofilik: 1-4,5 arasindaki pH’larda yagar ama optimum pH 2-2,3 arasidir.
pH 4,5 tstiinde 1,0 1n altinda yagayamazlar [Smith et.al. 1988].

Thiobacillus ferrooxidans genel bir bakteri ortaminda gelisme gosteremez. Bu
nedenle izolasyonu zor olan bir bakteridir. Bu bakterinin pek ¢ok suslari organik
maddelerde tretilememektedir. Eser miktarda glikozun bile dremeyi durdurdugu
bilinir. Mikroorganizmanin oksitleme kapasitesine karbonhidrat ve peptonun da
inhibe etki gosterdigi one strlilmistir [Leathen et.al., 1956]. Ote yandan zamanla
organik maddelere alismasi saglanan suslarin bir daha Fe™yi oksitleyemedigi
gozlenmigtir. Ancak Tuovinen et.al. Thiobacillus ferrooxidans’in bir susunu glikozda
tiretmeyi bagarmiglardir. Heterotrofik olarak glikozda iireyen bakterinin DNA baz
oranlarinin  plazmit olasiligina imkan vermeyecek kadar demirli ortamda tireyen

bakteriden farkli oldugunu gozlemisglerdir [Cetin, 1983].

Yapilan g¢aligmalarda ozellikle digitk molekil agirlikli organik asitlerin,
organizmanin sitoplazmasina zarar vererek toksik etki gosterdigi bulunmustur. Pasif
tasinma mekanizmasi ile hiicre zarindan gegen organik asitler yiksek i¢ pH
nedeniyle ¢oziinirler. Organik asitlerin hiicrenin igine pasif tasima ile taginmasindaki

siriicii kuvvet konsantrasyon gradiyentidir. Zamanla asite doymus hale gelen



Thiobacillus grubunun heterotrofik, asidofilik suslarinin, érnegin Thiobacillus

acidocaldarius ve Thiobacillus thioparus®un Thiobacillus ferrooxidans’1 inhibe eden
organik maddeleri ortamdan uzaklagtirarak bakteri gelisimine yardimci olduklar
samlmaktadir. Detz ve Barvinchak, Thiobacillus acidocalderius’un sirekli kaplarda
Thiobacillus ferrooxidans ile birlikte kultir yapildiginda komiirlerden asit ortama
gegen ve Thiobacillus ferrooxidans’t inhibe eden organik maddeleri uzaklagtirmak
suretiyle oksidasyon reaksiyonunu hizlandirdigim gozlemlemislerdir. Ote yandan
Tuttle ve Dugan Thiobacillus ferrooxidans’in tremesi sirasinda ortama ototoksik a-
ketoasitler salgiladifini ve bu organik maddelerin de Thiobacillus acidocalderius

tarafindan ortamdan uzaklasgtinldiginda ureme fonksiyonlarimin hizlanacagini
bildirmiglerdir [Cetin,1983].

Thiobacillus ferrooxidans’in azot gereksinimi konusunda eldeki veriler
celigkilidir. Bu bakterinin en az bir susunun havadaki serbest azotu tespit ettigi
bildirilmektedir. Ancak diger tiim caligmalar bu bakterinin amonyum tuzlarina
gereksinimini gostermistir. Ote yandan ortam pH’sinin ¢ok asidik olmasimn
havadaki amonyagin ortamda erimesine sebep olacagi asikardir ve hemen her susun
azotsuz besiyerinde en az bir kag¢ jenerasyon ireyebilmesi bu nedene baglanabilir.
Tsuchiya Thiobacillus ferrooxidans’in bir susu ile azot fikse edebilen, asidofilik,
heterotrof,  Beijerinckia  lacticogenes’i  birlikte  urettiinde  Thiobacillus
ferrooxidans’in simbiyotik olarak azot gereksiniminin Beijerinckia lacticogenes

tarafindan havadaki azot ile kargilayabilecegini géstermistir [Cetin, 1983].

4.2.2. Kullanim Alanlar

Thiobacillus ferrooxidans ile biyolojik demir oksidasyonunun endiistriyel
uygulamalanri ¢ok sayidadir ve bu konu iizerine galigmalar devam etmektedir. Bu
caligmalar, endiistriyel uygulamanin maliyetini etkileyen en onemli faktor olan Fe™

oksidasyon hizini artirmay1 amaglamiglardir. Daha iyi sonuglar elde edebilmek igin,



kesikli ve siirekli akig kogullarinda ¢ok degisik deneysel sistemler kul antlmi
degisik reaktor tipleri dizayn edilmigtir. Biyoreaktor igerisinde yiiksek ve
konsantrasyonlar: saglayan immobilize hiicreler kullanmak, reaktér performansutl‘iW '.
artirict yontemlerden biri olmugtur. Bu nedenle degisik biyoreaktor konfiglirasyonlari

yaninda ¢ok sayida immobilizasyon matrisi de aragtirilmigtir [Nemati et.al., 1998].
4.2.2.1. Atik Gazlarin Desiilfiirizasyonu

Hidrojen sulfit dogal gaz, biyogaz ve gesitli gaz akiglarinda istenmeyen bir
bilegiktir. Atik gazlardan H,S’in arntilmasi tagima ve dagitim sirasinda olugacak
saglik, giivenlik ve korozyon nedeniyle ve gazin yanmasi sirasinda olugsacak SO2
kirliligini onlemek igin gereklidir [Nemati et.al, 1998]. Gunimiizde H,S’in
aritilmasinda ¢ok sayida fizikokimyasal teknik kullanilmaktadir. Bu teknikler, kuru
gaz redoks prosesleri (klasik Klaus, siiper Klaus 98,5 ve stiper Klaus 99), sivi redoks
prosesleri (Stretford, Unisolf, Sulfoline, LOCAT, Sulferox ve Hyperion prosesesleri)
ve stv1 adsorpsiyon prosesleri (alkanolamine ve karbonat prosesleri) dir. Bu prosesler
yuksek maliyetlidir, bliyiik enerji girdilerine ihtiyag duyarlar ve reaksiyon sonunda
tehlikeli atiklar gikarirlar [Malhotra et.al., 2002]. Bu dezavantajlar nedeniyle kémiir
ve petrolin SO; ve H,;S’ten temizlenmesi igin mikrobiyolojik ¢ozeltilerin
kullanilmas: gibi daha ekonomik ve daha az enerji gerektiren prosesler iizerine
aragtirmalar devam etmektedir. Mikrobiyolojik prosesler ortamin sicaklifi ve
basincinda ¢alitirildiklan igin uygun sicaklik ve basincin ayarlanmasi i¢in ilave bir
enerjiye ihtiyag duymaz bu da enerji ihtiyacini minimuma indirir. Klasik proseslerin
yitksek kimyasal, katalizor ihtiyaci ve atik maliyetleri biyolojik proseslere gore en
biyik dezavantajtir [Nemati et.al., 1998]. Biyolojik yontemlerin en biytk
dezavantaji ise diigiik reaksiyon hizlandir. Bu yiizden gaz arntim igin birgok

biyolojik metot olmasina ragmen bunlarin ¢ok azi biytiik dlgekte kullanilabilirdir.

Bu iki prosesin avantajlarimin birlestirildigi Thiobacillus ferrooxidans
bakterisinin kullanildigi bir yontem gelistirilmigtir. Bu proses iki agamada
gerceklesmektedir. Birinci agamada oksidan olarak Fe™ siilfat igeren bir ¢ozelti ile
absorber igindeki H,S igeren gaz temas ettirilir. Cézelti H,S’1 igine ¢eker ve H,S

segici bir sekilde elementel siilfiire okside edilir, bu sirada Fe™ siilfat Fe™ silfata



indirgenir [Malhotra et.al., 2002].

H,S + Fe,(80,), = S { +2FeSO, + H,S0,

Fe™ siilfat ile H,S’in reaksiyonu ok hizhidir ve reaksiyon sonunda evreye
zararh toksik atik gazlar ¢ikmaz. Elementel siilfiirde kolaylikla aritilabilir. Kati sivi
ayirma prosesi ile elementel siilfiirin arrtiimasindan sonra ikinci asamada Fe™ siilfat
gozeltisi Thiobacillus ferrooxidans igeren aerobik biyoreaktore Fe'*’e okside
edilmek tizere gonderilir. Fe*™ ¢ozeltisi prosese tekrar verilir [Nemati et.al., 1998].
Burada birinci asamada ki reaksiyonun verimi ikinci agamadaki biyolojik

reaksiyonun verimine baglidir [Malhotra et.al., 2002].

2FeSO, + H,50, +0,50, —baclugeroonians _y o (SO,), + H,0 (4.3)

Baca gazindan siilfiirdioksitin biyolojik artimi Fe™ siilfat ¢ozeltisi ile gaz
akiginin 1slak  yikanmasim igerir. Olusan Fe'? silfat cozeltisi Thiobacillus

+35

ferrooxidans ile Fe™e tekrar okside olur. Boylece Fe™iin proseste tekrar
i p

kullanilabilirligi saglanmig olur [Nemati et.al., 1998].

SO, + Fe,(S0,), + 2H,0 —> 2FeS0, + 2H,50, (4.4)

4.2.2.2, Metal Biyofiltreleme (biyolicing)

Hidrometalurji, metallerin cevherlerden ve minerallerden ayrilip, gogunlukla su
olan, siv1 bir fazla erimelerini saglayarak istenen metalin elde edilmesini amaglayan
bilim dalidir. Hidrometalurjinin ve 6zellikle bakteriyel li¢ iglevinin baglica uygulama
alaninm1 dugik tenorli cevherlerin zenginlegtirilmesi olugturmaktadir. Bu prosesin
giniimiizde giderek onem kazanmasinda ana neden yiiksek tenorlii cevherlerin
giiniimiize dek kullanilip bitirilmis olmasi ve siranin diigiik tenorlii cevherlere gelmis
olmasidir. Ergitme gibi klasik yontemlerin yiikselen maliyetleri kargisinda digiik
tenorla cevherlerin kullanimi igin en uygun yontem olarak bakteriyel li¢ yontemi
goriilmektedir. Ayrica bu iglevin gevreyi daha az kirletmesi ve disik yatirim

maliyeti, ekonomik agidan onu gekici kilmaktadir [Cetin, 1983].



Mikrobiyal filtreleme, genellikle az asidik sulu siilfat g:ozeltlsl 1Q1ndek1 ’

uranyum cevheri ve metal siilfitlere uygulanabilmektedir. Metal sulﬁtlerm gozunmem
dogrudan ve dolayli etki mekanizmalarii iceren bir seri reaks1y(;ﬁ” ﬂlfe
gergeklesmektedir. (4.5) reaksiyonu, asidik Fe™ siilfat ortam: i¢inde metal siilfit
(MeS) cevherinin  ¢Oziinmesini  gosteren Onemli bir reaksiyon olarak

tammlanmaktadir.

MeS + Fe,(SO,), —>MeSO, +2FeSO, + S° (4.5)

Bu reaksiyon literatiirde dolayli etki mekanizmasinin ilk reaksiyonu olarak
adlandihir. Bu mekanizma bir metal silfitin Fe™ tarafindan kimyasal
oksidasyonunu igerir. Metal siilfit cevheri, cevherin biyolojik oksidasyonunu igeren
dogrudan etki mekanizmasinin sonucu olarak da ¢Ozinir hale gelebilir. Bu
mekanizmada bakterinin metal silfitlerin Gizerine pilileri veya lipopolisakkarit kilifi
ile yapisarak substrat: oksitledigi ileri siriliir. Gergekten de bakterilerin segici olarak
pirit ve kalkopirit gibi sulfiidik mineral ylizeylerine yapistigi elektron
mikrograflarinda gézl.enmistir. Bakterilerin yapistig1 bu bolgedeki kristal ylzeylerin
daha sonra bozulduklari, yine elektron mikrograflarinda saptanmistir [Cetin, 1983].

Me S + 202 thiobacillusferrooxidans > Me SO4 ( 4 6)

Metal silfitin ¢oziilmesi igin énemli olan iki biyolojik reaksiyon Fe'*’nin

Fe e oksidasyonu ve S’ 1n SO, ’ye oksidasyonudur.
28° +30,+2H,0 - 4H* + 280, 4.7
Bu reaksiyonlar liging prosesinin dogal ¢evrimini gostermektedir. Bakteriyel

liging klasik metotlarla kiyaslandiginda hem ekonomiktir hem de gevresel riski azdir
[Nemati et.al., 1998].



4.2.2.3. Asidik Maden Sularmin Aritilmasi

Metal sulfitlerin metal silfatlara kontrol edilemeyen biyolojik%dmﬁsﬁrﬁu
sonucunda ortaya ¢tkan asidik maden sular1 6zellikle bu asidik sulara maruz kalan
alanlarda ¢ok 6nemli bir problemdir. Eger bu metallerce zengin asidik sular dogal su
sistemlerine karigirlar ise, bu sularin ekosistemlerine, balik endiistrisine ve igme suyu
kaynaklarina tahrip edici etki yaparlar [Dopson et al. 2003]. Asidik maden drenaj
sularim1  kontrol etmek igin birgok yontem gelistirilmigtir fakat ¢ok bagarili
olunmamigtir. Fe™ igeren asidik maden drenaj suyunun aritim prosesi oksidasyon ve
sonrasinda notral pH’da demirin ¢okelmesini saglamaktir. Bunun i¢in asidik maden
suyunun pH’s1 Fe'? ¢okeltilene kadar yikseltilir, pH 9,5’a getirilmeden biitiin
Fe'*lerin ¢okmesi saglanamaz. Kalsiyum karbonat ile asidik maden drenaj suyunun

¢ oksidasyonu gerekir. Ciinkii Fe'? igeren asidik

nétrolizasyondan once Fe ™ nin Fe
su kalsiyum karbonat ile verimli bir sekilde reaksiyona giremez. Diger bir deyisle,
Fe™ kalsiyum karbonat ile asidik kosullarda gok hizli reaksiyona girer ve Fe™

hidroksit geklinde goker.

Asidik maden sularinin aritilmasi igin denenen farkli prosesler arasinda
Thiobacillus ferrooxidans ile Fe*nin oksidasyonunun en uygulanabilir ve verimli

oldugu bulunmugtur [Nemati et.al., 1998].
4.2.2 4. Komiiriin Desiilfiirizasyonu

Mikrobiyal komir desilfurizasyonu, komirde bulunan inorganik silfitin
antilmasinda biyolojik ve biyolojik olmayan oksidasyonlarin kompleks bir

birlesimini temel alir. Bu kompleks reaksiyonlardan sonra diguk siilfiir igerikli

komuir elde edilir.

Komiirdeki en genel siilfit mineral formu olan piritin mikrobiyal oksidasyonu

asagidaki reaksiyona gore olmaktadir ;

4FeS, +150, +2H,0 2" 52Fe, (S0,), +2H,S0, (4.8)
2 2 2 2 2



Pirit oksidasyonunda bakterinin ilk gorevinin Fe™ iyonu tiretmel oldugu®ve £ I
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iretilen bu Fe™ iyonlan ile daha ok pirit okside edildigi ortaya atilmugtis Nenratt

et.al., 1998]. Sodyum azid ve N-ethylmaleimide (NEM)’in Thiobacillus ferrooxidans
ile pirit oksidasyonunu inhibe etti§i bulunmustur. Prosesin avantajlari;
biyodesiilfurizasyonda bakteri komiiriin karbon iskeletine zarar vermediginden 1si
degerinde buytk degisimler olmaz ve digik pH nedeniyle komiirdeki mineraller
¢Oziinir bu da komiirtin kil igerigini azaltir. Prosesin dezavantajlar1 ise; reaksiyonun
hizi yavastir, organik bagh sulfuriin artiminda kullamlamaz ve proses sonunda

yiiksek Fe" konsantrasyonlu ve asidik atik sular ¢ikar [Mitchell, 1993].

4.2.3. Fe'? Oksidasyon Mekanizmasi

dFe(ll) - KFe(m))x Elektl'(()mah;—'
dt K, +Fe(ll) “ 5 ‘
\ J

Elektron verici \ Oksidasyon
Fe™? " . ’" tirtinleri _
1
. dX dFelll
" ENERJI ;=Y[ Lt )]—bX
T \ J
' Y
Hiicresel karbon v Thiobacillus
kaynag1 A ferrooxidans
CO, hiicreleri
CsH,0,N

Nutrientler
N,P.Mg K Ca,Na,Co

Sekil.4.1. Bakteriyel Demir Oksidasyonunun Sematik Gosterimi
[Smith et.al.,, 1988]

Thiobacillus'un bittn tirleri ihtiyaglarni olan enerjiyi indirgenmis siilfiir
bilesiklerinin oksidasyonundan elde ederler. Bu tiirlerden farkli olarak Thiobacillus

ferrooxidans elektron verici olarak Fe™

yi kullanir. Bakteri bazi inorganik
bilesiklerin oksidasyonundan elde ettii enerjiyi indirgeme ajami NADPH ve hiicre

i¢in gerekli ATP’yi uretmek igin kullanir. Sekil 4.1°de sematik olarak gosterilmig
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olan, bakteride demir oksidasyon mekanizmasi iki agamada olur; asidik pH’da'

8
2

hiicre membraninin disinda Fe™? oksidasyonu ve pH 6,5’te hiicre i¢inde oksije} o
kullanilmasidir. Thiobacillus ferrooxidans’in oksidasyon sisteminin su andaki modeli
¢ elektron tasiyicisinin yer aldigi kisa zincirli reaksiyonlar: kapsar [Nemati et.al.,
1998]. Sekil 4.2’de gosterildigi gibi elektronlar hiicrenin digindaki Fe™*’den
sitoplazmik sitokrom c’ye bir protein olan rustisiyanin ile taginir. Bilinmeyen
enzimatik bilesen (X)’in elektronlart Fe ™ den rustisiyanine tasidig diisiiniilmektedir.
Rustisiyanin, hiicrenin periplazmasinda ¢6zinir halde bulunan, pH 1,5’da
(besiyerinin pH’s1) oldukga stabil olan bakir igeren bir proteindir. Rustisiyanin, ilk
elektron alicisidir. Hiicreler Fe'*’ye maruz birakildiginda rustisiyanin indirgenir
[Blake and Shute,1987]. Indirgenmis sitokrom c, elektronlarin sitokrom a;’e transfer
edildigi yer olan hiicre zarinin dig yiizeyi ile birlesir. Bunun sonrasinda indirgenmis

sitokrom a; suyla gelen molekiiler oksijene elektronlarini verir [Nemati et.al., 1998].

H,0

0,505+
ATP

2H+ X AP S E R AR A A RN AR R A R A SN S R T t—itatd‘t-ﬂ’ 2' .

| ADP+P .
Periplazme .

Hiicre zars Sx'to;pigmm '

(Cu: Rustisyanin, : sitokrom c, a): sitokrom ap)

Sekil.4.2. Thiobacillus ferrooxidans’in Fe™ Oksidasyon Zinciri.
[Nemati et.al., 1998]



oksijene gegerler, protonlar hiicre digina atilir. Protonlarin digar: vei;;lmesi hucre .
digindaki Fe™"in hidrolizi ile birleserek proton gradyentini gelistirir. Hﬁére zar1
proton kanallarimin bulundufu bolgeler digindaki yerlere protonlar1 gegirmez,
protonlarin bu kanallara hareketi sirasinda ATPaz ile ADP ve inorganik fosfattan
ATP sentezleyecek enerji ortaya gikar. Baas Becking ve Parks demir oksidasyonu
icin gereken AG’yi 41,8 kj/mol hesaplamiglardir. Lees et al.’un son ¢aligmalarinda
reaksiyonun serbest enerjisinin 27,2 kj/mol oldugunu bulmustur. Bu bilgilere
dayanarak, bakterinin 1 mol karbonu 6ziimsemesi igin 18,5 mol Fe'*yi okside
etmesi gerekir, bu kadar karbonu %100 verimle kullanabilmesi igin 500,2 kj enerjiye
ihtiyaci vardir. Bu verilerden yola gikarak bakteri demir oksidasyonundan elde ettigi
enerjiyi %100 verimle kullanamaz. Literatiirde verim degerlerinin en disik %3,2, en
yuksekte %30 oldugu tespit edilmigtir. Buradan agikca gorulmektedir ki Thiobacillus
Jerrooxidans’in gelisimi igin gerekli olan enerjiyi saglamak igin biiyilk miktarda

demiri okside etmesi gerekir.

Thiobacillus ferrooxidans’in ATP sentezini ve demir oksidasyonunu bir arada
yapmasi kimyasal osmoz teorisi ile agiklanmaktadir. Kimyasal osmoz hiicre zarinin
iki tarafindaki yuklerin ayriliginin direkt bir sonucu olan proton hareket kuvvetini

igerir. Daha spesifik olarak, proton hareket kuvveti iki nedenle olur:

1) pH degisimi (asidik periplazma — nétrale yakin sitozol)
2) Elektrik potansiyeli (pozitif yiiklii periplazma — negatif yiikli sitozol)

Demir okside edilen sistemlerin siilfat iyonlarina da ihtiyaglar1 vardir. Silfat
iyonlart demir okside eden enzim sisteminin direkt substrati olan alt1 sulu Fe™
kompleksinin anyonik stabilizeri olarak rol oynamaktadir [Nemati et.al., 1998].
Lazaroff siilfatin Fe™’nin hiicreye girigini kontrol ettigini ve demir oksidaz sistemi
i¢in gerekli oldugunu 6ne siirmiistir. Brierley iki degerlikli siilfat iyonunun (SO42)
bakteri hiicresinde pozitif yiklii bolgeleri depolarize ettigi ve boylece Fe**’nin hiicre
tarafindan kullanmildigini 6ne siirmigtir. Schnaitman et al. silfat konsantrasyonunu
0,2’den 2,8 g/L’ye artirmanin Fe? oksidasyon hizim iki katina ¢rkardigmi bulmustur
[Smith et.al.1988].



4.2.4. Gelisme Kinetigi ve Fizikokimyasal Parametrelerin Etkig L

4.2.4.1. pH

Farkli galigmalardan elde edilen verilere gore enerji kaynagi olarak Fe™®yi
kullanan  Thiobacillus ferrooxidans’m 1,0-6,0 arasindaki pH degerlerinde
yasayabildigi bulunmugtur. Bunun yaninda 1,5-3,5 arasindaki pH degerlerinin
bakterinin geligimine etki etmedigi fakat pH 1,5’dan az ve 3,5’dan fazla oldugunda
bakteri gelisiminin azaldifi bulunmugtur. Deneysel ¢aligmalarda bakterinin verimli
kullanilabilirligi igin sitoplazmik pH’sinin sistem igindeki dalgali pH degerlerinden
korunmas: sarttir ve sabit bir degerde tutulmas: gerekir. Thiobacillus ferrooxidans’in
hiicre zarinin ve sitoplazmik membraninin yapisal 6zelliklerinin asidik pH’ya karsi
direnci aragtirlmugtir. Yapilan galigmalarda bakterinin hiicre zarimin sertligini artiran,
gecirgenligini azaltan biyiik miktarda siklopropan yag asidi igerdigi bulunmustur.
Cizelge 4.1°de farkli galigmalarda kullanilan pH araliklar1 gésterilmistir [Nemati
et.al., 1998].

Cizelge.4.1.Farkli Caligmalarda Kullanilan pH Araliklar1,

Referans pH arahg
MacDonald ve Clark (1970) 2,5-3,5
Buchanan ve Gibbons (1974) 2,5-5,8
Torma (1977) 2,3
Ingledew ve Houston (1986) 2,0
Karamanev ve Nikolov (1988) 2,0-2,3
Drobner et.al.(1990) 2,0
4.2.4.2. Sicakhk

Thiobacillus ferrooxidans 30°C ile 40°C arasinda yasayan mezofilik bir
bakteridir. Optimum sicakhigin pH’ya bagli oldugu soylenir, diisen pH’larda
optimum sicakligin da distigi gézlenmistir. Bakterinin yagayabildigi maksimum
sicaklk pH’ya bagh olarak pH 2,5-3,5°da 45°C ve pH 1,5’da 35°C’dir. Farkl

aragtiricilar tarafindan bulunan Fe oksidasyonu ve bakteri geligimi igin optimum




sicakliklar tabloda gosterilmigtir. Cizelge 4.2’de literatiirde  ¢alisi

araliklart ve pH’ya bagli olarak bulunan optimum sicakliklar gosterilmistik,

Cizelge.4.2. Farkli Caligmalarda Kullanilan Sicaklik Degerleri.

Referans pH arahg Sicaklik arah@ Optimum sicakhk
Lacey ve Lawson 2,0-2,3 20-31 31
(1970)

MacDonald and 2,5-3,5 20-40 33
Clark (1970)

Ahonen and 1,5 4-46 28
Tuovinen (1989)

Smith et.al.(1988) 1,9-2,4 20-35 25-30
Okerek and 2,4 10-30 30
Stevens (1991)

Nemati (1996) 35 20-40 1,5-3,5

4.2.4.3. Fe'? konsantrasyonu

Thiobacillus ferrooxidans gelisimi ve Fe™ oksitleme kapasitesi Fe™
konsantrasyonundan onemli oranda etkilenir. Silvermann ve Lundgren [Silverman,
Lundgren, 1959] substrattaki Fe *’nin azalmast nedeniyle bakterinin gelisiminin de
azaldigin1 bulmuglardir. Baron ve Luecking Thiobacillus ferrooxidans’in maksimum
gelisiminin 2-3 kg/m® Fe? varliginda oldugunu bulmuslardir. Okereke ve Stevens
Fe*? konsantrasyonunu 2,2-6,3 kg/m> aralifinda galisarak sabit bir Fe* oksidasyon
hiz elde etmiglerdir. Yine Pesic de Fe™ oksidasyon hizi ile 0,0056-0,056 kg/m’
arahgindaki Fe? konsantrasyonlar: arasinda lineer bir iligki oldugunu géstermistir.
Monod  egitligi, Fe™ konsantrasyonunun fonksiyonu olarak  Thiobacillus
ferrooxidans’in gelisimini dogrulamak i¢in yaygin bir sekilde kullanilir. Farkli
calisma kogullar1 literatiirdeki farkli temel buylime kinetik parametrelerinin
bulunmasina neden olmusgtur. Cizelge 4.3’te maksimum spesifik biiyiime hizlar
degerleri (umax) ve substrat doygunluk katsayist (Ks: spesifik biylime hzinin yar
degerindeki substrat konsantrasyonu) igin farkli aragtiricilar tarafindan bulunan

degerler gosterilmigtir [Nemati et.al., 1998].



Referans 1w (h7) K, (kg/m°) Gozlenen
parametre
Lacey ve 0,12-0,25 1,0-2,0 Fe™ Kesikli
Lawson (1970) konsantrasyonu | pH 2,0-2,3
sicaklik 20-31°C
Mac Donald ve 0,14 0,4 Fe™ Kesikli
Clark konsantrasyonu | pH 2,3
(1970) sicaklik 32°C
Mac Donald ve 0,16 0,21 Fe™ Kemostat
Clark konsantrasyonu | pH 2,3
(1970) sicaklik 32°C
Kelly ve Jones 0,14 2,02 Fe' Kesikli
(1978) konsantrasyonu | pH 1,6
sicaklik 30°C
Kelly ve Jones 850 uL Oyh 0,54 Oksijen Warburg
(1978) konsantrasyonu | manometre
rH 1,6
sicaklik 30°C
Kelly ve Jones 8,33x10"g0Oyh 0,02-0,05 Oksijen Oksijen elektrodu
(1978) mg protein konsantrasyonu | pH 1,6
sicaklik 30 °C
Jones ve Kelly 1,2-1,8 0,04-0,13 Fe™ Kemostat
(1983) konsantrasyonu | pH 1,6
sicaklik 30°C
Braddock et.al. 0,09 - Hiicre Kesikli
(1984) konsantrasyonu | pH 1,9
sicaklik 22°C
Braddock et.al. 0,07 0,044 Fe™ Kemostat
(1984) konsantrasyonu | pH 1,9
sicaklik 22°C
Smith et.al. 0,06-0,12 0,55-0,11 Fe™ Kemostat
(1988) konsantrasyonu | pH 2,0
sicaklik 20-30°C
Shrihari ve 0,18 354 Hiicre Kesikli
Gandhi konsantrasyonu | pH 2,2
(1990) sicaklik 30°C
Chavarie et.al. 0,14-0,15 0,34-0,48 Fe™ Kemostat
(1993) konsantrasyonu | pH 2,0
sicaklik 30,5°C
Halfmeier et.al. 0,12 - Fe™ Kemostat
(1993) konsantrasyonu | pH 1,3
sicaklik 30°C
Pagella et.al. 0,06-0,09 - Fe™ Kesikli
(1996) konsantrasyonu | pH 2,5

sicaklik 30°C




4.2.4.4, Karbondioksit ve Oksijen b
‘:"3‘-:'#1‘
‘ «m{ " Bwn
Thiobacillus ferrooxidans bir kemototroftur, karbon kaynag olarak %CO%4 =%

kullandigr igin, mutlak CO, ihtiyaci nedeniyle de zorunlu aerobtur. CO;’i Kelvin
Bensen donusimii ile baglar. Thiobacillus ferrooxidans’in optimum gelisme
gosterdigi pH’da CO;’in simirh ¢6ziintrligl goz oniine alindiginda kiiltiirlerin CO,
kullamlabilirliginin ~ simirlanacagt  ongorilebilic.  Thiobacillus  ferrooxidans
kiltirlerinin  gelisiminde CO’in  simirlanmasi, Fe™  oksidasyonunun iistel
kinetiklerini lineer bir iligkiye dogru oteler, bunun nedeni yagayan bakteri
populasyonu tarafindan yapilan oksidasyon ile bakteri geligsiminin birbirinden
ayrilamaz olmasidir. COy’in Thiobacillus ferrooxidans’in gelisimine etkisi Barron ve
Luecking tarafindan c¢aligtlmigtir [Barron, Luecking, 1990]. Maksimum geligim
hizindaki CO; seviyesini %7-8 arasinda bulmuglardir. CO, seviyesi %8’in Ustiindeki
degerlere ytikseltilince yiiksek hiicresel triinler elde edilmesine ragmen kiiltiirlerin
gelisiminde inhibitor etki yaptigin1 da gostermiglerdir. Smith et.al [1988] pH 2.0’de
ve mikrobiyal elektron transfer veriminin %30 oldugunda Fe™’nin bakteriyel

oksidasyonunun ve hiicre sentezinin ayrintili olarak stokiyometrisini hesaplamugtir.

Fe' +0,2240, +0,0045CO,,, +0,0011HCO; + H* +0,0011NH , thiobacillusferrooxidans

Fe™ +0,0011C,H,0,N +0,4989H ,0
4.9

Hesaplama elektron denge temeli ile klasik termodinamik iizerine
dayandinlmistir. (4.9) esitligi Thiobacillus ferroxidans’in aerobik dogasini da
gosterir. Oksijen ihtiyact bir ¢cok ¢alismada dogrulanmistir. Thiobacillus ferroxidans
ile demir oksidasyon hiz1 eger oksijen transfer hiz1 kritik degerden diisiik ise oksijen
transferinden etkilenir. Kritik oksijen transfer hizi Thiobacillus ferroxidans’in
fizikokimyasal ozelliklerine baglidir ve bakterinin oksijen ihtiyac1 arttik¢a artar
[Savic et.al. 1998]. Shrihari ve Gandhi [Shrihari and Gandhi, 1990] 30°C’de 240
rpm’de galkalayici da yaptiklar deneylerde O,’nin bakteriyel geligim igin sinirlayici
olmadigini fakat ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonunun 0,26 mg/L’nin altina diigtigi
durumda O;’nin sinirlayici olacagim ve Thiobacillus ferrooxidans’in 0,2 mg/L’nin

altindaki ¢ozinmiis oksijen konsantrasyonlarinda gelismedigini bulmuglardir.

v



4.2.5. inhibisyon

Literatiirde Fe™ oksidasyonunda bakteri aktivitesine Griin, substrat ve gesitli

anyonlarin sebep oldugu inhibisyonun etkisi tizerine yapilmig bir gok ¢aligma vardir.

Harahuc et.al. hiicre gelisimi ve Fe*? oksidasyonuna 0,2 M klorun, 1-94 mM
sodyum nitratin inhibitér etki yaptigini, hiicre boliinmesinde 6nemli bir yere sahip
olan fosfatin ortamda en az 10 mM bulunmast gerektigini fakat 0,1 M fosfatin ise
demir oksidasyonunu giddetli bir sekilde azalttigim bulmuglardir [Harahuc et.al,,
1999].

Barron ve Luecking substrat inhibisyonunun 2-3 kg/m>iin ustindeki Fe'
konsantrasyonlarinda oldugunu ve maksimum inhibisyonun 20 kg/m’ degerinde

gerceklestigini bulmuglardir [Barron ve Luecking, 1990].

Curutchet etal. Fe™ konsantrasyonunun 2 kg/m”den fazla olmasimn

bakteriyel gelisimde inhibisyona neden oldugu gostermiglerdir. Fe™*tin 15,6 kg/m’

konsantrasyonunda hemen hemen hi¢ Fe'™

[Curutchet et.al., 1992].

nin oksitlenmedigini gozlemiglerdir

Yiiksek bakteri hiicre konsantrasyonlarinda (izole edilmis 7hiobacillus
ferrooxidans tiirlerinde) Fe™ oksidasyonunun yarigmali inhibisyonu konusunu
Suzuki et.al.tarafindan incelenmistir. Thiobacillus ferrooxidans hiicrelerinin komsu
hiicrelerin baglanma bolgeleri igin Fe'? ile rekabet ettiini one sirmislerdir [Suzuki
et.al., 1989]. Bu Thiobacillus ferrooxidans’in aligilmadik yiizey ozellikleri ile
ilgilidir. Laboratuvarda yitksek Fe*? konsantrasyonlarinda gelismeye adapte edilmis

tiirlerde bu inhibisyon etkisi goérilmemistir.



Izole edilmis Thiobacillus ferrooxidans ile Lizama ve Suzuki’nin j‘;’aﬁtléf bir ;:‘

galigmada yitksek Fe*> ve hiicre konsantrasyonlarinin Fe'2 ok51dasyonuna s1ner’11tﬂ€~ ,*

i

yarigsmali inhibisyon etkisi gosterdigini bulmuslardir [Lizama ve Suzuki, 1989]»]3
tur inhibisyon da birinci inhibitérin baglanmasinin ikinci inhibitériin baglanmasina
izin vermedigi yani ikinci inhibitérin baglanmasinin birinci inhibitor tarafindan

inhibe edildigi belirtilmigtir.

4.2.6. Fe* Bilesenlerinin Cokmesi

Jarosit, disik pH’larda Fe™in  olusturdugu  Fe“hidroksisilfat
(MFe3(SO4),(OH)) formudur. Burada M; K" Na" NH'; veya H;O" olabilir. Jarosit

¢Okmesi asit lireten bir reaksiyonla meydana gelir.

3Fe™ + M* 2HSO; +6H,0 —> MFe,(S0,),(OH), +8H* (4.10)

Besi ortamindaki katyonlar, ozellikle K™”nin miktarmnin azaltiimasiyla
istenmeyen demir ¢okiintilerinin olugmas: engellenebilir. Birgok aragtirmaci
Thiobacillus ferrooxidans igin en gok kullanilan besiyeri olan 9K besiyerindeki K ve

Fe*? oranlarini degistirerek kendi galismalari igin uygun hale getirmislerdir.

Jarositler asidik maden drenajlarinin sedimentlerinde bulunabilir. Jarosit

¢okelmesi pH, iyonik bilegim ve ortamin konsantrasyonuna baglidir.

Fe™ c¢okintileri biyolojik demir oksidasyon prosesi iizerinde birgok etkiye
sahiptir. Immobilizasyon matrislerindeki Fe* cokiintiilerinin matristeki bosluklar:
titkamasi nedeniyle biyokiitlenin kalig miktar sinirlanir, Bunun yanisira ¢okiintiler,
immobilizasyon bolgesi boyunca reaktantlarin ve urtinlerin yavag difiizyonuna neden
olarak kinetik siur yaratir. Fe™ cokintileri pompalari, borularni ve valfleri

tikayabilir.

Lazaroff et al. [1982] asidik silfat ¢ozeltisinde jarositlerin ¢dziilmemesi ve

yavagga ¢Okmesi sirasinda meydana gelen bakteriyel oksidasyonun olmasi



gerekenden 30 kez daha yavas oldugunu 6ne stirmiigtiir.

Fe™ ¢okintilerinin pH’nin yanisira sicakliga da bagh oldugunu g(‘isterenhc
sayida aragtirma vardir. Leduc et.al. [1993] 10°C’den disiik sicaklikta jarosit
formundaki Fe™ miktarimin daha yiksek sicakliktaki ¢okintilerden daha az
oldugunu bulmugstur. 2°C’de 110 ginlik Thiobacillus ferrooxidans kiiltiir

inkiibasyonunda Fe'?’

nin %90’ ninin kullanilmasina ragmen hig jarositin olugmadigi
gozlenmis ve ¢okintilerin olusmamasinin daha az oksidasyon olmasindan degil

sicakligin diisiik olmasindan kaynaklandigini bildirmiglerdir.

Jarositler cogu deney sisteminde istenmeyen bir yap1 olarak tammlanmasina
ragmen bazi bilim adamlar tarafindan biyofilm olusumuna oénemli bir etki
gosterdikleri one surulmagtir. Karamanev, jarositlerin immobilizasyon destegine
yapistiklarini ve bunun da bakterinin ylizeydeki porlarda adsorpsiyonunu arttirdigini
One sirmiustiir. Pogliani ve Donati [2000], cam tanelerinde Thiobacillus ferrooxidans
biyofilminin olusmasmna jarositin etkisini incelemigler ve pH 1,6’da Fe”
¢okuntilerinin olugsmamasi1 nedeniyle biyofilmin olugsmadigini ve yiiksek pH’larda
Fe™ iiretim hizlariin arttigini ve biyofilmin olustugunu bulmuslardir [Pogliani and
Donati, 2000].

Jarosit olusumunun bakteriyel oksidasyon verimini kétii yonde etkilememesi
i¢in yapilan ¢ok sayida ¢aligma vardir. Bu konudaki ¢aliymalar deney sistemine ve

deney kosullarina gore degisiklik gostermektedir.
4.3. Demir Aritiminda Kullamlan Biyoreaktor Tipleri

Thiobacillus ferrooxidans ile Fe'* oksidasyonunun endiistriyel uygulamasi igin
cok sayida caligma yapilmustir. Bu ¢alismalarin amac, ilk énce Fe™ oksidasyon
hizin1 artirmaktir. Thiobacillus ferrooxidans’in yiizeylerde gelismeye yonelik dogal
yetenegi ve farkli gevre kosullarina ¢ok kolay adapte olmasi onu immobilizasyon igin
ideal bir organizma yapmaktadir [Mesa et.al., 2000]. Bu yetenekten Fe'* oksidasyon

hizin1 artirmaya yonelik farkli ¢caligmalarda faydalanilmaktadir. Bu amaca yonelik



farkl biyoreaktor sistemlerinin kullanilmasinin yanisira gok gesitli immo 347

matrisleri de kullanilir.

Biyokiitle miktari, bakteri sorpsiyonu, tagiyict matrisin fiziksel 6zellikleri ve
hidrodinamik g¢aligma kosullar1 arasinda kompleks bir iligki vardir [Grishin and
Tuovinen, 1988].

4.3.1. Thiobacillus ferrooxidans Biyofilm Yapisi

Biyofilm terimi genelde, mikroorganizmalari ve mikroorganizmalarin
birbirlerine ve bir yizeye tutunmalarimi saglayan ekstraseliler polisakkarid
materyalini igeren mikrobiyal bir kiime olarak tanimlamr. Biyofilm olugumunun ilk
asamasinda hiicreler ile adsorpsiyonun olacagi kat: yiizeyin arasinda etkilesim olur.
Bakteri yiizeye ve birbirlerine baglanmak i¢in ekstraseliiler polisakkarid materyal ile
kopriler olugturur. Stabil baglarin olusumundan sonra baglanmis ve baglanmamig
hiicreler arasindaki etkilesim azalir. Hiicrelerin yiizeylere adsorpsiyonu azalir ve
baglanmis hiicreleri ayirmak ancak mekanik kuvvetler uygulandiginda mumkiin
olabilir. Boylece, biyofilmin iskeletini olugturan hiicreler ve ekstraseliiler polimerik

materyal kopriileri ile klasik biyofilm yapis1 meydana gelir.

Mikroskobik ¢aligmalar Thiobacillus ferrooxidans’in gelisiminin bakteri
yiizeye yapigtiktan sonra bagladiimi goOstermistir. Bu hiicreler ylizey tamamen
kaplanana kadar ¢ogalirlar ve hiicre tabakasi yapiy1 birbirine baglayan Fe™
bilegenlerinin ¢okuntilleri ile birleserek olusur [Nemati and Webb,1999].
Thiobacillus ferrooxidans’in klasik biyofilm yapisi Karamanev [1991] tarafindan
agiklanmgtir. Karamanev, Thiobacillus ferrooxidans hiicrelerinin kendi kendilerine
biyofilmin mekanik direncini saglayamadiklarin1 6ne stirmiigtir. Karamanev’e gore,
hiicreler biyofilmin iskeletinde jarositler tarafindan olusturulmus tabakaya adsorbe
edilmigtir. Tagiyicinin yiizeylerindeki Fe™ bilegenlerinin varlig1 biyofilmin yapist
i¢in gart degildir, fakat onlarin bulunmas: serbest hiicrelerin tagiyicinin yiizeylerine
adsorbe edilmesine ve biyofilmin olugmasina yardim eder. Bakteri porozlu ylizeyi

tamamen kapladiginda, bakterinin ¢ogalmasi boliinen bir hiicrenin yizeyde kalmasi



ve digerinin siv1 ortama gegmesi ile sonuglanir. A

4.3.2. Dolgu Yatakh Biyoreaktorler

Dolgu yatakh reaktorler kurmasi ve igletmesi basit ve ekonomik olmasi
nedeniyle tercih edilirler. Reaktore suyun girisi hem reaktoriin altindan hem de
ustinden yapilabilmektedir. Cozeltinin reaktore ustiinden verilmesi 6lii bolgelerin
olugsmasina neden olabilir. Bu reaktorlerde sinirli nutrient girisine ve metabolik
urtinlerin inhibisyon seviyelerinde birikmesine neden olan sivi akiginin ¢ok az
oldugu bolgeler veya bakteri metabolizmas: igin oldukga 6nemli olan CO; ve O,’in
niifuz etmesini Onleyen su akisinin ¢ok oldugu bolgeler olabilir. Bu sistemlerin en
biiyiik dezavantaji digik kalis siiresi 6zelligi nedeniyle Fe™ tiretim veriminin diigiik
olmasidir. Cozeltinin reaktdriin altindan verilmesi durumunda yatak boyunca yiiksek
stvi akigi nedeniyle 6lii bolgeler olusmaz boylece Fe™ iiretim verimi artar [Mazuelos
et.al., 2001].

Thiobacillus ferrooxidans’in immobilizasyonu igin kullanilan tagiyicilar iki
gruba ayrilirlar; kum, cam taneleri, politiretan kopiik biyokitle destek partikiilii gibi
inert materyaller ve aktif karbon, iyon degistirici regine ve aktif karbon ile kaplanmig
politiretan kopiik biyokitle destek partikiilii gibi aktif materyallerdir. Tastyicinin
aktivitesi, oksidasyona katalitik etki yapmasmin yam sira biyofilm olugmasina ve
bakteri adsorpsiyonunu hizlandiran 6zel yiizey 6zelliklerini iyi yonde etkileyebilir.
Aktif destek materyalleri arasinda aktif karbon en iyi performans gosterendir fakat
yiksek maliyeti biyiik olgekte uygulanmasina engel olmaktadir. Inert destek
materyalleri arasinda da en iyi performans poliliretan kopiige aittir. Poliliretan kopiik
biyokiitle destek partikiilii bakterilerin tutulmasim saglayan makroporozlu yapisi ve
genis yuzey alani nedeniyle Thiobacillus ferrooxidans immobilizasyonu igin ideal bir
destektir [Nemati and Webb, 1999]. Bunun yaninda substrat transferine disiik
difuzyon direnci sunmasi, maliyetinin az olmas1 nedeniyle endiistriyel uygulamalarda
tercih edilir [Mesa et.al.,2002].
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Politretan kopugin Thiobacillus ferrooxidans’in pasif immobilizasy“bn‘u;iig%

kullanilmas: ilk Armentia ve Webb tarafindan denenmistir [Nemati et.al., 1\3\38‘]. :
Armenti ve Webb dongiilii yatak biyoreaktoriinde Fe'® nin siirekli oksidasyonunu
caligmiglardir. Politiretan kopugiin igine hiicreleri immobilize etmek igin birbirini
takip eden kesikli sistemlerde aralarda agilama yapilmadan doldur bosalt prensibi
kullanilmigtir. Kesikli deneylerin kinetik sonuglarindan Armentia ve Webb,
hiicrelerin her bir tekrar da biyokiitle destek partikiillerinin iginde birikmeye devam
ettigini o yiizden biyokitlenin tutunmasi ve oksidasyon hizinin normal seviyesinin
ustiine ¢iktigini gozlemlemislerdir. Ek olarak partikiiller i¢inde kalan bakteri

yikanmaya karst direngli olmugtur ve maksimum iiretime ulagiimigtir.

Jensen ve Webb [1994] poliiretan kopik i¢inde immobilize edilmig
Thiobacillus ferrooxidans kullamlan damlatmali yatak biyoreaktorlerinde oksidasyon
hizin1 4,4 kg/m’h bulmuslardir. Bu oksidasyon hizi Armentia ve Webb tarafindan
immobilize hiicrelerin geri dongulii yatak biyoreaktorde kullamildigi sistemde elde
edilen 1,56 kg/m3h’1ik maksimum oksidasyon hizindan hemen hemen ¢ kat daha
fazladir [Nemati et.al., 1998].

Thiobacillus ferrooxidans immobilizasyonu igin poliliretan kopiik biyokiitle
destek partikiilleri tagiyict olarak Nemati ve Webb tarafindan dolgu yatakli
biyoreaktorde Fe™*’nin siirekli oksidasyonu igin kullanilmistir. Fe'? konsantrasyonu
ve hacimsel yiiklemesinin reaksiyon kinetikleri tizerine olan etkileri ayn: aragtiricilar
tarafindan incelenmistir. Fe"® nin ilk konsantrasyonu 5 ve 10 kg/m’h segilmis ve
6 h? ’lik diliisyon hizinda maksimum oksidasyon hizim 34 kg/m*h bulmuslardur.
Fe™nin konsantrasyonunu 20 kg/m’h’e ¢ikardiklarinda oksidasyon hizinin
diistigiini ve maksimum degerin 10 kg/m’h oldugunu bulmuslardir. Bu veriden yola
¢ikarak Fe*nin immobilize Thiobacillus ferrooxidans’in aktivitesi ve gelisimi
iizerine inhibitor etkisine dikkat ¢ekmislerdir. Reaksiyonun hizini artirmak ve
Fe**nin oksidasyonuna kimyasal ve biyolojik katalizorlerin etkilerini agiklamak igin
Nemati ve Webb [1999] Thiobacillus ferrooxidans’in immobilizasyonu igin aktif
karbon ile kapli politiretan kopiik biyokiitle destek partikiilii kullanmiglardir. Yiksek
konsantrasyonda (20 kg/m*h) Fe'nin oksidasyonunda biyolojik ve kimyasal

katalizorlerin beraber kullamilmast reaksiyonun hizin1 artiroug fakat disik



caligmalarda denge durumuna ulagmak igin gereken siirenin tagiyici matrise de bagh

oldugunu bulmuglardir. Aktif karbon ve iyon degistirici regine doldurulmus
reaktorlerde 2 h™in altindaki diliisyon hizlarinda denge durumuna 12 h’te
ulagildigim, cam taneleri ile dolu reaktoriin bu sireye 0,5 h™ diliisyon hizinda
ulastigim bulmuglardir. Fe™ oksidasyon hizinin diliisyon hizi géz 6niine alinarak
birbirini izleyen farkli fazlardaki biyoreaktoér performanslart Girishin ve Tuovinen

tarafindan galigilmgtir;

Gevsek ve siki bagli biyokiitle ile Fe* oksidasyon hizi,
Gevsek bagli biyokitlenin yikanmasindan 6nceki en iyi performans,

Sikica baglanmug biyokiitle ile Fe*? oksidasyonu,

* & o o

Sikica bagl biyokiitlenin yikanmasi nedeniyle oksidasyon hizindaki azalig.

Bu galigmalardan siki baglanmig biyokitlenin geri yikandig kritik diltisyon
hizinin tagiyici matrisine bagli oldugu gérilmugtiir. 710-1180 um boyutlarindaki cam
taneleri igin kritik diliisyon hizlari 0,6-1,2 h™", 400-1100 pm iyon degistirici regine de
2 h!, 701-841 pum aktif karbon igin 6 h™' bulunmugtur. Cam tanelerin aktif karbondan
1,5 kez daha biyik yizey alana sahip olmasina ragmen maksimum biyokitle
tutunmas: aktif karbonda meydana gelmistir. Aktif karbonda immobilize edilmis
Thiobacillus ferrooxidans ile en yikksek Fe™? oksidasyon hizi 52,6 kg/m’h
bulunmugtur. 710-1180 um boyutlarindaki cam tanelerinde immobilizasyonda en
yitksek Fe*? oksidasyon hizi 3,3 kg/m’h, 425-600 um boyutlarindaki cam tanelerinde
immobilizasyonda en yiiksek Fe*? oksidasyon hiz1 7,9 kg/m’h, iyon degistirici regine
de immobilizasyonda en yiiksek Fe™ oksidasyon hiz1 29,4 kg/m’h bulunmustur. Bu
caligmalarda aktif karbonun Fe™ oksidasyonuna katalitik etkisi gosterilmemis,
kimyasal ve biyolojik katalizoriin oksidasyona etkisi ayn ayr degerlendirilmemistir
[Grishin and Tuovinen, 1988].

Lancy ve Tuovinen [1984] tarafindan kalsiyum alginate de immobilize edilmig

Thiobacillus ferrooxidans, dolgu yatakli reaktorde strekli olarak Fe'? oksidasyonu



%350 azaldigini, 5 ginlikk gahigma siiresi sonunda Fe™ doniisiminiin tekrar %96’ya

ulastifini gozlemlemiglerdir. Bu diliisyon hizinda maksimum oksidasyon hizimi 1,22
kg/m’h bulmuslardir. Biyoreaktoriin calisma siiresi boyunca tanelerin biyikliigi
azalmus, tane yapisi bozulmug fakat matris biitiinligiinii korumustur [Nemati et.al.,
1998].

Pekdemir et.al. [2003] tarafindan Thiobacillus ferrooxidans immobilizasyonu
i¢in destek malzemesi olarak dogal bir siinger olan Luffa Cylindrica’min kullanildig:
dolgu yatakli bir reaktorde yapilan galigmada 19 h™ gergek diliisyon hizinda, en
yitksek Fe? oksidasyon hiz1 40 g Fe™/Lh bulunmustur.

Thiobacillus  ferrooxidans  biyofilmleri  tarafindan  yiiksek  Fe™
konsantrasyonlarinin  kesikli oksidasyonu Nikolov et.al [1988] tarafindan
caligtlmistir. 6-30 kg/m*h arasindaki Fe™ konsantrasyonlarinda oksidasyon hizinin
artigini, 30-40 kg/m’h arasindaki Fe™ konsantrasyonlarimn oksidasyon hizini gok az
etkiledigini ve konsantrasyonun 50 kg/m’h’e yiikseltmenin oksidasyon hizim etkili
bir gekilde dugiirdiigiini bulmugtur. 0,44-1,2 vvm arasindaki havalandirma hizlarinin
30 kg/m’ Fe™ konsantrasyonuna kadar oksidasyon zini etkilemedigini fakat yiksek
konsantrasyonlarda reaksiyon kinetiinin havalandirma hizina bagli oldugunu
bulmuglardir [Nemati et.al., 1998].

Farkli ¢aligmalarda etkili ve ekonomik tagiyici olan kum kullanilmasina
ragmen Halfmeier et.al. kumun bakteri tizerinde inhibitor etkiye sahip oldugunu ve

immobilizasyon igin uygun tagtyict olmadigini 6ne siirmiistiir [Nemati et.al., 1998].

4.3.3. Akiskan Yatakh Biyoreaktorler

Karamanev ve Nikolov [1988] akigkan yatakli biyoreaktérde Thiobacillus
ferrooxidans biyofilmi ile Fe™ oksidasyonunun kinetigine sicaklik, pH, Fe ve Fe™

konsantrasyonu etkisini aragtirmuglardir. 13-38°C arasindaki sicakliklar, 1,3-2,2



arasindaki pH, Fe ilk konsantrasyonunun 14 kg/m’ ve 4-13 kg/m’ arahgmdakl Fe 2 !

konsantrasyonlarinin oksidasyon hizini etkilemedigini bulmuglardir [Karamanev ve ; ‘
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Nikolov , 1988].

Grishin ve Tuovinen [1988] akigkan yatakli ve dolgu yatakli biyoreaktordeki
Fe'? oksidasyon hizim kargilagtirmuslardir. Dolgu yataklida kullamlandan daha kiigiik
boyutta, 212-300 um boyutlarinda aktif karbon ile galigmiglardir. Akigkan yatakli
biyoreaktordeki gugli kesme etkisi nedeniyle akigkan yataktaki partikiillerde
biyokitlenin sorpsiyonu dolgu yatakli biyoreaktore gore daha dezavantajli konuma
dugmusgtir. Akigkan yataklt biyoreaktérde Fe™ oksidasyon hizinin tagtyict matrisi
miktarina da bagli oldugunu bulmuglardir. Aktif karbonun pulp yogunlugu 66
kg/m*>’den 200 kg/m’’e artirildiginda oksidasyon hizimin 0,9 kg/m**den 1,58 kg/m’’e
lineer bir artiy gosterdigini tespit etmiglerdir [Grishin and Tuovinen 1988].

4.3.4. Doner Biyolojik Diskler

Immobilize Thiobacillus ferrooxidans ile ilgili ilk galiymalar déner biyolojik
diskleri geligtirmek ile ilgili olmustur. Ozellikle asidik maden drenaj sularinin
antilmasinda doner biyolojik disklerin kullanilmasi konusunda yogun bir gekilde

caligtlmustir,

Olme ve Unz [1977] doner biyolojik diskleri asidik maden drenaj sularindaki
Fe'*nin artilmasinda kullanmuglardir. Oncesinde hig bakteri ve niitrient eklemesi
yaptlmadan ¢aligmuslardir. Yarisina kadar akan maden suyuna daldirilan déner diskte
muhtemelen  Thiobacillus  ferrooxidans olan 7x10* hicre/em®lik  bakteri
konsantrasyonu koloni olugturmustur. Kisa bir lag fazindan sonra kullanmilan déner
biyolojik diskte Fe?’nin Fe™e dénigmesinde %91°lik verim elde etmiglerdir.
0,0067 m’/h-m®lik hidrolik yiklemede gember diskin hzi 10 m/dak.’dan 19
m/dak.’ya ¢ikanidiginda yiiksek oksidasyon hizlarina ulagilmis, hidrolik yiik 0,018
m’/hm*’ye yikseltildiginde ¢ikigtaki Fe™ konsantrasyonunun artigini  tespit
etmiglerdir [Nemati et.al., 1998].



hizin1 14 rpm’den 26 rpm’e ¢ikarinca oks1dasyon hizinin artigini bulmustur Bunun

nedeni ¢Ozinmis oksijen seviyesinin artmasindandir. Fakat ¢ok yiksek dénme
hizlarinin  oksijen konsantrasyonunu veya oksidasyon hizim1 etkilemedigini
gozlemlemistir. Bu ¢aligmada, 2,8 kg/m’h (0,0146 kg/m?h)’lik hacimsel yiikleme de
maksimum oksidasyon hiz1 1,4 kg/m’h (0,0067 kg/m’h) bulunmustur [Nemati et.al.,
1998].

Cizelge 4.4’de serbest ve immobilize Thiobacillus ferrooxidans hiicrelerinin
farkli biyoreaktor konfigiirasyonlarinda elde edilmis Fe™ oksidasyon hizlari
gosterilmigtir. Serbest hiicrelerin kullamldig: sistemlerde elde edilen kinetik datalar
ile kargilastinldiginda immobilize edilmis Thiobacillus ferrooxidans’in kullanildigi

biyoreaktorler Fe™i

in biyolojik oksidasyon hizini artiran 6nemli sistemler oldugu
anlagilmigtir. Oksidasyon hizinin artmasi, immobilize hiicre biyoreaktorii igindeki
biyokiitlenin konsantrasyonunun yiiksek olmas: nedeniyledir. immobilize edilmis
bakteri yikanmalara kars: direnglidir ve onlarin kullamldig: biyoreaktorler yiiksek
dilisyon hizlarinda g¢aligtirilabilirler. Cizelgede goruldugu gibi gesitli biyoreaktor
konfigiirasyonlan iginde en iistiin olan reaktér dolgu yatakli olanlardir. Akiskan
yatakli reaktorler ve doner biyolojik disklerdeki gii¢lii kesme etkileri Thiobacillus
Sferrooxidans biyofilminin olugmasina karst kuvvet yaratir ve bu da biyoreaktoriin
i¢inde biyokiitlenin dugiik tutunmasina neden olur. Bundan dolay1 bu reaktérlerin

genellikle Fe*? oksidasyon verimleri dusiiktir.
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Cizelge.4.4. Farkli Biyoreaktor Konfigiirasyonlarinda Fe Oksidasyo! '1;«151._, Lo £ I
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Referans | Biyoreaktor pH Sicaklik Matris Hacimsel | Oksidasyomsp™
(C°) Yiikleme iz
(kg/m’h) | (kg/m’h)
Smith et.al Kemostat 1,8-2,1 30 - 0,23 0,21
(1988)
Lancy and Dolgu yatak 1.5 25 Kalsiyum 1,29 1,22
Tuovinen alginate
(1984)
Grishinand | Dolgu yatak 1,3-1,5 23 Aktif karbon 59,1 52,6
Tuovinen 701-841
(1988) (um)
Grishinand | Dolguyatak | 1,3-1,5 23 Cam 82 33
Tuovinen 710-1180
(1988) (um)
Carranza and | Dolgu yatak 1,25 31 Kum 28,7 12,9
Garcia
(1990)
Carranza and | Dolgu yatak 1,25 31 Diisiik 244 12,5
Garcia dereceli
(1990) bakir
cevheri
Carranza and | Dolgu yatak 1,25 31 Aktif karbon 58,1 41,6
Garcia
(1990)
Nemati and Dolgu yatak 1,8-2,0 30 Aktif karbon 55,0 36,7
Webb ile
(1998) kaplanmg
politiretan
kopiik
destek
partikiilii
Nemati and Dolgu yatak 1,8-2,0 30 Poliiiretan 60,0 34,2
Webb kopiik
(1997) biyokiitle
destek
partikiili
Karamanev Ters akigkan 1,3-2,2 13-38 Polistiren 43 1,68
and Nikolov yatak
(1988)
Jensen and Damlatmali 2,3 28-30 Poliiiretan 8,0 4,4
Webb yatak kopiik
(1994) biyokiitle
destek
partikiilii
Grishin and Akigkan 1,3-1,5 23 Aktif karbon 2,69 1,58
Tuovinen yatak 212-300
(1988) (pm)
Armentia and | Geri devirli 2,3 28 Poliiiretan 2,76 1,56
Webb yatak kopiik
(1992) biyokiitle
destek
partikiilii
Olem and Déner 2,6-3,2 9-12 Polietilen 0,35 0,34
Unz biyolojik disk (0,002kg/ | (O, 0021kg/
(1977) m?h) m?h)




Cizelge 4.4’lin devam

Pekdemir T., | Dolgu yatak 2,3 Luffa 92,32
Keskinier B., cylindrica
Yildiz., and
Akay G.
Grishinand | Dolgu yatak 1,3-1,5 23 Iyon 40,3 29,4
Tuovinen degistirici
(1988) regine
400-1100

(um)
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S. MATERYAL - METOT

5.1. Materyal

5.1.1. Bakteri

Demir oksitleyici bakteri, Thiobacillus ferrooxidans, Murgul (Artvin) Bakir

Isletmesi’nin drenaj sularindan izole edilmistir.

5.1.2. Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan kimyasallardan, demir siilfat (FeSO,4.7H,0),
amonyum sulfat, potasyumdihidrojen fosfat, potasyum klorid, kalsiyum nitrat, H;SO4
(%95-98), 1-10 fenantrolin monohidrat, amonyum asetat ve saf agar Merck’den

temin edilmigtir.

5.1.3. Deney Diizenegi

Thiobacillus ferrooxidans ile demir oksidasyonu igin kullanilan kolon reaktor,
81 cm uzunlugunda, 4,5 cm ¢apindadir. Kolon galigma yiiksekligi 66 cm ve galigma
hacmi 1050 cm* diir. Ara stv1 hacmi ise poliiiretan kopiik igin 495 cm® ve modifiye
edilmis polimerik malzeme igin 365 cm® olarak bulunmustur. Kolon boyunca 33 c¢m
araliklarla 2 adet numune alma muslugu vardir. Atiksu kolona alttan, hava girigi
kolonun igine uzatilan boru yardimiyla verilmigtir. Reaktére gonderilen havanin
debisi flowmetre yardimiyla bitin denemelerde 300 mL/dak olarak sabit

tutulmugtur.

Sistem, 10 litre su kapasiteli bir besleme tanki, bu suyu istenilen debilerde
reaktdre gonderen peristaltik pompa ve hava giriginin saglandigi hava pompasindan

olugsmaktadir. Caligmanin gergeklestigi diizenegin sekli Sekil 5.1°de gosterilmistir.
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Sekil.5.1. Caligmada Kullanilan Deney Diizeneginin Sematik Gosterimi.



5.2. Metot

5.2.1. Bakteri Uretimi

Murgul Bakir Igletmeleri drenaj suyundan izole edilmis olan bakteri igin
besiyeri olarak, literatirde Thiobacillus ferrooxidans bakterisinin geligiminin en iyi
oldugu bulunan 9K besiyeri segilmigtir. 9K besiyerinin bilegimi ; 3 g/L. (NH4)SOs,
0,5 g/L. MgS0,4.7TH,0, 0,5 g/L KH,POq, 0,1 g/L. KCI, 0,01 g/L. Ca(NQs),’dir. Drenaj
suyu %10 oraninda 9K besiyerine ekilmig ve hazirlanan orneklerin pH’s1 1,8’e
ayarlanmis ve Edmiind Biihler marka inkibatorlii ¢alkalayicida 35 °C ve 200 rpm’de
inkiibasyona birakilmigtir. Guinlitk olarak Fe'? konsantrasyonundaki azalma ve renk
degigimi izlenmigtir. Orneklerin sar1 renkleri 3-4 giin sonra kirmizi-kahverengi renge
déniigmiis ve ortamdaki Fe™ miktarinin da azalmig oldugu gozlenmistir. Uremis olan
bakteriler sivi ortamdan alinip ISP kat: vasatina ekilmistir. ISP steril edilmis G¢ ayr1
¢ozeltinin birlegtirilmesiyle hazirlanmigtir [Manning, 1975]. A ¢ozeltisi; 33,4 g/L
FeSO4.7H;0’dan 300 mL alinip, 6M H,SO; ile pH 2,5’e ayarlanmus, ¢ozelti renksiz
olana kadar karigtirilmig ve steril 0,2 pm’lik membrandan siiziilerek hazirlanmigtir. B
cozeltisi temel tuz ¢ozeltisidir, bu ¢ozelti igin 6 g/ (NH4)2SO4, 0,2 g/L KCI, 1 g/L.
MgS04.7H;0, 0,02 g/LL Ca(NOs);’den 550 mL alinmig, pH 3,0’a ayarlanmug, 1 L’lik
erlende 121°C’de 15 dakika otoklavlanmigtir. C ¢ozeltisi; 150 mL distile suya 7 g saf
agar eklenmis, 15 dakika kangtirilip ve isitilmig, daha sonra 121°C’de 15 dakika
otoklavlanmigtir. B ve C otoklavdan alindiktan sonra 5 dakika oda sicakliginda
sogumaya birakilmigtir. C ¢6zeltisi katilagmadan B ¢ozeltisi C’ye eklenmig daha
sonra A ¢ozeltisi eklenmis ve elde edilen homojen karigim steril kogullarda petrilere

dokilmugtiir. Petriler steril kabin igerisinde sogumaya birakilmigtir.

Kat: vasata ekilmig bakteriler ihtiyag duyuldukga 9K sivi besiyerinde tekrar

zenginlestirilerek kullanilmigtir.
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5.2.2. Demir Analizi

Demir tayininde en ¢ok tercih edilen standart yontem olan Fenantrolin metodu
kullanilmigtir [Standart Metotlar, 1995]. Bu yontemde 1,10 fenantrolin adi verilen
madde, Fe'? iyonu ile turuncu-kirmiz1 renkte kompleks iyon teskil eder. Bu rengin
koyu ya da agik olusu sudaki Fe*? iyonlarina bagh oldugu i¢in kolorimetrik yontemle
niceliksel olarak tayin olanag: saglar. Renk yogunlugu pH 3-9 arasinda pH’a bagimli
degildir.

Analizler i¢in 100 mg 1,10 fenantrolin monohidrat (C;;HgN,.H,O) 100 mL
distile suda kanigtirilmig, ¢oziilmesi i¢in 2 damla derigik HCI eklenmigtir. Amonyum
asetat tamponunun hazirlanmasinda 250 g amonyum asetat (NH4C,H307), 150 mL
distile suda ¢6ziilmiis, 700 mL derigik asetik asit yavas yavag ilave edilmis ve 1 L’ye
tamamlanmustir. Bu analiz metodu sadece Fe'? konsantrasyonunun tespitinde

kullanilmus, toplam demir veya Fe™ konsantrasyonu i¢in kullanilmamistur.

Kalibrasyon aralig c¢ahismalarda kullamlan Fe'? konsantrasyonlarina gore
yapilmugtir. Kalibrasyon igin FeSO,4.7H,0 kimyasali kullanlmistir. 1-20 mg/L Fe™
konsantrasyon araligi igin kalibrasyon yapilmistir. 200 mg/L.  Fe'? iceren stok
FeSO4.7H,0 ¢ozeltisinden 0,5, 2,5, 5, 7,5, 10 mL alinmig ve 100 mL’lik balon
jojelere konulmugtur. Her bir kaba son hacim 50 mL olana kadar distile su
eklenmigtir. Daha sonra 20 mL 1,10 fenantrolin monohidrat, 10 mL. amonyum asetat
¢ozeltisi giddetle karigtirilarak ilave edilmistir. Bu sekilde iglem gormis gozeltiler
100 mL’ye tamamlanmg ve 5-10 dakika iginde 508 nm’ye ayarlanmig GBC marka
UV-Spektrofotometrede destile su ile ve tiim reaktiflerin ilavesi ile hazirlanmig
sahide kars1 okunmustur. Fe*? konsantrasyonlarina kars: okunan absorbans degerleri
grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi hazirlanmistir. Fe™ kalibrasyon egrisi Sekil
5.2’de gosterilmektedir.



4,0
3,5-.
30 )
2,5-' 1
2,0 ﬁ

1,5 = *
y = 0,19577X
R 2=0,999 T
0.5 *

Absorbans (508 nm)

1,0 =

0,0

T T v T Y T r T
o 5 10 15 20

Fe** (mg/L)

Sekil.5.2. Fe Kalibrasyon Egrisi.

.0

5.2.3. Poliiiretan Kopiigiin Hazirlanmasi

Bilinen en yaygin poliiiretan Uretim yontemi, aktif hidrojen ihtiva eden glikol,
poliglikol, poliester poliol ve polieter poliol bilesiklerinin di-, tri- izosiyanat ile
sonlandirilmasi seklindedir. Bu reaksiyon izosiyanat ile sonlandiriimus politiretan
elde edilmesini saglar. Sekil 5.3’de politretan kopugin kimyasal yapist

gosterilmektedir.
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Sekil 5.3. Politiretan Kopiigin Kimyasal Yapist

Laboratuvarda politretan kopigin hazirlanmasi i¢in Dow marka Hypol
2002’den 83,3 g alimmuis ve 100 mL saf su eklenmis ve hizli bir sekilde
kangtirilmigtir. Kopiikk olugmaya bagladiginda karistirma durdurulmus ve 24 saat
sireyle kurumaya birakilmigtir. Homojen parcalara ayrilan kopik kolona

yerlestirilmeden ilk dnce destile su ile daha sonra 9K besiyeri ile yikanmustir.

5.2.4. Polimer Disklerin Hazirlanmasi

Hazirlanan polimer diskler %10 yag fazi, %90 su fazindan olugmaktadir. Saf
polimer i¢in; 50 mL’lik hazirlama hacmine 45 mL su fazi, 5 mL yag faz
konulmugtur. Su fazina radikalik polimerizasyon reaksiyonunu baglatmak igin
kullanilan baglatict potasyum peroksidosiilfattan 0,7 g konularak ¢ozilmustir. % 59
stiren, % 26 divinil benzen ve %15 span 80’den olusan S mL yag fazimin lzerine
aktif karbonlu ve magnetitli hazirlanan saf polimerlerde 0,5 g aktif karbon ve 0,5 g
magnetit kangtinlmigtir. Hazirlanan su faz1 bu kanigima eklenmis ve hizli bir gekile
calkalanmigtir. Sekil 5.4°de gosterilen polimerizasyon reaksiyonu 80°C’de etiivde
gerceklestirilmigtir. 80°C’de 3 saat etiivde kuruduktan sonra polimer tiipten

¢ikarilmig ve 60-65°C’de bir giin siire ile kurumaya birakilmugtir,
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Sekil.5.4. Divinil Benzen ile Stiren Arasindaki Polimerizasyon.

Sekil 5.5°de polimerizasyonu gosterilen %10 siilfonlu polimer i¢in; 45 mL’lik
su fazi, 4,5 mL H,SO4, 40,5 mL destile su olacak sekilde hazirlanmustir. % 59 stiren,
% 26 divinil benzen ve %15 span 80’den olusan 5 mL yag fazinin Gizerine bu ¢ozelti
ilave edilmiy ve g¢alkalanmugtir. Aktif karbonlu hazirlanan siilfonlu polimerde 0,5 g
aktif karbon hazirlanan yag fazina eklenmistir. 80°C’de 3 saat etiivde kuruduktan

sonra polimer tipten g¢ikarilmig ve 120°C’de bir giin siire ile siilfonlanmaya

brrakilmigtir.
—CH— CHy~CH—CH,—CH — CH=— CH,— CH — CUH, —CH
[j # & ¢ Q@
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Sekil.5.5. Divinil Benzen ile Stiren Arasindaki Silfonlu Polimerizasyon.



5.2.5. Kinetik Parametrelerin Hesaplanmasi

Bu g¢aligmada kinetik parametrelerin hesaplanmasinda asagidaki bagintilar

kulanilmugtir.
p=L
4

D: Diliisyon hizi (h™)
F: Akis hizi (mL/h)
Vi: Toplam reaktor hacmi (mL)

D;: Gergek dilisyon hiz1 (h™)
F: Akig huzi (mL/h)
Vs: Ara stvi hacmi (mL)

R=D,S,-S$,)

R: Fe'? oksidasyon hizi (g/Lh)

Dy Gergek dilisyon hiz1 (h™)

So: Kolona giristeki Fe? konsantrasyonu (g/L)
S:: Kolon gikigindaki Fe*? konsantrasyonu (g/L)

1. Reaktorde kalig siiresi (h)
D:: Gergek dilisyon hizi (h™)



L=8,D,

L: Fe*? yitkleme hizi (g/Lh)
So: Kolona girigteki Fe** konsantrasyonu (g/L)
Dy Gergek dilisyon hiz1 (h™)

X = IOO{(SOT_SL)}

0

X: Dontgiim (%)
So: Kolona giristeki Fe** konsantrasyonu (g/L)
S;: Kolon ¢ikigindaki Fe™ konsantrasyonu (g/L)

sz :I/s+Vm+Vh

Vi.Toplam hacim (mL)

Vs: Ara sivi hacmi (mL)

Vm: Matriks hacmi (mL)

Vi: Hava kabarciklarinin hacmi (mL)

3.2.6. Deneylerin Yapihsi
5.2.6.1.Kesikli ve Siirekli Denemeler

Politiretan kopuk ile yapilan denemelerde kolon, 56,09 g ortalama 0,8 cm
boyutunda politiretan kopiik pargalariyla ve aktif karbonlu siilfonlu polimer ile
yapilan denemelerde kolon, 114,23 g ortalama 0,7 cm boyutunda polimerik malzeme
ile doldurulmugtur. Calkalayictda 200 rpm, 35°C sicaklikta 3-4 gilinde tiremeleri
saglanan bakteri ortamindan %30 oraninda asilama yapilan 8910 mg/L Fe™ igeren
9K besiyeri kolona gonderilmigtir. Hava debisi 300 mL/dak.’ya ayarlanmigtir.
Kolondan giinlik olarak alman numunelerde Fe' analizi yapilmistir. %95-100

oksidasyon verimine ulasilincaya kadar kesikli modda ¢aligtirilmigtir. Bu déniigiim



degerlerine ulagildiktan sonra siirekli ¢aligma moduna gegilerek kolona "be"lirﬁ debide |
2-8 g/l Fe? igeren 9K ¢ozeltisi gonderilmistir. Caligmanin : dev,émmdé': ;
konsantrasyon sabit tutularak farkli debilerde Fe? igeren 9K ¢ozeltisi éb‘xigi_‘erilerek‘ﬁ ‘
kolon siirekli modda galigtirilmig ve kararlt hal sartlarina ulagilinca bir dlger deb1
denemesine gegilmistir. ki malzeme iginde galisilan debiler 139,8 mL/h, 522 mL/h,
900,6 mL/h’tir. Incelenen Fe™ konsantrasyonlar: poliiiretan kopiik ve aktif karbonlu
stilfonlu polimer ile doldurulmug kolonda 8 g/L, 4 g/L ve 2 g/L’dir. Kolondaki
oksidasyon verimini bulmak i¢in, kolon tizerindeki musluklardan alinan numunelerde

Fe'? analizi, fenantrolin metodu ile yapilmustir.

5.2.6.2. Kesikli Ortamda Farkl: Malzemelerin Denenmesi

Burada 3 farkli deneyde c¢esitli malzemeler incelenmigtir. 250 mL’lik
erlenlerde hazirlanan deneysel ortamlar pH 1,8°de 35°C sicaklikta ve 200 rpm’de
Edmiind Biihler marka inktibat6rli galkalayiciya yerlestirilmiglerdir. Her bir deneyde

ayn1 ortamdan alinan bakteriler kullanilmigtir.

Birinci deneyde;

e Saf polimer,

o Aktif karbonlu saf polimer

e Magnetitli saf polimer

e Siilfonlu polimer

e Aktif karbonlu siilfonlu polimer

e Poliiiretan koplik

malzemeleri incelenmistir. 5000 mg/L. Fe™ konsantrasyonunda deneysel ortam %10

(v/v) oraninda bakteriyle agilanmig ve malzemelerden 1 g eklenmisgtir.

LR Caa
el



Ikinci deneyde;

e Silfonlu polimer
e Aktif karbonlu stilfonlu polimer
e Aktif karbon toz

e Bakteri kontrol (malzemesiz)

malzemeleri incelenmistir. 8000 mg/L Fe™? konsantrasyonunda deneysel ortam %20

(v/v) oraninda bakteriyle agilanmig ve malzemelerden 1 g eklenmisgtir.

Uctincii deneyde;

e Aktif karbonlu siilfonlu (2.deneydeki) polimer
e Siilfonlu (2.deneydeki) polimer
e Aktif karbonlu siilfonlu polimer

¢ Siilfonlu

malzemeleri incelenmigtir. 8000 mg/L Fe' konsantrasyonunda deneysel ortam %20

(v/v) oraninda bakteriyle agilanmig ve malzemelerden 1 g eklenmistir.



6. BULGULAR VE TARTISMA

6.1. Kesikli Ortamda Yapilan Malzeme Deneyinden"%l*?li(}lyé«;;.ﬂ..»‘
Edilen Veriler

Bu denemelerde laboratuvarda hazirlanmig olan bazi malzemelerin bulundugu
kesikli ortamda Fe™? oksidasyon verimleri incelenmistir. Birinci deneyde saf, aktif
karbonlu saf (AKSAF), magnetitli, silfonlu, aktif karbonlu siilfonlu (AKSULFON)

polimerik malzemeler ve poliiiretan kopik (PUF) denenmistir.

. 1 1
)
5000 o i
NG, =T B
N gy B
L ,:\_\ - - e .
% 4000 - DN —E<e Boo g
L — T -
a T TS I
R=) J # \\V e i
: . . nv.\&
& 2 o
% 3000 . - \ i
S
A AR}
b J \\ i
g \'V\ ""\
N
& 2000 g -
2 WY
= ' N\
= —®— SAF N
© & AKSAF AN
F+ 1000 o|.. »- MAGNETIT N 7
—v— SULFON . NN
41 igee AKSULFON B \% A
wwa - PUF \‘\
0 —_—— :
0 5 10
t (giin)

€Kil1.0. 1. BIrinci ivalzeme peneyinae r'e onsantrasyonunun Zamania
kil.6.1. Birinci Mal Deneyinde Fe** K y Zamanl

Degigimi

Sekil 6.1°de gorilecegi gibi birinci deneyde kullanilan malzemelerden saf,
aktif karbonlu saf ve magnetitli polimerlerin bulundugu ortamda Fe** oksidasyonu
verimi siilfonlu, aktif karbonlu siilfonlu polimer ve politiretan képiigin bulundugu
ortamdaki Fe oksidasyon veriminden oldukga dusiiktiir. Fe™ oksidasyon veriminin

iyi oldugu malzemeler arasinda da en iyi performansi aktif karbonlu stilfonlu polimer



ginde 0 mg/L’ye dusmistur. Stlfonlu polimerin ve poliiiretan kopiigiin blﬂ ndug’w

ortamlarda Fe'? konsantrasyonundaki degisim birbirine yakin olmakla berabef‘i"

siilfonlu polimer politiretan kopiikten daha iyi bir performans géstermistir,

Ikinci deneyde ilk deneyde verimin en iyi oldugu iki malzeme (aktif karbonlu
silfonlu ve sulfonlu polimer) ve serbest halde aktif karbon toz denenmistir. Toz
halindeki aktif karbondan ortama 0,5 g eklenmigtir. Bu malzemelerin yaninda kontrol
amactyla malzemesiz bir bakteri ortamu hazirlanmigtir. Yapilan deneyin sonucu

grafiksel olarak $ekil 6.2’de gosterilmisgtir.
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Sekil.6.2. Ikinci Malzeme Deneyinde Fe'? Konsantrasyonunun Zamanla

Degigimi.

Sekil 6.2°den ikinci malzeme deneyinde malzemeler arasinda en iyi sonucu
aktif karbonlu siilfonlu polimerin verdigi gorilebilir. Aktif karbonlu stilfonlu ve
siilfonlu polimerlerin bulundugu ortamlardaki Fe*? miktart kontrol igin hazirlanmig
olan sadece bakterinin bulundugu ortamdaki Fe'? miktan ile aym zamanda 0’a

dismusgtiir. Toz halinde aktif karbonun kullanildig: ortamdaki Fe'? miktar1 deneyin



ikinci deneyde 3.giinde 0’a digmistir. Bunun nedeni ikinci deneyde bakteri ast a&“”éf,& - val

oraninin ve ortamdaki Fe*? konsantrasyonunun artirimasidir.

Uglincii deneyde aktif karbonlu siilfonlu (2.deneydeki), stilfonlu (2.deneydeki),
aktif karbonlu silfonlu ve siilfonlu polimerler denenmistir. Bu deneyde ikinci
deneyde kullanilmig olan aktif karbonlu silfonlu ve siilfonlu polimerik malzemeler
besiyeri ile yikandiktan sonra, herhangi bir bakteri ilavesi olmadan temiz bir ortama
alinmigtir. Burada, yikamadan sonra malzemelerin Gizerinde kalmig olan bakterilerin
yeni bir ortamda Fe'? kullanma kapasitelerini 6lgmek amaglanmigtir. Deneyin

sonucu grafiksel olarak Sekil 6.3’de gosterilmistir.
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Sekil 6.3. Ugiincii Malzeme Deneyinde Fe? Konsantrasyonunun Zamanla

Degisimi.

Bu deneyde, grafikten de goriilebilecegi gibi ikinci deneyde kullanmilmis olan

aktif karbonlu siilfonlu ve siilfonlu polimerlerin yeni bir ortama bakteri ilavesi



olmadan eklendiginde Fe™ oksidasyon verimleri oldukga yiiksek olmu$t1;r Aktl
karbonlu sulfonlu ve silfonlu polimerin oldugu ortamdaki Fe+2 m1ktar1ndak1
azalmalar 2 deneydeki sonuglar ile tutarlidir. Bunun nedeni ikinci ve tigiincii deney;

TR,

i¢in kullanilan bakterilerin ayni1 ortamdan alinmig olmasidir.

Bu kesikli ortamda yapilan {i¢ malzeme deneyinin sonuglarina gore stirekli
¢aligmada kullamlacak olan kolon poliiiretan kopiik ve aktif karbonlu siilfonlu
polimerik malzeme ile doldurulmus ve iki kolon denemelerin kinetik sonuglarina

gore Fe'? oksidasyon verimleri kargilastiriimagtir.

6.2. Kesikli Denemelerde Elde Edilen Veriler

Politretan kopiik ve aktif karbon siilfonlu polimer ile doldurulmusg reaktér 300
ml/dak hava verildikten sonra %30 (v/v) oraninda bakteriyle agilanmig ana gozelti ile
(8 gr/L Fe™?) doldurulmus ve kesikli modda cahstirilmigtir. Fe™nin %95-100
doniigimil gergeklestikten sonra siirekli moda gegilmistir. Her iki malzeme iginde
reaktoriin gikigindan alinan numunelerde yapilan Fe'? analizlerine gore gizilen
kesikli modun isletilmesine ait grafik Sekil 6.4 ve Sekil 6.5°de gosterilmigtir. Bu
grafiklere gore kolon poliliretan kopik ile dolduruldugunda %100°lik verime
11.gunde, aktif karbonlu siilfonlu polimer ile dolduruldugunda %100’lik verime 5.

glinde ulagmustir. Bu siire sonunda yeterli bakteri filminin olugtugu kabul edilmisgtir.
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Sekil.6.4. Politretan Kopiikte Kesikli Caligmada Oksidasyon Verimi ve Zaman

Mliskisi.
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Sekil.6.5. Aktif Karbon Siilfonlu Polimerde Kesikli Caligmada Oksidasyon Verimi

ve Zaman Iligkisi.



6.3. Siirekli Denemelerde Elde Edilen Veriler Yard

Kinetik Parametrelerin Hesaplanmasi

Kesikli modda immobilizasyonun yapildigi kolona ana stvi istenilen debide
farkli konsantrasyonlarda verilmeye baglanmigtir. Konsantrasyon denemelerinden
sonra debi denemeleri yapilmusgtir. Kinetik bagintilarin hesaplanabilmesi i¢in her bir
debide kararli hal sartlar1 kullanilmig ve bu sartlara ulagildiktan sonra bir diger

deneme baglatilmugtir.

Cesitli debilerde kolonda elde edilen déniigiimlere ait grafik Sekil 6.6’da
gosterilmistir. Bu grafikte kolonda kullanilan iki malzeme (poliiiretan képik ve aktif
karbonlu siilfolu polimer) i¢in elde edilen degerler karsilagtirma yapilmasi amaciyla

birlikte gosterilmistir.
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Sekil.6.6. Kolon Cikiginda Farkli Su Debilerine Gore Zamanla Fe*? Doniisim
Verimi.

Sekil 6.6°da gosterilen Fe™ doniigiim veriminin zamanla degismesi grafiginden

gortlebilecegi gibi ilk 24 saat igerisinde kolonda yikanma nedeniyle verim diigmiis



daha sonra hizlt bir sekilde yiikselip belli bir degerden sonra sabit kalmetir. Burada:”

139,8 mL/h, 522 mL/h ve 900,6 mL/h debiler igin yikleme hizlart poliiiretan kopiikte: .« &
sirastyla 0,565 g/Lh, 2,1 g/Lh ve 3,64 g/Lh, aktif karbonlu siilfonlu da s1ras1§lﬁ‘0,-§7f-“'"'

g/Lh, 2,86 g/Lh ve 4,93 g/Lh bulunmustur. Sekil 6.6 incelendiginde diisiik debi i¢in
doniigim verimi her iki malzemede de %100’ e kadar ¢ikmigtir. Debinin artirilmasi
ile verimler diigmusgtiir. Debi 139,8 mL/h’ten 522 mL/ha’e gikanildiginda doniigiim
verimi poliiiretan kopik i¢in %55,4, aktif karbonlu silfonlu polimer igin %98,7’e
kadar ¢ikmugtir. Aktif karbonlu stilfonlu polimer politiretan kopiikten yaklagik iki kat
daha iyi bir performans gostermigtir. Debi 900,6 mL/h’e ¢ikanldiginda verimler
politiretan kopiikte %26,7°e aktif karbonlu siilfonlu polimerde %81,4’e diigmiigtiir.
Bu debide de aktif karbonlu siilfonlu polimerde poliiiretan képige gore oldukga

yuksek verim degeri elde edilmistir.

Kolondaki debi degisimine gére meydana gelen bu olaylarin tipik sabit yatak
biyolojik reaktorlerin davrami oldugu belirtilmektedir. Literatiirde belirtildigi gibi
denge sartlarina ulagma zamam debiye baglidir. Debi veya seyrelme oram arttikga

denge sartlarina ulagma siiresi artmaktadir [Saatgioglu, 1998].

Cesitli besleme hizlar1 igin kolon yiiksekligi boyunca, Fe™ oksidasyon
verimleri, dilisyon hizlari, oksidasyon hizi, kalig siireleri ve yiikkleme hizi poliiiretan
kopik icin Cizelge 6.1°de, aktif karbonlu silfonlu polimer i¢in Cizelge 6.2°de

gosterilmigtir.



Kolon yiiksekligi (cm) 33 66
S (g/L) 2 2 2 2 2 2
F (mL/h) 139,8 522 900,6 139,8 522 900,6
X (%) 100 55,1 26,5 100 55,4 26,7
D (h?) 0,27 0,99 1,715 0,13 0,497 0,86
D, (h") 0,565 2,1 3,64 0,28 1,055 1,82
R (g/Lh) 1,13 2,32 1,93 0,565 1,17 0,97
R (mmol/Lh) 20,2 41,5 344 10 20,86 17,3
7 (h) 1,77 0,47 0,275 3,54 0,95 0,55
7 (dak) 106,2 28,4 16,5 212,45 56,9 33
L (g/Lh) 1,13 4,22 7,27 0,565 2,1 3,64

Cizelge.6.2. Aktif Karbonlu Silfonlu Polimer Igin Cesitli Besleme Hizlarinda

Oksidasyon Verimi, Dilisyon Hizlari, Oksidasyon Hizi, Kalis Siireleri ve Yiikleme

Hizlari.
Kolon yiiksekligi (cm) 33 66
So (g/L) 2 2 2 2 2 2

F (mL/h) 139,8 522 900,6 139,8 522 900,6
X (%) 100 98.4 76,8 100 98,7 81,4
D (h?) 0,27 1 1,72 0,135 0,5 0,86
D; (h) 0,77 2,86 4,93 0,385 1,43 2,47
R (g/Lh) 1,53 5,63 7,58 0,77 2,82 4,02
R (mmol/Lh) 27,4 100,5 135,2 13,7 50,4 71,7

7 (h) 3,76 0,35 0,2 2,6 0,7 0,4

7 (dak) 2253 20,1 12 156,7 40,2 24

L (g/Lh) 1,53 5,72 9,87 0,77 2,86 493
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Sekil.6.7. Oksidasyon Hiz1 ve Diliisyon Hiz1 Arasindaki Iligki

Sekil 6.7°de gosterilen grafikten iki malzeme iginde diliisyon hizina gore
oksidasyon hizinin degigimi yorumlanabilir. Politiretan kopik igin maksimum
oksidasyon hizlari; 33 cm kolon yiksekligi igin 2,32 g/Lh, 66 ¢cm kolon ytksekligi
i¢in 1,17 g/Lh bulunmugtur. Bu degerler igin kalis stireleri ve Dt degerleri sirastyla;
28 4 dak., 56,9 dak. ve 2,1 h’, 1,05 h' seklindedir. Buradan goriilebilecegi gibi,
diliisyon lmz1 arttik¢a ters orantili olarak reaktorde kalig siiresi azalir, dolayisiyla
poliiiretan kopiikte belli bir diliisyon hizindan (33 cm igin 2,1 h, 66 cm igin 1,05 h™
) sonra kalg siiresi azaldig1 icin Fe'? oksidasyon hizinda azalma olmugtur. Aktif
karbonlu siilfonlu polimer i¢in maksimum oksidasyon hizlari; 33 cm yiikseklik igin
7,58 g/Lh, 66 cm yiikseklik igin 4,02 g/Lh bulunmustur. Bu degerler igin kalig
sireleri ve Dt degerleri sirastyla, 12,16 dak., 24,32 dak. ve 4,94 ha, 2,47 h'
seklindedir. Aktif karbonlu siilfonlu polimer de politiretan koptikten farkli olarak
¢aligilan ayn1 debiler igin elde edilen diliisyon hizlan arttikga Fe? oksidasyon hiz1

artmuigtir, oksidasyon hizinda distis gézlenmemistir.



Siirekli calismada sabit debide farkli konsantrasyon calismalan yap

bir denemede farkli Fe™ konsantrasyonlani 139,8 mI/h’lik sabit debi s
™, <

gonderilmigtir. Her bir konsantrasyon denemesinde sabit durum &é v - Q‘

iki malzeme iginde kolonda elde edilen doniisiimlere ait grafik Sekil 6.8°de

gosterilmigtir.
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Sekil.6.8. Kolon Cikisinda Cesitli Konsantrasyonlarda Déniigiim Zaman
[ligkisi.

Grafikten goriilecei iizere calisilan konsantrasyon degerlerinde yiksek Fe'
konsantrasyonlarninda (4 g/L, 8 g/L) aktif karbonlu siilfonlu polimerdeki doniisiim
verimleri poliiiretan kopiikteki verimlerden daha yitkksek bulunmugtur. Diigiik
konsantrasyon da (2 g/L) verim degerleri birbirine ¢ok yakin ¢ikmustir. Her iki
malzeme i¢in de daha yiiksek konsantrasyonlarda kolondaki verim diisiisleri yiiksek
olmustur fakat kisa siirede reaktor kararli hale ulagmustir. Iki malzemede de kararli
halde reaktirde Fe' doniigiim verimi iki 6rnek alma noktasinda da galisilan debide
%100°e ulagmustir.
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Sekil.6.9. Oksidasyon Hizi ile Fe'? Konsantrasyonu Arasindaki iliski.

Sekil 6.9’da gortilecegi gibi besleme ¢ozeltisindeki Fe'? konsantrasyonu
yukseldikge Fe'? hizi da yiikselmistir. Ancak kolon yuiksekliginin artmasi halinde
Fe'? oksidasyon hizinda bir azalma goze garpmaktadir. Bu kolon yiiksekligi boyunca
Fe'? konsantrasyonunun azalmasindandir. Bunun sonucunda maksimum oksidasyon
hizina her iki malzeme igin de Fe konsantrasyonunun 8 g/L olmasi halinde

ulagilmaktadir.

Cesitli besleme konsantrasyonlari igin kolon yiiksekligi boyunca, Fe'?
oksidasyon verimleri, dilisyon hizlari, oksidasyon hizi, kali siireleri ve yiikleme
hiz1 politiretan kopik igin Cizelge 6.3’de, aktif karbonlu sulfonlu polimer igin

Cizelge 6.4’de gosterilmistir.



Cizelge 6.3. Politiretan Kopiik Igin Cesitli Besleme Konsantrasy

Oksidasyon Verimi, Dilisyon Hizlari, Oksidasyon Hizi, Kalig Siireleri ve Yul

Hizlar1.
Kolon yiiksekligi (cm) 33 66
So (g/L) 2 4 8 2 4 3

F (mL/h) 1398 | 1398 | 1398 139.8 139.8 | 139.8

X (%) 100 100 100 100 100 100

D (h") 0.26 0.26 0,26 0.13 0,13 0,13

D, (h") 0,56 0,56 0,56 0,28 0,28 0,28

R (g/Lh) 1.13 2,26 4,52 0,56 1512 2,24

R (mmol/Lh) 20,2 40.4 80.8 10.1 20,2 40,4

7 (h) 1,72 1,77 1,77 3,54 354 | 3,54

7 (dak) 106 106 106 212 212 212

L (g/Lh) 1,13 2,26 4,52 0,56 112 2,24

Cizelge 6.4. Aktif Karbonlu Siilfonlu Polimer Igin Cesitli Besleme
Konsantrasyonlarinda Oksidasyon Verimi, Dilisyon Hizlari, Oksidasyon Hizi, Kalig

Siireleri ve Yikleme Hizlari.

Kolon yiiksekligi (cm) 33 66
S, (g/L) 2 4 8 2 4 8

F (mL/h) 1398 | 1398 | 1398 1398 | 1398 | 139,8
X (%) 100 100 100 100 100 100

D (h") 0,26 0,26 0,26 0,13 0,13 0,13

D (h') 0,76 0,76 0,76 0,38 0,38 0,38

R (g/Lh) 1,53 3.06 6;12 0,76 1,53 3,06
R (mmol/Lh) 274 547 109,4 1337 274 54,7

7 (h) 38 38 38 2,6 2,6 2,6
7 (dak) 2253 12253 || 2253 156,7 | 156,7 | 156,7

L (g/Lh) 1,53 3,06 6,12 0,76 1,53 3,06
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Sekil 6.10. Fe'? Oksidasyon Hizi ile Fe'? Yiikleme Hizi Arasindaki iligki.

Sekil 6.10’dan goriilecegi gibi oksidasyon hizi yiikleme hizinin fonksiyonu
olarak yazildiginda; R=L esitligi ¢ikmaktadir. Bu esitlikten de goriilecegi gibi 139,8
mL/h su debisinde, 300 mL/dak hava debisinde kolona gonderilen biitiin Fe™
konsantrasyonlarinda her iki malzeme ve her iki kolon yiiksekligi igin Fe*'nin

Fe'e doniigiim verimi %100 bulunmustur.



7. SONUC

Bu g¢aliyjmada demirin biyooksidasyonu igin dolgu yatakli biyoreaktorde iki
farkli malzeme denenmistir. Laboratuvarda hazirlanmig modifiye edilmis polimerik
bir malzeme ile literatiirde en gok galigilan politiretan kopuk kiyaslanmustir. Yapilan
deneyler sonucunda, hem yiiksek atiksu debilerinde hem de yiiksek Fe'?
konsantrasyonlarinda, Fe'? oksidasyon verimi polimerik malzemenin kullamldigi
dolgu vyatakli biyoreaktorde daha yiksek bulunmugstur. Disiik Fe'

konsantrasyonlarinda iki malzeme arasinda gok biiyiik bir fark olmadigi gérilmiigtir.

Literatirde dolgu yatakli biyoreaktorde yapilan gogu galiymada yiksek
yiikleme hizlar1 kullanilmigtir. Bizim ¢aligmamiz, bu galigmalar ile kiyaslandiginda
daha dusik yikleme hizinda yapilmistir. Nemati ve Webb [1996] 1,8-2,0
araligindaki pH ve 30°C sicaklikta, politiretan kopiik biyokiitle destek partikiiliinde
Fe'? biyooksidasyonunu galismislar ve 60 g/Lh hacimsel yiikleme hizinda 34,2
g/Lh’lik bir oksidasyon hizina ulagmiglardir. Bu deger %57’lik bir doniisiim verimini
ifade etmektedir. Yine Nemati ve Webb [1999] tarafindan ayni pH ve sicaklik
arahiginda aktif karbon ile kaplanmig politiretan kopiik destek partikiiliinde yapilmig
olan galigmada 55 g/Lh hacimsel yiikleme hizinda 36,7 g/Lh’lik bir oksidasyon hizi
elde edilmistir. Bu deger %66,7’lik bir Fe'> doniigiim verimini ifade etmektedir.
Grishin ve Tuovinen [1988] tarafindan 1,3-1,5 pH araliginda ve 23°C sicaklikta aktif
karbon ve cam tanelerinin kullanildigi dolgu yatakta yapilmig olan iki ¢aligmada,
701-841 pm boyutlarindaki aktif karbonun kullamldig: reaktorde 59,1 g/Lh’lik
hacimsel yikleme hizinda 52,6 g/Lh’lik oksidasyon hizi, 710-1180 um
boyutlarindaki cam tanelerinin kullanildig: reaktorde 8,2 g/Lh hacimsel yiikleme
hizinda 3,3 g/Lh oksidasyon hizi elde edilmistir. Bu degerler aktif karbonlu reaktorde
%89’luk, cam tanelerinin kullanildigi reaktorde %40,4’lik doniigiim verimini ifade
etmektedir. Dolgu yatakli biyoreaktorler igin literatiirdeki en iyi Fe'? oksidasyon
verimlerinin elde edildigi bu g¢aligmalar ile bizim ¢aligmamiz kiyaslandiginda
poliuretan kopik ile sirekli modda yapmis oldugumuz reaktor denemelerinde en
yiksek oksidasyon hizi, 4,52 g/Lh’lik yiikleme hizinda 4,52 g/Lh olarak
bulunmustur. Bu, galigilan yiikleme hizi igin %100’lik bir Fe'? oksidasyon veriminin

elde edildigi anlamma gelir. Bu verimin elde edildigi debi ve giriy Fe™



hizi, 9,87 g/Lh’lik yikleme hizinda 7,58 g/Lh’dir. Bu, gahgilan yikleme hizi igin

%76,8’lik bir Fe'? oksidasyon verimini ifade eder. Bu verimin elde edildigi debi ve

giris Fe'? konsantrasyonunda, poliiiretan kopiigiin kullanildigi reaktor igin %26,5lik
bir Fe'? oksidasyon verimine ulagilmistir. Yiksek Fe'? yikleme hizinda, aktif
karbonlu siilfonlu polimerin kullanildigi reaktorde politiretan kopugiin kullanildig:
reaktore gore daha yiksek bir Fe'? oksidasyon verimi elde edilmistir. Literatiir
aragtirmasinda, Fe >’ nin biyooksidasyonu igin poliiiretan kopiigiin kullanildigi birgok
reaktor galigmasina rastlanmugtir, fakat aktif karbonlu siilfonlu polimerin kullanildig:

bir reaktor ¢aligmast bulunamamistir.

Son yillarda Thiobacillus ~ ferroxidans bakterisi ile Fe”nin Fe™e
biyooksidasyonu birgok alanda kullanilmaktadir. Bu amagla, demirce zengin pH’1
disik atik sularin aritiminda veya bagka aritim proseslerine yardimer proses olarak
Fe”nin Fe™ oksidasyonu igin kimyasal oksidasyona alternatif olabilecek
biyooksidasyon uzerinde fazlaca ¢aligilmaktadir. Biyooksidasyonun verimini
artirmak i¢in gesitli reaktor konfigirasyonlari yaninda farkli immobilize
malzemelerde arastirilmaktadir. Bu ¢aligmada denenmis olan aktif karbonlu stilfonlu
polimerik malzeme literatirde kullamlan diger malzemelere alternatif olabilecek
kadar iyi bir performans gostermistir. Elde edilmis olan yiiksek performansin nedeni,
polimerik malzemenin yizey ozellikleri konusunda yapilacak olan ayrintili

¢aligmalar ile bulunacaktir.
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