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OZET

Doktora Tezi

Saccharomyces cerevisisae ILE PIRIT KULUNUN BIYODESULFURIZASYON
SURECININ MODELLENMESI

Yakup ERMURAT

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Miihendisligi Anabilim Dali

Danigman: Dog. Dr. Turan CALBAN

Pirit kiilinde bulunan kiikiirdiin (%0,5), Saccharomyces cerevisiae ve Acetobacter aceti
kullanilarak giderilmesi i¢in kesikli stvi durum tepkime kabi i¢inde yapilan biyodesiilfiirizasyon
islemlerinin Michaelis-Menten ve Monod kinetik modellemesi ve aktivasyon enerji belirlemesi
calisilmistir. Biyodesiilfiirizasyon deneyleri; 25°C, 30°C ve 35°C sicakliklarda sekiz haftada
yapilmistir. Glikoz, asetik asit ve etil alkol biyokimyasallar1 biiyiime ortaminda besin ve asit
kaynagi olarak kullanilmistir. Deneyler esnasinda kiikiirt, Fe(IIl), proton (H") ve redoks
potansiyeli (mV) degisimleri gbzlemlenmistir. Kiikiirt giderimi yilizdesi ve Fe(lll) yiizdesi
hesaplanmis ve pH ve mV degisimlerinden elde edilen polinom esitliklerden [Fe**/Fe*?] oram
elde edilmistir. Michaelis-Menten tepkime oranlar1 ve kinetik sabitleri, pH degisiminden elde
edilen Fe(Il)’ye bagh kiikiirt degisiminden ve Monod tepkime oranlar1 ve kinetik sabitleri ise
mV degisiminden elde edilen Fe(Il) degerlerinden hesaplanmistir. Biyodesiilfiirizasyon
deneyleri i¢in secilen parametreler igerisinde S.cerevisiae ve A. aceti’nin kullanildigi (Su+Pirit
kiiliitGlikoztAlkol+Asetik Asit+S. cerevisiae+ A. aceti) proseslerinde 35°C’de giderim en
yiiksek (%49,9) olarak bulunmustur. Fe(IIT) doniistimii %0,52 oraninda gergeklesirken, ortalama
en disiik pH 4,7 ve ortalama en yiiksek redoks potensiyeli 218 mV olmustur. S. cerevisiae’nin
pirit kiilii yaninda diger diisiik ylizdeli kiikiirt iceren madenlerin biyodesiilfiirizasyon
islemlerinde de kullanilabilecegi tespit edilmistir.

2013, 112 sayfa

Anahtar Kelimeler: Saccharomyces cerevisiae, pirit kiilii, biyodesiilfiirizasyon, modelleme,
Kinetik



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

MODELING THE BIODESULFURIZATION PROCESS OF PYRITE ASH WITH
Saccharomyces cerevisisae

Yakup ERMURAT

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemical Engineering

Supervisor: Dog. Dr. Turan CALBAN

Modeling the Kkinetics of the biodesulfurization bioprocess for the refining of pyrite (FeS,) ash
by Saccharomyces cerevisiae and Acetobacter aceti have been studied in batch-type liquid-state
bioreactors. The biodesulfurization experiments were performed at varying temperatures of
25°C, 30°C and 35°C for eight weeks. Glucose, acetic acid and ethyl alcohol were used in the
incubation media as substrate and acid source. Sulfur, ferric iron (Fe™), proton (H") and redox
potential (mV) changes were observed during the experiments. The percentages of the sulfur
and ferric iron have been calculated and the ferric to ferrous iron [Fe**/Fe*?] ratios have been
determined by using the polynomial equations of pH and mV changes. The Michaelis-Menten
predictive specific growth rates and activation energies were estimated from the observations of
the pH related Fe(ll) equivalent sulfur changes and the Monod Kkinetic constants were
determined from the redox potential related ferros iron changes.The pyrite ash
biodesulfurization processes using S.cerevisiae and A. aceti with the selected parameters in
(Water+Pyrite ash+Glucose+Alchol+Asetic acid+S. cerevisiae+ A. aceti) at 35°Chas shown
49% of sulfur removal. While ferric iron biooxidation was found to be % 0.52. The observations
of the average min pH was found to be 4,7 and the average maximum ORP was found to be 218
mV. The percentages of the dissolved sulfur have shown some future promising results for S.
cerevisiae to be used as a biodesulfurization and refining microorganism for pyrite ash.

2013, 112 pages
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1. GIRIS

Biyoteknolojik yontemler ile mikroorganizmalar kullanilarak madenlerden kiikiirt
giderilmesi islemleri yayginlasmaya baslamistir. Biyoli¢ing yontemlerinden biri olan
biyodesiilfiirizasyon islemi, mineral igerisinde bulunan kiikiirdiin mikroorganizmalar
kullanilarak mineralden c¢ikarilmasint igermektedir. Biyodesiilfiirizasyon yontemi
kiikiirt icerigi az olan ham petrol, petrol tirlinleri ve komiirden kiikiirdiin giderilmesinde
uygulama alani bulmaktadir. Kiikiirt giderme islemlerinde mikroorganizmalarin tercih
edilmelerinin en 6nemli nedeni, kullanilan mikroorganizmalarin kiikiirt disinda diger
bilesenleri bozundurmamasi ve uygulanan siirecin daha ekonomik olmasidir (Beyer et

al. 1986).

%60-65 Demir ve %0,5-1 kiikiirt igeren pirit kiilii, stlfiirik asit iiretiminde kullanilan
kiikiirt dioksit gazi eldesi icin pirit mineralinin kavrulmasi sonucu elde edilen kat1 pirit
cevheri atigidir. Yiiksek demir miktarina ragmen pirit kiill, icerdigi siilfiir
bilesenlerinden dolay1 yiiksek firinlara gonderilerek demir iiretiminde kullanilamamakta
ve genel olarak cevreye atilmaktadir. Pirit kiiliiniin icerdigi diisiik miktarda kiikiirdiin

giderilmesi ile demir iiretimine daha uygun hale gelecegi hedeflenmistir.

Tiirkiyede demir ve celik iiretimi iilkemizin gereksinimlerini karsilayacak oOlciide
degildir. Gittik¢e azalan demir cevheri yataklar1 yurticinde kurulu Karabiik, Iskenderun
ve Eregli demir-gelik tesislerinin iiretimine yetmemektedir. Bu yetersizligin en 6nemli
nedeni demir cevherlerinin diisiik oranda demir igeriklerinden dolayidir. Demir
cevherinin dogrudan yiiksek firinlarda islenebilmesi icin yiiksek demir igermesi ve fazla
safsizlik icermemesi gerekmektedir. Bunun ic¢in demir cevherinin yiiksek firia
beslenmeden oOnce safsizliklarindan arindirilmasi ve demir orant bakimindan
zenginlestirilmesi  gerekmektedir. Diisiik tendrli demir cevherlerinin igerigini
yiikseltmek ve pirit kiilii gibi atiklar1 degerlendirerek demir iiretimi i¢in hazirlamak ¢ok
bliylik 6nem tasimaktadir. Tiirkiye’de piritin endiistriyel ve ekonomik O6nemi iizerine

genis caligmalar resmi kurumlar tarafindan yapilmaktadir (DPT 1994).



Kiikiirt dogada kimyasal ve biyolojik ortamlarda dogal ¢evrim gergeklestirir (Kellogg et
al. 1972). Elementel kiikiirt meyve ve sebze kurutulmasi ve gidalarin bozunmadan
saklanmasinda koruyucu madde olarak ve ayrica kimya sanayiinde kibrit, barut ve havai
fisek yapiminda kullanilmaktadir. Cesitli polimerik yapilarin olusturulmasinda da
kiikiirt kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada; mikroorganizma kullanimi ile pirit kiiliinde bulunan demiri oksitlemeden
kiikiirdiin uzaklastirilmas: amaglanmistir. Bunun igin fungilerden S. cerevisisae ve
bakterilerden A. aceti dogada ortaklasa yasayan maya ve sirke mikroorganizmalarinin
kullanim1 denenmistir. Kiikiirt iceren sistein, metiyonin, glutatiyonin ve hidrojen siilfiir
tiretme Ozelligi olan S. cerevisisae’nin pirit kiiliinde bulunan kiikiirdii metabolizmasinda
kullanmas1 ve bdylece pirit kiiliiniin igerdigi kiikiirdiin giderilmesi hedeflenmistir. A.
aceti ise, S. cerevisisae ile ortaklasa yasamalarindan dolay1 ve ortamin asitliginin
birlikte yasayabilecekleri degerde tutulmasi i¢in deney ortaminda kullanilmigtir. S.
cerevisiae ve A. aceti mikroorganzimalarinin ortaklasa yasama Ozelliklerinden
(simbiyotik) yola ¢ikilarak bu calismanin deney kurgular1 yapilmis ve deney karigimlari
glikoz, etanol ve asetik asit biyokimyasallar1 ile hazirlanmistir (Krisch and Szajani
1997). Deneyler etiivde (25°C, 30°C ve 35°C) sicaklik ortamlarinda yapilarak pH, mV,
Fe(IIT) ve siilfat (SO4?) degerleri deneysel olarak belirlenmistir. Elde edilen deneysel
veriler biyodesiilfiirizasyon denemelerinin kinetik modellemelerinde kullanilmis ve
kuramsal olarak Fe(II) ve kiikiirt miktarlar1 hesaplanmustir. Islemler ve egrilerin

cizimleri MATLAB yazilimi kullanilarak yapilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Pirit Minerali

Pirit minerali dogada mikron biiylikliiglinde framboitlerden milimetre biiyiikliiglindeki
Ohedral kristallere kadar bir¢cok degisik kristal morfolojilerde bulunur. Pirit volkanik
bolgelerdeki magmatik kayalarda, metamorfik yataklarda, bazi sedimenter kayalarda ve
hidrotermal damarlarda, yaygin olarak bulunan ve demir ve siilflir oran1 fazla olan bir

sulfurlii mineraldir.
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Sekil 2.1. Pirit mineralinin goriiniisii ve kristal yapis1 (www.webmineral.com)

Pirit elektrigi iletir ve 1sitildiginda zayif bir elektrik akimi tiretir. Altin cevheri rengi ve
yapisina benzedigi i¢in sahte altin olarakta tanimlanir ve pirit dis goriiniisii ile altin
cevheri sanilmaktadir (Sekil 2.1). Ayrica formiil yapisi aymi ancak kristal yapisi ¢ok
farkli olan markazit oldugu da sanilabilmektedir. Kizilderililer tarafindan diizgiin

yiizeyli pirit kayalar parlatilarak ayna olarak kullanilmistir. Parlakliindan 6tiirii ¢cok



eskiden beri pirit mineralinden kiipe, yiiziik, kolye ve bilezik gibi taki siisleri de

yapilmaktadir.

Pirit Mineralinin Ozellikleri: En onemli demir ve kiikiirt kaynag:i olan pirit,
endiistriyel olarak bakir cevherlerinin flotasyonu sirasinda yan {iiriin olarak elde edilir.
Cok bulunan ve siilfiir igerenbir mineral oldugu i¢in, asagida denklem (2.1)’de verilen
kimyasal reaksiyona gore, piritin kavrulmasi ile kiikiirt dioksit gazi tiretilir ve stilfiirik

asit uretiminde temel hammadde olarak kullanilir.

FeS, + 3.75 O, + 3.5 H,O0 —» Fe (OH)s + 2 S0, % + 4 H* (2.1)

Pirit siilfiirik asit {iretiminde kiikiirt kaynagi olarak kullanilirken, icerdigi demir

bakimindan en 6nemli demir hammaddesi kaynagi olarak goriilmektedir.

2.1.1. Pirit Kiilii

Pirit kil pirit mineralinin siilfiirik asit iiretim tesislerinde kavrulmasi sonucunda elde
edilen yiiksek demir (~%60-65), ¢ok az miktarda toplam kiikiirt (~%0,50-1) ve az
oranlarda bakir ve diger biesikleri igeren degerli bir kati atiktir. Diinya demir
tiketiminin artmasi ve mevcut demir cevheri yataklariin yetersiz hale gelmesinden
dolayi, yiiksek firinlarda pirit kiiliinden demir iiretimi {izerine ¢aligmalar yapilmaktadir

(Borulu 2009).

Canli vucudunda amino asitler ve proteinlerin yapisinda bulunan kiikiirt, protein
molekiillerinde kiikiirt bagi iceren Fe/S kopriileri yaparlar (Brosnan and Brosnan 2006).

Kiikiirt dogada kimyasal ve biyolojik ortamlarda dogal ¢evrim gerceklestirir.



2.2. Biyodesiilfiirizasyon Siireci

Biyodesiilfiirizasyon siireci, mikroorganizmalar kullanilarak gaz, sivi veya kat1 haldeki
kikiirtlii maddelerde bulunan kiikiirdiin uzaklagtirilmasi islemlerini kapsamaktadir.
Siilfiir sindirebilen mikroorganizmalardan mayalar, siilfiir metabolizmalarinda kiikiirdii

besin maddesi olarak kullanabilmektedirler (Pilkington and Rose 1988).

Biyodesiilfiirizasyon ¢aligmalarinda liging ve biyolojik li¢ing yontemleri kullanildigt
icin biyolicing konular1 ile ilgili olarak asagida bazi tanimlar hakkinda bilgiler

verilmistir.

Licing Siireci: Liging islemi, bir ¢oziici yardimi ile kat1 i¢inde bulunan ¢oziinebilir
bilesenleri ¢ikararak ¢ozelti i¢ine alma islemidir. Cevherlerde bulunan bilesenler
kimyasal ve biyokimyasallar veya mikroorganizmalar kullanimi ile ¢ozeltiye alinarak

ayrilabilmektedir.

Licing cesitleri: Hidroetallurji alaninda uygulanan li¢ing islemi baslica iki ana baslik

altinda incelenmektedir. Bunlar kimyasal liging ve biyolojik li¢ing islemleridir.

¢ Kimyasal licing islemi: Kimyasal li¢ing islemi basta asidik kimyasallar olmak iizere
cesitli kimyasal maddelerin kullanimi ile agik atmosferde veya basing altinda
gerceklesmektedir. Siilfiirlii cevherlerin liging islemi igin gerekli kimyasalllarin
kullanimi ile su ve oksijen ortaminda siilfiirli maddelerin ¢oziinerek siilfatlara

doniligsmesi saglanmaktadir (Schippers et al. 1996).

e Biyolojik licing islemi: Biyolicing olarak adlandirilan biyolojik li¢ing isleminde
mikroorganizmalarin ~ mineral  bilesenlerini  biyooksitleme ozelliklerinden
yararlanilmaktadir. ~ Siilfiir oksitleyen ikroorganizmalar stlfirli mineraller ile
tepkimeleri sonucunda agiga ¢ikan elementel kiikiirdii okside ederek biyoliging islemi
icin gerekli Fe(III), siilfat ve siilfiirik asidi iiretirler (Ehrlich 1996).



Biyolicing siireci: Biyolicing, mineraller igerisinde bulunan bilesenlerin sulu

ortamlarda mikroorganizmalar kullanilarak ¢6ziindiiriilmesi ile elde edilmesi siirecidir.

Biyoli¢ing yontemi ile kati mineraller i¢erisinde bulunan bilesenler mikroorganizmalar
tarafindan biyooksitleme islemi ile indirgenerek ¢oziiniirler ve su icerisine iyon olarak
gecerler. Sulu ¢ozelti icerisine gegen iyonlar ¢esitli ayirma yontemleri uygulanarak elde
edilirler (Bosecker 1997; Akeil 2004; Kocadagistan 2007; Tekin 2010). Mikrobik bir
yontem olan biyoli¢ing ayrica diisiik tendrlii minerallerin kazanilmasi ve mineral
tendrliniin  yiikseltilmesi i¢in kullanilan en ekonomik ve ¢evreci bir yontemdir.
Biyoli¢ing yontemi daha verimli ve ¢evreye zararsiz siirecler icermesine ragmen siirecin

¢ok uzun siirmesi, isletme verimini diisiiren en 6nemli neden olarak kabul edilmektedir.

Pirit biyolicing siirecleri demir ve kiikiirdiin biyooksitlenmesini icermektedir. Bazi
mikroorganizmalar demir ve kiikiirdiin her ikisini de biyooksitleme 6zelligi tasirken
bazilar1 sadece demir ve bazilar1 da sadece kiikiirdii oksitleme Ozelligine sahiptir
(Lipman 1923). Mikroorganizmalarda hiicre i¢inde biyokimyasal yollar ile demir ve
kiiklirdiin oksidasyonu sitokrom oksidaz gibi enzimler ile veya Fe(Ill) iyonlan ile

gerceklesmektedir (Suzuki 1994).

Biyoli¢cing mikroorganizmalarindan Thibacillius grubu bakteriler mineral siilfiiriinii
siilfat’a dontistiirebilmektedirler. Ferrobacillius grubu bakteriler ise; Fe(Il) iyonlarini
Fe(III) iyonlarina biyooksitleyerek, elde edilen enerji ile yasamlarini siirdiirmektedirler.
Sicaklik (T), proton derisimi (H") veya (pH), oksijen (O,) ve karbondioksit (CO,)
miktar1 ve kati madde oran1 gibi degiskenler biyolicing mikroorganizmalarinin

caligmasina dogrudan etki etmektedirler.

Ulkemizde akademik alanda ve iiretim alaninda yapilan calismalar ile bircok maden
tizerinde biyoli¢ing denemeleleri gerceklestirilmistir (Akgil 2004; Kocadagistan 2007;
Tekin 2010).



Biyolicing siirecinin cesitleri:

e Biyodaesiilfiirizasyon: Biyodesiilfiirizasyon islemlerinde mineral igerisinde bulunan
kiikiirdiin biyooksitlenme ile mineralden ayrilmasi amacglanmaktadir (Torma 1988;

Bhattacharya et al. 1990; Olsson et al. 1993; Dastidar et al. 2000; Malik et al. 2001).

e Biyoyararhhk: Biyoyararlilik ile metal cevherinde bulunan kati safsizliklarin
giderilerek istenen metalin cevher igerisindeki oraninin artirilmasi yapilmaktadir
(Groudev 1999).

e Biyomadencilik:  Biyomadencilik  ve  biyoli¢cing  islemlerini  kapsayan
biyohidrometallurji, madenlerdeki metallerin biyolicing ve biyoekstraksiyon islemleri

ile sulu ¢ozeltiye gegirilmesi siirecidir (Brierley 1982).

e Biyodziitleme: Biyooziitleme siiregleri ile elementlerin kati madenlerden ¢ikarilarak

etkin hale gegirilmeleri saglanmaktadir (Gaylarde and Videla 1995).

e Biyoremediyasyon: Biyoremediyasyon yontemi ile ¢evrecilikte toprak ve suyun agir
metallerden aritilmasi iglemleri yapilabilmektedir (Alexander 1999). Sulara karisan agir
metallerin biyoli¢ing yontemi ile giderilmesi kimyasal yontemlere gore ¢ok daha ucuz

yapilabilmektedir.

e Biyosorpsiyon: Biyosorpsiyon yontemi ile metaller canli veya Olmiis
mikroorganizma biyokiitlelerine tutundurularak ayrilabilmektedirler. Biyosorpsiyon
islemlerinde kullanilan biyokiitleler bakteri, fungi veya alg mikroorganizmalari

olabilmektedir (Fourest et al. 1994).

Biyoli¢cing siirecinin yontemleri: ilk yapilan calismalarda biyoliging siireglerinde
dogrudan ve dolayli olmak tizere iki yontemin gergeklestigi belirlenmistir (Tributsch
2001). Pirit biyoliginginin ilk evresinde mineral yiizeyine tutunmus olan

mikroorganizmalarin  kontakt yoOnteminin gergeklesmesini saglayarak mineral



cozlinmesi yapmakta ve ikinci evrede ise indirekt olarak biyoliging yoOnteminin
gerceklesmesi  ile  mikroorganizmalar Fe(I) iyonlarindan Fe(Ill) tiretimini

gergeklestirmektedir.

Bununla birlikte, son yapilan ¢alismalarda biyoli¢ing isleminin {i¢ evrede gerceklestigi
sonucuna varilmigtir. Mikroorganizmalarin mineral yiizeyine tutunmasi ile gegeklesen
dogrudan etkinin her iki yontemi de kullanilarak, pirit biyoli¢ing mekanizmasi iizerine
calisma yapilmistir (Rodriguez et al. 2003). Calismada [Fe**/Fe*?] oranmimn proseste
gerceklesen tepkime biyooksitlenmesinin orani ile kontrol edildigi belirlenmistir. Ayrica
pirit ¢oziinmesinin Fe(ll) ile Fe(lll) arasindaki kemisorpsiyon tarafindan yonetildigi
ortaya konmustur. Fe(ll) iyonlarmin mineral yilizeyinde birikmesi ile Fe(lll) yaymnim
ataklarimin engellendigi ve boylece ortamda Fe(lll) derisiminin arttigi bunun da
mikroorganizmanin biyooksitleme yetenegini inhibe ettigi belirtilmistir (Cabral and
Ignatiadis 1999). Boylece bu calismada mineral yiizeyine tutunma ile ¢dzliinme orani
arasinda dogrudan bir baglant1 oldugu sonucuna varilmistir ve pirit biyoligingi igin
kooperatif biyoliging yontemi yaninda tiyosiilfat mekanizmasi ile kontakt ve indirekt

yontemlerin de gergeklestigi belirlenmistir (Silverman 1967).

e Dogrudan (kontakt) biyolicing: Mikroorganizmalar mineral yilizeyine tutunmakta
ve elektrokimyasal ¢oziinme yoluyla olusan Fe(Ill) ataklarina yer tutmaktadirlar.
Dogrudan biyoli¢ing yomteminde mikroorganizmalar mineral yiizeyine tam olarak
tutunarak immobilize olmakta ve mineral yiizeyi ile fiziksel kontakt yapmaktadirlar.
Yapilan arasgtirmalarda radyoaktif olarak etiketlenmis T. ferrooxidans hiicreleri
NaHCOj3 iizerinde yetistirilmis ve mineral yiizeyine tutunmus bakterinin oksidatif
kapasitesi  belirlenmistir. Burada ekzopolimerler salgilayan hiicreler Fe(IIl)
bilesenlerinin glukuronik asit ile kompleks yapmalarini saglamaktadirlar. Dogrudan
indirgenmis minerallerin elektronlar1 ile metal siilfiir bilesenlerinin biyooksitlenmesi

sonucunda tiyosiilfatlar olugsmaktadir (Sand et al. 2001).

e Dolayh biyolicing: Dolayli (indirek) biyolicing yonteminde mineral yiizeyine

mikroorganizma tutunmasi olmamakta ve etkili olmalar1 licing maddesi olan Fe(III)’iin



yenilenmesine bagli bulunmaktadir. indirgenmis metallerin oksidasyonu, minerallerde
bulunan Fe(Il) mikrobiyal oksidasyonu ile olusan Fe(Ill) iyonlar1 tarafindan
yonlendirilmeketedir. Biyoli¢ing siirecinde Fe(III) bir biyooksitleme elemanidir ve
metal siilfitlerini kimyasal olarak indirgeyerek Fe(II) indirgenebilmekte ve elektron
tasiyict gorevi yapmaktadir (Yamanaka et al. 1991). Demirin biyooksitlenmesi igin

mineral ve mikroorganizma arasinda herhangi bir tutunma olmasi gerekmemektedir.

e Ortakh biyolicing: Bazi mikroorganizmalar mineral yiizeyine tutunarak cozelti
icerisinde serbest halde bulunan diger mikroorganizmalar ile ortaklik yapmaktadirlar.
Ortakli  (kooperatif)  biyoligcing  yonteminde, tutunmus  mikroorganizmalar
biyooksitlenebilen metalleri iyonlastirarak ¢6zelti i¢indeki mikroorganizmalar igin

enerji kaynagi haline getirmektedir (Brierley 1982).

Biyolicing siirecinin Kkinetigini etkileyen genel faktorler: Biyolicing siirecinin
kinetigini etkileyen parametrelerin en Onemlileri olan mineral ve mikroorganizma
cesitleri, enzimlerinin aktivitesi, Fe(Il) ve Fe(Ill) derisimleri, pH, mV, siilfat, sicaklik,
¢Oziinmiis oksijen ve karbondioksit degerleri dikkate alinarak bircok arastirma

yapilmistir (Das et al. 1999).

o Metallerin etkileri: Arsenik gibi bazi metallerin biyoliging ortaminda bulunmasinin
mikrobik  biiylimeyi engelledigi  gozlemlenmistir. Diger taraftan metallerin
minerallerden ayrilarak sivi ortama geg¢mesinde ¢oziinme orani ile Fe(IIl) derisimi
arasinda dogru orantili bir iligki bulundugu belirlenmistir (Dutrizac and MacDonald
1974). Pirit (FeS,), sfalerit (ZnS) ve kalkopirit (CuFeS,) minerallerinin biyoli¢ingi
siirecinde gerceklesen tepkimelerin spesifik oranlarinin ¢ozelti ortaminda bulunan
Fe(Ill) derisimi ile yonetildigi ve Fe(Il)’nin pirit ylizeyinde birikmesi ile birlikte
yiizeyde bir koruyucu Fe(Il) kalkan tabakasi olustugu ve boylece Fe(Ill)’iin mineral
yiizeyine tepkime amagli yaptig1 saldirilarinin 6nlendigi belirlenmistir. Ayni ¢alismada;
bakir ve c¢inko ¢Ozilinilirligliniin sfalerit yiizeyinde olusan elementel kiikiirt ile

yonetildigi bulunmustur.
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e pH’nin etkisi: Piritin biyoli¢ingi islemi asit tireten bir stire¢ oldugu i¢in biyoliging
islemi bagladiktan sonra karisimin pH degerinde azalma olmaktadir. Her ne kadar
pH’nin azalmasi mikroorganizmalarin etkinliklerinin azalmasina neden oluyorsa da
pH’nin 2 degerinin altina diismesi pirit biyoli¢inginin verimini en yiiksek seviyelere
cikardigi kesinlesmistir (Edwards et al. 1998). Bakteri, funji ve alg basta olmak {izere
bir¢ok cesitte mikroorganizmalarin diisiik pH araligindaki biyoli¢ing ¢evre ortaminda
yasayabildigi de belirlenmistir (Valix et al. 2001). Cézeltilerdeki metal (M™) iyonlari
asidik veya bazik iyonlar ile tepkimeye girerek ortam pH’smmin degisimine neden

olurlar. pH degerleri dogrudan [Fe**/Fe*?] oranini etkilemektedir.

e Redoks potansiyelinin (mV) etkisi: Piritin biyoli¢ingi deneylerinde mV degerinin
yiikseldigi gozlemlenmis ve [Fe**/Fe*?] oram ile birlikte ifade edilmistir. Piritin
biyolicingi kinetigi [Fe**/Fe™] orami veya redoks potansiyelinin fonksiyonu olarak
tanimlanmaktadir. Biyolicing ¢aligmalarinda oldugu gibi biyodesiilfiirizasyon
deneylerinde de redoks potansiyeli (mV) Olgiimleri, Fe(Il)’nin  Fe(Ill)’e
biyooksitlenmesi siirecinin gozlemlenmesi i¢in ¢ok Onemli goriilmiistiir (May et

al.1997).

e Sicakhgin etkisi: Mikroorganizmalarin spesifik biiylime orani {izerine sicakligin
etkisi ve Ozellikle T. ferrooxidans ile hammadde Fe(Il) ve iriin Fe(Ill) derisimleri
arasindaki iligkilerin matematiksel yonden arastirilmasi {izerine calismalar yapilmigtir

(Ahonen and Tuovinen 1989).

e Karisim yogunlugunun etkisi: Karisim yogunlugunun artmasinin biyoliging
verimini azaltict yonde etki ettigi belirlenmistir. 20 gL'1 oranini asan sudaki mineral
karigtminin, komiirden c¢ikarilmig piritin biyoliginginde oksidasyonda gecikmelere
neden oldugu ortaya konmustur (Chen and Lin 2000). Biyoli¢ing isleminde katt madde
artirtldik¢a pirit biyoli¢ing veriminde azalma oldugu belirlenmis, bunun en Onemli
nedeni olarak asir1 katt madde ortaminda oksijen ve karbondioksit kiitlelerinin
taginimlarinin azalmasi gosterilmistir (Edwards 1970). Ayni ¢alismada %2 pirit i¢eren

biyoli¢ing deneylerinde karigimin redoks potansiyeli 600 mV’tan yukar1 ¢ikmisg, redoks
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potansiyelinin yiiksek ¢ikmasinin biyoligingin daha verimli oldugunun bir belirtisi

oldugu ifade edilmistir.

Biyolicingi yapilacak siilfiirlii minerallerin 6zelikleri: Biyoli¢ing alaninda yapilan
arastirmalarin biiyilk bir bolimiinii siilfiirli mineraller iizerine yapilmis calismalar
olusturmaktadir. Kaliforniyanin Demir Dagi bolgesindeki pirit biyoli¢cing alaninda
yapilan uygulamali biyoli¢ing islemlerinde havanin sicakligr ve ¢ozeltinin pH’sinin
Olctimleri kaydedilmis, alan kimyasi bolgesinde bulunan 6nemli mikrobik flora
belirlenmis ve birgok etken dikkate alinarak biyoli¢ing aragtirmalari yapilmistir. Pirit
madeni biyolicing alaninda dogal olarak gelisen litotrofik, heterotrofik ve arkea

mikroorganizmalar1 ile belirlenememis birgok mikrobik tiir {izerine ¢alismalar

yapilmistir (Edwards et al. 1998; Hu et al. 1999).

2.3. Pirit Kiiliiniin Biyodesiilfiirizasyonu

Pirit kiiliiniin biyodesiilfiirizasyonu, mikroorganizmanin mineral icerisinde bulunan
kiikiirdii besin maddesi olarak tiiketmesi ve bdylece mineralde mineralde bulunan
kiikiirdiin giderilmesi ilkesine dayanmaktadir. Metallerin ve kiikiirdiin besin maddesi
olarak kullanilmasi, metabolik yollarda gorev yapan g¢esitli enzimlerin yardimi ile

gerceklesmektedir.

2.3.1. Biyodesiilfiirizasyon enzimleri

Mineral bilesiklerinin, enzimlerin katildig1 tepkimeler ile oksitlenerek ¢oziinmesi

biyokimyasal tepkimeler sonucunda gerceklesmektedir.

e Siilfit oksidaz: Silfir iceren amino asitlerden sistein ve metiyonin
metabolizmasinda gorev yapan siilfit oksidaz enzimi, siilfiirleri stilfatlara oksitleyen tiim
okaryotik hiicrelerin mitokondrilerinde heme grubu ve molibdopterin kofaktoriiniin
saglanmasinda islevi olan bir metallo enzimdir. Stokrom c aracilifi ile elektron

tasinmasinda gorev alan siilfit oksidaz enzimi oksidatif fosforilleme tepkimesi ile ATP
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tiretimini gergeklestirmektedir. S. cerevisiae nin siilfiir aliminin, protein temel elementi

olan azota bagli oldugu belirlenmistir.

e Metalloenzimler: Metallo-¢aperon proteinleri metal iyonlarmin metalloenzimlere
tutunmasinda gorev yapmaktadirlar. Metallo-gaperon proteinler ve protein yapili
enzimlerden olan metalloenzimler birlikte hiicreler i¢erisinde demir, bakir veya ¢inko
gibi biyolojik tepkimelerin 6nemli unsurlarindan olan metal iyon M ylarmn 6zel

bolgelere taginmasinda gorev almaktadirlar.

e Biyokimyasal ve genetik analizler, iki sitokrom c¢ (stokroml ve stokrom?2), mavi
bakir proteini olan rustisyanin ve stokrom oksidaz enzimi biyokimyasallarinin
Fe(II)’den molekiiler oksijen’e elektron tasiniminin gerceklesmesinde gorev aldiklarini
ortaya koymaktadir (Bohinski 1970; Zubay 1998). Thiobacillus tiirleri ile yapilan
calismalarda Fe(II) iyonlarinin biyooksitlenmesinin elektronlarin hiicre dis duvarindan
hiicre i¢ine dogru elektron transferi ile ilgili oldugu belirlenmistir. Bu elektron
tasimiminda rustisiyanin, sitokrom a, sitokrom b ve sitokrom c¢ enzimleri gorev

yapmaktadirlar (Corstjens et al. 1992).

Mikroorganizmalarin yasamalari i¢in hiicre i¢ ve dis ortamlarindaki elektropotansiyel
cok dnem tagimaktadir ve metabolizmalarinda olusan (Fe™*/Fe*?) orami sitokromlarin
olusturdugu elektropotansiyele baghdir. Biyolojik 6neme sahip bazi enzimlerin yari

tepkimelerinin standard indirgenme potansiyelleri asagida verilmistir:

e Sitokrom a: Fe™*/Fe*? 0.29 V
e Sitokrom b: Fe**/Fe™ 0.08 V
e Sitokrom c: Fe™®/Fe™® 0.22 V

Solunum basamaklarindaki elektron transport zincirinin son iiyesi olan ve substrat
molekiillerinin dehidrojenaz enzimleri ile oksidasyonu sonucu olusan elektronlarin son
alicilari olan oksijenlere aktarilmasi tepkimelerini katalizleyen stokrom oksidaz enzimi,

mitokondri i¢ membraninda yer almaktadir. Sitokrom a ve ¢, koenzim Q ile birlikte
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Fe(Il)’nin oksitlenmesinde gorev almaktadirlar. Koenzim Q, Fe(II)-siilfat organik
kompleksi olugmasi esnasinda ara elektron tasiyict olarak gorev yapmaktadir. Fe(III)
bulunduran Fe-stokrom-c-oksidorediiktaz enzimi Fe(Il)’ye baglanarak indirgeme
yapmaktadir. Oksitlenmis stokrom c¢ enzim tarafindan tutulur ve stokrom a’nin
Fe(Il)’sini indirger. Boylece enzimin Fe(Ill)’ne oksitlenerek stokrom c serbest kalir.

Rustisiyanin tarafindan taginan elektronlar ise oksijen atomuna aktarilir (Suzuki 1994).

Bir¢ok biyomolekiil, indirgenmis siilfiir ve demir bilesenlerindeki hava solunumuna
katilmaktadir. Ornegin T. ferrooxidans’nin ¢dziinmiis protein oranmin %35’inin asite
dayanikli olan ve rustisyanin olarak adlandirilan mavi bakir proteini oldugu
belirlenmistir (Blake et al. 1993). Ayrica Fe(II) solunum sistemi yesil bakir proteini, iki
cesit sitokrom c, bir gesit sitokrom a, bir porin ve bir de Fe-siilfat (Fe-SO4) c¢elat
icermektedir. Thiobacillus’un elektron tasimim zincirinde rustisyanin, sitokrom, Fe-
stlfiir proteinleri gibi bircok bilesenin periplazmik alanda bulundugu kanitlanmigtir

(Charles and Suzuki 1966).

Biyolojik demir bilesikleri: Biyolojik g¢evrelerde demir ve bakir birbiri ile iliskili
olarak yiikseltgenen minerallerdendir. S. cerevisiae metabolizmasinda digardan bakir ve
Fe(Ill) alinmasinda metalloreduktaz enzimlerinin gorev yaptigr belirlenmistir.
Mikroorganizmalar Fe(ll) iyonunu enzimlerin islevleri igin bir substrat olarak
kullanilmakta ve Fe(IIl) tretilmektedir. S. cerevisiae igerisinde demir aliminin bakira
bagl oldugu ortaya konmus ve bunun nedeninin bakirin ferrooksidaz enzimi i¢in bir
kofaktor gorevi gordiigii belirlenmistir. Genetik ve biyokimyasal caligmalar demir
aliminda ferrooksidaz enziminin Fe(Il)’nin Fe(Ill)’e biyooksitlenmesini katalizledigini
ortaya koymaktadir. insan biyoortaminda ise Fe(I) biyooksitlenerek biyokimyasal
cevrimlere katilmaktadir. Mikrobik Fe(II) oksidasyonu sitokrom oksidaz gibi enzimler
ile veya Fe(Ill) iyonlar ile ger¢eklesmektedir. Fe(Il)’den molekiiler oksijen’e elektron
tasiniminin hiicrenin dis ¢eperinden sitoplazmik i¢ ¢epere baglanmis stokrom ¢ oksidaz

enzimine dogru oldugu belirlenmistir (Corvest et al. 2010).



14

Sitokrom-Fe kompleksleri: Elektron transfer sistemlerinde bulunan sitokromlar hem
proteinleridir ve kompleks yapmig bir Fe igerirler. Sitokromlar icerdikleri Fe metal
iyonu iizerinden yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarina ugrarlar. Sitokrom-c
tirtindeki hem demiri Fe(ll) ve Fe(lll) oksidasyon halleri arasinda doniisiir ve
elktropotansiyel (mV) olustururlar. Rustisiyanin, sitokrom c¢ ve sitokrom a enzimleri ile
Fe(Il)’nin Fe(Ill)’e mikrobik olarak oksitlenmesi denklem (2.2)’te gosterilmistir
(Johnson et al.2005).

4Fe+2-sit0kl’0m c+ 8H+igeri + 02 —> 4Fe+3-5it0kr0m c+ 2H20 + 4H+d1§ar1 (22)

Fe(Il) her dort sitokrom ¢ molekiiliinden bir tane elektron alarak bunlar1 bir oksijen

molekiiliine transfer eder ve molekiiler oksijeni iki molekiil suya gevirir.

2.3.2. Demirin biyooksitlenmesi

Biyoli¢ing silirecinde mikroorganizmalarin en onemli islevi Fe(Il)’yi Fe(Ill)’e
biyooksitlemek ve bdylece biyolicing ortaminda yiiksek redoks potansiyeli (mV)
olusturmaktir (Mandl et al. 1999). Mineralin kimyasal olarak verdigi Fe(IlI) tepkimesi
ve Fe(Il)’nin mikrobiyal oksidasyonunun tamamen ortamin redoks potansiyeli ile
baglantili oldugunu ortaya konmustur. Tepkime siireci, demir oraninin mineral ve
bakteri arasindaki denge olusumuna varincaya kadar devam etmektedir. mV iizerine
kurulmus oran esitlikleri veya [Fe*®/Fe*?] oran, biyoli¢ing siirecinin kinetiginin
belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Biyoliging kinetigi [Fe**/Fe*?] orami veya
redoks potansiyelinin fonksiyonu olarak tanimlanmaktadir. Yapilan ¢alisma ile pirit i¢in
biyoli¢ing siirecinin nasil ger¢eklesecegi konusunda tahminler yapmaya yarayacak
modeller gelistirilmis ve siilfit minerallerinin kimyasal, elektrokimyasal ve biyolojik
temelleri ile biyooksidasyon kinetiginin anlagilmasina ¢alisilmistir (Asai et al. 1992;
Konishi and Asai 1998). Elektrokimyasal mekanizmalarda [Fe**/Fe*?] oram veya redoks
potansiyelinin, Fe(I[) biyooksitlenmesi kinetigi i¢in asil belirleyici etken oldugu

belirlenmistir (Wiersma and Rimstidt 1984).
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Fe(IIl)’iin pirit mineralini oksitleme etkisi: Metal siilfit biyooksitlenmeleri, Fe(III)
iyonlarinin Fe(Il) iyonlarina ve siilfiirlerin ise siilfat veya elementel siilfiir, polisiilfit,
tiyosiilfat veya politiyonat gibi diger siilfiirli maddelere indirgenmesini igeren
biyokimyasal tepkimeler kiimesidir. Ornegin metal siilfiirleri (MS), Fe(III) iyonlari ile
metal (M*?) ve elementel siilfiire indirgenmektedir (Holmes and Crundwell 2000). Buna

gore; pirit’in indirgenmesi asagidaki denklemde (2.3) verildigi gibi geceklesir:

FeS, + 2Fe™® — 3Fe™+2S (2.3)

2.3.3. Kiikiirdiin biyooksitlenmesi

Siilfiirtin hiicre i¢i biyooksitlenmesinde siilfiir oksidaz enzimi gibi bir¢ok enzim gorev
yapmaktadir. Piritin biyoligingi siirecinde tepkime ortaminda bulunan kiikiirdiin degisik
oksitlenme diizeyleri bulunmaktadir. Kiikiirt elementel halde (S) 0, (SO,) bilesiginde
+4, (SO47) bilesiginde +6 ve (H2S) bilesiginde ise -2 degerliginde bulunmaktadir.

Siilfat ve siilfitin biyokimyasal tepkime yollari: Tiyosiilfat ve polisiilfat tepkime
isleyislerinin her ikisinde de elementsel kiikiirt olusabilmektedir. Siilfit mineralleri
gerek Fe(IIl) iyonlari gerekse proton (H")’lar tarafindan biyooksitlenmis olsun,
mikroorganizmalarin bakteriyel li¢cingindeki en énemli gorevi Fe(Ill) iyonu olusturarak
ortamda kiikiirdii biyooksitleyecek kadar yeterli degerde redoks potansiyeli (mV) ve
diisiik pH saglamaktir. Tiim bu tepkimelerin hiicre ile metal ylizeyi arasina salgilanan
polisakkarit tabaka alani icerisinde gerceklestii ortaya konmustur (Bruynesteyn and
Duncan 1971). Sekil 2.2°de mineral yilizeyine tutunmus mikroorganizma ile mineral
yiizeyi arasina salgilanan polisakkarit tabaka alani icerisinde gerceklesen biyokimyasal

demir ve kiikiirt tepkimeleri gosterilmistir (Sand et al. 2001).
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Mikroorganizma

Sekil 2.2. Mikroorganizma ile mineral arasinda gerceklesen biyokimyasal tepkimeler
(Sand et al. 2001)

Coziinme ozelliklerine gore dogada iki ¢esit metal siilfitleri bulundugu i¢in iki degisik
metal siilfit biyooksitlenme mekanizmasi bulunmaktadir (Brown and Jurinak 1989;
Donati and Sand 2007).

Tiyosiilfat mekanizmasi: Pirit gibi asit igerisinde c¢oziinmeyen metal siilfitleri
¢cOziinlirken tiyosiilfat tepkime yolunu izlemektedirler. Yapilan ¢alismalarda mineral
silfiirlerinin  oksidasyonu siirecinde tiyosiilfat ve silfit bilesenlerinin olustugu
belirlenmigtir. Tiyosiilfat tepkime yolu metalin ¢oziinmesi, Fe(IIl) ve siilfat iiretimine
neden olur (Schippers and Sand 1999). Tiyosiilfat tepkime yolunda pirit mineraline
yapilan birincil saldirt Fe(Ill) tarafindan yapilir. Pirit’in su ve Fe(Ill) ortaminda

tiyosiilfat (S,032) ve Fe(Il)’e doniismesi asagidaki tepkimeler ile verilmektedir:

FeS,+6Fe*+3H,0 —» S,052+7Fe*2+6H" (2.4)

S,05%+8Fe**+5H,0 —» 250, *+8Fe**+10H" (2.5)
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Bu isleyiste tiyosiilfatin bagka bir oksidasyona ugradigi varsayilmaktadir.

2Fe*+ 25,057 = 2FeS,05" — 2Fe*?+ 5,06 (2.6)

Polisiilfat mekanizmasi: Sfalerit veya kalkopirit gibi asit igerisinde ¢oziinebilir metal
stilfitleri ¢oziiniirken polisiilfat tepkime yolunu izlemektedirler. Polisiilfat tepkime yolu
da hem Fe(l11) ve hem de elementel siilfiir’{in her ikisinin de tiretilmesine neden olan bir
yoldur. Polisiilfit ve eclementel siilfiir bilesenleri polisiilfit isleyisinin ana gesi¢
bilesenleri oldugu galena, sfalerit, kalkopirit, horit, orpiment veya realgar

biyooksitlenmelerinde belirlenmistir (Conner 2005).

MS+Fe*3+H* —» M*+0,5H,S,+Fe™?  (n>2) (2.7)

0,125S85+1,50,+H,0 —»S0,2+2H" (2.8)

2.4. Mikroorganizmalar ve Mineraller Arasindaki Tliski

Mikroorganizmalar yasamalari icin demir ve kiikiirt basta olmak iizere bir¢ok minerali
besin maddesi olarak kullanmak zorundadirlar. Minerallere bagli beslenme tarzlarindan
dolaytr dogada minerallerin biyolojik ¢evrimini yaparlar. Mikroorganizmalarin
mineralleri besin maddesi olarak kullanabilme 6zelliklerinden yararlanilarak biyoli¢ing

islemlerinde kullanilmaktadirlar.

Mikroorganizmalar ve metaller: Mikroorganizmalar yasamalari i¢in dogada az
miktarda metaller ile etkilesim halindedirler (Rawlings and Silver 1995). Prokaryotik
veya Okaryotik olsunlar tiim mikroorganizmalar metalleri, yapilarinda veya enerji
metabolizmalarinda katalitik etkileri icin isleyebilmektedirler. Ca ve Mg gibi alkali

metaller mikroorganizmalarin yapilarinda kullanilirken, Cr, Co, Cu, Fe, Mn, Ni ve Zn,
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gibi baz1 metalleri prokaryotlar enerji metabolizmalarinda elektron alic1 veya verici
olarak kullanabilmektedirler. Cekirdek¢igi olmayan basit yapili mikroorganizmalar olan
prokaryotik ve cekirdek¢igi olan yiiksek yapili okaryotik mikroorganizmalar metal
iyonlarini hiicre yiizeylerine baglama ve daha sonra da hiicre igerisine alma 6zelligine
sahiptirler. Mikroorganizmalarin yapilar1 metaller ile baglanmaya dylesine uygundur Ki
6li mikroorganizma biyokiitleleri bile metaller ile bag yapabilmektedir. Yapilan bir
arastirmada, kolon yontemi kullanilarak ponza tasma immobilize edilmis S.cerevisiae
tizerine Fe(Il) iyonlarmin adsorbe olmalar1 incelenmis ve yiiksek adsorpsiyon
saglanmistir (Lale vd 2005). Mikroorganizmalarin metaller ile yapmis olduklari
etkilesimler sonucunda olusan metalloenzimlerden en yaygin olanlar1 sitokromlardir.
Mikroorganizmalar enzimatik tepkimeler ile zehirli metalleri daha az zararli hale
dontistiirebilmektedirler. Diger bir ¢alismada S. cerevisiae ¢inko, bakir ve kursun gibi
metallerin filtre tozlarindan c¢ikarilmasinda kullanilmis ve basarili sonuglar elde

edilmistir (Wenzl et al. 1990).

Mikroorganizmalarimin hiicre duvar1 yapisi: Metaller mikroorganizmalarin hiicre
duvarlarimi olusturan peptidoglikan, protein, glukoprotein ve polisakkarit gibi

maddelere tutunma yapabilmektedirler.

Hiicre duvan igerisinde glikoproteinlerin oldugu lipit tabakasi bulundugundan hiicre
yiizeyi negatif (-) yiik tagimaktadir. Birgok hiicre duvari yiizeyinde negatif degerli
anyonik siilfat gruplar1 bulunmakta, pozitif degerli iyonlar elektrostatik etkilesimlerle
anyonik hiicre yiizeyi iyonlarina tutunmaktadirlar. Ayrica hiicre membranlarinda
bulunan hormonlar ve proteinlerden olusan tutunma bolgeleri de bulunmaktadir.
Mikroorganizma hiicre duvari yapisinda bulunan fonksiyonel gruplar hiicre yiizeyinde,

yiizey reaktivitesi olusturur.

Biyolicing siirecinde kullanilan mikroorganizmalar: Biyolicing siireclerinde en
yaygin olarak kullanilan bakteri T. ferrooxidan, elementel siilfiirler veya metal siilfiirleri
lizerinde az oksijenli (anoksik) kosullarda Fe(Il)’yi okside ederek Fe(Ill)’e
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dontistiirebilmekte, Fe(IlI)’ii elektron kabul edici olarak kullanarak yasam enerjisi elde

etmektedir (Stuedel 1996).

Biyoliging isleminde kullanilan funjiler arasinda Aspergillus niger, Penicillum
simplicissimum, S. cervisiae, Yarrowia lipolytica gibi sitrik ve okzalik asit tireten
mikroorganizmalar bulunmaktadir (Burgstaller and Schinner 1993; Gadd 1993).
Biyoli¢ing mikroorganizmalar1 konusunda c¢ok kapsamli ¢alismalar yapilmis ve tim

biyoli¢ing mikroorganizmalar1 hakkinda bilgiler verilmistir.

Acetobacter tiirlerinin  bazilar1 biyoliging islemlerinde kullanilmistir. Literatiir
arastirmalarinda Acetobacter aceti ile tek basina veya S. cervisiae ile birlikte biyoliging
veya biyodesiilfiirizasyon ¢alisilmalari yapilmamis olup her iki mikroorganizmanin bir

biyodesiilfiirizasyon islemlerinde kullanimi1 bu ¢aligmada denenecektir.

Biyolicing siireglerinde kullanilan bazi mikroorganizmalar sdyle smiflanmaktadirlar

(Rawlings and Silver 1995):

e Mezofiller (30°C): Leptospirillum, Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus,
Thiooxidans
e Ihiman Termofiller (50°C) : Acidianus, Sulfobacillus, Sulfolobus

e Asir1 Termofiller (68-85°C): Acidianus, Metallosphaera, Sulfolobus

Biyolicing  Mikroorganizmalar1 ve Genetik Cahsmalar: Biyoteknolojik
arastirmalarin  genetik  calismalar asamasina gelmesiyle birlikte biyolicing
mikroorganizmalarinin genomu ile ilgili olarak bir¢ok arasgtirma yapilmistir. Her bir
biyoli¢ing mikroorganizmasimin biyokimyasal yollar1 ve metabolitlerinin genetik

yonetimleri belirlenmeye caligilmistir.

Biyoteknolojik yontemler kullanilarak mikroorganizmalarin tanimlanmasi, genetik
ozelliklerinin belirlenmesi ve iyilestirilmesi icin DNA ve PCR teknikleri denenmistir

(Croal et al. 2004; Siezen and Greer 2009).
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2.4.1. Saccharomyces cerevisiae ve Acetobacter aceti

Saccharomyces cerevisiae: Endiistriyel 6neme sahip funjilerden S. cerevisiae, en ¢ok
iiretilen ve tiiketilen mikrobiyal iirlindiir ve hamurun mayalanmasi ve alkol iiretiminde
kullanim1 basta olmak iizere, bir¢ok amino asidi igeren yiiksek protein degerinden
dolayi tek hiicre proteini (THP) olarak tanimlanmaktadir (Pekin 1983; Piotrowska and
Paszewski 1990; Telefoncu 1995; Walker 1998). Biyokiitlesinde %0.2-0.9 oranina
kadar toplam siilfiir igeren ve yiiksek kiikiirtlii ortamlarda yasayabilme toleransina sahip
olan S. cerevisiae inorganik ve organik siilfir kaynaklarindan yararlanmak i¢in yiiksek
sayida tasima ve biyokimyasal aktivite 6zellikleri bulundurmaktadir (Maw 1955; Maw
1986; Rauhut 1993; Ono et al. 1999; Surdin-Kerjan 2003). S. cerevisiae Fe/S baglari
bulunduran metalloproteinler i¢in siilfiir metabolizmas1 yapabilen ve siilfat, siilfit ve
elementel siilfiirii indigeyen en 6nemli mikroorganizmalardandir (Eschenbruch 1974;
Breton and Surdin-Kerjan 1977; Gelling 2008; Mendes-Ferreira et al. 2009). Diger
stilfir indirgeyen mikroorganizmalarda oldugu gibi S. cerevisiae i¢inde de indirgenmis
kiikiirtler  genellikle  cystein, metiyonin, glutatiyonin, tiyamin ve biyotin
sentezlenmesinde kullanilmaktadir (Shapiro et al. 1965; Masselot and De Robichon-
Szulmajster 1975; Cherest et al. 1993; Duncan and Derek 1996; Miyake et al. 1999;
Penninckx 2002; Dickinson 2002; Lopez del Castillo-Lozano et al. 2007; Zhang et al.
2007).

Yapilan bir arastirmada metionin gerektiren S. cerevisiae tiirlerinin hidrojen siilfiir
tirettigi ortaya konmus ve liretimin genetik tanimlanmasi yapilmistir (Wainwright1970;
Acree et al.1972; Linderholm et al. 2008). Benzer olarak mayalar tarafindan H,S
tiretimi ile ilgili bir¢ok calisma yapilmis ve etkenler incelenmistir (Wainwright 1971;
Schiitz and Kunkee 1977; Pagella et al. 1996; Spiropoulos and Bisson 2000;
Spiropoulos et al. 2000; Henschke and Jiranek 1991; Yoshida et al. 2011). Metabolizma
faaliyetlerini yliritmek amaci ile S. cerevisiae iginde sitokrom a, sitokrom b, sitokrom c
ve Fe-siilfiir proteinleri gorev yapmaktadirlar (Chiao and Peterson 1953; Elskenz et al.
1991). Biyokimyasal siireglerde mayalar biyokatalizor olarak kullanilmaktadirlar

(Strehaiano et al. 2006). Mayalarin iireme sicaklik ve pH ortamlar1 belirlenerek, enerji
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olusumu ve fizyolojileri tizerine ¢aligmalar yapilmistir (Hinze and Holzer 1986; Heard
and Fleet 1988; Gancedo and Serrano 1989). S. cerevisiae 'nin taninmasi ve sayimi yeni
gelistirilen hizli PCR teknikleri kullanilarak yapilabilmektedir (Mortimer et al. 1992;
Arlorio et al. 1999; Feng et al. 2000; Martorell et al. 2005).

S. cerevisiae ayrica, madencilikte prit ve komiir flotasyonunda diger biyoliging
mikroorganizmalar ile birlikte depressant olarak kullanilmaktadir. Konu ile ilgi olarak
yapilan mikro ve makro diizeyde flotasyon bastirma ¢alismalarinda, hidrofobik yapida
olan pirit mineralinin bastirilmasinda kullanilan S. cerevisiae’nin asidik pH’larda

basarili sonuglar verdigi belirlenmistir (Kawatra and Eisele 1999).

S. cerevisiae’nin alkol tiretimine pararlel olarak en yaygin kullanim alanlarindan biri de
alkollii icecek iretimidir ve Ozellikle saraplarda hidrojen siilfiir gibi kiikiirt
bilesiklerinin olusumu iizerine bircok calisma yapilmistir. Sarap fermentasyonunda
enzimatik ve enzimatik olmayan yollar ile siilfat, siilfit, siilfiir igeren amino asitler,
tiyoller, dimetil sulfid ve hidrojen siilfiir olusumlarinin biyokimyasal yollar
belirlenmistir (De Mora et al. 1986; Fleet and Heard 1993; Kuenen et al. 1993; Thomas
et al. 1993; Swiegers et al. 2007).

S. cerevisiae’nin inorganik ve organik siilfiir bilesiklerini biyokimyasal olarak siilfat
assimilatori rediiksiyon yolu veya siilfat rediiksiyon sekiiens yolu ile metabolize ettigi
belirlenmistir (Surdin-Kerjan 2003). Bu yollarda belirlenmis 30 civarinda enzimin
stlfiirlii bilesiklerin metabolizmasinda gorev yaptigi kanitlanmigtir. Sistein ve metionin
biyosentezinde S. cerevisiae’nin yaptigi siilfat assimilatori rediiksiyon yolu ile asiri
miktarda HS  ve hidrojen siilfiir olusumu gerceklestigi, sistein ve metiyonin gibi
stlfiirlii bilesiklerin metabolizmasinda hidrojen siilfiiriin ara madde olarak olustugu ve
azotlu besinlerin yetersiz oldugu fermentasyon siireglerinde hidrojen siilfiir olusumunun
cok arttig1 ortaya konmustur (Jiranek et al. 1995; Barnett et al. 2000). Hidrojen siilfiir
olusumu yaninda S. cerevisiae metabolik tiriinleri arasinda dimetilsiilfit ve karbon siilfiir

(CS,) bilesiklerinin de tiretildigi belirlenmistir.
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Acetobacter aceti:  Mikrobiyal endiistride ¢ok yaygin olarak kullanilan
mikroorganizmalardan olan Acetobacter tiirleri biyoliging ¢aligmalarinda denenmistir.
A. aceti aerobik ortamda yasayan ve alkolii asetik asite doniistiiren, asetat’t ve laktat’
CO; ve H,O’ya oksitleyen gram negatif bir Proteobacteria bakteri tiirtidiir (Carr 1968).
Oksidatif fermentasyon yaparak alkolden asetik asit iireten A. aceti’nin en uygun
yasama sicakligi 30°C’dir. A. aceti en dnemli oksitleme yapan bir bakteridir ve A. Aceti
etanol bulunmadig1 ortamda asetat’1 oksitleyerek asetat karbonunu enerji kaynagi olarak
kullanmaktadir. A. aceti, asetik asit Uretiminde kullanilan enzimlerin Uretimini
yapabilmektedir. Etanol veya asetat, sitokrom c ortaminda olusan dehidrojenez
enzimlerinden gelen elektronlar ile oksitlenmektedirler. A. aceti icerisinde etanol
tarafindan asetat oksitlenmesinin durdurulmasi {izerine bir ¢alisma yapilmistir. Real—
time PCR and nested PCR teknikleri kullanilarak A. aceti’nin sayimi ve tanimlanmasi

yapilmistir (Gonzalez et al. 2006).

S. cerevisiaeve A. aceti’nin ortaklasa yasayarak (Simbiyotik) yaptigi asetik asit
tiretiminin ilk basamaginda S. cerevisiae ile glikoz oksijensiz ortamda alkole
dontistirilir (McGee et al. 1972). S. cerevisiae tarafindan firetilen etil alkol ise
Acetobacter spp. (A. aceti, A. acetogenum, A. curum vb.) tiirii bakteriler ile asetik asite

doniismektedir.

Asetik asit fermentasyon siireci etil alkol, ¢oziinmiis oksijen ve asetik asit derisim
parametrelerine bagl olarak ger¢eklesmektedir. Asetik asit biyodéniisiimiine iligkin
matematiksel modeller bir¢ok ¢alisma ile belirlenmistir (Holzberg et al. 1967). A. aceti
and G. roseus mikroorganizmalarinin biyoelektrokatalitik Ozellikleri incelenmis, akim

tiretimine ¢alisilmistir (Karthikeyan et al. 2009).

2.4.2. Mikroorganizmalarin mineral yiizeyine tutunmasi

Biyoli¢cing mikroorganizmalarinin mineral yiizeyine tutunmalar1 veya yiizeyden
kopmalari salgilama ve ortam kosullarina bagli oldugu belirtilmistir (Porro et al. 1997).

Mineral ylizeyinde immobilize olan mikroorganizmalar ise mineral yiizeyindeki
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biyofilm tabakasina tutunarak Fe(Il)’yi biyooksitlemektedirler (Gonzalez et al. 1999).
Mikroorganizmalar biyofilm igerisinde biyokiitle biliylimesi veya boliinme gibi
biyokimyasal tepkimelere katilarak tasinma yapmaktadirlar ve mineral ylizeyinde yeterli
Fe(Il), siilftir, proton ve oksijen saglayabildikleri siirece yiizeyden kopmamaktadirlar
(Laca et al. 1998). Pirit gibi mineral ylizeylerine bakterilerin tutunarak immobilize
olmalarinda hiicre dis1 polimerik bilesenlerin tutucu gorev yaptigi belirlenmistir. Hiicre
dis1 polimerik bilesenler glikuronik asit yoluyla Fe(IIl) iyonlar1 ile kompleks yaparak
metal yiizeyine mikroorganizmanin tutunmasini saglamaktadirlar. Yapilan aragtirmada
hiicre tarafindan salgilanan bu polimerlerin ortamdan g¢ekilmesi ile hiicrelerin metal
yiizeylerine tutunmalar1 engellenmis ve sonug olarak biyoliging isleminin veriminin
distiigii belirlenmistir (Fukui and Tanaka 1982). Mikroorganizmalarin mineralin kati
yiizeyine tutunmalarinin ekzopolimer biyofilm membran i¢indeki [Fe*®/Fe*?] oranma
cok bagli oldugu belirtilmistir. Siilfitlerin biyoli¢inginde genel olarak bakterinin énemli
bir boliimii gecici veya kalici olarak stilfiir minerali yiizeyine tutunmus haldedirler. Bu
bakteriler sadece ¢ozeltideki Fe(Il) iyonunu biyooksitlemekten baska kati siilfitleri
yenilenebilir enerji kaynagi olarak kullandiklari i¢in mikroorganizmalarin mineral

yiizeylerine immobilize olmalar1 ¢ok 6nem tagimaktadir.

Metallerin diri organizmalara ya da Olii biyokiitlenin igerdigi biyokimyasallara
tutunarak immobilize olmasi biyosorplama islemini olusturmaktadir. Biyosorplama
isleminde fizikokimyanin adsorpsiyon modeli uygulanmaktadir (Gadd 1993; Koch
1998; Rodriguez et al. 2003). Biyosorplama olusma mekanizmasi fiziksel kuvvetler ile
adsorpsiyon, kapiler igerisine tuzaklama ve polisakkarit yapilara tutunma seklinde
gerceklesmektedir. Hiicre metabolizmasina bagli olarak elementlerin hiicre iginde
birikimine neden olmaktadir ki bu tiir biyosorplama ancak canli hiicreler ile

gerceklesmektedir.

2.4.3. Mineral yiizeyinde biyofilm olusumu

Biyofilmler mikroorganizmalarin bir ylizeye tutunarak kendi tirettikleri polisakkaritler

igerisinde yasama ortamlaridir (Crundwell 1996). Metallere tutunan mikroorganizmalar
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polisakkarit biyofilm icerisinde besin, mineral, O, ve H" tasimmu ile bircok tepkime
gerceklestirirler. Biyofilm icinde gergeklesen tepkime oranlar teorik olarak yaymima

bagli tepkime hizi ile belirlenebilmektedir (Brito and Melo 1999).

2.5. Pirit Kiilii Biyodesiilfiirizasyon Isleminin Stokiyometrisi

Stokiyometrik olarak her bir kmol Fe(II)’nin biyooksitlenmesi ile 300 g biyokiitle
olusumunun sagladig ortaya konmustur (May et al. 1997; Yalgin ve Giirii 2005). Piritin
Fe(Il) ile biyooksitlenmesinde degisik kiikiirt bilesigi olusabilme olasiliklar1 asagidaki
gibi genellestirilmistir. Fe(III)’in mol katsayis1 (3n+2) olarak kabul edilirek, asagida

verilen denklem belirlenmistir.

FeS,+(3n+2)Fe*+2nH,0 — (3n+3)Fe™?+2S0, ™ +4nH* (2.9)

Burada n=0’dan n=4’e¢ kadar deger verildiginde 0’dan +6’ya kadar degisen valanslarda
¢cok sayida kiikiirt iiriinii olusabilme olasiligi ortaya ¢ikmaktadir. n=4 degeri
verildiginde ise sadece siilfat iyonu olusmaktadir. Ornek olarak, n=0 degeri igin

elementel siilfiir agiga ¢ikmakta ve tepkime denklemi asagidaki gibi olmaktadir.

FeS, +2Fe™ —»3Fe* + 2S (2.10)

2.6. Demir ve Kiikiirdiin Coziinmesi

e Fe(Il) olusumu: Pirit mineralinin biyooksitlenmesi sadece Fe(Ill) ortaminda
gerceklestigi icin pirit ancak Fe(Il)’yi Fe(Ill)’e biyooksitleyen mikroorganizmalar
tarafindan ¢ozilindiiriilebilmektedir. Kimyasal ve mikrobiyal yollar ile Fe(II) olusum

tepkimeleri asagida verilmistir (Boon and Heijnen 1997).
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Kimyasal yol ile piritten Fe(II) ve siilfat olusum tepkimesi:

FeS, + 14Fe™+ 8H,0 — 15Fe*?+ 250,72+ 16H" (2.11)

Mikrobial yollar ile Fe(II) 'nin biyooksitlenme tepkimesi:

Mikroorganizma

(2.12)

4Fe*? + Oyt 4H" < > 4Fe* + 2H,0

o Fe(IIl) olusumu: Mineral bilesenlerinin biyooksitlenmesi genel olarak ¢ozeltide
bulunan ¢ézlinmiis oksijen tarafindan veya Fe(II)’nin kemilitotrofik mikroorganizmalar
tarafindan biyokimyasal biyooksitlenmesi ile olusan Fe(IIl) iyonlarinin atagi ile
gerceklesmektedir. Fe(Ill) iyonlar1 metal siilfitleri i¢in biyooksitleme iyonudur. Metal
stilfitlerinin biyooksitlenmesi tepkimelerinde oksijen her ne kadar en son elektron kabul

edici olsa da Fe(III) iyonlar1 biyoli¢ing tepkimelerinde en 6nemli gorevi yapmaktadir.

Kiikiirt olusumu: Kiikiirt oksitleyen mikroorganizmalar yasamalari i¢in gerekli olan
enerjiyi siilfiir’iin siilfat’a birka¢ basamaktaki tepkimeler ile oksitlenmesi sonucu elde
etmektedirler (Schippers 2003). Kiikiird’iin stilfat’a biyolojik olarak oksitlenmesi
tiyosiilfat ve polisilfit gibi cesitli tepkime yollar1 ile gerceklesmektedir. Siilfit
minerallerinin biyoli¢ingi siirecinde siilfiir bilesenlerinin olustugu belirlenmistir. Pirit
minerali ile yapilan bir c¢aligmada, mineral yiizeyinde T. ferrooxidans tarafindan
salgilanan hiicre dis1 polisakkarit biyofilm icerisinde kolloid siilfiirler olusumu

gbzlemlenmistir (Rojas-Chapana et al. 1996).

2.7. Nernst Esitligi

Biyokimyasal tepkimelerde metallerin indirgenme ve ylikseltgenmelerinde elektron
aligverislerini igeren ve mikroorganizmalarin enzimleri ile yonetilen solunum siirecleri

Gibs enerji degisim degeri E, (mV) ile dl¢giilmektedir ve Nernst tarafindan bir esitlik ile
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ifade edilmistir. Esitlik (2.13)’te Nernst esitligi verilmistir (Biegler and Hornel1985;
Pesic and Kim 1993; Sandler 1999; Hammes 2000; Tekin et al. 2001).

R, T 2 2.13
E, =E, +2,303-2 Iog['vI 2] 213)
nF [M™]

Nernst esitligi tepkimeye giren indirgenen ve yiikseltgenen maddeler yaninda hidrojen
iyonlarinin da miktarin1 bulmakta kullanilabilmektedir. Elektron alisverisinde gerekli
olan elektrik potansiyeli mili volt (mV) birimi ile gosterilmistir. Bilesiklerin elektron
(e") ilgisi standart indirgeme potansiyelini ifade eder, elektronlara olan ilgiyi dlger ve

indirgeme potansiyeli Ey ile gosterilir.

Yiikseltgenmis veya indirgenmis sekilde bulunan bir maddenin uygun kosullarda
hidrojene gore elektron aligverisini Olgen elektrokimyasal deger, redoks potansiyeli
olarak tanimlanmaktadir. Tepkime ortaminda gergeklesen yari tepkimelerden negatif (-)
redoks potansiyeli indirgenmeyi ve pozitif (+) redoks potansiyeli ise ylikseltgenmeyi
belirtir (Ikeda and Kano 2001). Standart elektrik potansiyeli E, 25°C ve 1 atm de
teplimeye giren iyonlarin 1 M derigimi ile 6lglilmektedir. Buna gore Fe(IT)’nin Fe(IlT)’e
oksitlenmesinde 0.77 V elde edilmektedir.

2.8. Michaelis-Menten ve Monod Modellerinin Uygulanmasi

Michaelis-Menten Esitligi: 1913 yilinda Michaelis ve Menten tarafindan yayinlanan
esitlik, besin derisiminin kisa siirede sabit hale gectigi ve enzim ile besinin iiriine
doniistimiinden 6nce enzim molekiilii ile birlesik yaptigin1 varsayarak, iic basamakli
gerceklesen tepkime denge sabitleri ile enzim kinetiginin ¢ikarilmasini igermektedir
(Michaelis and Menten 1913; Sinclair and Kristiansen 1987; Shuler and Kargi 2002;
Tiirker 2005). Michaelis ve Menten enzim kinetigi 1925 yilinda Briggs ve Haldane
tarafindan genellestirilmistir (Briggs and Haldane 1925).

Michaelis-Menten modellemesinin uygulanmas: i¢in gerekli kosullar:
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e Sicaklik, iyonik dayanmiklilik, pH ve diger fiziksel kosullar sabittir
e Herbir enzim birim zamanda tek bir molekiil i¢in islev yapmaktadir
e Enzim miktar1 birim zamanda degigmez kabul edilir

e Besin derisimi enzim derisiminden ¢ok fazladir

Michaelis-Menten esitliginin ¢ikarilis basamaklar1 asagida verilmistir:

Biyokatalizorler olarak tanimlanan protein yapili enzimler (E) substratlart (S) iriinlere

(P) dontistiirerek tepkimeden bozunmamis olarak ayrilirlar:
[S] Enzim [P] (214)

Biyotepkimeler gerceklesirken enzimler ara kademede substratlar ile kompleks yaparlar:

[E]+[S|———=[ES]——[E]+[P] (2.15)

Her bir tepkime dengesi bir (t) aninda asagidaki gibi yazilabilir:

%: k ,[ES]+k,[ES]—k [EI[S] (2.16)
% — K [ES]—k,[E][S] (2.17)
B8 rensi- o, + korES] (218)
d[P] (2.19)

. kz[ES]
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dES] _,
dt kabul edilerek [E] i¢in ¢6ziim yapilir.

Besinlerin iirline doniistim oranini ifade eden genel esitlik soyle yazilir:

__d[S]_d[P] (2.20)
MM dt dt
~ [kLIES]1-K,[EIS]]=k,[ES] (2.21)

Basglangi¢ enzim miktari, ortamdaki toplam enzim miktarina esit kabul edilir:

[El; =[E]+[ES] (2.22)

~ [k, [ES]-k,[TET; ~[ESIYS]]=k,[ES] (2.23)

[E51= kltE]kT[SJk __ [ELIS] (2:24)
[S]+k; +k |:k2_l'<_k—1:|+[s]

Denge sabitleri (ki, ki, k2), Michaelis-Menten sabiti olarak tanimlanan Ky olarak

gosterilerek yerine yazildiginda esitlik (2.25) elde edilir.

K| ketky (2.25)
MM T kl
(ES] = [E];[S] (2.26)

KMM + [S]
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Enzim tepkime hizi iirlin olusumuna esit oldugundan tepkime hizi soyle yazilir.

oGPl (g kIELIS] @.27)
dt Kuv +1S]
Mivimaks = kZ[E]T (2.28)

En yiiksek denge sabiti yerine yazildiginda Michaelis-Menten esitligi son halini alir:

_ rMMmak [S] (2'29)

™ Ky +[8]

Bu c¢alismada; Michaelis-Menten modeli kuramsal olarak pH degisiminden elde edilen
Fe(Il)’ye bagh kiikiirt degisiminin belirlenmesi i¢in uygulanmistir. pH, sicaklik ve besin
gibi parametrelerin disaridan herhangi bir etki ile degistirilmedigi tepkimelerde, sadece
stilfiir besini iizerinden degerlendirme yapilmis ve enzim lizerine inhibisyon etkilerinin

dikkate alinmadigi kabul edilmistir.

Monod esitligi: Monod esitligi besin tiiketimine bagli olarak mikrobik biiylimenin ifade
edilmesidir ve mikrobik biiylime siirecinde elde edilen deneysel verilerin kinetik
sabitlerinin bulunmasi i¢in kullanilmaktadir (Monod 1949; Koch 1998; Liu 2006; Liu
2007; Snoep et al. 2009). Michaelis-Menten modellemesinin uygulanmasi i¢in gerekli

kosullar Monod modellesi i¢in de gecerli olmaktadir.

Mikroorganizma biiyiimesinde besin [S], mikroorganizma [X] ve iirlin [P] arasindaki

iliskiyi gosteren genel denklem soyledir.
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[S] Mikrobikbiyiime S[P] (2.30)

Besin ile mikroorganizma birlesiginin ara kademesi gosterilerek genel denklem

asagidaki gibi yazilir.

[S]+[X]—==[S X -2 [ PI+[ X | (2.31)

k-1
Burada [SX], besin-mikroorganizma birlesigidir.

Michaelis-Menten modelindeki substrat ve enzim esitlik basamaklari, burada

mikroorganizma ve substrat basamaklarina uygulanir.

Urtin birikim orani:

APT_\ 1sx] (2.32)
dt  °
d[SX] _ 0
dt kosulu ile denklem biyokiitle [X] i¢in yazilirsa:
k,+k
1

Toplam biokiitle degerinin [Xt] degismez oldugu kosulu ile denklem soyle yazilir:

[X]; =[X]+[SX] (2.34)

[X] yerine konur ve [X1] i¢in ¢oziiliirse:
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[S][X]T
[SX]= k)
(k +[SD)

[SX] yerine yazilarak asagidaki denklem elde edilir:

d[x] _ [S]
it v +[8]
d[x]

dt _y _ [S]

[XE  ° Ky +[S]

Burada;

k ,+k
i
1

rvimak=K2 degisikligi yapildiginda;

(2.35)

(2.36)

(2.37)

(2.38)

(2.39)

Bu ¢alismada; Monod modeli mikroorganizmalarin mV degisiminden elde edilen Fe(ll)

tikketim oraninin kinetik sabitlerinin bulunmasi i¢in kullanilmistir. pH, sicaklik ve besin

gibi parametrelerin sabit tutuldugu siireclerde degisim sadece Fe(Il) besini lizerinden

degerlendirilmis ve mikrobiyal biliylime siirecinde enzimler {izerine inhibisyon etkileri

dikkate alinmamustir.
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Michaelis-Menten ve Monod kinetik sabitlerin bulunmasinda kullanilan grafik
yontemler: Michaelis-Menten ve Monod kinetik sabitlerin bulunmasinda Fe(II)
degisiminin tiirevinin polinoma uydurma yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir
(Fogler 2006). Lineer olmayan Michaelis-Menten ve Monod tepkime orani esitliklerinin
lineer forma doniismesi i¢in, Langmuir, Lineweaver-Burk ve Eadie-Hofstee doniisiileri

kullanilmaktadir (Lineweaver and Burk 1934).

Michaelis-Menten ve Monod sabitlerinin  belirlenmesi amaciyla gelistirilen

lineerlestirme denklemleri asagida verilmistir:
Langmuir-Hanes:

[s] Kk [s] (2.40)

Lineweaver-Burk:

1 1 K1 (2.41)

1
r rak rmak [S]

m

Eadie-Hofstee:

r
r=r.,—K—
mak [S] (2,42)

Dogrusal grafiklerde en yiiksek x ve y eksen degerleri kullanilarak Ymak= Imak V€ Xmak=

rmak/K degerleri bulunmatadir.
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2.9. Biyosiilfiirizasyon Siirecinde Tasimim Olaylar:

Biyoli¢ing siirecinde kiitle tasinimi: Biyolicing siirecinde kiitle tasiniminda mineral
yilizeyinde olusan biyofilm tabakasinin ¢ok etkili oldugu caligsmalar ile belirlenmis ve
biyofilm ortaminda kiitle tasinimini ifade eden matematiksel modeller gelistirilmistir.
Mineral cevherlerinden biyolojik metal ligingine uyarlanmis mikroorganizma diizeyinde
kimyasal ve biyokimyasal tepkimeleri incelemek i¢in iki boyutlu homojen olmayan
biyofilm modeli tizerine ¢alismalar yapilmistir (Bird et al. 1960; Jenson and Jeffreys
1963; Roman et al. 1974; Wylie 1975; Crank 1983; Shonnard and Bell 1989; Boon
1996; Boon and Heijnen 1997; Liu et al. 2005; Olivera-Nappa et al. 2010).
Mikroorganizmalar ve inorganik maddeler i¢in dogrudan tepkimelerin nasil gelistiginin
belirlenmesini saglamak i¢in yapilan partikiil temelli model, kimyasal ve mikrobiyolojik
mineral ¢oziinmesi iizerindeki fazlarin etkisini ortaya koymustur (Kreft et al. 2001,
Picioreanu et al. 2004; Ma and Banfield 2011).

Biyofilm sistemlerinde yaymim en 6nemli transport siirecini olusturmakta ve biyofilm
icerisinde besin, oksijen ve su akisinin azalmasi nedeni ile yayinim sinirlamasi ortaya
¢ikmaktadir (Boon and Heijnen 2007; Cascaval et al.2011). Mineral iizerinde olusan
biyofilmin kalinlig1 dogrudan yaymnimi smirlayict 6zellik gostermekte ve konvektif

transportun azalmasina neden olmaktadir (Sand et al. 1995).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyallerin Temini ve Hazirlanmasi

Pirit kiilii: Biyolicing c¢alismalarinda kullanilan pirit kiilii Eti Maden Genel
Midiirligiine bagli Bandirma Boraks ve Asit Fabrikalari’ndan alinmistir. Deneylerde
yiikksek demir (%61.08 Fe) ve diisiik toplam kiikiirt oran1 (%0.59) igeren pirit kiilii
numuneleri kullanilmistir. Pirit kiiliiniin partikiil biiyiikliik analizi Malvern Instruments
Ltd. Mastersizer 2000 Ver. 5.60 cihazi ile yapilmistir. Sekil 3.1°de verilen pirit kiiliiniin
tane biiyiikliik analiz sonuglar1 diyagraminda goriildiigii gibi, 100 mikron alt1 partikiil
biiyiikliigiinden olugsan numune icerisinde en yiiksek oranda 50 mikron partikiillerin
bulundugu belirlenmistir. Daha Once yapilan biyolicing ¢aligmalarinda tane
biiyiikliigiiniin siireci etkileyen en dnemli etken olmasindan dolayr 100 mikron alt1 tane

biiyiikliigiindeki numuneler kullanilmistir (Tekin 2010).

Partikil Buyuklik Dagilnm

10

Hacim (%)

o1 0.1 1 10 100 1000 3000
Partikiil Buyikligi (um)

Sekil 3.1. Pirit kiiliiniin tane biiylikligii grafigi

Biyodesiilfiirizasyon isleminde kullanilan mikroorganizmalar: Biyolicing
deneylerinde kullanilan S. cerevisiae ticari maya kaynagindan ve A. aceti ise sirkeden
uygun besiyerleri ile ayrilmis ve biiyiitiilmiistiir. Deneylerde mikroorganizma bulunan

ortamlara S. cerevisiae ve A. aceti mikroorganizmalarinin gelisebilecegi dzellikte kiikiirt
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icermeyen besin maddeleri katilmig bununla birlikte deney kurulumuna gore sinirl

miktarlarda glikoz, alkol ve asetik asit katkilar1 yapilmistir.

3.2. Deneylerde Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Biyolicing siirecinin gozlemlenmesinde yapilacak olan deneylerde kullanilan olan bazi

arag ve gereglerin gorselleri Sekil 3.2°de verilmistir:

Sekil 3.2. Deney odalari, arag ve geregleri

3.3. Dney Tasarimi, Analiz ve Islem Yoéntemleri

Deney tasarimi: Biyodesiilfiirizasyon deney tasarimi  degisk madde ve
mikroorganizmalarin diizenli bir sekilde hazirlanan karigimlar kullanilarak yapilmistir.
Tiim deneylerde pirit kiilii %5 kuru madde oraninda ve diger maddeler ise ayr1 ayr1 %1
oraninda karigimlar halinde kullanilmigtir. Mikroorganizmalarin baslangic sayilar
yaklagik 10° cfu (colony forming unit) olacak sekilde deney ortamlarina katilmigtir.
Mikroorganizma Kkarigimli deneylerde pirit kiikiirdiiniin 6nce mikroorganizmalar
tarafindan tiiketilmesi ve daha sonra da bu biyokiitlelerden kiikiirdiin hidrojen peroksit
kullanilarak siilfata oksitlenmesi saglanmistir. Pirit kiiliinliin biyodesiilfiirizasyonu
deneyleri 500 ml’lik yuvarlak plastik kaplar i¢erisinde kesikli ve karistirma yapilmadan

stvi fermentor kosullarinda gerceklestirilmistir.
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Degisik madde ve mikroorganizmalar igerecek sekilde tasarlanan deney numuneleri
biyokimyasal ve biyolojik siirecler olarak belirlenmistir. Biyodesiilfiirizasyon deney
tasarimi su, pirit kiild, glikoz, alkol, asetik asit, S. cerevisiaeve A. aceti madde ve
mikroorganizmalarinin  diizenli bir sekilde hazirlanan karisgimlari  kullanilarak
yapilmistir. Deney karigimlar sekil ve ¢gizelgelerde; a, b, ¢, d, e, f, g, h, 1, j, k, I, m, n, o,

p, q harfleri ile gosterilmislerdir.

1-Biyokimyasal Siire¢: Su, pirit kiilii, glikoz, alkol ve asetik asit karisimindan

olusmaktadir.

a) Su+Pirit Kiilii

b) Su+Pirit Kiilii+Glikoz

) Su+Pirit Kiilii+Alkol

d) Su+tPirit KiiliitAsetik Asit

e) Su+Pirit Kiilii+Glikoz+Alkol

f) Su+Pirit Kiili+Glikoz+Asetik Asit

g) Su+Pirit Kiilii+Glikoz+Alkol++Asetik Asit

2-Biyolojik Siire¢: Su, pirit kiilii, glikoz, alkol, asetik asit, S. cerevisiaeveve A. aceti

karisimindan olusmaktadir.

h) Su+Pirit Kiili+S. cerevisiae

i) SutPirit Kiili+Glikoz+S. cerevisiae

j) Su+Pirit Kiili+A. aceti

K) Su+Pirit Kiili+Asetik Asit+A. aceti

[) Su+Pirit Kiilii+ Glikoz+A. aceti

m) Su+Pirit Kiilii+Alkol+A. aceti

n) Su+Pirit Kiilii+Glikoz+S. cerevisiae+A. aceti

0) Su+Pirit Kiilii+Glikoz+Alkol+S. cerevisiae+A. aceti

p) SutPirit Kiilii+Alkol+Asetik Asit+S. cerevisiae+A. aceti

g) Su+Pirit Kiili+Glikoz+Alkol+Asetik Asit+S. cerevisiae+ A. aceti
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Analiz yontemleri: Biyoli¢ing caligsmalarinda karistirmasiz ortamlarda 25°C ve 30°C
sicakliklarda haftalik olarak Fe(Ill), 25°C ve 35°C sicakliklarda sekiz haftalik deney
donemi sonunda kiikiirt, 25°C, 30°C ve 35°C sicaklik ortamlarinda ise pH ve mV

degerlerinin dlgiimleri yapilmistir.

Fe(l11) tayini: Biyoli¢ing siirecinde ¢oziinen Fe(Ill)’iin belirlenmesi EDTA ¢o6zeltisi
kullanilarak titrimetrik yontem ile yapilmistir. Bu yonteme gore biyoli¢ing siirecinde
yiikseltgenerek ¢oziinmiis demir (Fe*®) Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ile Fe(111)
damlatmasinda Variamine Blue B gostergeci kullanilmistir. Damlatmada harcanan 1
mL 0.01 M EDTA, 0.5585 mg Fe(Ill)’e esdeger olarak alinmistir.

Kiikiirt tayini: Kikiirt 6l¢iimleri 30°C ve 35°C sicaklik ortamlarinda sekiz hafta siiren

deney donemi sonunda spektrofotometrik yontem kullanilarak yapilmistir.

pH ve mV élciimleri: Deneylerde ortamin proton (H') ve redoks potansiyeli

degisimleri pH ve mV 6l¢iim elektrotlart kullanilarak yapilmustir.

Mikroorganizma saymmi: Thoma lami (hemositometre) kullamilarak yapilan
mikroorganizma sayim yonteminde mikroskop altinda S. cerevisiae ve A. aceti
mikroorganizmalarininin sayimlart yapilmistir. Thoma lami ile mikroorganizma sayisi

bulunmasinda asagidaki formiil kullanilmaktadir (Tekin 2010 ):

Mikroorganizma sayisi=A.SF.10000

Burada; A, onalti biiyiikk karede sayilan mikroorganizma sayisi, SF ise seyreltme

faktorudur.

Islem Yontemleri: Deney verilerinin degerlendirilmesinde grafik yontemler kullanilmas
ve islemler ve egri ¢izimleri MATLAB (Matrix Laboratory) yazilimi kullanilarak

yapilmistir (Borse 1996; Sevella and Bertalan 2000; www.mathworks.com).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Biyodesiilfiirizasyon islemini gerceklestirebilecek bircok mikroorganizma ile on
denemeler yapilmis ve sonug olarak kiikiirt kullanabilme 6zelligi ¢cok yiiksek olan fungi
familyasindan S. cerevisiae’nin kullanilmasina karar verilmistir. S. cerevisiae ve A.
aceti’nin seg¢ilmesinin ana nedeni pirit mineralindeki demirin ¢6ziindiiriilmeden sadece
kiikiirdiin ~ giderilmesinin  amaglanmig olmasidir. Bu amaca uygun olarak S.
cerevisiae’nin  pirit  kiilindeki organik ve anorganik kiikiirt bilesiklerini
metabolizmasinda kullanabilme 6zelliginden yararlamilmak istenmistir. Iyi bir demir
oksitleyen mikroorganizma olmayan A. aceti ortamin asitligini korumak igin
kullanilmistir. Calismalarda A. aceti’nin etkili olmamasina ragmen, S. cerevisiae’nin
pirit mineralinin yilizeyine tutunarak immobilize olmasi ve buna ilave olarak
mikroorganizmalarin pirit kiilii ortaminda yasayabilmeleri, mikroorganizma se¢iminde
en Onemli etken olmustur. Deneyler sonucunda S. cerevisiae’nin pirit kiiliindeki
kiikiirdiin 6nemli bir kismin1 metabolizmasinda kullanabildigi belirlenmistir. Pirit
mineralinin biyoli¢ingi ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan mikroorganizmalarin
neredeyse tamami mineraldeki demiri oksitleyen mikroorganizmalar olmustur
(Rawlings and Silver 1995; Brandl 2001). Pirit demirini oksitleyen mikroorganizmalar
ile karsilastirildiginda S. cerevisiae’nin pirit kiiliindeki kiikiirt bilesiklerini besin olarak

kullanabildigi tespit edilmistir.

Daha Once yapilan pirit mineralinin mikroorganizmalar iizerine etkisi ile ilgili
caligmalarda ortaya cikti§i gibi bu c¢alismada da pirit mineralinin mikroorganizma
biliylimesinde etkisi incelenmistir. Pirit kiiliiniin mikroorganizmalar {izerindeki en
onemli etkisi olarak mikrobik biiyiime dikkate alinmig ve pirit kiilii ortaminin
mikroorganizmalarin biiyiimesine herhangi bir zarar vermedigi bilakis yasamasina
destek oldugu gozlemlenmistir. Pirit mineralinin yapisinda bulunan kiikiirdiin biiytik bir
kismu siilfiirik asit liretim silirecinde 1sitma islemine tabi tutularak alinmasiyla kiilde
kalan yaklasik %0,59 oranindaki kiikiirt ile diger bilesenlerin mikroorganizma
biiylimesine engel olmadigi buna bagli olarakta mikrobik ve enzimatik aktivitenin

stirdiigli gozlemlenmistir.
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4.1. S. cerevisiae ve A. aceti’nin Ayrilmasi ve Biiyiimesi

S. cerevisiae ve A. aceti’ninayrilmasi: S. cerevisiae ve A. aceti kaynaklarindan standart
analiz yontemlerine uygun olarak sec¢imli kiiltiir yapilarak ayrilmislar ve deneyler
oncesinde uygun besiyeri ortamlarinda biyttiilmiislerdir. S. cerevisiae ticari mayadan
YPG (yeast extract, peptone, glucose) agar ve eritromisin kullanilarak 30°C’de 72 saat
stire ile se¢imli kiiltlirii yapilmistir (Martorell et al. 2005). A. aceti geleneksel sirkeden
GYC (glucose, yeast extract, calcium carbonate) agar ve pimaricin kullanilarak 30°C’de
48 saat siire ile se¢imli kiltiri yapilmistir (Gullo et al. 2006). Sekil 4.1°de
biyodesiilfiirizasyon  deneylerinde  kullanmilan ~S.  cerevisiae ve A. aceti

mikroorganizmalarinin goérseli verilmistir.

Sekil 4.1. Biyodesiilfiirizasyon siirecinde kullanilan S. cerevisiae ve A. aceti
mikroorganizmalari

S. cerevisiae ve A. aceti’nin biiyiitiilmesi: Yaklasik olarak %60-65 demir, %0,5-1
toplam kiikiirt ve %0,6 bakir ile diger bir¢ok elementleri igeren pirit kiiliiniin bulundugu
sulu ortamin, S. cerevisiae ve A. aceti mikroorganizmalarinin yasamasi i¢in ¢ok uygun

bir ortam olusturdugu ¢aligsmalar siiresince goriilmiistiir. Daha 6nceden S. cerevisiae ve
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A. aceti’nin pirit kiili ¢ozeltileri igerisinde yasama durumlart lizerine arastirmalar
yapilmadigi belirlendigi i¢in asil deneylere baslamadan 6nce yapilan 6n denemlerde S.
cerevisiae ve A. aceti ¢iftinin pirit kiilii ¢dzeltileri icerisinde yasayip yasayamayacaklari

incelenmistir.

On denemelerde S. cerevisiae ve A. aceti mikroorganizmalarinin pirit kiilii ¢ozeltileri
icerisinde gayet iyi geliserek yasadiklar1 ve toplu dliimlerin olmadig1 tespit edilmistir.
Bu 6n denemelerde ortaya ¢ikan en dnemli sonug pirit kiilii ¢6zeltilerinin S. cerevisiae
ve A. aceti mikroorganizmalarmin her ikisi i¢in de zehirli olmadiklar1 bilakis pirit
kiiliniin mineral bilesenleri bakimindan bir besin kaynagi oldugu ve bu
mikroorganizmalarin yasamasi i¢in uygun pH icerdigi belirlenmistir. Pirit kilii
cozeltilerinin pH’larmin 4-5 arasi olmasindan hareketle mikroorganizma sec¢imi
yapilmig ve S. cerevisiae ve A. aceti ikilisinin bu ¢ozelti pH ortaminda yasayabilecegi
kanaatine varilmistir. On ve asil deneylerde belirlendigi gibi ve S. cerevisiae ve A. aceti
mikroorganizmalarinin pirit kiili ¢ozeltileri icerisinde ¢ok iyi derecede gelismeleri
yaninda diger mikroorganizmalarinda gelistigi goriilmiis ve bazi deneylerde ¢ozelti
yiizeylerinde bulagsma yoluyla kiiflerin olusumuna rastlanmistir. Sekil 4.2°de goriildiigii
gibi, yapilmis olan bu 6n deneylerde bakteri ve funjilerin bir¢ogunun pirit kiilii ¢ozelti

ortaminda yasadiklari ortaya ¢ikmistir

.

' ¥ ’ b
- -
Sekil 4.2. Pirit kiilii c¢ozeltisinde yasayabilen degisik mikroorganizmalar (a-
Lactobacillus, b- funji).
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Pirit kiilii icerisinde bulunan basta demir ve kiikiirt olmak {izere bakir gibi elementlerin
mikroorganizmalarin enzimatik tepkime yollarinda gorev yapmalari, pirit kili
coOzeltilerini mikroorganizmalar i¢in yasayabilecek uygun ortam haline getirmistir. S.
cerevisiae ve A. aceti ile pirit kiiliindeki demir, kiikiirt ve bakir elementleri arasinda
gerceklesen metabolik biyokimyasal olaylarin incelikleri bu c¢alismanin disinda

tutulmustur.

Sekiz haftalik c¢alisma siirecinde S. cerevisiae ve A. aceti mikroorganizmalarinin
herhangi birinin tamamen 6ldiigii hi¢bir deney olmamis, sekiz hafta sonunda kiikiirde
kars1 ilgisi olan S. cerevisiae’nin bazilarinin renklerinin karardigi mikroskop ile yapilan
incelemelerde goriilmistiir. Diger biyolicing c¢alismalar1 ile karsilastirildiginda S.

cerevisiae’nin pirit kiilii i¢erisindeki yasama siiresi yeterli bulunmustur.

4.2. Biyodesiilfiirizasyon Denemeleri

4.2.1. Biyodesiilfiirizasyon siirecinde gerceklesen biyolicing yontemleri

Girig boliimiinde belirtildigi gibi diger ¢alismalar ile karsilastirma yapildiginda piritin
biyoli¢ing yonteminin indirekt mekanizma ile gergeklestigi ortaya konmustur. Buna
gore piritin biyoli¢inginde mikroorganizmalar degil Fe(Ill) gorev yapmakta ve Fe(Il)’yi
indirgemektedir (denklem (2.3)). T. ferrooxidans gibi Fe(II)’yi Fe(IIl)’e biyooksitleyen
mikroorganizmalar bu deneylerde kullanilmadigi i¢in degisik biyoliging yontemleri

gerceklestigi varsayilmistir (Sand et al. 2001).

S. cerevisiae ve A. aceti ile yapilan biyodesiilfirizasyon ¢alismalarinda gergeklesen
biyoli¢ing yontemlerinden dogrudan, dolayli ve ortaklasa (kooperatif veya simbiyotik)
olmak iizere ii¢ yontemin gergeklestigi belirlenmistir (Sand et al. 1995). Dogrudan
biyoli¢ing ydmteminde mikroorganizmalar mineral ylizeyine tam olarak tutunarak
immobilize olmakta ve mineral ylizeyi ile fiziksel tutunma yapmaktadir (Schippers and

Sand 1999).
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Bu c¢alismada; mineral tanelerinin {izerine tutunabilen S. cerevisiae’nin dogrudan
biyoli¢ing islemini gerceklestirdigi varsayilmaktadir. Buna gore S. cerevisiae’nin i¢inde
bulundugu deneylerden (Su+PiritKiilii+S. cerevisiae) ve (Su+PiritKili +Glikoz+S.
cerevisiae) dogrudan biyoliging yonteminin gergeklestigi deneyler olmustur. A. aceti
mineral yiizeyine mikrobik tutunma yapmayarak sadece proton (H") iiretimi yapmis ve
dolayli olarak biyoli¢ing siirecine katki saglamigtir. A. aceti’nin iginde bulundugu deney
kurgularindan (Su+Pirit Kilii +Asetik Asit+A. aceti), (Su+PiritKili +A. Aceti),
(Su+Pirit Kiili +A. aceti ) ve (Su+Pirit Kilii +Alkol+A. aceti) dolayli biyoliging
yonteminin gerceklestigi deneyler olmustur. S. cerevisiae ve A. aceti ile birlikte ortak
yasayarak ortakli biyoli¢ing yOntemini ortaya koymustur. S. cerevisiae mineral
yiizeyine tutunarak c¢ozelti igerisinde serbest halde bulunan A. aceti ile ortaklik
yapmistir. S.  cerevisiae ve A. aceti'nin i¢inde bulundugu deneylerden
(Su+PiritKili+Glikoz+S. cerevisiae+A. aceti), (Su+Pirit Kili+Glikoz+Alkol+S.
cerevisiae+A. aceti), (Su+Pirit Kili+Alkol+Asetik Asit+S. cerevisiae+A. aceti) ve
(Su+Pirit Kiili+Glikoz+Alkol+Asetik Asit+S. cerevisiae+A. aceti) ortaklasa biyoliging
yonteminin gergeklestigi deneyler olmustur. Sekil 4.3°te dogrudan, dolayli ve ortaklasa

biyoli¢ing yontemlerini gosteren gorseller verilmistir.

Dogrudan Biyoliging Dolayl Biyoliging Ortaklasa Biyoliging

Sekil 4.3. Deneylerde gergeklesen biyoliging yontemleri
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4.3. S. cerevisiae ve A. aceti’nin Pirit Mineral Yiizeyine Tutunmasi

Bu ¢alismada; S. cerevisiae’nin mineral yiizeyine tutundugu A. aceti’nin ise ilk
haftalarda hig, son haftalarda ise biyofilm salgilar1 iizerine ¢ok az tutundugu tespit
edilerek 151k mikroskobu altinda fotograflar1 ¢ekilmistir. A. aceti’nin tane ylizeylerine
¢ok az tutunma yapmasinin nedeni ortam kosullarina bagl olabilecegi varsayilmakta ve
degisik sicaklik ve uzun zaman gerektiren salgilar ile olusan biyofilmlere daha fazla
tutunma olabilecegi tahmin edilmektedir. Mikroorganizma tutunmasi ile ilgili yapilan
diger calismalara gore; metabolik tepkime, fiziksel adsorpsiyon, iyon degisimi ve
kimyasal sorpsiyon ger¢eklesmesine bagli olusan S. cerevisiae ve A. aceti’nin mineral
yilizeyine tutunmasinin metabolizmaya bagimli olan biyosorplama islemi oldugu ve
metal ve fonksiyonel gruplar arasindaki fiziko kimyasal etkilesimler sonucunda veya
hiicre dis1 polimerik bilesenler glikuronik asit yoluyla Fe(IIl) iyonlar1 ile kompleks
yaparak mineral yiizeyinde tutunduklar1 belirlenmistir (Krisch and Szajani 1997; Porro
et al. 1997; Krisch and Szajani 1997; Gomez et al. 2000; Lale et al. 2005; Wang and
Chen 2006; Madden 2007). Hiicre dis1 polimerik bilesenler glikuronik asit yoluyla
Fe(Ill) iyonlar1 ile kompleks yaparak metal ylizeyine mikroorganizmanin tutunmasini
saglamaktadirlar. Pirit mineral yilizeyine tutunma meylinde olan S. cerevisiae’nin
yaklagik sayimlar1 haftalik olarak yapilarak son haftanin sayimlari alinmis ve buna
karsilik A. aceti’nin ise tutunma sayilari az oldugu i¢in dikkate alinmamistir. Deney
donemi sonuna dogru, S. cerevisiae’nin bazi mineral yilizeylerinde kiimelesmeler yaptigi

belirlenmistir.

4.3.1. Pirit mineral yiizeyinde biyofilm olusumu

Mineral yiizeyine tutunan mikroorganizmalar, bileseni polisakkarit olan salgilar
tireterek biyofilm olusumunu gergeklestirmektedirler (Crundwell 1996; Kreft et al.
2001). Bu calismada; pirit mineral yilizeyine tutunan S. cerevisiae’nin biyofilm
tabakasmma tutundugu tespit edilmis ve fotograflar1 cekilmistir. Teorik yaklagimlar
yapilarak biyofilm tabakasinda Michaelis-Menten ve Monod modellerinden elde edilen

tepkime oran1 degerleri aktivasyon enerjisi belirlenmesi islemlerinde kullanilmistr.
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Sekil 4.4’de pirit mineral ylizeyine S. cerevisiae ve A. aceti’nin tutunmasi ve biyofilm

olugmasini gdsteren fotograf verilmistir.

Sekil 4.4. Pirit mineraline S. cerevisiae’nin tutunmasi ve biyofilm olusumu

4.4. Biyodesiilfiirizasyon Denemelerinde Kullanilan Parametreler

Bu ¢alismada; daha onceki yapilan calismalar 1g1§inda biyodesiilfirizasyon islemini
etkileyen etkenlerin en 6nemlilerinden mikroorganizma ¢esidi, pH, redoks potansiyeli

ve sicaklik dikkate alinarak deneyler yapilmistir (Das et al. 1999).

Biyodesiilfiirizasyon deneylerinde mikroorganizmalarin yasama durumlar1 ve kiikiirt
stokiyometrileri dikkate alinarak, Chen and Lin (2000) tarafindan yapilan ¢aligmalardan
yararlanilmig ve optimum madde karisimi olarak belirlenen %35 (g/g) oraninda kati
madde kullanimi ile deneyler yapilmistir. %5 oranindaki pirit kiilii karisimi deneysel
caligmalar i¢in belirlenmis bir karnisimdir. Siireg verimliligi bakimindan alan
uygulamalarinda ise ¢ok daha yiliksek kuru madde oranlari kullanilarak caligsmalar

yapmak gerekmektedir. Degisik mineraller ile yapilan biyoli¢ing ¢aligsmalarinda karisim
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yogunlugunun artmasi ile biyoli¢ing veriminin diistiigli belirlenmistir.

Mineral ¢oziindiirme islemlerinin ¢ogunlugunda tane biyiikliigiiniin kiigiilmesi ile
¢oziinme veriminin arttig1 bir¢ok calisma ile ortaya konmustur (Kuslu et al. 2010). Bu
calismada Mastersizer cihazi ile analizi yapilmis olan 100 mikron elek alt1 ve 50 mikron
tane biiyiikliigli ¢cogunlukta olan pirit kiili numunesi kullanilmistir. Deneylerde daha
kiigiik tane biiytlikliigiiniin kullanilmasinin verimi daha da artiracagi tahmin edilirken,
deney ortamlarinda ¢ekilen fotograflarda da goriildiigii gibi bu tane biiyiikligi S.

cerevisiae’nin pirit mineralinin yiizeyine tutunmasi i¢in yeterli olmustur.

4.5. Sicakligin Biyodesiilfiirizasyon Siirecine Etkisinin Incelenmesi

Biyodesiilfiirizasyon siireglerinde mikroorganizmalarin spesifik bilylime orani iizerine
sicakligin etkili oldugu ve bu sicakligin mikroorganizmanin en uygun yasama sicakligi
ile sinirl oldugu yapilan ¢aligmalar ile ortaya konmustur. Pirit kiilii biyodestilfiirizasyon
islemleri igin S. cerevisiae ve A. aceti’nin en uygun yasama sicaklik alanlar1 olan 25, 30
ve 35°C olmak ii¢ degisik sicaklik araligi kullanilmistir. 25 ve 35°C sicaklik
ortamlarinda sekiz hafta siiren deneyler sonunda kiikiirt belirlemesi yapilirken, 25 ve
30°C sicakliklarda Fe(III) tespitleri yapilmis ve 25, 30 ve 35°C sicaklik ortamlarinda ise
pH ve mV degerleri Ol¢iilmiistiir. Secilen sicaklik ortamlarinda yapilan ¢alismalarda
genel olarak sicakligin artmasina bagl olarak pH’1n hafifce diistiigli buna karsilik mV,

kiikiirt ve demir ¢oziiniirliigiiniin az oranda arttig1 belirlenmistir.

4.5.1. Sicakhgn biyodesiilfiirizasyon siirecinde Fe(l11) olusumuna etkisi

Demir oksitlenmesini gozlemlemek amaci ile Fe(Ill) tayinlerinden ¢ikan sonuglara gore
S. cerevisiae ve A. aceti’nin kullanildig1 pirit kiilii ile yapilan biyodesiilfiirizasyon
deneylerinde Fe(Il)’nin Fe(Ill)’e biyooksitlenmesinin az miktarda gerceklestigi ortaya
cikmistir. 25 ve 30°C sicakliklarda haftalik olarak yapilan Fe(IIl) tayinlerinden ortamda
az miktarda olusan Fe(IIl)’tin Fe(ll) oksitlenmesinde etkili olmadig1 ortaya ¢ikmustir.

Acetobacter tiirlerinin biyoli¢ing ¢alismalarinda kullanilmasina ragmen bu g¢alismada
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kullanilan A. aceti’nin pirit kiiliindeki demirin biyooksitlenmesinde dogrudan etkili

olmadigi ortaya ¢ikmustir.

Ortamda olusan Fe(IIl) miktar1 diger bilesikleri de dogrudan baglamaktadir. Fe(II)’nin
oksitlenmesinin en belirgin gostergesi olan Fe(Ill) yiizdesinde dikkate deger bir artis
kaydedilmemistir. Buna bagli olarak deney siiresince yapilan redoks potansiyeli
dlgiimleri ile demir oksitlenmesi incelenmis ve [Fe™*/Fe*?] oranimin bir ifadesi olan
redoks potansiyeli 218 mV’tan yukar1 ¢ikmamustir. Cizelge 4.2-5’de biyokimyasal ve
biyolojik stireclerde, 25°C ve 30°C sicakliklarda %Fe(Ill) degerleri ve Sekil 4.5-8°de
%Fe(I1T)’tin degisim grafikleri verilmistir. Cizelge 4.6-9’da ise en diisiik ve en yliksek
%Fe(IIl) degerleri gosterilmis ve en yiiksek %Fe(Ill) miktar1 30°C’de “q) Su+Pirit
Kiilii+ Glikoz+Alkol+Asetik Asit+S. cerevisiae+ A. aceti” deney karigiminda, %0,526

bulunmustur.

Cizelge 4.1. Biyokimyasal stirecte 25°C’de %Fe(Ill) degerleri

Biyokimyasal siirecte 25°C’de %Fe(III) degerleri

Hafta a b c d e f g

1 0,065 | 0,109 | 0,058 | 0,087 | 0,087 | 0,202 | 0,117
0,058 | 0,087 | 0,043 | 0,087 | 0,095 | 0,102 | 0,124
0,058 | 0,087 | 0,051 | 0,217 | 0,102 | 0,095 | 0,109
0,051 | 0,109 | 0,058 | 0,153 | 0,131 | 0,202 | 0,117
0,058 | 0,117 | 0,058 | 0,168 | 0,109 | 0,087 | 0,102
0,043 | 0,102 | 0,080 | 0,275 | 0,109 | 0,095 | 0,131
0,058 | 0,117 | 0,065 | 0,182 | 0,131 | 0,202 | 0,131
0,051 | 0,117 | 0,065 | 0,182 | 0,139 | 0,109 | 0,139

O|NO|O B W|IN

Cizelge 4.2. Biyolojik siiregte 25°C’de %Fe(III) degerleri

Biyolojik siirecte 25°C’de %Fe(I1I) degerleri

Hafta h I J k I m n 0 p q

1 0,131 | 0,158 | 0,131 | 0,146 | 0,182 | 0,204 | 0,197 | 0,248 | 0,248 | 0,234

0,160 | 0,182 | 0,175 | 0,168 | 0,270 | 0,175 | 0,219 | 0,329 | 0,270 | 0,241

0,160 | 0,197 | 0,197 | 0,168 | 0,278 | 0,197 | 0,248 | 0,373 | 0,278 | 0,256

0,131 | 0,204 | 0,182 | 0,175 | 0,263 | 0,182 | 0,278 | 0,365 | 0,299 | 0,278

0,175 ] 0,219 | 0,168 | 0,190 | 0,270 | 0,168 | 0,285 | 0,395 | 0,329 | 0,307

0,190 | 0,212 | 0,175 | 0,190 | 0,248 | 0,190 | 0,278 | 0,387 | 0,336 | 0,321

0,197 | 0,234 | 0,182 | 0,204 | 0,263 | 0,204 | 0,270 | 0,380 | 0,321 | 0,343

(N[O bW N

0,204 | 0,226 | 0,197 | 0,197 | 0,278 | 0,212 | 0,285 | 0,395 | 0,343 | 0,351
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Cizelge 4.3. Biyokimyasal siiregte 30°C’de %Fe(Ill) degerleri

Biyokimyasal siirecte 30°C’de %Fe(IIl) degerleri

Hafta | a

b

C

d

€

f g

1

0,080

0,109

0,065

0,117

0,131 | 0,095 | 0,124

0,095

0,117

0,087

0,102

0,131 | 0,109 | 0,139

0,117

0,102

0,102

0,109

0,153 0,117 | 0,160

0,102

0,117

0,109

0,131

0,175 0,117 | 0,168

0,117

0,124

0,095

0,160

0,197 0,131 | 0,168

0,117

0,131

0,117

0,168

0,204 | 0,153 | 0,190

0,124

0,131

0,109

0,190

0,234 | 0,168 | 0,204

O INOO|OI D WIN

0,124

0,146

0,117

0,197

0,234 | 0,168 | 0,197

Cizelge 4.4. Biyolojik siirecte 30°C’de %Fe(III) degerleri

Biyolojik siirecte 30°C’de % Fe(III) degerleri

Hafta h

J

k

m

n 0

1 0,146

0,153

0,168

0,190

0,168

0,175

0,226 | 0,270

0,299

0,321

0,168

0,182

0,182

0,197

0,182

0,204

0,248 | 0,285

0,329

0,343

0,175

0,212

0,204

0,212

0,190

0,212

0,270 | 0,314

0,351

0,380

0,168

0,182

0,204

0,204

0,182

0,219

0,278 | 0,329

0,446

0,402

0,190

0,204

0,197

0,241

0,204

0,241

0,285 | 0,387

0,468

0,424

0,204

0,212

0,190

0,256

0,234

0,248

0,307 | 0,409

0,475

0,468

0,197

0,212

0,212

0,270

0,256

0,270

0,314 | 0,424

0,482

0,490

ONoOO B WIN

0,226

0,204

0,248

0,307

0,278

0,299

0,321 | 0,460

0,490

0,526

%Fe(l1)

o
[N}

Biyokimyasal siiregte 25°C’de %Fe(I11)’{in degisimi
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Sekil 4.5. Biyokimyasal siirecte 25°C’de %Fe(III) lin degisimi.
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Sekil 4.6. Biyolojik siirecte 25°C’de %Fe(I1l)’iin degisimi.

Biyokimyasal siirecte 30°C°de %Fe(II1)’iin degisimi
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Sekil 4.7. Biyokimyasal siirecte 30°C’de %Fe(IIl)’iin degisimi.
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Biyolojik siirecte 30°C’de %Fe(III)’{in degisimi
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Sekil 4.8. Biyolojik siirecte 30°C’de %Fe(IlI)’{in degisimi.

Cizelge 4.5. Biyokimyasal siirecte 25°C’de en diisiik ve en yiiksek %Fe(IIl) degerleri

Biyokimyasal siirecte 25°C’de en diisiik ve en yiiksek %Fe(III) degerleri

En diisiik %Fe(III) a) Su+Pirit Kiilii 0,065

En yiiksek %Fe(III) d) Su+Pirit Kiilii+Asetik Asit 0,183

Cizelge 4.6. Biyolojik siirecte 25°C’de en diisiik ve en yiiksek %Fe(IIl) degerleri

Biyolojik siiregte 25°C’de en diisiik ve en yiiksek %Fe(IIl) degerleri

En diigiik %Fe(Ill) | m) Su+Pirit Kiili+Alkol+A. aceti 0,212

, 0 Su+Pirit Kiili+Glikoz+Alkol+S.
En yliksek YoFe(IIT) c?arevisiae+A. aceti 0,395

Cizelge 4.7. Biyokimyasal siiregte 30°C’de en diisiik ve en yiiksek %Fe(IIl) degerleri

Biyokimyasal siire¢te 30°C’de en diisiik ve en yiiksek %Fe(IIl) degerleri

En diisiik %Fe(I1I) ¢) Su+Pirit Kiili+Alkol 0,117

En yiiksek %Fe(III) e) Su+Pirit Kiilii+ Glikoz+Alkol 0,234
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Cizelge 4.8. Biyolojik siirecte 30°C’de en diisiik ve en yliksek %Fe(IlI) degerleri

Biyolojik siiregte 30°C’de en diisiik ve en yiiksek %Fe(IIl) degerleri
En diisiik %Fe(IIl) | i) SutPirit Kiili+Glikoz+S. cerevisiae 0,234
" o q) SutPirit Kiili+ Glikoz+Alkol+Asetik Asit+S.
En yliksek %oFe(LIl) cerevisiae+ A. aceti. 0,526

4.5.2. Sicakhigin kiikiirt biyooksitlenmesine etkisi

Calismalarda kullanilan pirit  kiiliinde toplam kiikiirt az olmast nedeniyle
biyodesiilfiirizasyon deneylerinde kiikiirdiin  pH degisiminde etkili olmasi
beklenmemistir. Calismalarda kiikiirdiin oksitlenmesinin ve ortama proton (H")
kazandirarak pH degisimine etkisinin az oldugu ve dolayisiyla siilfata doniisiimiin az
oldugu ortaya ¢ikmistir. Pirit mineralinde bulunan anorganik  kiikiirdiin,
metabolizmasinda organik ve anorganik kiikiirt bilesiklerini kullanabilen S. cerevisiae

ve dolayisiyla da A. aceti’nin biiylimesinde etkili oldugu tahmin edilmektedir.

Biyoli¢ing ¢alismalarinda ortaya kondugu gibi kiikiirt bilsenlerinin pirit mineralinden
koparilarak oksitlenmesi tiyosiilfat tepkime mekanizmasi ile gerceklesmekte ve olusan
tiyosiilfat ve siilfit bilesenlerinin stokromlar araciligi ile siilfat’a biyooksidasyonu,
Fe(III) iyonlar1 sayesinde olusmaktadir. Pirit mineralinde bulunan organik ve inorganik
kiikiirdiin S. cerevisiae tarafindan metabolizma ile alinarak biyokimyasal yollarla siilfata
kadar yiikseltgenebildigi belirlenmistir. 25°C ve 35°C sicakliklarda sekiz hafta siiren
biyodesiilfiirizasyon deneyleri sonunda numuneler siiziilmiis ve yikanmistir. Siiziintiide
bulunan S. cerevisiae biinyesindeki ve ¢ozelti ortamina gecen siilfiirlii bilesiklerin
tamami hidrojen peroksit kullanilarak siilfata yiikseltgenmis ve spekrofotometrik olarak

stilfat analizleri yapilmistir.

Pirit kiiliinde bir¢ok degisik demir ve kiikiirt bilesikleri bulunmaktadir ve bu deneylerde
S. cerevisiae'nin pirit kiiliinde kiikiirdiin giderilmesi hedeflenmistir. Yapilan
biyodesiilfiirizasyon deneylerinde S. cerevisiae nin pirit kiikiirdiinii tiikketmesi ig¢in
ortama kiikiirt icerigi yliksek olan besin maddeleri de katilmamistir. Ayrica amino

asitlerin temel bileseni olan azotlu bilesikler kiikiirt tiiketimini artirdigi igin deney
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ortamina katilmistir. Deney sonunda stiziilerek ayrilan siizlintiilere hidrojen peroksit
eklenerek ortamdaki kiikiirt yaninda mikroorganizma biyokiitlesi igerisinde bulunan
kiikiirdiin de oksitlenmesi saglanmis ve spektrofotometre ile yapilan kiikiirt tanilar
yapilmistir. BOylece mikroorganizma karisimli deneylerde pirit kiikiirdiiniin 6nce
mikroorganizmalar tarafindan tiiketilmesi ve daha sonra da bu biyokiitlelerden ayrilan
kiikiirdiin oksitlenmesi yontemi uygulanmistir. Cizelge 4.10-13’de biyokimyasal ve
biyolojik siireclerde, 25°C ve 35°C sicakliklarda sekiz hafta sonunda 6lgiilen %Kiikiirt

degerleri verilmistir.

Kiikiirt analizlerinde kullanilan numune karigimlari:

Biyokimyasal siire¢te numune karigimlart:

1) Su+Pirit Kiilti

2) Su+Pirit Kiilii+Glikoz

3) Su+Pirit Kiilii+Alkol

4) Su+Pirit Kiilii+Asetik Asit

5) Su+Pirit Kiili+Glikoz+Alkol

6) Su+Pirit Kiili+Glikoz+Asetik Asit

7) Su+Pirit Kiilii+Glikoz+Alkol+Asetik Asit

Biyolojik siiregte numune karisimlari:

8) Su+Pirit Kiilii+S. cerevisiae

9) Su+Pirit Kiilii+Glikoz+S. cerevisiae

10) Su-+Pirit Kiilii+A. aceti

11) Su+Pirit Kiilii+Asetik Asit+A. aceti

12) Su+Pirit Kiili+Glikoz+A. Aceti

13) Su+Pirit Kili+Alkol+A. Aceti

14) Su+Pirit Kiilii+Glikoz+S. cerevisiae+A. aceti

15) Su+Pirit Kiilii+Glikoz+Alkol+S. cerevisiae+A. aceti
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16) Su+Pirit Kiili+Alkol+Asetik Asit+S. cerevisiae+A. aceti
17) Su+Pirit Kiili+Glikoz+Alkol+Asetik Asit+S. cerevisiae+ A. aceti

Cizelge 4.9. Biyokimyasal siiregte 25°C’de %kiikiirt degerleri

Biyokimyasal siirecte 25°C’de %oKkiikiirt degerleri
Numuneler Y% Kiikiirt
1) Su+Pirit Kiilii 2,40

2) Su+Pirit Kiilii+Glikoz 6,21

3) Su+Pirit Kiilii+Alkol 6,93

4) Su+Pirit Kiilii+Asetik Asit 8,68

5) Su-+Pirit Kiilii+Glikoz+Alkol 11,08

6) Su-+Pirit Kiilii+Glikoz+Asetik Asit 11,57

7) Su-+Pirit Kiilii+Glikoz+Alkol+Asetik Asit 13,32

Cizelge 4.10. Biyolojik siirecte 25°C’de %okiikiirt degerleri

Biyolojik siirecte 25°C’de %kiikiirt degerleri

Numuneler % Kiikiirt
8) Su+Pirit Kiilii+S. Cerevisiae 17,34
9) Su-+Pirit Kiilii+Glikoz+S. Cerevisiae 18,06
10) Su+Pirit Kiili+A. aceti, 18,99
11) Su+Pirit Kiilii+Asetik Asit+A. aceti 18,89
12) Su+Pirit Kiili+Glikoz+A. Aceti 19,51
13) Su+Pirit Kiilii+Alkol+A. Aceti 27,13
14) Su+Pirit Kiili+Glikoz+S. cerevisiae+A. aceti 27,23
15) Su+Pirit Kiili+Glikoz+Alkol+S. cerevisiae+A. aceti 32,59
16) Su+Pirit Kiili+Alkol+Asetik Asit+S. cerevisiae+A. aceti 35,53
17) Su+Pirit Kiili+Glikoz+Alkol+Asetik Asit+S. cerevisiae+ A. aceti | 36,61
Cizelge 4.11. Biyokimyasal siirecte 30°C’de %kiikiirt degerleri

Biyokimyasal siirecte 35°C’de %Kkiikiirt degerleri

Numuneler % Kiikiirt

1) Su+Pirit Kiilii 10,75

2) Su+Pirit Kiilii+Glikoz 11,78

3) Su+Pirit Kiilii+Alkol 13,62

4) Su+Pirit Kiilii+Asetik Asit 12,70

5) Su+Pirit Kiilii+Glikoz+Alkol 12,81

6) Su+Pirit Kiilii+Glikoz+Asetik Asit 15,38

7) Su+Pirit Kiili+Glikoz+Alkol+Asetik Asit 16,70
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Cizelge 4.12. Biyolojik siiregte 30°C’de %kiikiirt degerleri

Biyolojik siirecte 35°C’de %okiikiirt degerleri

Numuneler % Kiikiirt
8) Su+Pirit Kiilii+S. cerevisiae 16,83
9) Su+Pirit Kiilii+Glikoz+S. cerevisiae 18,47
10) Su+Pirit Kiili+A. aceti, 20,54
11) Su+Pirit Kiilii+Asetik Asit+A. aceti 21,06
12) Su+Pirit Kiili+Glikoz+A. aceti 23,01
13) Su+Pirit Kiilii+Alkol+A. aceti 29,60
14) Su+Pirit Kiili+Glikoz+S. cerevisiae+A. aceti 39,60
15) Su+Pirit Kiili+Glikoz+Alkol+S. cerevisiae+A. aceti 45,58
16) Su+Pirit Kiili+Alkol+Asetik Asit+S. cerevisiae+A. aceti 47,28
17) Su+Pirit Kiili+Glikoz+Alkol+Asetik Asit+S. cerevisiae+ A. aceti | 49,91

Demir  oksitlenmesinin ¢ok az  gerceklesmesine ragmen sekiz  haftalik
biyodesiilfiirizasyon deney siiresi sonunda 6zellikle mikroorganizmalarin bulundugu
deneylerin sonuglar1 pirit kiilii kiikiirdiinde ¢6ziinme oldugunu gostermistir. Deneyler
slirecinde S. cerevisiae tarafindan tiretilen hidrojen siilfiir miktar1 6lglilememistir. Sekil
4.9’da biyokimyasal siiregte 25°C’de, Sekil 4.10°da biyolojik siiregte 25°C’de ve Sekil
4.11°de biyokimyasal siiregte 35°C’de, Sekil 4.12’de ise biyolojik siiregte 35°C’de
yiizde kiikiirdiin degisimi grafikleri goriilmektedir. Bu sekillerde de gortildiigii gibi S.
cerevisiae iceren numunelerde genel olarak kiikiirt giderimi yiiksek ¢ikmigtir. Bulunan
kiikiirt sonuglarina gore; 13) Su+Pirit Kiili+Alkol+A.aceti, 14) Su+Pirit Kiilii+Glikoz +
S. cerevisiae + A. aceti,15) Su+Pirit Kiilii+ Glikoz+Alkol+ S. cerevisiae+ A. aceti, 16)
Su+Pirit Kiili+ Alkol++ Asetik Asit+ S. cerevisiae+ A. aceti ve 17) Su+Pirit Kilii+
Glikoz+Alkol+ +Asetik Asit+ S. cerevisiae+ A. Aceti, numune karisimlarindaki kiikiirt
yiizdeleri daha yiiksek ¢ikmustir. Cizelge 4.14-17de ise en diisik ve en yiiksek
%Kiikiirt degerleri gosterilmis ve en yiiksek %kiikiirt miktart 30°C’de (17) Su+Pirit
Kiilii+ Glikoz+Alkol+Asetik Asit+S. cerevisiae+ A. aceti) deney karisiminda, %49,92

bulunmustur.
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Biyokimyasal siirecte 25°C’de %Kiikiirt
14 L L L T T T T

Yo Kiikiirt

Numuneler

Sekil 4.9. Biyokimyasal siirecte 25°C’de % kiikiirdiin degisimi.

Biyolojik siiregte 25°C*’de %Kiikiirt

40 T T T T T T T T T T

Yo Kiikiirt

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Numuneler

Sekil 4.10. Biyolojik siirecte 25°C’de % kiikiirdiin degisimi
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Biyokimyasal siiregte 35°C’de %Kiikiirt
18 r T r T r r T

Yo Kiikiirt

Numuneler

Sekil 4.11. Biyokimyasal siiregte 35°C’de % kiikiirdiin degisimi.

Biyolojik siiregte 35°C"de %Kiikiirt
50 —————————

Yo Kiikiirt

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Numuneler

Sekil 4.12. Biyolojik stirecte 35°C’de % kiikiirdiin degigimi.
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Cizelge 4.13. Biyokimyasal siiregte 25°C’de en diisiik ve en yiiksek %Kiikiirt degerleri

Biyokimyasal siiregte 25°C’de en diisiik ve en yiiksek %Kiikiirt degerleri
En diisiik %Kiikiirt 1) Su+Pirit Kiilii+S. cerevisiae 2,40
" i 7) Su+Pirit Kiilii+ Glikoz+Alkol+Asetik
0
En yiiksek %Kiikiirt Asit+S. cerevisiae+ A. aceti. 13,33

Cizelge 4.14. Biyolojik siirecte 25°C’de en diisiik ve en yiiksek %Kiikiirt degerleri

Biyolojik siiregte 25°C’de en diisiik ve en yiiksek %Kiikiirt degerleri

En diisiik %Kiikiirt 8) Su+Pirit Kiilii+S. cerevisiae 17,35
.. ey e 17) Su+Pirit Kiili+ Glikoz+Alkol+Asetik

0

En yiiksek YoKkiirt Asit+S. cerevisiae+ A. aceti. 36,62

Cizelge 4.15. Biyokimyasal siiregte 35°C’de en diisiik ve en yiiksek %Kiikiirt degerleri

Biyokimyasal siire¢te 35°C’de en diisiik ve en yiiksek %Kiikiirt degerleri

En diisiik %Kiikiirt 1) Su+Pirit Kiilii+S. cerevisiae 10,75

En yiiksek %Kiikiirt 7) Su_ﬂ)mt Kiuli+ Q11k0z+A1k01+Aset1k Asit+S. 1671
cerevisiae+ A. aceti.

Cizelge 4.16. Biyolojik siirecte 35°C’de en diisiik ve en yiiksek %Kiikiirt degerleri

Biyolojik siirecte 35°C’de en diisiik ve en yiiksek %Kiikiirt degerleri

En diistik %Kiikiirt | 8) SutPirit Kiili+S. cerevisiae 16,83
. . 17) Su+Pirit Kili+ Glikoz+Alkol+Asetik

o

En yiiksek YoKkirt Asit+S. cerevisiae+ A. aceti. 49,92

25°C’de ve 35°C’de %kiikiirt degisimini karsilagtirmak amaci ile grafikler ¢izilmistir.
Sekil 4.13’de biyokimyasal siirecte ve Sekil 4.14°de ise biyolojik siirecte % kiikiirdiin

degisimi grafikleri goriilmektedir.



57

Biyokimyasal siirecte ¢dziinen siilfiiriin toplam siilfiire orani (Sg/St)
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Sekil 4.13. Biyokimyasal siirecte ¢6ziinen siilfiiriin toplam siilfiire oran1 (S¢/St).

Biyolojik siirecte ¢oziinen siilfiiriin toplam siilfiire orani (SQ/St)
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Sekil 4.14. Biyolojik siiregte ¢oziinen siilfliriin toplam siilfiire orani (S./Sy).
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4.5.2.1. Kiikiirt ve Fe(ITI)’nin stokiyometrik olarak elde edilmesi

Deneylerde elde edilen Fe(Ill) degerleri kullanilarak pirit mineralinden Fe(III) iyonu ile
Fe(Il) ve siilfat olusum tepkimesinin (2.10) stokiyometrisi, daha oOnceki yapila
calismalarda belirlenen denklemeler kullanilarak bulunmustur (Hatzikioseyian et al.
2006). Buna gore olusan Fe(IIl) miktarina bagli olarak Fe(Il) ve kiikiirt degerleri

hesaplanmis ve ortalama degerler Cizelge 4.18-21de verilmistir.

Cizelge 4.17. Biyokimyasal siirecte 25°C’de Fe(II) ve kiikiirt’iin stokiyometrik degerleri

Biyokimyasal siiregte 25°C’de Fe(II) ve S
degerleri
Fe(l11) Fe(11) S

a |85171.10* | 0,0013 4,8669.10™
b 0,0016 0,0024 9,2551.10™
c |9,2152.10* | 0,0014 5,2659.10™
d 0,0022 0,0033 0,0013

e 0,0017 0,0026 9,8934.10°
f 0,0015 0,0023 8,6966.10™
g 0,0019 0,0028 0,0011

Cizelge 4.18. Biyolojik siiregte 30°C’de Fe(Il) ve kiikiirt’iin stokiyometrik degerleri

Biyolojik siirecte 25°C’de Fe(Il) ve S
degerleri
Fe(111) Fe(11) S

h 0,0026 0,0039 0,0015
i 0,0031 0,0047 0,0018
J 0,0027 0,0040 0,0015
k 0,0028 0,0041 0,0016
I 0,0039 0,0059 0,0022
m 0,0029 0,0044 0,0017
n 0,0039 0,0059 0,0022
0 0,0055 0,0082 0,0031
p 0,0046 0,0070 0,0026
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Cizelge 4.19. Biyokimyasal siirecte 30°C’de Fe(II) ve kiikiirt’iin stokiyometrik degerleri

Biyokimyasal siirecte 30°C’de Fe(II) ve S
degerleri
Fe(ll) Fe(Il) S

a 0,0017 0,0025 9,5743.10°
b 0,0019 0,0028 0,0011

c 0,0015 0,0023 | 8,7764.10°
d 0,0022 0,0034 0,0013

e 0,0028 0,0042 0,0016

f 0,0020 0,0030 0,0012

g 0,0026 0,0039 0,0015

Cizelge 4.20. Biyolojik siiregte 30°C’de Fe(Il) ve kiikiirt’iin stokiyometrik degerleri

Biyolojik siirecte 30°C’de Fe(Il) ve S
degerleri
Fe(lll) Fe(Il) S

h 0,0025 0,0040 0,0017
i 0,0030 0,0045 0,0017
J 0,0031 0,0046 0,0018
k 0,0036 0,0054 0,0021
I 0,0032 0,0049 0,0019
m 0,0036 0,0054 0,0020
n 0,0043 0,0065 0,0025
0 0,0055 0,0083 0,0031
p 0,0064 0,0096 0,0036

4.5.3. Sicakhigin pH’1n degisimine etkisi

Pirit kiiliiniin biyodesiilfiirizasyonu siirecinde 25, 30 ve 35°C sicakliklarda haftalik
olarak yapilan 6l¢iimlerde pH’nin azalarak 5-4 araliginda degistigi belirlenmistir. Bunun
en Oonemli nedeni ise diger bircok endiistriyel kiillerde oldugu gibi pirit kiiliinlin de
notrallestirme etkisinin bulunmasi olmustur. Asetik asit ve A. aceti’nin ortama proton
(H") pompalamasina kars: pirit kiiliiniin pH degisimine direng gdsterdigi goriilmiistiir.
Pirit mineralinden ¢oziinerek oksitlenen ve ortama proton (H') kazandirarak pH’1
etkilemesi beklenen kiikiirt’iin zaten toplamda 9%0.59 olmasi nedeniyle pH’1 fazla

etkilemedigi ortaya ¢ikmistir. Ayrica S. cerevisiae’nin hidrojen siilfiir salgisinin pH’in

diismesine katkis1 olmamistir. Béyle bir pH degisimi sonucu elde edilmesinin en 6nemli
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nedeni pirit kiili ¢ézeltisinin diger endiistriyel kiil ¢ozeltilerinde oldugu gibi belirli bir
pH’min bulunmasidir. Pirit kiilii gibi endiistriyel kiillerin biiyiik bir boliimiiniin pH’1
noétrallerstirme 6zelligi bulunmaktadir ve kimyasal proseslerde pH’in nétrallestirilmesi
amaciyla kullanilmaktadir. Deneylerde belirlendigi gibi ve S. cerevisiae ve A. aceti
mikroorganizmalar1 pirit kiilii ¢ozeltileri icerisinde ¢ok iyi derecede gelismislerdir. A.
aceti’nin yasama ortamina da uygun oldugu i¢in pH degisimi A. aceti’nin bulundugu
¢Ozelti karigimlarinda da degismemistir. Cizelge 4.22-27’de sicakliga bagh pH degerleri
verilmistir. Sekil 4.15-20°de ise biyokimyasal ve biyolojik siire¢lerde pH degisiminin

grafikleri goriilmektedir.

Cizelge 4.21. Biyokimyasal siiregte 25°C’de bulunan pH degerleri

Biyokimyasal siirecte 25°C°de pH degerleri

Hafta | a b c d e f g

1 485 | 4,94 504 | 512 | 485 | 492 | 511
4,70 | 4,88 477 | 481 | 4,74 | 483 | 5,04
4,67 | 4,80 472 | 471 | 473 | 4,71 | 4,95
464 | 4,65 466 | 468 | 468 | 464 | 481
459 | 4,60 462 | 464 | 4,63 | 457 | 4,73
455 | 458 | 456 | 462 | 456 | 450 | 4,70
4,48 | 4,55 454 | 458 | 452 | 4,44 | 4,66
443 | 4,35 439 | 440 | 438 | 441 | 455

ONOOIH D WIN

Cizelge 4.22. Biyolojik siiregte 25°C’de bulunan pH degerleri

Biyolojik siirecte25°C’de pH degerleri
Hafta | h i ] k I m n 0 p q
1 4,98 | 511 | 513 | 506 | 505 | 5,12 | 510 | 5,13 | 512 | 5,08
4,76 | 4,80 | 498 | 485 | 495 | 4,77 | 493 | 504 | 491 | 5,02
4,70 | 4,76 | 492 | 466 | 490 | 485 | 4,85 | 486 | 487 | 495
4,68 | 4,73 | 4,82 | 4,73 | 4,86 | 482 | 479 | 4,76 | 481 | 4,81
462|470 | 4,79 | 468 | 475 | 474 | 468 | 4,75 | 4,77 | 4,75
461|468 | 475 | 459 | 471 | 471 | 463 | 473 | 4,73 | 4,71
459|458 | 469 | 453 | 463 | 464 | 452 | 4,72 | 466 | 4,68
444 | 4,48 | 456 | 439 | 459 | 457 | 452 | 462 | 459 | 4,55

O NOO DWW N
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Cizelge 4.23. Biyokimyasal siiregte 30°C’de bulunan pH degerleri

Biyokimyasal siirecte 30°C’de pH degerleri
Hafta| a b C f g

1 513 | 503 | 494 | 514 | 483 | 492 | 4,78

2 490 | 494 | 488 | 493 | 476 | 4,84 | 4,69

3 486 | 480 | 482 | 482 | 467 | 4,77 | 4,67

4 478 | 488 | 460 | 4,78 | 461 | 4,71 | 4,62

5 465 | 465 | 456 | 456 | 458 | 4,68 | 4,61

6 455 | 458 | 452 | 454 | 455 | 453 | 4,57

7 451 | 455 | 444 | 448 | 443 | 4,48 | 4,49

8 448 | 435 | 441 | 441 | 439 | 4,47 | 4,37

Cizelge 4.24. Biyolojik siiregte 30°C’de bulunan pH degerleri
Biyolojik siirecte30°C’de pH degerleri
Hafta | h i ] k I m n 0 p q
1 509 | 513 | 512 | 505 | 5,06 | 507 | 506 | 501 | 484 | 497
2 488 | 502 | 496 | 491 | 4,87 | 504 | 491 | 493 | 4,78 | 4,84
3 473|484 | 492 | 487 | 4,73 | 500 | 4,77 | 4,73 | 4,56 | 4,75
4 4,66 | 481 | 486 | 4,75 | 4,68 | 488 | 4,72 | 4,68 | 458 | 4,67
5 460 | 467 | 4,78 | 4,71 | 4,66 | 4,70 | 4,70 | 4,64 | 4,65 | 4,62
6 454 | 461 | 463 | 467 | 459 | 467 | 467 | 456 | 464 | 4,49
7 449 | 454 | 454 | 463 | 453 | 455 | 4,65 | 4,62 | 4,51 | 4,43
8 446 | 442 | 444 | 459 | 4,37 | 444 | 461 | 4,60 | 4,46 | 4,37
Cizelge 4.25. Biyokimyasal siiregte 35°C’de bulunan pH degerleri
Biyokimyasal siirecte 35°C’de pH degerleri
Hafta| a b C f g

1 512 | 508 | 488 | 496 | 490 | 502 | 4,85

2 508 | 496 | 4,74 | 492 | 482 | 494 | 4,73

3 482 | 487 | 473 | 4,84 | 4,71 | 492 | 4,74

4 4,73 | 473 | 468 | 473 | 464 | 4,83 | 4,68

5 467 | 466 | 463 | 460 | 459 | 468 | 4,63

6 452 | 460 | 456 | 455 | 447 | 451 | 4,56

7 441 | 454 | 452 | 451 | 441 | 445 | 452

8 431 | 446 | 438 | 447 | 438 | 4,41 | 4,43
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Cizelge 4.26. Biyolojik siiregte 35°C’de bulunan pH degerleri

Biyolojik siirecte35°C’de pH degerleri

Hafta| h i j k | m n 0 p q
1 510 | 504 | 513 | 510 | 5,02 | 506 | 507 | 512 | 495 | 4,88
2 506 | 477 | 508 | 493 | 4,72 | 488 | 498 | 493 | 4,75 | 4,70
3 493 | 472 | 494 | 479 | 470 | 470 | 486 | 4,79 | 468 | 4,66
4 484 | 466 | 488 | 475 | 466 | 466 | 482 | 475 | 4,67 | 4,62
5 4,73 | 462 | 4,75 | 472 | 459 | 466 | 4,75 | 472 | 461 | 4,59
6 4,69 | 460 | 461 | 468 | 454 | 465 | 469 | 468 | 458 | 454
7 455 | 454 | 453 | 464 | 451 | 454 | 456 | 464 | 453 | 451
8 | 451 | 449 | 448 | 458 | 4,46 | 4,44 | 448 | 453 | 450 | 4,48

Biyokimyasal siiregte 25°C de pH degerlerinin degigimi
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Sekil 4.15. Biyokimyasal siirecte 25°C’de pH degerlerinin degisimi
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Sekil 4.16. Biyolojik siirecte 25°C’de pH degerlerinin degisimi
Biyokimyasal siirecte 30°C de pH degerlerinin degisimi
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Sekil 4.17. Biyokimyasal siiregte 30°C’de pH degerlerinin degisimi
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Biyolojik siirecte 25°C de pH degerlerinin degisimi
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Biyolojik siirecte 30°C de pH degerlerinin degisimi
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Sekil 4.18. Biyolojik siiregte 30°C’de pH degerlerinin degisimi
Biyokimyasal siirecte 35°C de pH degerlerinin degisimi
5.2 T T r r r r
S e 1
Y ,
; A
4.9+ oy -
s = &Y 1%
T 41l =k . |
oy = g
4.6/- 1| —+—e
¢ & M
A5r gt
4.4 e
4.3
42 r r r r r r r
1 2 3 4 5 6 7 8
Hafta

Sekil 4.19. Biyokimyasal siiregte 35°C’de pH degerlerinin degisimi
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Biyolojik siiregte 35°C de pH degerlerinin degisimi
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Sekil 4.20. Biyolojik siirecte 35°C’de pH degerlerinin degisimi

25, 30 ve 35°C’de biyokimyasal ve biyolojik siireclerde en diisiik pH degerleri Sekil
4.21 ve Sekil 4.22°de verilmistir. Bu grafiklere gore; biyokimyasal siirecte en yiiksek
pH degeri 35°C’de Ve biyolojik siiregte ise en diisiik pH degeri 30°C’de elde edilmistir.

Biyokimyasal siiregte 25,30 ve 35°C’de en yiiksek pH degerleri
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Sekil 4.21. Biyokimyasal siirecte en diisiik pH degerleri
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Biyolojik siiregte 25,30 ve 35°C’de en yiiksek pH degerleri
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Sekil 4.22. Biyolojik siirecte en diisiik pH degerleri

Deneysel pH Ol¢iim verilerinden elde edilen grafiklerin polinom denklemlerinin
(Cizelge 4.28-33) tiirevleri kullanilarak [Fe+3/Fe+2] oraninin iligkilendirilmesi
gerceklestirilmis ve var olan modeller (Carberry 1976; May et al. 1997; Holmes and

Crundwell 2000) iizerine uygulamalar yapilmistir.

Cizelge 4.27. Biyokimyasal siirecte 25°C’de bulunan pH esitlikleri

Biyokimyasal siiregte 25°C’de pH polinom
esitlikleri
Denklem R?
y=0,00196x%-0,0707x+4,88 0,9799
y=0,000417x°-0,081x+5,02 0,9430
y=0,00643x%-0,132x+5,09 0,9850
y=0,00857x>-0,155x+5,17 0,9732
y=-0,00327x°-0,0295x+4,85 | 0,9848
y=0,00536x%-0,122x+5,04 0,9346
y=0,00399x°-0,115x+5,23 0,9775

QmMmMm|ae|]o ||
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Cizelge 4.28. Biyolojik siiregte 25°C’de bulunan pH esitlikleri

Biyolojiksiiregte 25°C’de pH polinom esitlikleri

Denklem R?

y=0,00512x%-0,105x+5,01 0,9867

y=0,00619x%-0,125x+5,13 0,9796

y=0,00262x-0,0948x+5,19 0,8794

y=0,00435x2-0,117x+5,1 0,9377

y=0,00107x°-0,0751+5,12 0,9768

y=0,00452x2-0,1x+5,11 0,9055

y=0,00631x°-0,135x+5,21 0,9724

y=0,0101x?-0,157x+5,28 0,9806

y=0,005x%-0,11x+5,17 0,9908

o|loc|lo|s |3 —| x|—]|—|=

y=0,00196x%-0,0914x+5,18 0,9839

Cizelge 4.29. Biyokimyasal siirecte 25°C’de bulunan pH esitlikleri

Biyokimyasal siiregte 30°C pH polinom
esitlikleri

Denklem R?

y=0,00774x"-0,16x+5,25 0,9703

y=-0,00381x"-0,0562x+5,07 | 0,9694

y=0,00565x"-0,132x+5,1 0,9778

y=0,00881x"-0,18x+5,29 0,9612

y=0,000714x°-0,0674x+4,89 | 0,9918

y=0,00119x°-0,0786x+5 0,9743

Q |=—h|D|Q|O |T|D

y=-0,00381x"-0,0155x+4,77 | 0,9850

Cizelge 4.30. Biyolojik siirecte 25°C’de bulunan pH esitlikleri

Biyolojik siiregte 30°C pH polinom esitlikleri

Denklem R?

y=0,0126x°-0,196x+5,24 0,9895

y=0,00393x°-0,133x+5,25 0,9815

y=-0,00256x°-0,0699x+5,16 | 0,9076

y=0,00655x"-0,122x+5,15 0,9391

y=0,00446x"-0,123x+5,13 | 0,9708

y=-0,00446x°-0,0554x+5,16 | 0,9012

y=0,0109x°-0,155x+5,18 0,9122

y=0,014x°-0,185x+5,2 0,8959

y=0,00381x"-0,0783x+4,88 | 0,9887

oo |lo|s|(3|—|x[—|—-|=

y=0,00286x"-0,11x+5,06 0,9965
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Cizelge 4.31. Biyokimyasal siirecte 25°C’de bulunan pH esitlikleri

Biyokimyasal siiregte 35°C pH polinom
esitlikleri

Denklem R*
y=0,00286x°-0,145x+5,28 | 0,9890
y=0,00548x°-0,136x+5,21 | 0,9913
y=-0,00202x"-0,0432x+4,89 | 0,9817
y=0,00369x°-0,11x+5,1 0,9943
y=0,00298x°-0,104x+5,01 | 0,9904
y=-0,00262x"-0,0729x+5,11 | 0,9583
y=-0,00143x°-0,0417x+4,87 | 0,9868

Q |=—h|D|Q|O|T|D

Cizelge 4.32. Biyolojik siirecte 25°C’de bulunan pH esitlikleri

Biyolojik siirecte 35°C pH polinom esitlikleri
Denklem R*
y=0,00101x%-0,0985x+5,22 | 0,9927
y=0,00988x°-0,153x+5,12 | 0,9986
y=0,000476x°-0,105x+5,26 | 0,9865
y=0,00935x°-0,149x+5,21 | 0,9762
y=0,00964x°-0,152x+5,09 | 0,9893
y=0,00756x°-0,142x+5,14 | 0,9917
y=0,000655x°-0,0752x+5,13 | 0,9944
y=0,0081x°-0,144x+5,21 0,9987
y=0,00464x°-0,102x+5,04 | 0,9884
y=0,00643x°-0,107x+4,94 | 0,9677

oo |lo|s|3|—|x[—|—-|=

4.5.4. Sicakhgm redoks potansiyeli (mV)’nin degisimine etkisi

Biyoli¢ing calismalarinda oldugu gibi biyodesiilfiirizasyon deneylerinde de redoks
potansiyeli (mV) Olgiimleri, Fe(Il)’nin Fe(Ill)’e  biyooksitlenmesi siirecinin
gbzlemlenmesi icin ¢cok Onemli goériilmiis ve haftalik olarak mV degisim Olctimleri
yapilmistir. Calismada Fe(I)’nin Fe(Ill)’e biyooksitlenmesi ile biyodesiilfiirizasyon
¢cOzelti ortaminda redoks potansiyeli degisimi incelenmis ve bu degisimin az oldugu
belirlenmistir. Cizelge 4.34-39°da biyokimyasal ve biyolojik siireglerde, 25°C, 30°C ve
35°C sicakliklarda mV degerleri verilmistir. [Fe*}/Fe*?] oraninin bir ifadesi olan redoks

potansiyeli’nin pirit kiilii ¢ozeltilerinin biyodestilfiirizasyon deneyleri siiresince etkili
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degerlerde degismedigi belirlenmistir. Calisilan deney sartlarinda yapilan redoks
potansiyeli Ol¢imlerinin 218 mV’tan yukar1 ¢ikmadigi goriilmiistiir. Redoks
potansiyeli’nin bu degerde kalmasmmin ana nedeni pirit mineralindeki demirin
oksitlenmesi yerine kiikiirdiin mikrobik metabolizma ile tiiketilmesidir. Bu amagla, bu
calismada demir oksitleyen ferrooxidan tiirii mikroorganizmalarin yerine deneylerde
maya ve A. aceti mikroorganizmalari kullanilmistir. Deneylerde elde edilen redoks
potansiyeli degerlerinden, daha once yapilan c¢alismalara gore [Fe+3/Fe+2] oranina

gecilmesi islemleri yapilmistir.

Cizelge 4.33. Biyokimyasal siiregte 25°C’de bulunan redoks potansiyeli (mV) degerleri

Biyokimyasal siirecte 25°C°de mV degerleri

Hafta| a b C d e f G

1 210,8 | 206,0 | 208,0 | 208,3 | 211,2 | 206,4 | 211,0
212,0 | 211,0 | 208,6 | 209,2 | 214,2 | 208,0 | 213,9
212,7 | 215,6 | 209,0 | 210,5 | 216,6 | 209,9 | 217,4
2145 | 218,7 | 211,2 | 214,2 | 217,0 | 210,9 | 221,6
217,0 | 221,4 | 212,4 | 214,7 | 218,5 | 211,0 | 222,7
218,3 | 222,3 | 213,0 | 215,3 | 220,0 | 213,6 | 223,5
222,7 | 223,3 | 2145 | 217,1 | 221,6 | 217,6 | 226,2
223,3 | 223,6 | 214,7 | 217,4 | 222,6 | 223,7 | 227,4

OINOO|OIDWIN

Cizelge 4.34. Biyolojik siiregte 25°C’de bulunan redoks potansiyeli (mV) degerleri

Biyolojik siirecte 25°C’de mV degerleri

Hafta| h i j k I m n 0 p q

1 208,0 | 206,3 | 204,0 | 205,7 | 213,4 | 204,0 | 206,3 | 206,0 | 216,4 | 217,0

210,5 | 209,2 | 218,2 | 209,5 | 214,0 | 211,0 | 208,6 | 213,6 | 216,9 | 218,0

212,1 | 210,5 | 205,4 | 209,7 | 214,8 | 214,1 | 209,4 | 206,2 | 218,6 | 218,6

213,4 | 214,0 | 210,3 | 210,0 | 216,5 | 214,9 | 210,0 | 213,3 | 218,7 | 218,5

214,2 | 214,2 | 206,0 | 210,4 | 217,0 | 215,0 | 210,4 | 208,6 | 220,6 | 220,0

216,9 | 215,3 | 208,9 | 216,0 | 218,1 | 215,6 | 213,7 | 212,0 | 221,4 | 221,2

217,1 | 217,0 | 206,5 | 220,1 | 221,2 | 218,0 | 214,5 | 208,7 | 222,3 | 221,6

O INOO| OB WIN

218,3 | 221,1 | 207,8 | 223,8 | 222,2 | 219,6 | 214,7 | 211,4 | 223,0 | 222,6
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Cizelge 4.35. Biyokimyasal siirecte 30°C’de bulunan redoks potansiyeli (mV) degerleri

Biyokimyasal 30°C’de mV degerleri

Hafta

a

d

e

f

210,1

209,0

210,5

212,6

213,5

207,4

212,1

213,2

214,3

210,8

212,8

214,4

207,6

2147

215,3

218,7

213,0

213,5

214,7

208,1

215,3

216,9

220,9

213,1

2148

216,4

209,4

216,7

217,6

222,0

215,3

216,0

218,2

210,7

217,4

218,8

224,8

218,0

219,4

219,3

211,1

220,1

219,5

226,4

219,8

222,4

220,5

212,7

222,5

O|IN|O|OIBWIN

220,8

227,7

222,7

223,0

221,7

214,8

2244

Cizelge 4.36. Biyolojik siirecte 30°C’de bulunan redoks potansiyeli (mV) degerleri

Hafta h

Biyolojik siirecte 30°C’de mV degerleri

J

k

L

m

n

0

p

1 210,3

213,7

214.8

210,8

208,5

208,2

210,5

214,8

210,5

212,7

2115

214,3

219,5

211,7

2149

208,8

2124

215,3

210,8

223,5

212,1

2148

215,3

212,3

216,7

209,3

2129

216,3

213,1

2144

213,7

216,2

217,1

212,5

218,7

210,9

213,2

216,5

213,8

222,3

214,1

218,2

216,3

213,8

219,0

210,5

213,4

216,8

215,3

215,0

2147

220,6

216,8

214,3

221,1

211,0

213,8

216,7

218,0

220,2

216,2

222,2

216,5

216,2

226,1

211,5

215,0

217,0

219,8

217,3

O N[O IWIN

217,8

2239

216,7

219,4

228,3

215,3

218,2

219,5

220,7

2189

Cizelge 4.37.

degerleri

Biyokimyasal

siregte 35°C’de bulunan redoks potansiyeli

Biyokimyasal 35°C’de mV degerleri

Hafta a

d

e

f

210,5

213,5

210,2

217,0

213,2

210,5

214,7

211,3

2144

211,8

218,6

215,2

210,9

215,3

2149

2147

212,0

220,8

216,8

211,0

216,7

216,7

216,4

213,1

2215

217,0

211,5

217,4

218,7

218,2

215,3

222,8

219,5

213,3

220,1

219,1

219,3

218,0

224,0

2214

2148

222,5

222,1

220,5

219,8

225,4

2229

216,3

223,6

OINO|OIDWIN

223,2

2214

220,7

226,4

223,4

218,2

2254

(mV)
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Cizelge 4.38. Biyolojik siirecte 35°C’de bulunan redoks potansiyeli (mV) degerleri

Hafta h

J

k

m

Biyolojik siirecte 35°C’de mV degerleri

n

0

p

q

1 212,7

211,2

2148

210,6

211,4

212,0

211,2

214,3

211,7

213,1

213,4

212,8

223,5

211,4

212,8

213,2

213,6

215,6

213,8

2247

215,7

214,3

215,3

212,7

214,8

215,5

216,0

217,7

215,0

215,0

216,1

215,5

221,1

215,7

216,1

216,7

218,4

220,0

216,1

221,8

218,4

216,9

216,3

217,4

218,1

220,4

221,8

221,9

218,0

215,3

219,4

218,0

219,8

223,9

221,9

222,8

222,7

223,4

221,9

218,8

221,8

219,5

217,5

224,2

2247

226,2

225,0

225,8

222,8

216,9

O |IN|O| OB (WIN

223,1

221,3

218,7

226,7

226,1

227,8

226,5

227,5

225,4

217,6

Bu ¢alismada; Fe(III) miktarinin ¢ok diisiik olmasindan dolay1 redoks potansiyeli (mV)

degerleri diger yapilan biyoli¢cing calismalarina gore ¢ok diisilk bulunmustur. Redoks

potansiyeli (mV)’un 25, 30 ve 35°C sicakliklarda zaman ile degisim verilerinin

grafikleri ¢izilmis ve grafiklerden polinom esitlikler elde edilmistir. Sekiller 4.23-28de

biyokimyasal ve biyolojik siire¢clerde mV degisiminin grafikleri goriilmektedir.

230

225

220

mV

215

210

Biyokimyasal siirecte 25°C de mV degerlerinin degisimi

R SP'S

| | [
«Q —h D o O T D

T T T T T T
A
+= A . a‘e
A A pa
i p 7
# 4 n
P u
A )
R e u
P
p - x A
I A - v v
v
- | K
A g
v
r r r r r r Iy
1 2 3 4 5 6 7 8
Hafta

Sekil 4.23. Biyokimyasal siirecte 25°C’de mV degerlerinin degisimi
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Biyolojik siirecte 25°C de mV degerlerinin degisimi

224 r r T r r r
222
" 4
220 +~ | >
" <
218 - " . v < h
/ e
v v < —4 —
216 % , ]
v P « J
> & ®
214 < + —4 '
1S v / P ] - T < m
212 4 i * - ®
4 A7 —%— ¢
20 ) s s * ¢ - 0
D - . .
20 ¢ .
206 —¥ L 4 .
L 4
204‘ r r r r r r
1 2 3 4 5 6 7 8
Hafta
Sekil 4.24. Biyolojik siirecte 25°C’de mV degerlerinin degisimi
Biyokimyasal siirecte 30°C de mV degerlerinin degisimi
230 C C T C T T
A
225 A
A ) - —®—a
220 - P & A b
S %’ ' "
sl S e " e
, q,fr’ = . v s
o v g
y v v |
v
v v
205 r r r r r r
1 3 4 5 6 7 8
Hafta

Sekil 4.25. Biyokimyasal siiregte 30°C’de mV degerlerinin degisimi
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Biyolojik siirecte 30°C de mV degerlerinin degisimi

230 C C C C C C
v
225
- —<4—h
1
220+~ - ¥ | *
E P e e - v |
" ’ ~ < m
B 4
215:5 t n = t L o1
¢ t ! o
e < p
< <
21 < 1| —m—q
< <
205 r r r r r r r
1 2 3 4 5 6 7 8
Hafta
Sekil 4.26. Biyolojik siirecte 30°C’de mV degerlerinin degisimi
Biyokimyasal siirecte 35°C de mV degerlerinin degisimi
228 r r T r T r
226 -
. P -
224 - u I ]
] S
222+ P —®—a
- u s A by
S L
220 - A : ;
> & |
S )
218} . x y e
. v 1
216 — v 9
U T - v
214
- < v
9 v v
210’ r r r r r r r
1 2 3 4 5 6 7 8
Hafta

Sekil 4.27. Biyokimyasal siirecte 35°C’de mV degerlerinin degisimi
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Biyolojik siiregte 35°C de mV degerlerinin degisimi

228 C C C C C T
226 |- L
e )
N P ¢ .
224 » .
—® AT e
222 - ® v T e
220 /A A > &
> i p = * 1wl
S 7 @ 7 u < m
218 - " . * | —e—n
216 ‘ ; ) B
O = " . E
214% .
— 3 >
2124 ,
>
210 r r r r r r
1 2 3 4 5 6 7 8

Hafta
Sekil 4.28. Biyolojik stiregte 35°C’de mV degerlerinin degisimi
mV verilerinden elde edilen grafiklerin polinom denklemlerinin (Cizelge 4.40-45)

tirevleri kullanilarak [Fe+3/Fe+2] oranlart bulunmus ve var olan modeller iizerine

uygulamalar yapilmistir.

Cizelge 4.39. Biyokimyasal siiregte 25°C’de elde edilen redoks potansiyeli (mV)
esitlikleri

Biyokimyasal siiregte 25°C’de mV polinom
esitlikleri
Denklem R?

a y=0,136x+0,682x+210 0,9799
b y=-0,433x%+6,36x+200 0,9430
c y=-0,0119x°+1,17x+206 0,9850
d y=-0,0935x°+2,25x+206 0,9732
e y=-0,0887x%+2,33x+209 0,9848
f y=0,335x%-0,87x+208 0,9346
g y=-0,21x°+4,22x+207 0,9775
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Cizelge 4.40. Biyolojik siirecte 25°C’de elde edilen redoks potansiyeli (mV) esitlikleri

Biyolojik siiregte 25°C’de mV polinom esitlikleri
Denklem R®
h y=-0,0792x%+2,14x+206 0,9867
i y=-0,00238x°+1,89x+205 0,9796
i y=0,0327x"-1,35x+206 0,8794
k y=0,339x°-0,685x+208 0,9377
[ y=0,108x°+0,311x+213 0,9768
m y=-0,264x°+4,15x+202 0,9055
n y=-0,00714x°+1,27x+205 0,9724
0 y=-0,0333x%+1,51x+204 0,9806
p y=-0,00893x*+1,07x+215 0,9908
q y=0,0292x"+0,529x+217 0,9839

Cizelge 4.41. Biyokimyasal siiregte 30°C’de elde edilen redoks potansiyeli (mV)
esitlikleri

Biyokimyasal siire¢te 30°C’de mVpolinom esitlikleri
Denklem R®
a y=-0,154x°+2,78x+208 0,9703
b y=—0,282x2+5,05x+205 0,9694
c y=0,167x2+0,257x+210 0,9778
d y=0,189x2—0,0351x+212 0,9612
e y=0,0375x2+0,895x+212 0,9918
f y=0,105x°+0,1x+207 0,9743
g y=0,0952x°+0,0812x+212 0,9850

Cizelge 4.42. Biyolojik siirecte 30°C’de elde edilen redoks potansiyeli (mV) esitlikleri

Biyolojik siiregte 30°C’de mV polinom esitlikleri
Denklem R’
h y=0,0298x°+0,735x+210 0,9895
i y=0,128x°+0,399x+213 0,9815
j y=0,0429x°+0,133x+215 0,9076
k y=0,167x°-0,429x+212 0,9391
[ y=-0,0196x°+2,65x+208 0,9708
m y=0,101x°-0,097x+209 0,9012
n y=0,0905x°+0,0167x+211 0,9122
0 y=0,0411x?+0,141x+215 0,8959
p y=0,0607x+1,03x+209 0,9887
q y=0,0208x"+1,39x+211 0,9965
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Cizelge 4.43. Biyokimyasal siiregte 35°C’de elde edilen redoks potansiyeli (mV)
esitlikleri

Biyokimyasal siiregte 35°C’de mVpolinom

esitlikleri
Denklem R?
y=-0,0577x°+2,39x+208 0,9890
y=0,025x+0,982x+212 0,9913
y=0,0946x%+0,74x+209 0,9817

y=-0,0482x%+1,75x+215 0,9943
y=-0,0167x*+1,65x+212 0,9904

y=0,159x%-0,31x+211 0,9583
y=0,0863x*+0,848x+213 0,9868

Q|—-|DD || |T|D

Cizelge 4.44. Biyolojik siirecte 35°C’de elde edilen redoks potansiyeli (mV) esitlikleri

Biyolojik siiregte 35°C’de mVpolinom esitlikleri
Denklem R?
h y=0,0476x%+1,1x+211 0,9927
i y=0,00536x%+1,34x+210 0,9986
j y=0,0905x%+0,395x+214 0,9865
K y=0,127x%+1,38x+208 0,9762
| y=0,112x°+1,2x+210 0,9893
m y=0,105x?+1,45x+210 0,9917
n y=-0,0869x%+3,02x+208 0,9944
0 y=0,00714x?+1,87x+212 0,9987
p y=0,0899x°+1,14x+211 0,9884
q y=0,158x%+0,0798x+214 0,9677

Sekil 4.29 ve Sekil 4.30°da biyokimyasal ve biyolojik siireglerde 25, 30 ve 35°C’de en
yiksek mV degerleri verilmistir. Bu grafiklerden de goriildiigii gibi; biyokimyasal
siirecte en yiiksek mV degeri 30°C’de elde edilirken, biyolojik siirecte ise 35°C’de en
yiiksek mV degeri elde edilmistir.
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Biyokimyasal siiregte 25,30 ve 35°C’de en yiiksek mV degerleri

228 U L L U L L ‘
226 ,,/,t - ¥
— K
A
224 ) é -
.
222 Y -
220 N
Z 218 .
216 -
214 .
212 -
—@— 25
A 30|
— 35
r r r r r r
2 3 4 5 6 7 8
Hafta
Sekil 4.29. Biyokimyasal siiregte en yiikksek mV degerleri
Biyolojik siiregte 25,30 ve 35°C’de en yiiksek mV degerleri
230 L L L U U U
'3
.
225 ! -
|
220 - ' .
.« =
> B
< < + *
215 #* ¢ 7
*
4
210 N
Y —<4— 25
+ 30
435
205 r r r r r r
2 3 4 5 6 7 8

Hafta

Sekil 4.30. Biyolojik siirecte en yiiksek mV degerleri
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4.5.5. Ortalama pH ve ortalama mV’un sicakliklar ile degisimi

Ortalama olarak her bir sicaklikta pH ve mV degerlerinin degisiminin nasil oldugunu
gostermek amaci ile 25, 30 ve 35°C sicakliklar i¢in ortalama pH ve mV degerlerinin
grafigi ¢izilmistir. Ortalama pH degerleri 25°C’de 4.77, 30°C’de 4.72 ve 35°C’de ise
4.70 ve ortalama mV degerleri ise 25°C’de 214.03, 30°C’de 215.55 ve 35°C’de ise
218.03 bulunmustur. Cizelge 4.46-47°de biyokimyasal ve biyolojik siireglerde ortalama

pH ve mV degisimi goriilmektedir.

Cizelge 4.45. Biyokimyasal siirecte ortalama pH ve ortalama mV’un sicakliklar ile
degisimi

Biyokimyasal siirecte ortalama pH ve ortalama
mV’un degisimi
°C Ortalama pH Ortalama mV
25 4,6825 215,6750
30 4,6695 216,3821
35 4,7079 217,5696

Cizelge 4.46. Biyolojik siirecte ortalama pH ve ortalama mV’un sicakliklar ile degisimi

Biyolojik siirecte ortalama pH ve ortalama mV’un
degisimi

°C Ortalama pH Ortalama mV

25 4,7714 214,0325

30 4,7222 215,5512

35 4,7079 218,0397

4.5.6. pH ve mV ile [Fe"*/Fe*?] oramnin iliskilendirilmesi

pH ile [Fe**/Fe*?] oranmnmn iliskilendirilmesi: Pirit kiilii biyodesiilfiirizasyon siirecinde
ortamdaki proton (H") degerinin degisimini gdzlemlemek i¢in pH dl¢iimleri yapilmustir.

Bu calismada; deneysel pH 6l¢iim verileri ile [Fe*®/Fe*?] oraninm iliskilendirilmesinin
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yapilmasi i¢in mikrobiyal yollar ile Fe(Il)’nin biyooksitlenme tepkimesi (2.12) esitligi

kullanilarak bir model gelistirilmistir.

K [Fe™]* (4.2)
e [Fe™]*[H *1[O,]

Atmosferik sartlarda O, gazinin sudaki ¢oziiniirliigii ¢ok diisiik oldugu i¢in ihmal

edilerek denge denklemi asagidaki gibi yazilir (Geankoplis 1993).

[Fe+3]4
K 2 T T o Aer oA
Fe [Fe+2]4[H +]4
4.2)
Denklemin her iki tarafinin logaritmasi alindiginda esitlik (4.3) elde edilir.
. [Fe*] (4.3)
—4log[H"]=-4log [Fe’] +log K2
-log[H"]=pH oldugundan asagidaki pH esitligi yazilabilir.
[Fe™] (4.4)
H=-lo 1/4logK_ .,
p g [Fe+2] + g Fe
(4.5)

+3
dpH d[_log[Fe]

Tdt dt [Fe?]

at p j:Grafikten_elde_edilen_ polinom_ denklemi

Tiirev denkleminin integralinin alinmasi ile (log [Fe*3/Fe*?]) degerleri bulunur.

Fe(II)’nin [Fe**/Fe*?] oranindan tahmin edilmesi i¢in sirasiyla (2.38) ve (2.39) esitlikleri
ile verilen kinetik modeller kullanilmistir (Carberry 1976; May et al. 1997).
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_ [FeTopIam] (46)
[Fe**]
[Fe™]

[Fe*’]
1+

mV ile [Fe**/Fe*’] orammmm iliskilendirilmesi: Pirit kiili biyodesiilfiirizasyonu
deneylerinde redoks potansiyeli (mV) ve proton (H") iyonu (pH) degisiminin 6l¢iimleri
yapilarak birbirleri arasindaki bagmntilar incelenmistir. Nernst esitligi pirit’in indirgenme
ve yiikseltgenme tepkimelerine uygulandiginda [Fe™*/Fe*?] oranimna ve tepkimeye giren
indirgenen ve yiikseltgenen maddelerin miktarini bulmakta kullanilmaktadir. Bu
kuramsal temeller dogrultusunda, pirit kiilii biyodesiilfiirizasyonu deneylerinde redoks
potansiyeli (mV) Ol¢iimleri yapilarak pirit’in indirgenme ve yiikseltgenme oranlari
incelenmistir. Redoks potansiyeli Ol¢limlerinden elde edilen mV degerlerinin Nernst
esitligine uygulanmasi ile mV degisimine bagl Fe(Il) degerleri elde edilmistir (Almeida
and Giannetti 2002).

Pirit kiilii biyodesiilfiirizasyon siirecinde ortamdaki Fe(IlI) degerlerinin degisimini
gozlemlemek i¢in Fe(Ill) dlgiimleri yapilmistir. Bu ¢alismada; deneysel Fe(Ill) o6l¢tiim
verileri ile [Fe**/Fe*?] oranmnm iliskilendirilmesi yapilarak bir model gelistirilmistir.
Deneysel mV ol¢iim verileri ile Fe(Il)’nin biyooksitlenme tepkimesi (2.21) esitligi

kullanilarak [Fe+3/Fe+2] oraninin iligkilendirilmesi amaciyla bir model gelistirilmistir.

Piritin kimyasal oksidasyonunda Fe(ll) ve Fe(lll) derisim orani belirleyici etken olarak
kabul edilmistir. Nernst esitligi tarafindan bu oran redoks potansiyeli ile bagintili olarak

asagidaki gibi verilmistir:

+3 4.7
_ 2.303RT Iog[Fe ] 4.7)

E.=E
Hoe nF [Fe*?]
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[Fe**/Fe*?] orani Nernst esitligi ile bagintih olarak sdyle yazilabilmektedir:

[Fe”] . | Es-E,
[Fe+2] - p ﬂ (48)

nk

Fe(Il)’nin Fe(Ill)’e oksitlenmesi denklemi kullanilarak [Fe+3/Fe+2] orant Nernst

esitligine uydurulur (Almeida and Giannetti 2002):

Fe? & Fe®+e (4.9)

N L | (4.10)
Fe't? [Fe+2]

+3 411

logK_, .. =log E:*} ( )

Esitlik (4.11) Nernst esitligi (4.7) icerisinde yazilirsa asagida verilen denklem bulunur:

(4.12)

dE, _ 2,303RT d Iog[|:e+3]
dt nF dt [Fe*?]

_denklemin_tirevi

j = Grafikten_elde_edilen_ polinom

Tiirev denkleminin integralinin alinmasi ile (En) degerleri elde edilir.
4.5.7. [Fe*?]p’dan elde edilen Kiikiirdiin degisimi

Pirit kiiliiniin biyodesiilfiirizasyonu siiresi sonunda spektrofotometrik olarak yapilan
kiikiirt belirlemesinden ayr1 olarak, kimyasal denklem (2.10) uyarinca kiikiirdiin proton
(H") agiga cikarma ozelliginden dolayr, pH kaynakli Fe(Il) degerlerinden kiikiirt
miktarlart hesaplanmig ve Sekil 4.31-33’deki grafiklerde gosterilmistir. Cizelge 4.49-

50°de [Fe+2]pH’den bulunan en diisiik ve en yiiksek %kiikiirt degerleri verilmistir.
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Cizelge 4.50’de goriildiigii gibi biyolojik siiregte 30°C de [Fe™]on’den elde edilen en
yiiksek % kiikiirt degeri %59,72 olarak bulunmustur.

Biyolojik siiregte 25°C de (Fel I)pH’den bulunan %Kiikiirt

60 T r T r T
»
55 - » ;
S S B bl
* * : L o
> e LR
. 50 - v 7
o M
= > S 4 v
% ¢ ol < m
45 * i v A —»—n
.2 *— 0
i Y * p
wg v —
35 r r r r r r
1 2 3 4 5 6 7 8
Hafta

Sekil 4.31. Biyolojik siirecte 25°C’de [Fe**],n’dan bulunan %kiikiirt’tin degisimi

Biyolojik siiregte 30°C de (Fel I)pH’den bulunan %Kiikiirt

60 r T r T T r
- 4 - 77/%7
< e

55 - o 8
Wy = oo
. 50 oK v ™ - B
M e x - x v
X //’/r < * 4 m
45 - 56 . - >
Ve ‘o
4 *p
40 1 4L ®q

35 r r r r r r

1 2 3 4 5 6 7 8
Hafta

Sekil 4.32. Biyolojik siirecte 30°Cde [Fe*],r’dan bulunan %kiikiirt
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Biyolojik siiregte 35°C de (Fel I)pH’den bulunan %Kiikiirt

60 C T T |5 T |5
n
o B
55 - i
//"/ / @ = J
. 50 o, t ? .
= <
= xS 12 v
§ 7 : : 4 m
L . L i »—n
® X e ke
,,;/'/ ’ > *p
ya ®
wg > | q
35 r r r r r r
1 2 3 4 5 6 7 8

Hafta

Sekil 4.33. Biyolojik siirecte 35°Cde [Fe**],1’dan bulunan %kiikiirt

Cizelge 4.47. Biyolojik siiregte 25°C’de [Fe+2]pH’dan bulunan en diisiik ve en yliksek
Yokiikiirt degerleri

Biyolojik siirecte 25°C’de en diisiik ve en yiiksek %kikiirt

En disiik % Kiikiirt |1) Su+Pirit Kiilii+ Glikoz+A. aceti 37,39

n) Su+Pirit Kiilii+Glikoz+S. cerevisiae+A. aceti |56,92

En yiiksek % Kiikiirt

Cizelge 4.48. Biyolojik siirecte 30°C’de [Fe+2]pH’den bulunan en diisiik ve en yliksek
%kiikiirt degerleri59,72

Biyolojik siirecte 30°C’de en diisiik ve en yiiksek %kikiirt

0) Su+Pirit Kiilii+Glikoz+Alkol+S. cerevisiae+
A. Aceti

En yiiksek % Kiikiirt |1i) Su+Pirit Kiilii+Glikoz+S. cerevisiae 59,72

En diisiik % Kiikiirt 41,15
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Cizelge 4.49. Biyolojik siiregte 35°C’de [Fe+2]pH’den bulunan en diisiik ve en yiiksek
Y%okiikiirt degerleri

Biyolojik siirecte 35°C’de en diisiik ve en yiiksek %okiikiirt

En diisiik % Kiikiirt q) Su_+_P1r1t Kulu+Qllkoz+Alkol++Asetlk Asit+S. 30,43
cerevisiae+ A. Acetl
En yiiksek % Kiikiirt |j) Su+Pirit Kiilii+A. Aceti 59, 66

4.6. Fe(l1) Biyooksitlenme Oram (0., )

Monod denkleminin diizenlenmesi ile sipesifik Fe(Il) biyooksitlenme orani (0_,..)

asagidaki denklem ile belirlenmistir (Nemati et al. 1998).

mak 4.13
q Fe+2 ( )

q Fe? Fe*3

1+K Fe*? Fe+2

(4.13) esitliginin logaritmasi alinarak diizenlendiginde;

Fe3 L (4.14)
log| g,,.. +0.. K., .. o =logq."

Fe* . (4.15)
2logq,. .. +logK_ . +log = =logq."

logK._ .. =sbt

logq™ =sbt

Fe+2
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(4.15) esitliginin tiirevi alindiginda asagidaki denklem elde edilir.

+3
—(IogquQ )= —li(log [Fe ]J = Grafikten_elde edilen_ polinom

[Fe*] (4.16)

denklem_tirevi

Tiirev denkleminin integralinin alimmast ile (.. ) degerleri bulunur.

Bu calismada; elde edilen pH verileri kullanilarak elde edilen [Fe**/Fe*?Jorani ile

biyolojik Fe(II) tiketim oranimin (.. ) degisimi bulunmustur.
Biyokimyasal ve biyolojik siireclerde, 25, 30 ve 35°C sicakliklarda (_,..) deZerlerinin
zamana gore degisim grafikleri Sekil 4.34-36’da gosterilmistir. Cizelge 4.51-53’te ise

en diisiik ve en yiiksek (Q.,..) degerleri verilmistir.

Biyolojik siiregte 25°C de (qg,,)” nin degisimi

1
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= > >—n
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.
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Tk > a\ i S
03 i ”
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0.2

Hafta

Sekil 4.34. Biyolojik stirecte 25°C°de (0, ) nin degisimi
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Biyolojik siiregte 30°C de (q,,,)” nin degisimi
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Sekil 4.35. Biyolojik siiregte 30°C°de (.. )’nin degisimi
Biyolojik siiregte 35°C de (,,,)’ nin degisimi
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Sekil 4.36. Biyolojik siiregte 35°C’de (q.,.. ) 'nin degisimi
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Cizelge 4.50. Biyolojik siiregte 25°C’de en diisiik ve en yiiksek (d.,.. ) deZerleri

Biyolojik siiregte 25°C’de en diisiik ve en yiiksek (q_,..)

En dll$llk (qu+z )

n) Su+Pirit Kiilii+Glikoz+S. cerevisiae+A. aceti

0,2108

En ytiksek ((,..)

m) Su+Pirit Kiilii+Alkol+A. Aceti

0,3085

Cizelge 4.51. Biyolojik siiregte 30°C’de en diisiik ve en yiiksek (Q.,..) degerleri

Biyolojik siiregte 30°C’de en diisiik ve en yiiksek (q,..)

En diisiik (0_,..) [i) SutPirit Kiili+Glikoz+S. Cerevisiae 0,154
En yiiksck (quQ) I’;)C;lil‘f'Pll’lt Kilu+Alkol++Asetik Asit+S. cerevisiae+A. 0,4144

Cizelge 4.52. Biyolojik siiregte 35°C’de en diisiik ve en yiiksek ( (... ) deZerleri

Biyolojik siirecte 35°C’de en diisiik ve en yiiksek (q,..)

En diistk (q_,..) d) Su+Pirit Kiili+Asetik Asit 0,155
. q) Su+Pirit Kiilii+Glikoz+Alkol++Asetik Asit+S.
En yiiksek () cerevisiae+ A. Aceti 0, 3594

4.7. Pirit Tiiketim Oraninin (I ) Degisimi

Pirit mineralinin denklem (2.10)’da verildigi gibi Fe(lll) ile oksitlenmesi ile olusan
Fe(IT) miktar1 da dikkate alinarak doniisiim orani esitligi belirlenmistir (May et al.1997).

Pirit mineralinin tepkime oraninin elde edilmesi i¢in deneysel verilerin kullanimina

uygulanabilecek sekilde grafik yontem iceren bir model gelistirilmistir.

d d -+ +
fres, = grLFeS:1=—[[Fe 1+ [Fe**]]

degisim egitliginin

=Fe(ll) ve Fe(Ill) ’iin

tiirevi

(4.17)
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Pirit oksitlenme orani (g )’nin Fe(Il) ve Fe(Ill) ile iliskilendirilmesi yapilmis ve
aralarindaki degisim farki Sekil 4.37-39°da verilen grafikler ile gosterilmistir. Cizelge

4.54-56"da en diisiik ve en yiiksek (e, ) degerleri verilmistir,

Biyolojik siiregte 25°C *de r(FeSZ)’nin degisimi
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Sekil 4.37. Biyolojik siiregte 25°C’de ( I, ) nin siire ile deZisimi
Biyolojik siirete 30°C *de r(FeSz)’nin degisimi
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Sekil 4.38. Biyolojik siiregte 30°C’de (e, ) 'nin siire ile degisimi
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Biyolojik siirecte 35°C de r(FeSZ)’nin degisimi
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Sekil 4.39. Biyolojik siiregte 35°C’de (I, ) 'nin siire ile degisimi

Cizelge 4.53. Biyolojik siiregte 25°C’de en diisiik ve en yiiksek (Irs, )degerleri

Biyolojik siiregte 25°C’de en diisiik ve en yiiksek (s, )

En disiik (s, ) Su+Pirit Killi+A. aceti -2,11.10°

En yiiksek (Tes, ) Su+Pirit Kiilii+Asetik Asit+A. aceti 6,35.10°3

Cizelge 4.54. Biyolojik siiregte 30°C’de en diisiik ve en yiiksek (Ies )degerleri

Biyolojik siiregte 30°C’de en diisiik ve en yiiksek (Fes, )

Su+Pirit Kiili+Glikoz+Alkol+S.,

3
cerevisiae+A. aceti 1,24.10

En diisik (s, )

En yiiksek (g, ) Su+Pirit Kiilii+Glikoz+S. cerevisiae 5,36.107
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Cizelge 4.55. Biyolojik siiregte 35°C’de en diisiik ve en yiiksek (Irs, )degerleri

Biyolojik siirecte 35°C’de en diisiik ve en yiiksek (I, )

- Su+Pirit Kiilii+Glikoz+Alkol+S. -3
En diisik (Tes, ) cerevisiae+A. aceti 2:81.10
En yiiksek (Fes, ) Su+Pirit Kiilii+A. aceti 1,8.107

Cizelge 4.56.’da gorildiugii gibi (Ies, ) degerleri 35°C’de biyolojik siiregte en yiiksek

degerde (0,018) bulunmustur.

4.8. Michaelis-Menten ve Monod Kinetik Modellerinin Uygulanmasi

Michaelis - Menten modelinin uygulanmasi: 25, 30 ve 35°C’de yapilan
biyodesiilfiirizasyon denemelerinden elde edilen [Fe+2]pH’den bulunan kiikdirt
degerlerinden elde edilen ve S. cerevisiae i¢in besin maddesi olan kiikiirt i¢in Michaelis-
Menten maksimum tepkime orant (Fyvmak) Ve tepkime sabiti (Kuw) degerleri

belirlenmistir.

Mikroorganizmalarin deney karisim ortamina uymalar1 ve bliylime agamasina gegmeleri
siiresince [Fe+2]pH degerlerinin degismedigi goriilmiis ve ilk degerler baslangic degeri
olarak kabul edilmistir. Deneylerde asidik ve enzimatik etkenler ile [Fe+2]pH
degerlerinden elde edilen kiikiirt miktarinin az olmasindan dolay: tepkimeler birinci
derece olarak kabul edilmistir. rmvmak V€ Kmm degerlerinin bulunmasinda, uygun
lineerlestirme gergeklestigi ig¢in (2.41) esitliginde verilen Eadie-Hofstee grafik
yonteminden yararlanilmis (Sekil 4.40-42) ve bulunan (rmvmak) Ve (Kum) degerleri

Cizelge 4.57°de verilmistir.
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Biyolojik siiregte 25 °C’de (Fe+2)pH’den bulunan kiikiirt igin Michaelis Menten’in Eadie-Hofstee grafigi
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Sekil 4.40. Biyolojik siirecte 25°C’de [Fe+2]pH’dan bulunan kiikiirt i¢in Michaelis-
Mentenin Eadie-Hofseedegisimi

Biyolojik siiregte 30 °C’de (Fe+2) pH’den bulunan kiikiirt icin Michaelis Menten’in Eadie-HofStee grafigi
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Sekil 4.41. Biyolojik siirecte 30°C’de [Fe+2]pH’dan bulunan kiikiirt i¢in Michaelis-
Menten degisimi
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Biyolojik siiregte 35 °C’de (Fe+2)pH’den bulunan kiikiirt icin Michaelis Menten’in Eadie-Hofstee grafigi
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Sekil 4.42. Biyolojik siirecte 35°C’de [Fe+2]pH’dan bulunan kiikiirt icin Michaelis-
Mentendegigimi

Cizelge 4.56. [Fe+2]pH’dan bulunan kiikiirt i¢in rpymmak Ve Kvm degerleri

Biyolojik numune karigimlari 25°C 30°C 35°C
I'-Mmak KM I'-Mmak KM rMmak KM

Su+Pirit Kiili+S. cerevisiae 3,56 6,03 | 548 | 291 4 -1,53

Su+Pirit Kiili+Glikoz+S. cerevisiae 4,16 752 | 476 | -2,23 4,66 6,29

Su+Pirit Kiili+A. aceti 3,48 -1,97 | 3,31 | -1,58 | 4,36 -1,51

Su+Pirit Kiilii+Asetik Asit+A. Aceti 4,14 2,79 | 4,06 | -10,97 | 4,58 7,04

Su-+Pirit Kiili+ Glikoz+A. aceti 2,91 -1,58 | 452 | -1,49 | 4,66 6,21

Su+Pirit Kiili+Alkol+A. aceti 35 4,06 | 2,74 | -1,71 | 4,56 -38

Su+Pirit _Kiilﬁ-i— Glikoz+ S. Cerevisiae 4.42 736 4.6 25 2.26 0,38

+ A. aceti

Su+P!r|_t K1_11u+G11koz+Alkol+S. 4.74 5,57 5,14 25 4,54 37.83

cerevisiae+A. aceti

Su+P}r1.t Kulu+A!k01+Aset1k Asit+S. 3,04 151 268 | -439 3,48 519

cerevisiae+A. aceti

Su+Pirit Kiilii +Glikoz+ Alkol+Asetik

Asit+S. cerevisiae+ A. aceti 342 | -151 | 36 | 181 3,5 0
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Cizelge 4.57°de gorildigi gibi, en diisiik (ryvmak) degerleri 25°C’°de “Su+Pirit Kiilii+
Glikoz+A. aceti’, 30°C’de ‘Su+tPirit Kiilii+tAlkol+Asetik Asit+S. cerevisiae+A. aceti’ ve
35°C’de ise ‘SutPirit Kiili+ Glikoz+ S. Cerevisiae + A. aceti’ karisimlarin1 igeren
deneylerde bulunmustur. En yiiksek (Fmvmak) degerleri ise 25°C ve 30°C’de ‘Su+Pirit
Kiili+Glikoz+Alkol+S. cerevisiae+A. aceti ve 35°C’de ‘Su+Pirit Kiili+Glikoz+S. cerevisiae’
ikili mikroorganizma karigimi igeren deneylerde biyodesiilfiirizasyon caligmasinin en

yiiksek doniisiim oranina ulasilmistir.

Buna ragmen; ‘S. cerevisiae+A. aceti’ mikroorganizmalar1 igeren deneylerde Imak
degerlerinin yiiksek ¢ikmasi ise bu mikroorganizmalarin simbiyotik olarak kiikiirt
¢Oziinmesinde az miktarda etkili oldugunu gostermektedir. Bu c¢alismada; ¢oziinen
kiikdirt i¢in belirlenen kinetik sabitlerin rymak Ve Ky degerleri daha 6nceden elde edilen
kinetik sabitler ile karsilastirildiginda, deneylerde calisilan mikrobik, kimyasal ve
fiziksel oOzelliklerin degisik olmasindan dolayr farkli sonuglarin ortaya ¢iktig
belirlenmis ancak kullanilan modeller ile yapilan uygulamalarda genel olarak sonuglar

karsilastirilmistir (Dowd and Riggs 1965; Counotte and Prins 1979).

Elde edilen sonuglara gore en yliksek (rmmmak) degerleri dikkate alinarak Michaelis-

Menten kinetik modeli asagidaki esitlikler ile ifade edilmistir.

25°C’de ‘Su+Pirit Kiilii+Glikoz+Alkol+S. cerevisiae+A. aceti’ ikili mikroorganizma

karisimi i¢in esitlik:

P 4rals] (4.18)
MM 5 57+[S]

30°C’de ‘SutPirit Kiili+Alkol+S. cerevisiae+A. Aceti’ ikili mikroorganizma karigimi

i¢in esitlik:
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. _548]8] (4.19)
MM 2,914 [S]

35°C’de ‘Su+Pirit Kulii+Glikoz+S. cerevisiae ’ ikili mikroorganizma karigimi igin esitlik:

(o 466[5] (4.20)
MM 6,29+[S]

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda kiikiirt iceren minerallerin Michealis-Menten sabitlerini
belirlemek amaciyla biyoligingin deneyleri yapilmis ve en yiiksek ¢ozlinme orani ¢inko
icin (rm=29,7 mgL™h™) ve kinetik sabit (Kym=36,7 grL™) bulunmustur (Gomez et al.
1999). Bu degerler ile karsilastirma yapildiginda, bu ¢alismada bulunan Michealis-

Menten sabitleri daha diisiik bulunmustur.

Monod modelinin uygulanmasi: Mikroorganizmalar i¢in bir besin maddesi olan
Fe(Il)’nin tiikketimi kinetiginde diisiik besin derisimleri i¢in birinci mertebe ve asiri
doygun besin derigimleri i¢in sifirinct mertebe kinetik denklemleri kullanilmaktadir. Bu
calismada; deney ortaminda mV degisiminden elde edilen Fe(Il) miktarinin az
olmasindan dolay1 tepkimelerin birinci mertebe oldugu kabul edilmistir. Fe(II)’nin
mikrobiyal ortamlarda oksitlenmesini i¢eren ¢alismalarda besiyeri, pH ve sicaklik sabit

tutularak cesitli calismalar yapilmis ve Monod kinetik sabitlerinin belirlenmesi i¢in

dC +2
( dFte J tirev degerleri ile polinoma uydurma metodu kullanilmistir (Robinson 1985;

Zheng 1986; Chander and Bricefio 1987; Han and Levenspiel 1988; Panikov 1995;
Tekin 2010).

25, 30 ve 35°C’de yapilan biyodesiilfiirizasyon denemelerinde mV degerlerinden
bulunan Fe(Il) i¢in Monod maksimum tepkime orani (ymax) Ve sabiti (Ky) degerlerinin
belirlenmesinde (2.43) esitliginde verilen Eadie-Hofstee grafik yonteminden
yararlanilmis (Sekil 4.43-45) ve bu grafiklerden bulunan (ryma) ve (Km) degerleri
Cizelge 4.58°de verilmistir.
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Biyolojik siiregte 30°C’de [Fell] ,,i¢in Monod’un Eadie-Hofstee grafigi
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Sekil 4.43. Biyolojik siirecte 25°C’de [Fell] v igin Monod degisimi

Biyolojik siiregte 30°C’de (F ell) .,/ i¢in Monod’un Eadie-Hofstee grafigi
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Sekil 4.44. Biyolojik siirecte 30°C’de [Fell] ,, igin Monod degisimi
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Biyolojik siiregte 35°Cde [Fell] .\, i¢in Monod’un Eadie-Hofstee grafigi
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Sekil 4.45. Biyolojik siirecte 35°C’de [Fell] v i¢in Monod degisimi
Cizelge 4.57. [Fell]ny i¢in rymak Ve Ky degerleri
25°C 30°C 35°C
rMmak KM rMmak KM rMmak KM
Su+Pirit Kiilii+S. cerevisiae 0,136 | -7.234 | 0,084 | -027 | 0,103 | 2.575
Su+Pirit Kili+GlikoztS.| 133 | 38 | 0118 | -6.941 | 0,006 | 2.66
cerevisiae
Su-+Pirit Kiilii+A. aceti 0,255 | 9.444 | 0,056 | -5.62 | 0,115 | 4.107
i‘é;tli) it KiilirtAsetik — AsitbA-| o567 | 1405 | 0007 | 0493 | 0,149 | 2.66
Su+Pirit Kiili+ Glikoz+A. aceti 0,126 | -4.344 | 0,184 | -6.344 | 0,138 | 2.505
Su+Pirit Kiilii+Alkol+A. aceti 0,216 | 24.82 | 0,102 | -20.4 | 0,140 | 25.68
SutPirit ~ Kiiliit  Glikozt —S.1 09 | 5571 | 0097 | -97 | 0001 | 0.018
Cerevisiae + A. aceti
SutPirit KiiliitGlikoztAlkoltS. 1 000 | gos5 | 0101 | -44.20 | 0,013 | 3.69
cerevisiae+A. aceti
Su+Pirit Kiuli+Alkol+Asetik
ASi14S corevisiae-A aces 0,073 | -2.703 | 0,111 | -2.265 | 0,042 | 1.827
Su+Pirit Kulu +Glikoz+
Alkol+Asetik Asit+S.| 0,065 2.5 | 0,009 10 0,016 | 3.83
cerevisiae+ A. aceti
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Monod kinetik sabitlerinin = (rymak) en disiik degerleri 25°C’de  ‘Su+Pirit
Kili+Alkol+Asetik Asit+S. cerevisiaet+A. aceti’, 30°C’de ‘Su+Pirit Kiili+Asetik
Asit+A4. aceti’ ve 35°C’de ise ‘SutPirit Kili+ Glikozt+ S. Cerevisiae + A. aceti’
karisimlarini igeren deneylerde bulunmustur. En yiiksek (rvmax) degerleri ise 25°C’de
‘Su+Pirit Kiillii+tAsetik Asit+A4. aceti’, 30°C’de ‘Su+Pirit Kiili+Alkol+Asetik Asit+S.
cerevisiae+A. Aceti’ ve 35°C’de ise ‘Su+Pirit Kiilii+Asetik Asit+4. aceti’ karigimlarini
iceren deneylerde bulunarak biyodesiilfiirizasyon c¢alismasinin en yiiksek doniistim
oranlaria ulasilmistir. En yliksek (rmmmak) degerleri dikkate alinarak Monod kinetik

modeli asagidaki esitlikler ile ifade edilmistir.
25°C’de ‘Su+Pirit Kiilii+Asetik Asit+A. aceti” karigimi icin esitlik:

0267 [S] (4.21)
M -14.05+ [S]

30°C’de ‘Su+Pirit Kiilii+ Glikoz+A. aceti " karigimi igin esitlik:

0184 [S] (4.22)
M 6,344+ [S]

35°C’de ‘Su+Pirit Kili+Asetik Asit+A. aceti’ karisimi i¢in esitlik:

. _ 01498 (4.23)
M 266+S

‘Asetik AsittA. aceti’ karigimlart igeren deneylerde Monod maksimun doniisiim oran
sabitlerinin degerleri yliksek bulunmustur. Bunun nedeni ise her ii¢ sicaklikta ‘Asetik
Asit+A4. aceti’ karigimlart igeren pirit kiilii sulu ortaminda olusan Fe(II) miktarinin

yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir (Jonglertjunya 2003).
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Bu araliklar ile bu calismalarda elde edilen sonuglar karsilastirildiginda Fymak
degerlerinin aralik igerisinde kaldigi, Ky degerlerinin ise aralik disina ¢iktigi

gozlemlenmistir. Oksijen limitasyonunun gerceklestigi tahmin edilmistir.

Elde edilen Monod sabitlerinin degerlerinin diger yapilan ¢alismalarda bulunan rymax Ve
Kwm degerleri ile karsilastirildiginda daha diisiik degerlerin bulundugu ortaya ¢ikmustir.
Bu sonuclar, kullanilan mikroorganizmalarin demir oksitleyen mikroorganizma
olmamasindan, dolayisiyla biyolojik affinitelerinin az olmasindan ve deney ortamina
disaridan oksijen verilmemesi ve mikroorganizma parcalanmasinit engellemek icin
karistirma yapilmamasindan kaynaklanmaktadir (Postma et al.1989). Yapilan biyoliging
calismalarindan, Fe(II)’nin bakteriyel oksidasyonu calismasinda (Tekin 2010) Monod
sabitleri (rv=2491,18 mgL*h™) ve kinetik sabit (Kyw=1525 grL™) bulunmustur.

4.9. Michaelis-Menten ve Monod Katsayilarina Bagh Aktivasyon Enerjisinin

Belirlenmesi

Sicakligin  biyokimyasal ve biyolojik tepkimeler yaninda mikrobiyal biiyiimeye

etkisinin belirlenmesi amaciyla aktivasyon enrjileri bulunmustur.

Genellestirilmis aktivasyon enerjisi denklemi agsagididaki gibi verilmistir:

E
k = Aexp| - Ee
eXp( RTJ (4.24)

9

Denklem (4.24)’lin logaritmasi alindiginda asagida verilen esitlik elde edilir:

logk =logA+| ——=2=
g g ( R T]

9
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Biyodesiilfiirizasyon deneylerinde ¢oziinen kiikiirdiin aktivasyon enerjisini bulmak i¢in
Michaelis-Menten ve Monod esitliklerinden elde edilen tepkime sabitlerinden
yararlanilmistir. Ortalama tepkime sabitlerinin logaritmalar ile sicaklik degerleri (1/T)

grafige gecirilerek e§im ve kaymalardan aktivasyon enerji degerleri hesaplanmustir.

Michaelis-Menten katsayisina bagh aktivasyon enerjisi: Michaelis-Menten
katsayilar1 kullanilarak log(Kwm)’ya karst 1/T akivasyon enerjisi grafikleri ¢izilmis ve
dogrusal bulunan egrilerden hesaplanan aktivasyon enerjileri ve Arhenius sabitleri

Cizelge 4.59’da verilmistir.

Cizelge 4.58. Michaelis-Menten katsayisina bagh aktivasyon enerjisi Eaym (Jmol™) ve
Arhenius sabitleri Apm

Biyolojik numune karigimlari Eavm (Jmol'l) Anvm
Su+Pirit Kiilii+S. cerevisiae 7.64 0.59
Su-+Pirit Kiili+ Glikoz+ S. Cerevisiae + A. aceti 7.15 0.18
Su-+Pirit Kiili+Alkol+Asetik Asit+S. cerevisiae+A. aceti 3.32 0.30

Monod katsayisina bagh aktivasyon enerjisii Monod katsayist kullanilarak
log(Km)’ya karst 1/T akivasyon enerjisi grafikleri ¢izilmistir. Lineer grafiklerden elde
edilen aktivasyon enerjileri ve Arhenius sabitleri Cizelge 4.60’da verilmistir.

Cizelge 4.59. Monod katsayisina bagli aktivasyon enerjisi Eaww (Jmol™) ve Arhenius
sabitleri FANVIY

Biyolojik numune karigimlar Eawm (Jmol™) Auvm
Su+Pirit Kiili+Glikoz+S. cerevisiae 457 0.54
Su+Pirit Kiilii+A. aceti 8.89 0.80
Su+Pirit Kiili+ Glikoz+ S. Cerevisiae + A. aceti 47.88 0.83
Su+Pirit Kiili+Alkol+Asetik Asit+S. cerevisiae+A. aceti 8.81 0.26
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5. SONUC

Pirit kiilinde bulunan kiikiirt bilesenlerinin biyolicing cesitlerinden biri olan
biyodesiilflirizasyon yontemi ile giderilmesi amaci ile yapilan bu ¢alismada bakteri ve
kif gibi bircok mikroorganizmanin 6lmeyerek, pirit kiili ortaminda yasadigi
belirlenmistir. Pirit kiilii biyodesiilfiirizasyon islemlerinde, organik ve anorganik kiikiirt
bilesiklerini metabolizmasinda kullanabilme o6zelliginden dolay1 S. cerevisiae
mikroorganizmasi se¢ilmistir. Kiikiirdii besin maddesi olarak metabolizmasinda
kullanabilen S. cerevisiae’nin pirit kiilii minerallerinin yiizeyine tutundugu goriiliirken
A. aceti’nin ise ¢ok az tutundugu ortaya ¢ikmistir. S. cerevisiae ve A. aceti’nin mineral
yiizeyine tutunmasinin metabolizmaya bagimli olan biyosorplama islemi oldugu
kanisina varilmistir. Buna bagli olarak S. cerevisiae’nin mineral yiizeyine tutunmasinda
biyosorplama sabitlerinin hesaplanmas1 yapilmustir. S. cerevisiae ve A. aceti
mikroorganizmalar ile yapilan biyodesiilfiirizasyon siireclerinde dogrudan, dolayli ve
ortaklasa biyoliging yoOntemlerinin gergeklestigi  gorilmiistir. Bu ¢alismada
biyodesiilfiirizasyon kinetiklerini  etkileyen en oOnemli etken S. cerevisiae
mikroorganizmasmin aktivitesi ve sicaklik olmustur. S. cerevisisae bulunan deney
ortamlarinda; (SutPirit+Glikoz+S. cerevisiae+A. aceti), (Su+Pirit+Glikoz+Alkol+S.
cerevisiae+A. aceti), (Su+Pirit+tAlkol+Asetik Asit+S. cerevisiae+A. aceti) ve
(Su+Pirit+Glikoz+Alkol+Asetik Asit+S. cerevisiae+ A. aceti) sicakligin yiikselmesine
bagli olarak %49,92 oraninda kiikiirt ¢oziintirligi elde edilmistir. Calismalarda
kullanilan pirit kiiliinde toplam kiikiirt az oldugu i¢in biyodesiilfiirizasyon deneylerinde
kiikiirdiin oksitlenmesinin ve ortama proton (H") kazandirarak pH degisimine etkisinin
az oldugu ortaya konmustur. Silfiir bilsenlerinin pirit mineralinden koparilarak
oksitlenmesinin tiyosiilfat ve siilfit bilesenlerinin siilfat’a sitokromlar araciligi ile
biyooksidasyonu ve (Fe**) iyonlari sayesinde olustugu tahmin edilmistir. Fe(II)’nin
Fe(Ill)’e biyooksitlenmesinin az gerceklestigi gézlenen deneylerde, Fe(II)’nin Fe(IIl)’i
oksitlemesinde fazla etkili olmadigt EDTA damlatmas1 ile yapilan Fe(III)
miktarlarindan anlasilmis ve en yiiksek Fe(III) doniisiimii biyolojik siirecte 30°C’de ( q)
Su+Pirit Kiili+ Glikoz+Alkol+Asetik Asit+S. cerevisiae+ A. aceti) karisiminda, %0,52

oraninda bulunmustur. Pirit kiliinde bulunan kiikiirdiin S. cerevisiae tarafindan
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metabolizma yoluyla ¢oziindiiriilmesi esnasinda Fe(Il)’nin de ¢6ziindiigii ve sivi
icerisinde ¢oziinmiis olan oksijen ile birleserek oksitlendigi ve Fe(II)’ii olusturdugu
varsayllmistir. Bu deneylerde kullanilan Acetobacter tiirlerinin pirit kiiliindeki demirin
biyooksitlenmesinde dogrudan etkili olmadig1 ortaya c¢ikmustir. Pirit kiiliiniin
biyooksitlenmesinde asidoliz ve redoksoliz biyokimyasal tepkimeleri gerceklesmistir.
Pirit kiilii ¢ozelti ortamimin pH’sinin 5-4 arasinda azalmaya meyilli seyrettigi
denemelerde pirit kiiliinlin nétrallestirme  etkisinin  bulunmasindan kaynaklandigi
kanaatine varilmistir. Deneylerde ortalama en diisiik pH 4,6 olarak bulunmustur. Asetik
asit gibi asidik karigimlara ve A. aceti’nin ortama proton (H") pompalamasi beklentisine
kars1 pirit kiiliiniin pH nin diismesine direng gosterdigi goriilmiis ve bunun nedeni ise
asetik asit metal kompleksleri olusumuna baglanmistir. Ancak elde edilen pirit kiilii
¢ozeltisinde Olgiilen pH’lar S. cerevisiae ve A. aceti mikroorganizmalarinin yagsamasi

icin uygun bir ortam olusturmustur.

[Fe**/Fe*?] oranmin bir ifadesi olan redoks potansiyeli (mV) nin pirit kiilii ¢dzeltilerinin
biyodesiilfiirizasyondeneyleri siiresince etkili degerlerde degismedigi belirlenmistir.
Deney ¢ozeltilerinin ortalama en yiiksek redoks potansiyeli (mV) 218 civarinda
yiikselmeye yakin gerceklesmistir. Sicakligin yiikselmesine paralel olarak pH

degerlerinin ¢ok az diistiigii ve redoks potansiyelinin ise ¢ok az yiikseldigi gézlenmistir.

Biyodesiilfiirizasyon siiresince c¢o6ziinen Fe(Ill) degerlerinden, baglh % kiikiirdiin
bulunmasi i¢in Fe(Il)’nin Fe(Ill)’e oksitlenmesi tepkimesinden yararlanilmistir. Bu
tepkimeye gore acgiga c¢ikan oksitlenmis kiikiirt olarak kabul edilen siilfat {izerinden

islemler yapilarak kuramsal % kiikiirt oranina geg¢ilmistir.

Pirit kiiliiniin biyoli¢ingi siirecinde 25, 30 ve 35°C sicakliklarda haftalik olarak yapilan
Ol¢iimlerde pH’nin azalarak 5-4 arasi degistigi belirlenmistir. Deneysel pH oOl¢tiim
verilerinden elde edilen polinom grafik denklemlerinin tiirevleri kullanilarak
lineerlestirmeler yapilmis ve pH degisimi incelenmistir. Ayrica pH wverileri ile
[Fe+3/Fe+2] oraninin iligkilendirilmesi gerceklestirilerek var olan modeller {izerine

uygulamalar yapilmistir. pH verilerinden elde edilen [Fe+3/Fe+2]pH oranlar1 ile mV
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verilerinden elde edilen [Fe+3/Fe+2]mv oranlarinin karsilastirmalari yapilmis ve bulunan
degerlerinin benzer oldugu ortaya ¢ikmustir. [Fe+3/Fe+2]pH degerleri kullanilarak Fe(ll)

tikketim orani (gg.+z) Ve ("g.s,) hesaplamalari yapilmistir. En yiiksek (gz.+z) degeri
biyolojik siirecte 30°C’de 0,4144 bulunurken, en yiiksek (7.5, ) degeri biyolojik siirete

35°C’de 1,8.107 olarak hesaplanmaistir.

Michaelis-Menten ve Monod modelleri kullanilarak pirit oksitlenme orani Fresy’nin
Fe(Il) ve Fe(Ill) ile iligkilendirilmesi yapilmig ve grafikler ile gosterilmistir.
Stokiyometrik olarak her bir kmol Fe(Il)’nin biyooksitlenmesi i¢in gerekli biyokiitle
olusumu kuramsal olarak hesaplanmistir. (Fe+2)pH’den bulunan kiikiirt i¢in rymmak Ve
Kvvm degerleri 25, 30 ve 35°C’de benzer bulunmus ve en yiiksek rvvmak V€ Kvvm
degerleri rymmak =4,74 ve Kyvm =37,83 olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore
(Fe+2)pH’den bulunan kiikiirt icin deney ortami ve parametreler {izerinde bazi kabullerin
yapilmasina ragmen uygulanan Michaelis-Menten modelinde degisimin ¢ok az oldugu
ortaya ¢ikmistir. Bununla birlikte, bu ¢alismada mV degisiminden bulunan Fe(ll) igin
belirlenen Monod kinetik sabitlerien yiiksek rymax ve Kvm degerleri rymak =0,26 ve Kym
=25,68 olarak bulunmustur. ryma Ve Kum degerleri Monod kinetik modelinin
biyodesiilfiirizasyon islemlerine uydugunu ve S. cerevisiae ve A. aceti
mikroorganizmalarinin biyodesiilfiirizasyon islemlerinde kullaniminin iyi bir segenek
olabilecegi sonucunu ortaya koymustur. S.cerevisiae ve A. aceti mikroorganizmalari ve
secilmis biyokimyasallarin kullanimi ile yapilan biyodesiilfiirizasyon ¢aligmalarinda
ortaya ¢ikan sonug, pirit kiilinde bulunan siilfiiriin ileri ¢aligmalar yapilarak daha

yiiksek oranda giderebilecegini gostermektedir.
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