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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KIiRLENMIS SEDIMENTLERIN BiYOLIC YONTEMI iLE
IYILESTIRILMESI

Didem TURE

Siileyman Demirel Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Cevre Miihendisligi Anabilim Dah

Jiiri: Doc¢. Dr. Mehmet KITIS
Dog. Dr. Ata Utku AKCIL
Yrd. Dog. Dr. Mehmet BEYHAN

Bu calismada Italya’min Adriyatik kiyilarindan temin edilen, agir metallerce
kirlenmis liman sedimentlerinin biyoiyilestirme teknigi arastirllmistir. Sediment
orneklerine uygulanan biyoli¢ teknigi, Fe ve S’ii oksitleyici bakterinin karistirilmig
kiiltiirii ile gerceklestirilmistir. Biyoli¢ ile Cd, Cu, Zn, Ni, Pb, Hg, As, Cr
ekstraksiyonunun kapsami {izerinde anaerobik ©On aritim ile biyostimiilasyonun
etkileri degerlendirilmistir. Biyostimiilasyon ile yapilan on antimda sedimentin
silfir kismmm artirmak icin indirgenen siilfat tiirlerinin biyostimulasyonu
amaclanmigtir. Sediment i¢inde indirgenen siilfiir oksidan bakterinin aktivitesini
kolaylastirmak icin biyoli¢ deneylerinden ©nce biyostimiilasyon uygulanmustir.
Mevcut ve mevcut olmayan %1 sakkarozun anaerobik aritim boyunca etkileri test
edilmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda sedimentler 6n aritimdan gecirildikten
sonra indirgen siilfiir oksidan tiirlerin aktivitelerini énemli Olciide gelistirdigi ve
biyoli¢ teknigi ile kirlenen sedimentlerden metal gideriminin umut verici oldugu

sonucuna varilmistir.
Anahtar Kelimeler: Aerobik, anaerobik, biyoli¢, elementer siilfiir, metaller,
sediment, Thiobacilli.

2008, 67 sayfa
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ABSTRACT

M. Sc. Thesis
BIOREMEDIATION OF POLLUTED SEDIMENTS BY BIOLEACHING
Didem TURE
Siileyman Demirel University Graduate School of Applied and Naturel Sciences
Enviromental Engineering Department

Thesis Committee: Assoc. Prof. Dr. Mehmet KITIS
Assoc. Prof. Dr. Ata Utku AKCIL
Assist. Prof. Dr. Mehmet BEYHAN

The present work deals with a bioremediation study of a heavy-metal polluted
harbour sediment, obtained from the Italian Adriatic Coast. Bioleaching of the
sediment sample was performed chemi-autotrophic Fe/S oxidising bacteria. The
effect of an anaerobic biostimulation pre-treatment on the extent of Cd, Cu, Zn, Ni,
Pb, Hg, As, Cr extraction by bioleaching was evaluated. The biostimulation pre-
treatment was intended to stimulate autochthonous sulfate reducing strains, to
enhance the sulfide fraction in the sediment, to favour subsequent activity of
reduced-sulfur-oxidizing bacteria in the subsequent bioaugmentation (bioleaching).
The effect of the duration of anaerobic pre-treatment (0 and 7 days) in the presence
and absence of 1% sucrose was tested. The results obtained showed that the activity
of the reduced sulfur-oxidising strains was significantly enhanced after an anaerobic
pre-treatment of the sediments and showed real promise for the application of

bioleaching for metal polluted sediments.

Keywords: Aerobic, anaerobic, bioleaching, elemental sulfur, metals, sediments,
Thiobacilli.

2008, 67 Pages
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1. GIRIS

Giiniimiizde sehirlesme, sanayilesme ve deniz tasimaciliginin hizla artmasi nedeni ile
deniz Kkirliligin boyutlart zaman zaman denizlerin tasiyamayacagl sinirlara
ulagsmaktadir. Yogun endiistrilesmenin  goriildiigi kiyr kentlerinde, deniz
sedimentlerinin ¢cogu agir metaller ile kirlenmis durumdadir. Kirlenen sedimentlerin
deniz ortaminda yayilimin1i Onlemek ic¢in sediment igindeki agir metallerin

uzaklagtirilmasi gerekmektedir.

Metaller ile kirlenmis sedimentlerin aritimi icin hem fiziksel hem kimyasal aritim
teknikleri pratikte yaygin sekilde kullanilmasina ragmen, diisiik verimlilik ve yiiksek
fiyat gibi bazi kisitlamalar1 s6z konusudur (Rulkens, 1995). Biyolojik iyilestirme
metodu, agir metallerin ¢oziiniirliigiinde sadece bilimsel olarak degil ayrica
endiistride potansiyel uygulama olarak da dikkate alinmaktadir (Stoll ve Duncan,
1996). Bu biyolojik iyilestirme yontemlerinden biri de biyoli¢c prosesidir. Biyoli¢
prosesi, madenlerden, atik ¢camurlardan ve sedimentlerden metal ektraksiyonu ig¢in
mikroorganizmalarin kullanilmasiyla uygulanan bir metottur. Biyolic prosesi,
mikroorganizmalarin metabolik faaliyetleri ile metal ¢oziiniirliigi gerceklesir (Babel,

2005).

Biyoli¢, metallerle kirlenen kati ortamlardan metal giderimi i¢in umut verici
metottur. Biyoli¢ teknigi maden atiklari, ¢camur, toprak, domuz giibresi, sediment,
endiistriyel atiklar ve atik camurlardan agir metal tasinimi alaninda yaygin sekilde
uygulanmaktadir (Chen vd., 2004). Son zamanlarda agir metallerin biyolojik olarak
iyilestirme metodu, ¢evre dostu ve ekonomik olmasiyla da dikkat cekmektedir.
Ozellikle, bu proses bakteriler yardimiyla siilfiir dongiisii gerceklestirerek kati
ortamlar icerisindeki metalleri kemoototrof bakteriler (Karbon dioksiti esas karbon
kaynagi olarak kullanarak inorganik bilesiklerin oksidasyonundan enerji saglayan

organizmalar) yardimiyla ¢6ziindiiriir ve s1vi ortam igerisine alir.

Antropojenik faaliyetler (insan faaliyetleri sonucu meydana gelen), liman

sedimentlerindeki kirlenmenin ana nedendir. Limanlar, sedimentlerdeki kirliligin



yiiksek seviyede bulundugu alanlar olarak da rapor edilmistir (Chen vd., 2004). Tk
zamanlarda agir metallerce kirlenmis sedimentlerin periyodik olarak ortamdan
alinarak tasinmasi diistiniilmiistiir. Son on yilda agir metallerce kirlenmis
sedimentlerin aritimi i¢in Ozel stratejiler gelistirilmistir. Aritimi yapilmis sedimentler
hem kiyilarin yeniden beslenmesinde hem de insaat endiistrisi igerisinde yeniden

kulanilabilecek ayricalikl bir secenek olarak sunulmaktadir (Engler vd., 1991).

Kirliligin biiyiik ¢ogunlugu, liman sedimentlerinin camur/kum kismi icerisinde
tutulmaktadir (Seidel vd., 2004). Sedimentlerde bulunan agir metaller ve pestisitler
toksisite bakimindan ¢ok tehlikelidir. Metal atiklarin miktari, madensel faktorler ve
elektro kaplama alanindaki kaynak cesitliligin fazla olmasi1 sebebiyle de giderek

artmaktadir.

Liman sedimentleri ¢camursu ve macunsu karakteristikleri ve yiiksek jeokimyasal
kompleksler icermesinden dolay1 aritilacak en zor materyallerden birisidir. Sediment
aritim1 i¢in kullanilan teknolojilerde Oncelikle sedimentin az kirlenen kisimlarinin
ayrimui yapilir (Seidel, 2004). Normal aritimlar i¢in ongoriilen alternatifler i¢inde yer
alan biyoiyilestirme teknolojileri igeriside, kimyasal ekstraksiyon veya termal
stabilizasyon vardir (Mulligan, 2001). Biyoiyilestirme stratejileri, hem dogasinda
bulunan mikrobiyal toplulugun biyostimiilasyonuna hem de biyoli¢ teknolojilerin
kullanimina ve oOzel sartlara dayanmir. Biyostimiilasyon biyoiyilestirmede varolan
bakteriyi harekete gecirerek biyoli¢ i¢in uygun ortami saglar. Bu islem sirasinda
biyostimiilasyon ortaminin saglikli bir sekilde olusabilmesi i¢in fosfor, azot veya

karbon gibi gerekli niitrient ilaveleri de yapilmalidir (Rienks, 1998).

1.1 Calismanin Amaci

Liman sedimentleri, agir metallerin en biiyiik birikim alanlarindan birisidir. Son
yillarda yapilan bircok caligmada, sediment matrisleri ve agir metaller arasindaki
kompleks etkilesimlerinin sonuglar1 incelenmistir. Metallerin hareketliligi; kimyasal
ozelliklere, sedimentlerin jeokimyasal Ozelliklerine ve organik yiikler gibi cevresel

etkilere baghdir. Farkli metaller jeokimyasal fraksiyonda farkli dagilirlar.



Mikrorganizmalar metallerin hareketliligini oksitleme-indirgeme reaksiyonlar1 ile

etkilemektedir.

Bu calismanin amaci, kirlenen sedimentten agir metalin biyoiyilestirilmesinde
biyohidrometalurji teknolojilerinin uygulanmasi ve SuperPro Designer v5.5 programi
ile pilot olgekli bir proses uygulamasi dizayn etmektir. Thiobacillus bakterisinin
karigtirllmig  bir Kkiiltiirii i¢in ortam hazirlanarak, sedimentlerden metallerin
coziindiiriilmesinde  biyolic  prosesi  gelistirilmistir.  Ozellikle  kirlenmis
sedimentlerden biyoli¢ teknigi ile agir metallerin ekstraksiyonu iizerinde 6n arittim
etkileri tayin edilmistir. Deneylerde oncelikle anaerobik 6n aritim ile en iyi sartlarin
belirlenmesi i¢in %1 sakkaroz varligi ve yoklugunda (0 ve 7 giin) inkiibasyon
boyunca metallerce kirlenmis sedimenttin aritimi yapilmis daha sonra kurutulan
sedimentler biyoli¢ deneylerinde kullanilmis ve sediment i¢indeki metal ¢coziiniirliigii

tayin edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Cevresel kirlilik, endiistriyel gelismeler ile toprakta, suda, sediment ve havada
yasayan organizmalart olumsuz etkilemektedir. Sucul ortamlarda goriilen metal
kirliligi sahip olduklar1 toksisite, cevrede bulunma miktarlar1 ve kalici olma
ozellikleri nedeniyle ilgi cekmektedir. Bu kirliligin ana kaynaklari, endiistriyel
madencilik, evsel ve tarimsal atik sulardir. Nihtingale (1987) ve Barlas (2005)
yaptiklar1 caligmalarda sedimentlerde agir metal konsantrasyonlarini belirlemislerdir
(Barlas, 2005). Cu, Mn, Zn, Fe, gibi bazi iz metaller yiiksek konsantrasyonlarda
tehlikeli ve toksik olmalarina ragmen organizmalarin yasamu ic¢in diisiik
konsantrasyonlarda gereklidir. Ayrica, Cd, Pb ve Hg gibi toksik metallerin cogu
denizde dogal olarak bulunur. insan aktivitelerinden kaynaklanan metaller sudaki

metal kirliliginin ana kaynagidir (Barlas ve Akbulut, 2005).

Yapilarinda fazlaca hidrofobik kimyasal kirletici bulunduran sedimentler, su
ortamlarina hali¢c ve benzeri kaynaklardan giren materyaller olarak bilinir. Diinya
genelinde, iz metallerin yiliksek konsantrasyonlar1 ve organoklorlu pestisitler (OCs),
poliklorlu bifeniller (PCBs) ve poliaromatik hidrokarbonlar (PAHs) gibi organik
kirleticiler endiistrilesmis kentlerin liman bdlgelerindeki sedimentlerde sikca

gozlenmektedir (McCready vd., 2006).

Sediment iceriginde metaller, niitrientler, organik bilesikler ve radyoniikleidler gibi
cok sayida kirletici tiiri mevcuttur. Bu tiirlere ait parametreler Cizelge 2.1°de
gosterilmistir. Kirleticiler kismen dogal ve ¢ogunlugu antropojenik kaynaklardan
(insan faaliyetleri sonucu meydana gelen) bu sistemlere girmektedir (Orn; madenler,

endiistriler, tarimsal faaliyetler).

Nehir sistemlerinde, kirleticiler noktasal kaynaklar (6rn; fabrika atig1 ve diger maden
desarjlar1, kanalizasyon atifi, dokiintiiler) ve noktasal olmayan kaynaklar (6rn;
kirlenen aliivyon dagilimi, tarimsal desarj) yoluyla sedimentleri kirletir (Hudson-
Edwards ve Taylor, 2003). Limanlar ve deniz sedimentleri insanlar tarafindan

tiretilen kat1 ve s1v1 atiklar sebebiyle kirletilmektedir.



Limanlardaki tipik kirlilik kaynaklar asagida siralanmistir.

Gemicilik: Geminin alt kismindan sizan yaglar, kullanilan motor yaginin
bosaltilmasi, giiverte temizligi, tutulan baliklarin yikanmasi, mutfak atigi, tuvalet
atigl, yirtilmis aglar, halatlar, metal parcalari, kullanilan bataryalar, plastik
konteynirlar, boyali teneke kutular ve balik parcalari.

Iskele Alam: Baliklarin plastik variller icinde botlarla transferi, satis yapilan
hangarda yikama ve smiflandirma, giin sonunda, iskele ve plastik iceren kati
atiklarin hortumla sulanmasi ve atiklarin liman sularina karigsmasi.

Digerleri: Liman alani icinde, depolardan c¢ikan kat1 atiklar, avlu, kantin ve idari
bina atiklarinin seyrek toplanmasi sebebiyle birikmesi, riizgar nedeniyle yagmur
kanallarinin yakinlarina dagilan atiklarin limana tasinmasi, tuvalet ve diger sivi
atiklarin limana desarji.

Kiyiya Vuran Enkaz: Kiy1 cevresindeki yerlesim yerlerinden gelen tagkin
sularin igerisinde bulunan odun parcalar1 ve diger maddelerin limandaki ana

kanal1 doldurmasi (Consultant, 1994).

Cizelge 2.1. Sediment Kirliligine Neden Olan Baslica Kirleticiler ve Kaynaklari
(Taylor vd., 2005)

Kirleticiler Kaynaklar

Metaller

(Ag, Cd, Cu, Co, Cr, Hg, Pb, Sb, Sn, Zn,

Jeoloji, madencilik, endiistri, asit kaya
drenaji (ARD), kanalizasyon aritimu,

sehirsel bosaltma.

As)

Nutrientler (N,P) Tarimsal ve sehirsel bosaltma, atiksu
ve kanalizasyon aritimi

Organik birlesikler Tarim, endiistri, kanalizasyon, arazi

(Pestisitler, herbisitler, hidrokarbonlar)
Radyoniiklidler
(137Cs 1297 239p, 230Th)

doldurma, sehirsel bosaltma.

Niikleer gii¢ endiistrisi, askeri, jeoloji




Suda bulanan sedimentlerde bes ana kirletici kaynak asagida siralanmistir:

1. Fosfor ve azot bilesikleri iceren niitrientler. Yiiksek fosfor
konsantrasyonlarinda algler istenmeyen bir gelisim gosterirler. Algler
oldiigiinde  sudaki  oksijen  miktar1  diiser. Amonya8in yiiksek
konsantrasyonlar1 bentik organizmalar1 zehirleyebilir.

2. Cesitli organik maddeler, hidrokarbon sinifi organikleri iceren yag ve gres
yagi.

3. Halojenli hidrokarbonlar ve DDT ve PCB gibi kimyasallar bozunmaya kars1
direnclidirler.

4. Baz petrol iiriinleri ve yan iiriinlerini iceren organik kimyasallarin bir grubu
olan poliaromatik hidrokarbonlar (PAHs).

5. Demir, manganez, kursun, kadminyum, ¢inko, civa ve metalloidler; arsenik

ve selenyum gibi metaller (EPA, 2004).

Yukarida listelenen metaller, PAHs ve organikler kirlilik seviyelerine bagli olarak
cesitli bitki ve hayvanlar i¢in zehirli olabilir. Bazilar1 insanlara da zarar verebilir.
Cogu direngli organik kirleticiler ve bazi metaller besin zinciri {izerinde hareket
ederek biyolojik olarak artar. Sediment kirliliginin kaynagi, kirliligin noktasal ve
noktasal olmamasina gore ayrilabilir (EPA, 2004). Sizmaya baglh olarak toksik
metaller kat1 atiklardan ve atik sulardan toprak ve sedimentlere daha sonra da yeralti
suyuna gecer. Bazi metaller insan saghigi icin gerekli iken bazilar1 yiiksek
konsantrasyonlarda zararhidir. Insanlar bu metalleri yemek yiyerek ve su kullanmak
suretiyle biinyelerine alirlar.

Yakin zamana kadar sediment ve topraklardan metal licinin Ol¢iimii i¢in gerekli
metot bulunmamaktaydi. Laboratuar 6l¢ekli ¢calismalarda genellikle birbirinden farkli
ve karsilagtirllamaz sonuglar elde edilmekteydi. Avrupa’da bir grup arastirmaci
dogru Olciimler yapabilmek adina bir araya gelmisler ve standart metotlar
gelistirmislerdir (Guevara-Riba, 2006). Bu yaklasim ile kiyaslanabilir sonuclar
iiretebilen bir prosediir ortaya cikmistir. Oncelikle metotlar, standart bir yontem gibi

benimsenmeye baglamadan Once ¢esitli laboratuarlarda test edilmistir ve Onaylanmis



Referans Materyal (CRM) 6l¢iim metodu gelistirilmistir. Kullanilan standart metotlar
ve

referans materyaller ile arastirmacilar daha hassas ol¢iimler yapmuglardir. Ayrica
emin olmak icin elde edilen sonuglar1 baska yerde veya farkli zamanlarda

karsilastirmislar ve daha sonra yasal limitler 6nerilmistir.

2.1. Sediment ile Tlgili Mevzuatlarin Degerlendirilmesi

Sediment ve toprak Kkirliligi ile 1ilgili mevzuatlar, sediment kalitesinin
degerlendirilmesi ve 1ilgili uygulamalar bircok {ilkenin mevzuatlarinda yer
almamaktadir. Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa Birligi iilkeleri haricinde konu
ile ilgili mevzuata sahip ¢ok fazla iilke bulunmamaktadir. Bu boliimde sediment ile
ilgili mevzuta sahip ABD ve AB iilkelerinin incelemesi yapilmis ve Tiirkiye’deki

durum ortaya konmustur.

2.1.1. Amerika Birlesik Devletleri

Amerika Birlesik Devletlerinde, kirlenmis sediment problemi ile tamamen ilgilenen
sorumlu bir birim bulunmamaktadir. Fakat sediment kalitesi ile ilgili baz1 6nemli
yasalar mevcuttur. Bunlar orijinal isimleri ile; Clean Water Act, the Comprehensive
Environmental Response Compensation, Liability Act, National Environmental
Policy Act, the Clean Air Act, the Coastal Zone Management Act, the Marine
Protection, Research, Sanctuaries Act ve the Great Lakes Critical Programs Act of
1990. Bu yasalar sediment kalitesini korumada, kimyasallar ile kirlenmis alanlarda,
atiksulardaki kirleticilerin ileri aritma ile desarjinda ve 1iyilestirici stratejilerin

uygulanmasinda bir yol gostericidir.

Washington’da deniz sedimentleri ile ilgili kimyasal kriterler iki agsamali sediment

yonetim standardina gore yapilmaktadir.

a. Bu kisimda sediment kalite standartlar1 biyolojik yasam ve insan sagligi
tizerinde akut ve kronik etkiler de dahil olmak iizere hicbir ters etkiye neden

olmayacak sekilde uygulanacaktir.



b. Kimyasal konsantrasyon kriteri. Cizelge 2.2°de gosterilen kiyr sediment

kalitesine ait konsantrasyonlar saglanmalidir.

b.1. Bir sediment o©rneginde yapilan laboratuar analizi sonucunda bir
kimyasalin tespit edilememesi durumunda Kiy1 Sediment Kalitesi
Standartlarindaki tabloda verilen kimyasal kriter degerlerini asip agsmadigina

gore deteksiyon limiti rapor edilmelidir.

Cizelge 2.2. Amerika Birlesik Devletleri Deniz Sedimentlerinin Kalite Standartlar
(http://www.ecy.wa.gov/programs/tcp/smu/sed_chem.htm)

Kimyasal Sediment Kalite Standart WAC 173-204-320(a)
Parametre mg/kg Kuru Agirhk (ppm)
Arsenik 57
Kadminyum 5.1
Krom 260
Bakir 390
Kursun 450
Civa 0.41
Glimiis 6.1
Cinko 410

2.1.2. Avrupa Birligi

Son yillarda Avrupa’daki bilim adamlari, yoneticiler ve is adamlar1 da sediment
arastirmalarina agirhik vermistir. Sediment yonetimi cesitli konular1 kapsamaktadir.
Bu nedenle politik igerikleri de vardir. Risklerin bilimsel degerlendirilmesi karar
prosesinin yalnizca bir kismudir. Ekonomik smirlamalar, teknolojik fizibiliteler,
metotlar ve potansiyel sonuclar yonetim sisteminin olusturulmasi i¢cin uzun donemde
planlanmis biitiin ilgili gruplar ile dengelenmektedir. Diizenleyici taslaklar bu
yonetimler icinde desteklenebilir. Gelisimleri yogun zamanli bir prosestir ve bu

proses biitiin 6nemli durumlarin hesaplanmasin saglamaktadir.

Farkli kimyasal ve biyolojik protokol oOrneklerinin ¢ogu sedimentlerin
degerlendirilmesinde ulusal yasalari kapsar. Cesitli semalar harmonize edilse de
sonuglarin karsilagtirilmasini miimkiin kilmamaktadir ve sonug olarak veri analizleri
icin ¢ikan problemler farkli yasalarla da karsilastirilir. Bu yiizden Avrupa Sediment

Arastirma Agi’nda (SEDNET) muhtemel stratejiler etki degerlendirme araclar1 ve



kaynak belirleme araglar1 seklinde harmonize edilmis ve gozlenmistir. Detayl
caligmalar gostermektedir ki sedimente bagli kirleticiler 6zel bir kapsamda
degerlendirilemezler bu da proseste bir bosluk oldugunu gostermektedir. Su anda
kullanilmakta olan bircok biyo degerlendirme caligmasi olmasina ragmen bunlardan
ancak bir kaci1 standart yontemler arasindadir. Biyodegerlendirme caligmalari bir
karistmda bulunan 6zel bir bilesimin konsantrasyonunu belirlemede kullanilan bir
prosediirdiir. Bir bagka deyisle yasayan organizmalar iizerinde bir maddenin

etkilerinin ol¢timiidiir.

Son zamanlarda sunulan bir ka¢ proje ve proje Onerisinde, Ozellikle kiy
cevrelerindeki ekolojik risk degerlendirilmesindeki boslugu gidermeye yonelik bir
girisim yapilmistir. Toksisite testleri ve sediment kimyasi/biyolojisi alan verisi
arasindaki bagimlilik bir 6rnekle agiklanmaktadir. 1960 yilinda, Baltik Denizi’nin
dogusuna Liibeck Bight bolgesine bosaltilma yapilmistir. 2001 yilinda baslanan
sedimentasyon caligmalarina kadar bu materyal ile kismen kaplanarak 40 yili askin
siire endiistriyel atiklarla bu bolge kirletilmistir. Ahlf (2005) ve arkadaslarinin yaptig
bu ¢alismanin amaci hali¢ sedimentleri i¢in deniz biotestinin kurulmasinda yapilan
bir pilot ¢caligmay1 gostermektir. Kimyasal analizler PAHs 1n toprakta 80 den 200
ppm’e kadar arttiZim gostermis, agir metaller yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmustur. Bazi 6rneklerde kursun ve ¢inkonun sedimentte %?2’den fazla oldugu
gozlenmistir (Ahlf vd., 2005). Sekil 2.1’de Avrupa’da lokalden globale dogru
sediment yonetim uygulamalar1 gosterilmektedir. Yonetmelikler iizerindeki kimyasal
analizlerin limitlenmesi, sediment kalitesi ile ilgilidir. Bilim adamlar1 ve
miihendislerden olugsmus cevre ile ilgili danisman bir firma olan “Aquaterra” kirlilik
analizi ic¢in yazilim programlarim1 ve cevresel model uygulamalarini igerir.
“Aquaterra” kalite goOstergesi ile hazirlanan test sistemi standardizasyonu ve
harmonizasyonu ile yapilan bir c¢alisma Sekil 2.1°de gosterilmektedir (Salamon,

2005).



Evrensel IMO, UNESCO,
PIANC
Avrupa Avrupa Yasalari,
WED, Su Kalitesi
ﬁ OSPAR, HELCOM Kalite ve Nicelik ﬁ
Y onii
Su Kaynagi | WFD Taranmus materyal
Nokta ve noktasal
ﬁ olmayan kaynaklar
Ulke Ulusal Yasalar
g Analiz, Aritim,
Yoresel Giderim

Sekil 2.1. Sediment Konular1 ve Yonetmeliklerine Gore lgili Olcekler (Salamon,
2005)

Avrupa Birligi Atik Direktiflerine gore sediment yonetmelikleri Sekil 2.2°de

gosterilmektedir.

1 !

Taranmig
materyal

AB-Su Direktifi
*%* Ekolopkal yaklaslm AB Atik Direktifi
¢ Su havzas alanlar
% Amag:2015 yilina kadar su miktarin
iyi bir duruma getirmek.
% Ama:Su fazi i¢in oncelikli maddelerde
kalite kriteri olmal

¢ Sedimenti atmak = atik

:> Degerinin altina diismiis sediment niteliginin ekolojik 6nemi!

Sekil 2.2. Avrupa Yasalarinda Sediment Yonetimi (Van-Camp vd., 2005)
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2.1.3. italya

Italya’da 367/03 Hiikiimet kararnamesi Sediment Kalite Hedeflerine (SQO) gore
liman kiyisi, lagiinler ve kiy1 alanindaki sedimentler icin oncelikli olarak 27 zararh
materyal belirlenmistir. Ozel bir zaman limiti olmadan toplanan sedimentler igin
referans degerler belirlenmis ve bunlar Cizelge 2.3 ve Cizelge 2.4’de gosterilmistir.
Bilimsel literatiir bilgileri, deniz sedimentlerinde bulunan materyallerin ¢evreye
etkileri ve dagilimi hakkinda bilgi vermektedir. Bunlardan birisi de deniz
sedimentleri ~ icin  Ulusal  Deniz =~ Cevre =~ Monitor  veri  tabamdir
(http://www.minambiente.it). Italya’da Deniz Arastirmalari Merkez Enstitiisii
(ICRAM), deneysel veri tabani1 belirmek icin Toksikoloji, Ekotoksikoloji ve Cevre
Uzerinde Bilimsel Komite (CSTEE) veri tabanini, EPA veri tabanini, Hollanda Halk
Saghigi Ulusal Enstitiisii (RIVM) gibi cesitli veri tabanlarimi kullanarak Sediment
Kalite Hedeflerini belirler. italya Cevre Bakanlig1 979/82 sayili kanuna gére Deniz
ve Kiy1 Cevreleri Ulusal Izleme Programimi yiiriitmektedir. Program, Italya’da
bulunan 6000 km uzunlugundaki 14 bolgenin 73 kiy1 alanin1 igerir. Programa gore 57
adet kirlenmis ve 16 adet referans alan belirlenmistir. Deneysel veriler, Ulusal
Monitor program ve ICRAM tarafindan yapilan c¢alismalardan saglanmaktadir. Bazi
parametreler ulusal ve uluslararasi yasalara gore secilir (Legislative Decree No.
152/99 ve 76/464 EC Directive). Italya’da Saglik Bakanlhigi ile Ilgili Alanlar
Koruma ve Atmosfer Bakanligi’na gore sedimentler i¢in kalite standartlar1 Cizelge

2.3.’de gosterilmektedir.

Cizelge 2.3. Italya Sediment Kalite Standartlar1 (Anonim, 2006)

Parametreler Konsantrasyon
Metal mg/kg
As 12
Cd 0,3
Toplam Cr 50
Hg 0,3
Ni 30
Pb 30
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Deniz kiy1 sulari, kiyr lagiinleri ve goletlerdeki sediment kalite standartlar Italya
resmi gazetesinde (pubblicato nella Gazzetta Ufficiale italiana n. 67 del 21 marzo
2003 (GU n. 5 del 8-1-2004) belirtilmektedir. 367/03 sayil1 Italya kararnamesinde
deniz suyunun 2008 ve 2015 yillan i¢in zararli madde igerigi sinir degerlerinde Su
Kalite Standartlarmna (WQS) gore Cizelge 2.4’de gosterilen degerlere ulasmayi
hedeflemektedir. Ulusal Monitdr verisi olmadan once deniz sularinda Oncelikli
maddelerin konsantrasyonlar1 Su Kalite Standartlar1 (WQS), Avrupa Bilim
Enstitiisiinden alinan uluslararasi literatiire gore belirlenmistir. Ayrica deniz sularinin
Su Kalite Standartlarini sinirlandirmak icin uluslararasi yasalar kullanilmaktadir
(Maggi vd., 2007). Su Kalite Standartlar1 ve Sediment Kalite Hedeflerine gore
organik bilesikler ve PAHs limit degerleri Cizelge 2.4’de gosterilmektedir. Ozellikle
Su Kalite Standartlart 2015 ve 2008 yillarina kadar uygun hale getirilmesi
hedeflenmektedir. Cizelge’de 2008’den 2015’e¢ kadar gecen siirede Su Kalite
Standartlarinin sinir degerlerinin azaldig1 goriilmektedir. Su kalite standarlarinin

belirlenmesi ile Sediment Kalite Hedefleri de belirlenmistir.

Cizelge 2.4. Su Kalite Standartlar1 ve Sediment Kalite Hedefleri Limit Degerleri
(Maggi vd., 2007)

Su Kalite .
Sediment
Standartlar Kalite
CSA Numara Parametreler A B .
Hedefleri
2015 2008 ug/ke kuru
(ug/L)  (pg/L)
Organik bilesikler
366643284 Tributyltin 0.0001  0.001 5
(katyon)
PAHs > PAH 0.005 0.015 200
50-32-8 Benzo(a)pyrene 0.001 0.003 30
205-99_p  Benzodfluoroant 55, 593 40
hene
207-08-9  Benzolfluoroant 5, 593 20
hene
120-12-7 Antrasen 0.006 0.01 45
206-44-0 Fluoroanthene 0.01 0.1 110
91-20-3 Naftalin 0.01 0.1 35
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2.1.4. Tiirkiye

Tiirkiye’de sedimentler ile ilgilli herhangi bir mevzuat olmamasi nedeniyle Toprak
Kirliliginin Kontrolii Yonetmeligi’'nde bulunan gostergeler ele alinmis ve diger
tilkeler ile kiyaslama yapilmistir. Topraktaki agir metallerin limit degerleri Cizelge
2.5’de gosterilmektedir. Topraktaki agir metal icerigi tabloda gosterilen limit

degerleri gegcmemelidir.

Cizelge 2.5. Toprakta Agir Metallerin Limit Degerleri (Anonim, 2005)

Agir Metal pHS5-6 pH>6
(Toplam) mg/kg Kuru mg/kg Kuru Toprak
Toprak

Pb 50 = 300 s

Cd 1 sk 3 ok

Cr 100 s 100 s

Cu* 50 s 140 s

Ni* 30 s 75 s

Zn* 150 s 300 s

Hg 1 =% 1,5 *=*

* pH degeri 7°den biiyiik ise ¢evre ve insan sagligina 6zellikle yeralti suyuna zararl
olmadig1 durumlarda Bakanlik sinir degerleri %50’ye kadar artirabilir.
*% Yem bitkileri yetistirilen alanlarda ¢evre ve insan sagligina zararli olmadigi

bilimsel ¢alismalarla kanitlandigi durumlarda, bu sinir degerlerin asilmasina izin
verilebilir.

Toprak kirlilik parametrelerinin limit degerleri Cizelge 2.6’da gosterilmektedir.
Verilen parametrelerin Bakanlik tarafindan belirlenen kirleticilerin analizleri

yapilarak, topragin bu yonetmelikteki sinir degerleri sagladig: raporla belgelenir.
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Cizelge 2.6. Kirlenmis Toprakta Aritma Sonucu Uygulanmasi Gereken Sinir
Degerler (Anonim, 2005)

Kirleticiler Limit
Degerler
Sodyum (mg Na/l) (Toplam) 125
Co (mg/kg kuru toprak) 20
As 7 20
Mo 7 10
Sn 7 20
Ba 7 200
Floriir 7 200
Karisik siyaniir 7 5
Siilfiir ” 2
Brom 7 20
Benzen ” 0,05

Toprakta on yillik ortalama esas alinarak bir yilda verilmesine miisaade edilecek agir

metal yiikii sinir degerleri Cizelge 2.7°de verilmistir.

Cizelge 2.7. Toprakta On Yillik Ortalama Esas Alinarak Bir Yilda Verilmesine
Miisaade Edilecek Agir Metal Yiikii Sinir Degerleri (Anonim, 2005)

Agir Metal Limit Agirhik Degeri (gr/da/yil,

(Toplam) kuru madde)
Kursun 1500
Kadminyum 15
Krom 1500
Bakir 1200
Nikel 300
Cinko 3000
Civa 10

Baz1 iilkelerin direktiflerine gore, toprak ve sedimentlerde oncelikli inorganik
kirleticilerin limit degerleri Cizelge 2.8’de karsilastirilmaktadir. Toprak icin agir
metallerin degerleri Tiirkiye Toprak Kirligi Yonetmeligi ve AB Atk Camur
Direktifleri ile (86/278/EEC) benzerlik gostermektedir. Italya atik direktifi ve ABD
(Sediment Kalite Standartlar WAC 173-204-320) direktifleride birbirinden farklidir.
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Italya’da toprak icin limit degerler, Avrupa ve Tirkiye degerlerinden daha

sinirlayicidir.

Cizelge 2.8. Farkli Ulkelerdeki Inorganik Kirleticilerin Limit Degerleri

Kirletici TURKIYE ITALYA ABD AB
pHS5-6 pH>6 Toprak (mg kg™ mgkg’ 6<pH<7
mgkg' mgkg” belirtilen kuru kuru mgkg™’
Kuru Kuru toprak) agirhk  Kkuru
Toprak Toprak A B Sediment AB Atik

Halk, Ticari ve Kalite Camur
ozel Endiistriyel ~ Standartlar ~ Direktifi

kullamim  kullanim WAC 173-  (86/278/E
204-320 EC)

As 20 - 2 50 57 -

Se 5 - 3 15 - -

Ni 30 75 120 500 - 30-75
cd 1 3 2 15 5,1 1-3
Cr 100 100 20 250 260 -

Pb 50 300 100 1000 450 50-300
Hg 1 1,5 1 5 0,41 1-1,5
Zn 150 300 150 1500 410 150-300

2.2. Kirlenmis Sedimentlerde Biyoli¢c Yontemi

Biyoli¢ prosesi, madenlerden, atik camurlardan ve sedimentlerden metal
ektraksiyonu uygulamalarinda mikroorganizmalarin kullanilmasiyla uygulanan bir
metottur. Biyoli¢ prosesinde, mikroorganizmalarin metabolik hareketi ile metal
coziiniirlugi gerceklesir. Biyolic prosesi i¢in direk ve indirek iki reaksiyon

mekanizmasi vardir.

2.2.1. Direk Bakteriyel Lic

Silverman (1967) tarafindan yapilan bir ¢alismada, direk bakteriyel licde bakteri ve
stilfiirliit mineral arasinda fiziksel bir temas oldugunu ve metal siilfata oksitlemenin
cesitli asamalarda (direk olarak tamamen biyolojik reaksiyonlarda enzimatik olarak)
meydana geldigi belirtilmistir. Direk bakteriyel li¢ isleminde siilfiirlii mineral,

herhangi bir ara olmaksizin bakteriler tarafindan oksitlenmektedir (Akgil, 2003).
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Ferros siilfiiriin olmadig1 metal siilfatlarin Acidithiobacillus ferrooxidans tarafindan

oksitlendigi direk reaksiyon asagidadir.

MS + 20, _thiobacilli [y g2 (1.1)

Metal siilfatlar (MSO4) suda ¢oziiniir ve ¢oziinmeyen form icinde metal siilfiirler
mevcut oldugundan dolayi, kati fazdan sivi faza metaller hareket eder. Karaivko
(1985) metal ektraksiyonu ve siilfiir minerallerin ¢6ziiniirliigiin iiretimi arasinda
direk bir iliski bulmustur. Siilfiir mineral ¢oziiniirliigii ne kadar yiiksekse, metal

ektraksiyon orani da o kadar biiyiiktiir.

2.2.2. Indirek Bakteriyel Lic

thiobacilli
2FeSO4+O.502+HZSO4 Fez(SO4)3+H20 (1.2)

4Fe,SO,), +2MS+4H 0420 - 2M*? +2S07%4 +8FeSO , +4H SO, (1.3)

Burada MS metal siifiirii ve M*? ¢dziinen metalik iyonunu gostermektedir.

Reaksiyon (1.2) aktif thiobacilli katilimi ile gerceklesir. Reaksiyon (1.3) thiobacilli
olmadan sadece kimyasal olarak gerceklesir. Reaksiyon (1.2) ve (1.3) arasinda dongii
prosesi daha fazla metal ¢oziiniirliigii ile sonuglanir. Proses boyunca H;SOg’ilin

olusumu verimliligi tamamen artirir (Babel, vd., 2005).

Asidofilik bakteriler i¢in demir ve siilfiir, farkli dogal ortamlarda bulunan
bakterilerin gelismesi i¢in Onemli bir enerji kaynagidir. Bakteri yardimiyla
gerceklesen li¢ islemi, kuvvetli bir oksitleyici reaktif olarak hareket eden ferrik
demirin (Fe™) ortamda bulunmasi ile hizlanmaktadir. Biyolig, siilfiir bilesikleri ve
ferros demirin (Fe*?), bakteriyel oksidasyonuyla iiretilen ferrik demir ve siilfiirik

asitin konsantrasyonuna baglidir (Yilmaz, 2005).

Biyohidrometaliirjinin birlestirilmis uygulamalar1 ve biyoli¢ metobolizmalarinin iyi
bilinmesi ile Fe ve S oksitleyici bakteri kullanimina 6zellikle odaklanilmistir. Toksik
metaller sediment icinde farkli jeokimyasal fraksiyonlar arasinda dagilir. Ayrica,

jeokimyasal birlesimlerin tam karakterizasyonu, spesifik bakteri ile agir metallerin
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biyotaginiminda tahmin Ongorebilecegi ve sedimentlerin agir metaller ile olan
iliskilerinin olasiligim1 anlamak icin 6nemlidir (Lopez-Sanchez vd., 1996; Pellegrini

vd., 1999; Guevara-Riba vd., 2004).

Bazi1 mikroorganizmalar ile Fe ve S oksitleyici tiirlerinin beraber uygulamalar siilfiir
kismi1 disindaki diger kisimlarda da biyoli¢ ile sedimentlerin metal ekstraksiyonunun
belirlenmesini artirilabildigi diisiiniilse de kirlenmis sedimentler iginde diger
jeokimyasal fraksiyonlarda metal biyoiyilestirilmesi ile 1ilgili c¢alismalar
bulunamamistir (Rauret, 1998; Li-Siok Ngiam, 2001). Cogu arastirmact Ozellikle
agir metallerin gideriminde Fe ve Mn oksidasyonu ile olusan “indirgenebilir kisim”
olarak adlandirilan sediment i¢inde ki fraksiyonunun oneminin altim1 ¢izmektedir.
Daha gevsek kisimlar asit ortami icerisinde baskin oldugu icin Fe/Mn oksidan kismi
hedef kisim olabilir. Siilfiir kistmda (okside olabilen olarak da adlandirilir), anoksik
(oksijensiz) sartlar i¢inde heterotrof siilfat bakterisinin metabolizmasindan dolay1
sediment i¢cinde epeyce sekillenirken, Fe/Mn oksideleri, tekrar siispansiyon ve su ile
sedimentlerin oksidasyonundan tiiretilir ve zit sartlar icinde sekillendirilir. Sonug
olarak, islem {iizerinde esas olan durum heterotrofik bakterinin sediment ortami
icerisinde ¢ogunlukla Fe oksidasyonu iizerinde tenefiissiinii aerobik ve asit ortamda
devam ettirmesidir. Bu ortamlarda ototrofik bakteri (Fe ve S oksitleyici tiiril) yasar.
Diger teknolojilerde kazilarak c¢ikartilmis sedimentlerin biyoiyilestirilmesindeki Fe
ve S oksitleyici bakterinin kullanimi, otokton toplulugunun stimiilasyonuna ve ayrica
pilot dlgekli proseslerin uygulanmasina dayanir (Seidel vd., 2004). Heterotrofik ve
ototrofik tiirler arasindaki karsilikli iligkilerin olmasi durumunda biyoiyilestirme ile

metal ekstraksiyon iiriinlerine bagh gelismeler de vuku bulabilir.

Sedimentlerin biyoiyilestirmesi i¢in yapilan uygulamalar ¢ok azdir (Mulligan vd.,
1999, Mulligan vd., 2001). Kazilarak c¢ikartilmis sedimentler icin uygulanan
biyoiyilestirme teknolojilerinin ¢ogu Acidithiobacillus sp ve Leptospirillum sp gibi
bakterilerin biyocogalmasi ile meydana gelir. Bu bakteriler, sediment icindeki siilfiir
kisminin i¢inde bulunan agir metallerin ¢oziiniirliigiinden sorumludurlar. Asit ortami

icinde ferros demir ve (S%)ii okside edebilen bakteri tiirii ototrof (indirgenmis siilfiir
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bilesiklerini elektron verici olarak kullanirlar. Kelvin siklusu ile CO;’1 fikse ederler)

bakterilerdir (Chen vd., 2001; Chen vd., 2004).

Deniz ortami icinde, agir metaller, toksik maddeler ve pestisitlerin toplanmasi
sediment icinde c¢ok cesitli kirlilik olusturur. Kirlenmis sedimentlerden agir
metallerin biyolici kompleks bir prosesdir (PempKowiak vd., 1999; Tabak vd.,
2005). Cesitli fizikokimyasal ve biyolojik parametreler biyolic prosesi iizerinde
etkilidir. Bu parametreler kirlenen partikiillerin durumuna, oksijen, sicaklik,
karbondioksit, pH, oksidasyon-indirgeyici potansiyel (ORP), nutrient olusumu,
bakteri tiirli ve hiicre konsantrasyonuna baghdir (Wong ve Henry, 1988). Biyoli¢
prosesini en iyi sekilde uygulayabilmek icin parametrelerin tam olarak anlagilmasi
onemlidir. Kirlenmis sedimentlerden agir metal giderimine katilan bakteri mutlaka

1yi bilinmelidir.

Agir metallerin yiiksek konsantrasyonlarina tahammul edebilen ve hidrojen iyonlari
icinde diger bakterilerin olusumunu 6nleyebilen ve enerji kaynagi olarak kullanilan
indirgenmis siilfiir bilesikleri, acidithiobacilli i¢in substrat olarak eklenir. Biyoli¢
prosesinde pH degisimi ve asit iiretimi eklenen siilfiir konsantrasyonundan etkilenir.
Eklenen elementer siilfiir, siilfiirik asite tamamen oksitlenemez ve kalan siilfiir, son
giderim boyunca topraklar ve aritilan sedimentlerin tekrar asidifikasyonu i¢in yol
gosterir. Biyoli¢ prosesinden iyi bir sonu¢ almak i¢in siilfiiriin kullanim1 gereklidir.
Biyoli¢ prosesinde asit iiretimi sirasinda siilfiir konsantrasyonun etkileri, pH diisiisti

ve metal ¢coziiniirliigii ile incelenir.

Bazi calismalardaki prosesler, mikrobiyolojik olarak iiretilen siilfiirik asiti kullanarak
agir metallerin biyolicine dayanir. Esas asamada, sedimentlere ilave edilen elementer
siilfiir (S%), kati-yatakl li¢ i¢inde islendirilmistir. indirgenmis siilfiir, acidithiobacilli
icin enerji substrati oldugundan biyoli¢ proseslerinde kullaniminin uygun oldugu
ispat edilmistir. Asidofilik bakteri elementer siilfiirii (SO) sillfirik asite oksitler.
Siilfirik asit agir metalleri ¢ozer. Fakat mineral bilesiklerin degiskenligini yok eder.
Siilfirik asit pH disiisiine sebeb oldugu icin indirgenmis siilfiir bilesiklerinin

oksidasyonunda katalizor gérevi gorebilir. Mikrobiyal siilfiir oksidasyonunda subsrat
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gibi kullanmilan siilfiir, biyoli¢ prosesinin verimliligi i¢in limit degerde olmalidir.
Siilfiir konsantrasyonu partikiill boyutu ve sicaklik gibi faktorlerden de etkilenir
(Chen ve Lin, 2000). Mikrobiyolojik olarak iiretilen siilfiiriin uygulamalari (biyolojik
siilfiir) bircok avantaj sunabilir. Bu materyal, siilfit iceren atik sularin biyolojik
arttim1 boyunca bir atik {iriinii gibi goriilir ( Ornegin; metal rafinelerinden ve

komiirle calisan tesislerden baca gazinin biyo desiilfiirizasyonunda).

Biyolicte sikca kullanilan diger substratlar ile elementer siilfiir fiyatlan
karsilastirlldiginda elementer siilfiir daha ucuzdur (Blais vd., 1992). Eger bu atik
triin siilfiir-oksitleyici bakteri i¢in bir substrat olarak kullanilabilecekse, biyoli¢
aritimi icin ekonomik uygunlugu olabilir. Biyoli¢ tekniginde siilfiir oksidasyonu,
stilfiir partikiilleri tizerine bakteri adsorpsiyonu ve biyoli¢ prosesi boyunca elementer

stilfiirlin oksidasyonu icin ilk ve gerekli asamadir (Chen ve Lin, 2001).

Hava ile mineral bilesiklerin siilfiir oksidasyonu durumundaki degisimler siilfirik asit
formasyonu i¢inde sonuglanir ve sonrasinda gelen durumda su fazi i¢inde toksik
metaller tahliye edilir. Yinede, dogada kendiliginden olan inorganik siilfiir
bilesiklerin indirgenmesinde mikrobiyal oksidasyon icin, kontrol edilen sartlar

altinda metallerin hareketi i¢in ayrica eklenmelidir.

Indirgenmis siilfiir birlesiklerini enerji kaynagi olarak kullanilabilme 6zelligine sahip
Thiobacillus grubunun diger bir {iyeside Acidithiobacillus thiooxidans’in
indirgenmis-S  bilesikleridir.  Ornegin; elementer siilfiirii ve tiyosiilfat1
oksitleyebildigi halde ferros demiri (Fe**) ve metalik siilfitleri kullanabildigi bugiine
dek gozlenememistir. Mikrobiyal metal li¢i islevine dogrudan katkis1 oldugu

gozlenmis mikroorganizmalar Cizelge 2.9’da 6zetlenmektedir.

Cizelge 2.9’da adi gecen mikroorganizmalarin yam1 sira diger baz
mikroorganizmalarin da li¢ yi§inlarinda varlig1 saptanmis ve bunlarin ekolojik agidan
onemi vurgulanmistir. Thiobacillus grubunun heterotrofik, asidofilik tiirlerinin,
ornegin Acidithiobacillus acidocaldarius ve Acidithiobacillus thioparus’un bakteri

li¢ islevine Acidithiobacillus ferrooxidans’1 inhibe eden organik maddeleri ortamdan
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uzaklastirmaya yardimci olduklar1 sanilmaktadir. Dogada ve li¢ yiginlarinda pH 9-6
araliinda yasayan Acidithiobacillus neopolitanus, Acidithiobacillus novellus gibi
diger hetotrof thiobacillus tiirleri olarak pH dortiin altina indirdikleri anlasilmistir.
Bu pH degerinin altinda ise Acidithiobacillus ferrooxidans ve Acidithiobacillus
thiooxidans  devreye  girmekte, demir ve siilfiirleri asit sartlarinda

oksitleyebilmektedir.

Thiobacillus, biyoli¢ prosesinde Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus
thiooxidans ve Acidithiobacillus thioparus igeren karistirilmis kiiltiiriide ayrica rol
oynar (Blais vd., 1992). Acidithiobacillus ferrooxidans ve Acidithiobacillus
thiooxidans biyoli¢ prosesinde fazlasiyla kullanilmasina ragmen, dort veya daha
disik pH degerlerinde gelisebilen asidofilik Acidithiobacillus ferrooxidans veya
Acidithiobacillus thiooxidans icin ilave olarak baslangicta asit gerektirir. Oyleyse,
Acidithiobacillus ferroxidans ile biyoli¢ prosesin islemsel maliyeti yliksektir. Ayrica
Acidithiobacillus  ferroxidans siilfir bilesiklerini oksitlemesi Acidithiobacillus
thiooxidans’e kiyasla daha yavastir (Wong ve Henry, 1988). Son zamanlarda,
ekonomik bir biyoli¢ proses i¢in asidofilik Acidithiobacillus thioparus ve asidofilik
Acidithiobacillus thiooxidans kanisik bir kiiltiirde kullanilan thiobacilli tiirii, nétr pH
da rapor edilmistir (Blais vd., 1992).

Agir metaller tarafindan kazilarak ¢ikartilmis kirlenen sedimentlerin biyoiyilestirme
teknoloji faaliyetinin degerini artirmada, siiregelen calismalarin amaci ic¢in farkl
mikrobiyal rklar ile biyoli¢ stratejilerin uygulamalarida bulunmaktadir. Hem siilfiir
hem de demiri okside edebilen ototrof bakteri olan karistirilmis kiiltiir bakteri
Acidithiobacillus sp. ve Leptospirillum sp. diger bir bakteride Acidiphilium
cryptum’dur. Acidiphilium cryptum organik maddeyi oksitlemek i¢in ferrik demiri ve
birlikte solunan oksijeni indirger. Fe/Mn kismini1 azaltabilen bir kemoheterotrof

bakteridir (diisiik pH da yasayabilir) (Kusel vd., 1999).
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Cizelge 2.9 Mikrobiyal metal 6ziitlenmeye katkisi olan mikroorganizmalar (Kusel

vd., 1999)

Bakterinin Tiiri

Ozellikleri

Acidithiobacillus ferrooxidans

Mezofilik, optimum sicaklik 30°-
35°C, pH arahig 1-4, kemolitotrof,
ototrof. Bakteriyel li¢ isleminde en
onemli mikroorganizma, Fe+2, S° ve

indirgenmis-S bilesiklerini oksitleyebilir.

Acidithiobacillus thiooxidans

Mezofilik, optimum sicaklik 30°-
35°C, pH araligi 2-4, S° ve indirgenmis-S
bilesiklerini oksitleyebilir, fakat metalik

+2

siilfitleri ve Fe oksitleyemez.

yi
Kemolitotrof, ototrof, T.Ferrooxidans ile
birlikte komiirlerin desiilfiirizasyonunda

etkili oldugunu gosterilmistir.

Sulfolobus acidocalderius ve Ferrolobus

Termofilik, 1s1l aralik 55-80°C,
optimum 70°-75°C, miksorof, Fe** yi ve
indirgenmis-S bilesiklerini oksitleyebilir,
mineral tuzlarin yanisira maya Oziiti

gereksinimi vardir, CO, i fikse edemez.

Acidithiobacillus ferrooxidans THI,
Acidithiobacillus ferrooxidans TH2, TH4
Acidithiobacillus ferrooxidans TH3

Leptospirillum ferroxidans

Yalmz Fe™ yi oksitleyebilir,

mezofilik, optimum sicaklik 30°C, pH
1,5

Acidithiobacillus ferrooxidans

TH grubu

Tiimiiyle S. Acidocalderus
ozelliklerini gosterir ancak asil aralik 45°-
60°C, optimum 50°C. Bu grup, onceleri
sulfolobus benzeri olarak adlandirilmislardir.
Siilfatt asimile edemezler ve organik-S’i

maya oziitiinden karsilarlar.
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Ana mekanizmalar, Acidithiobacillus thiooxidans ve Acidithiobacillus thioparus ile
agir metallerin biyoli¢ini iceren denklemler asagidaki sira ile agiklanabilir (Rulkens
vd., 1995).

Dolayli mekanizma;

MS + 20, —thiobacilli N2 502, 2.1

Dolaysiz mekanizma;

SO + H20+1.502 thiobacilli HZSO4
HZSO4 +sediment - M — sediment - 2H + MSO4

(2.2)

M; cift degerlikli metal.

Metal ligcinde adi en c¢ok gecen bakteri hi¢ siliphesiz Acidithiobacillus
ferrooxidans’tir. Bu bakteri bir kemoliotrof (kimyasal bilesikleri enerji, inorganik
maddeleri elektron kaynagi olarak kullanan mikroorganizma), mezofil gram negatif
ve hareketlidir. Spor olusturmaz ve 0,5—1,0 mikron uzunlugunda ¢comak yapida olup
havadaki karbon dioksiti Kelvin siklusu araciligr ile fikse edebilmekte ve enerji
kaynagi olarak tiyosiilfat, elementer siilfir veya siilfirik kiikiirt ile Fe* vyi
kullanabilmektedir. Organizmada bu elementlerin oksidasyonu sirasinda aciga ¢ikan

enerjiyi ATP’ye doniistiirebilmekte ve biyosentez i¢in kullanilabilmektedir.

Acidithiobacillus ferrooxidans genellikle aerobik kabul edilir. Anaerobik sartlar
altinda, Acidithiobacillus ferrooxidans, elektron aseptor olan ferrik demiri kulanarak
elementer siilfiir iizerinde gelisebilir. Bu sonuclar gosterir ki, Acidithiobacillus
ferrooxidans asidik ortamda demir ve siilfiir dongiilerinde 6nemli rol oynayan bir
fakiiltatif aerob olarak diisiiniilebilir. Biyoli¢c proseslerinde anaerobik sartlarda
oksijenin az oldugu ortamda Acidithiobacillus ferrooxidans’in gelisiminin olabilmesi
icin Oonemli uygulamalar gerekebilir. Acidithiobacillus  ferrooxidans ayrica
tetratiyonat molekiiler hidrojen, formik asit, antimon bilesikleri, uranyum bilesikleri
ve molibden birlesikleri oksidasyonundan ve Se” ve Cu* oksidasyonundan enerji
elde edilebilir (Barron vd., 1990). Acidithiobacillus ferrooxidans bakterisinin 2,3
uygun deger olmak iizere 1,5-3,5 pH araliginda en faal oldugu saptanmistir. Bu

bakterinin gelismesi pH 1,0’in altinda ve pH 5,0’in iizerinde miimkiin degildir
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(Horan, 2005). Sekil 2.3’de Acidithiobacillus ferrooxidans ’1in bir elektron
mikroskopda 30,000 kez biiyiiltiilmiis hali gosterilmektedir.

Sekil 2.3. Acidithiobacillus ferrooxidans Hiicre Siispansiyonu (Horan, J., 2005)

EK-1’de, Sedimentlerden agir metal giderimi ile ilgili yapilan bazi caligmalarin
sonuclar1 gosterilmektedir. Cizelge iizerinde metalin tiirii, giris konsantrasyonu,
bakteri tiirleri, giderilen iiriiniin ylizde degerleri ve ¢alismalarin kimler tarafindan
yapildigina dair referanslar gosterilmistir. Uygun deneysel sartlar iginde,
biyostimiilasyon i¢in kullanilan indirgenmis ve asilanmis siilfiirii oksitleyen bakteri
ve eklenen tiyosiilfat yardimiyla maksimum giderim {iriinii Ni’de gozlenmistir.

Giderim yiizdesi yaklasik %97,8 dir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Deneylerde kullanilan liman sedimentleri, 2006 yilinin Mart ayinda 7 L kapasiteli
Van Veen tiirii bir kepge ile Italya’min Ancona Limanindan alinmistir. Toplanan
sedimentler, kati/s1v1 %42 oranina sahiptir ve 63 pm tane boyutudan biiyiiktiir. XRD
cihaz1 ile (Siemens D-500 difraktometre) sediment i¢cindeki metal tiirlendirilmesi
yaklasik %5 siilfiir, yaklasitk %5 demir ve manganez, yaklasitk %90 silika ve
karbonat fraksiyonlart mevcut olarak gosterilmistir. Sediment 6rnekleri mikrobiyal
metabolizma etkilerini azaltmak icin +4°C laboratuar ortaminda bekletilmistir
(Chartier vd., 2000). Biyolic¢ deneyleri icin Fe ve S oksitleyici bakterinin karistirilmis
kiiltiirii, Acidithiobacillus ferrooxidans (DSM 583), Acidithiobacillus thiooxidans ve
Leptospirillum ferrooxidans (DSM 1928) kullanilmistir. Fe ve S oksitleyici
bakterinin saf kiiltiirleri German National Resource Centre for Biological Material,

DSMZ’den temin edilmistir.

Sekil 3.1 Van Veen Kepge
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3.2. Ancona Limani

3.1. Ardisik Ekstraksiyon Prosediirii

Avrupa Birligi protokoliine gore ardisik secici ekstraksiyon prosediirii, farkl
mineralojik kisimlar icinde metal dagilimi belirlenir (Quevauviller, 1998). (SM&T:
Standards, Measurements and Testing Program). Baz1 proserdiiler 6zel jeokimyasal
kisimlara ait metallerin soliisyon icinde farkina varilarak kimyasal bilesiklerin
kullanimina dayanir. Buna ragmen, ekstraksiyon i¢in kullanilan kimyasal bilesiklerin
belirliligi kesin olmadigindan dolayr ardisik ekstraksiyon sonuglarmin kullanildig:
metotlar uygulanmalidir (Hlavay vd., 2004). Ardisik ekstraksiyonda sediment i¢inde
metal tiirlendirilmesi olarak adlandirilan karbonat ve degistirilebilir kisimdaki
metalleri ayirma amaci ile 0,11 M asetik asit kullanilir. Demir ve Mangan oksit
kismindaki metallerin ekstraksiyonu i¢cin pH = 2’de 0,1 M hidroksilamin hidrokloriir
kullanilir. Organik madde ve siilfiir kisimlarinda ise metallerin li¢i i¢in (pH=2)
amonyum asetata %30 hidrojen peroksit birlestirilerek kullanilir. 50 mL santrifiij
tiiptin icine 1 gr yas sediment ve 40 ml 0,11 M’lik asetik asit eklenir ve oda

sicakliginda 16 saat karistirilarak 6zii elde edildir.

Numuneler inkiibasyondan sonra 1,500 xg (5810 R, Eppendorf) da santrifiijlendikten

sonra st su fazi tiiplere aktarilir. Geri kalan sediment iki kere yikanir. Ekstraksiyon
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cozeltisinin geri kalan kismi miliQ su ile sedimentten uzaklastirilir. Sediment 16 saat
karnigtirilarak 4M nitrik asit (HNOs;) ile pH=2’ye diisiiriillir, 0,1M 40 mL
hidroksilamin hidrokloriir (¢cozelti B) ile aritilmustir. Ust su faz1 alinir ve sediment 10
mL %30 hidrojen peroksit (¢cozelti C), ile islemden gecirilir. Oda sicakliginda saatte
bir arasira elle karigtirilir. Ayrica 85°C’de 1 saat ig¢in inkiibatére konulur ve
karigtirilir. 10 mL ¢ozelti C, 40 mL 1 M amonyum asetat (¢cozelti D, 4 M HNOs ile
pH 2’ye ayarlandi) birbirine eklenir. 16 saat boyunca oda sicakliginda karistirilir.
Numune santrifiijlendikten sonra iist su fazi kismi metal analizlerinde kullanilir.
Ardigik ekstraksiyon prosediiriin kalan kismi metal li¢i i¢in uygun degildir. Farkli
ekstraksiyonlarda metal belirlenmesi, eslesmis plazma atomik emisyon spektrometre

ile hesaplanir (ICP-AES Jobin Yvon JY 24).

Sekil 3.3. Santrifiij Cihaz1

3.2. Sedimentlerin Anaerobik Test ile On Aritimdan Gegcirilmesi

Kirlenen sedimentlerin biyoiyilestirilmesi iki basamakta gerceklestirilmistir.
Sedimentin farkli jeo-kimyasal fraksiyonlarinda agir metallerin dagilimin
degerlendirmek i¢in yas sediment kullanilmistir. Biyoli¢ etkilerinin tahmini icin 6zel
substrat ve sediment konsantrasyonu belirlenmistir. Oncelikle 0 ve 7 giin boyunca
sediment siispansiyonu kiiltiirii karanlik ortamda ve anaerobik sartlarda, 125 g yas
sediment numunesi (%20 w/w kuru madde), 175 ml sentetik deniz suyu ve 2.5 gr

(%1) sakkaroz ve sakkaroz icermeyen konsantrasyonlar karistirillarak 250 mL’lik

26



erlenlere eklenmistir. Anaerobik test icin toplam sekiz adet numune hazirlanmigtir.
Numunelerin dérdii 35°C’de diger dordii ise oda sicakliginda Stuart marka seri
numarast S150 olan orbital inkiibator (175 dev/dak) kullanilarak reaksiyon
gerceklestirilmistir.  Bakteriyel aktivitesinin parametlerinden olan pH ve
yiikseltgenme-indirgenme potansiyel agisindan (Eh) calisiilmistir. Bu deneydeki
anaerobik testler icerisinde Eh degeri -200 mV altinda tutulmustur. Anaerobik testler
boyunca, ilk giin ve yedinci giin pH ve Eh oOlctimleri yapilmistir. Anaerobik
testlerdeki amag¢ sediment icerisinde biyostimiilasyonu saglamak ve aerobik testler
icin sedimentleri On aritimdan gegirmektir. Bu basamagin sonunda, sedimentler iki
kez yikanip santrifiijlenerek, 60°C etiivde kurutulmus ve kurutulan sediment
numuneleri toplam metalleri belirlemek i¢in porselen havanda homojen olarak
parcalanmistir. Daha sonra biyoli¢ i¢in 6n aritimdan gegen kuru sedimentler aerobik

testlerde kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Anaerobik Aritim Parametreleri

Parametreler Seviyeler
sakkaroz yok var (10 g/L)
sicaklik oda 35°C

3.3. Bakteriler icin Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

Bu asamada, biyoli¢ prosesinde kullanilacak bakterinin eksponansiyel ¢ogalma fazi
icin kiiltiir ortami hazirlanmistir. Kiiltiir ortami asilanan bakteri tiirlerinine gore
belirlenmistir. Burada amag biyolicin ilgili etkileri ve Fe ve S oksitleyici bakteri
artisinl en uygun sartlarda tahmin etmektir. Bakteri Kkiiltiirleri, enerji kaynagi olan
FeSO, iceren 9K (besleyici ¢ozelti) ortami i¢inde rutin olarak beslenmistir. Kiiltiir
ortami Oncelikle iki ¢cozelti halinde hazirlanmstir. {1k ¢ozelti 9K ortamidir. Bu ortam
icin; 3 gr (NH4),SOq4, 0.1 gr KCI, 0.5 gr KoHPOy4, 0.5 gr MgSO4x7H,0, 0.01 gr
Ca(NOs3), iceren kimyasallar 700 ml deiyonize suya ilave edilmis ve pH’in ikiye
diismesi i¢in 10N H,SO4 kullamilmistir. Siilfiirik asit pH diisiisiine sebeb oldugu i¢in
indirgenmis siilfiir bilesiklerinin oksidasyonuna katalizor etkisi yapar. Diger cozelti

ise 44.2 g FeSO4x7H,0 ve 300 ml deiyonize su ilave edilerek hazirlanmistir. Her iki
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cozelti ayr1 olarak otoklavlanarak ve sicaklifi oda sicakligina diistiikten sonra
birbirine eklenmistir. Bakteriyel Kkiiltiirler FeSO, iceren 9K ortami i¢ine %10’luk
konsantrasyonda asilanmistir ve 35°C’de 175 dev/dak hizindaki inkiibator ortaminda
1 hafta tutulmus ve bakteri gelisimi pH ol¢iimlerine gore belirlendikten sonra aerobik
testlerde kullanilmistir.

Cizelge 3.2. Bakterilerin Sediment Uzerinde Cogalmasinda Kullanilan Besi Yeri

Bilesikler IK

Temel Tuzlar:

(NH4)2SO4 3gr
KCl 0.1 gr
K>HPO,4 0.5 gr
MgS04x7H,0 0.5 gr
Ca(NOs3), 0.01 gr
deiyonize H,O 700 ml
Enerji Kaynak:

FeS04.7H20 44 .4 gr
deiyonize H,O 300 ml

3.4. Biyoli¢ Calismalar

Biyoli¢ calismalarinda anaerobik test ile on aritimdan gecen sedimentler aerobik
testlerde kullanmilmistir. 250 mL’lik erlene, alistirma prosesinde gelisen %10 (v/v)
thiobacilli; 90 mL FeSO;, iceren 9K Kkiiltiir ortam1 i¢ine 10 gr kuru sedimente,10 ml
eklenerek 6rnek ortam hazirlanmustir. 175 dev/dak hizinda ve 35°C sicaklikta
inkiibatorde gelisimi gozlenmistir. Siilfiir oksidasyonu boyunca, sedimentlerdeki
thiobacilli’nin biiyiimesi, pH’daki degisim ol¢iilerek gozlenmistir. Biyoli¢ deneyleri
boyunca pH kontrolleri yapilarak ve belirlenen zaman araliginda toplam bakteri
sayimi ve toplam metal icerigi Olglimleri icin Ornekler alinarak ve sediment
siispansiyonun analizi yapilmistir. Biyolic deneylerinde sabit ve degisken

parametreler Cizelge 3.3 ve 3.4.’de gosterilmektedir.
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Cizelge 3.3. Aerobik Deneylerde Sabit ve Degisken Parametreler

Sicaklik (sabit) 35°C
Karistirma Hizi 175 dev/dak.
pH 2 (baslangic)

Sediment miktari %10

“Acidithiobacillus ferroxidans
Bakteri tipi Acidithiobacillus thioxidans

Leptospirillum ferroxidans”

Diger bir biyoli¢ deneyi ise aerobik kontrol test diizenegi olmustur. Deneysel sartlara
gore asilanan thiobacilli bakterisi ve On aritimdan gecirilmemis sadece iki kez
yikama yapilmis kuru sediment (10% w/v) ile s’ iceren ve s? icermeyen ortam
hazirlanmistir. Toplam dort adet 6rnek hazirlanmustir. ki 6rnek, 250 mL’lik erlen
siselerine, gelisen thiobacilli %10 (v/v), 90 mL FeSO, iceren 9K kiiltiir ortaminda
siilfir ve siilfiir icermeyen ortamlarda 10 gr kuru sedimente 10 ml thiobacilli
eklenerek ve diger iki ornekde ise bakteri eklenmeden 100 mL lik kiiltiir ortaminda
siilfir ve siilfiir icermeyen ortamlarda gerceklestirilmistir. Karistirict erlenlerde
inkiibator iizerinde 175 dev/dak ve 35°C’de tutulmus ve pH olciimleri yapilmistir.

Aerobik testde oldugu gibi bakteri sayimi ve metal icerigi ol¢ctimleri yapilmistir.

Cizelge 3.4. Aerobik Kontrol Deneylerinde Sabit ve Degisken Parametreler

Parametreler Seviyeler

Elementer Siilfiir (S”) yok var (10 g/L)

“Acidithiobacillus ferroxidans yok var

Acidithiobacillus thioxidans

Leptospirillum ferroxidans”

Sicaklik(sabit) 35°C

Karistirma Hiz1 175 dev/dak.
pH 2 (baslangic)

Sediment miktar1 %10
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3.5. Analizler

Toplam agir metallerin analizi (Cd, Hg, Ni, Pb, Zn, Cu, Cr, As ) i¢in alinan 6rnekler
Roma’da bulunan Istituto Di Geologia Ambientale e Geoingegneria (IGAG) del
CNR’ye gonderilmistir. Enstitii’de bulunan eslesmis plazma atomik emisyon
spektrometre (ICP-AES Jobin Yvon JY 24) ile agir metallerin igerigi belirlenmistir.
Toplam bakteri sayimi, prosediiriin icerigine gore epiflorans mikroskopta
siispansiyon icerisinde, Akridin Orange renk metodu ile belirlenmistir. Biyolig

prosesi boyunca her giin deneylerin pH o6lciimleri yapilmigtir.

3.6. Sedimentte Toplam Bakteri Yogunlugunun Tespiti

Biyoli¢ deneyleri tamamladiktan sonra belirlenen zamanlardan alinan Orneklerin
toplam bakteri sayimi yapilmistir. Toplam bakteri sayimi standart protokollere gore
renk veren akridin orange kullanilarak tahmin edilmistir (Danovaro vd., 2002).
Sediment altornekler (0.5 ml), 6n filtreden (0.2 um gozenek boyutu) gecirilmis 4.5
ml su ve final konsantrasyonu %2 olan tampon formalin (Na,B4O; 10 H,O) ile
sabitlenmistir. Bakteri tetrasodyum pirafosfat (final konsantrasyon SmM)
kullanilarak sedimetten ayrilmistir. Sonra 100 kez seyretilen altornekler ekstraksiyon
verimliligini artirmak icin ii¢ kez sonikator cihazindan (Branson Sonifier 2200; 60 W
1 dak. icin) gecirilmistir. Sediment altkiiltiirleri akridin orange (final konsantrasyon
% 0.025) ile 5 dakika koyulastirildi ve 0.2 pm gozenek boyutundaki filtreler
istiinden filtrelendi. Filtreler iki kez 3 ml steril Mili-Q su ile yikand: ve mikroskopta
bakteri sayimi yapmak icin cam lameller {izerine yerlestirildi. Filtreler epifloresan
mikroskop (Zeiss Axioskop 2) ile 1000 kez biiyiitiilerek belirlendi. Mikroskop
alanlarinda her bir gozlem icin en az rastgele 10 alan secildi. Filtreler icin en az 200
bakteri sayllmasinin gerekli oldugu belirlendi. Bakteriyel ¢okluk kurutmadan (60°C,
24 saat) sonra sedimentin kuru agirliginda normalize edildi. Biitiin sayimlar en az iki

kez tekrarlandi.
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¢ Sedimentdeki Bakteri Yogunlugunun Hesaba:

Etkili mikroskop alan1 (C.0.)= [(&@ filtrelenen alan/2)]* * 7/L?

= mm de filtrelenen alan
L= sayim i¢in optikal alanda uygulanan kare alaninin uzunlugu

Sekil 3.4. Bakteri sayimindan once 6rneklerin filtrelenmesinde kullanilan filtre cihazi

Sekil 3.5. Bakteri sayiminda kullanilan membran filtre
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Sekil 3.6. Deneylerde kullanilan mikroskop ve calisma diizenegi

Sekil 3.7. Ekstraksiyon verimliligini artirmak icin bakteri sayiminda kullanilan
sonikator cihazi
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3.7. Super Pro Designer v5.5 Program

Son on yil i¢inde kirlenmis sedimentlerden agir metal aritiminda biyoiyilestirme
tekniklerinin degerini artirmak i¢in pilot dl¢ekte aritmalar yapilmistir (Chen vd.,
2004; Seidel vd., 2004). Biyoli¢ siirecinde mikroorganizmalarin islevselligi ile
stlfiirli cevherlerden metalleri kazanmak ucuz ve etkili bir yol olarak dikkat
cekmekte ve kullanilmaktadir. Agir metallerle kirlenen sedimentler icin iyilestirme

prosesi, pilot 6l¢ek iizerinde test edilebilir ve gelistirililebilir (Seidel vd., 2004).

Bu calisma igerisinde de kirlenen sediment aritimi i¢in Super Pro Designer v5.5
programi kullanilarak aritim tasarimi hazirlanmigtir. Sediment aritim prosesi igin
kirli sulu sediment debisi 50 kg/saat olarak diizenlendi. Prosesin akim semas1 EK-
2’de gosterilmektedir. Proses oncelikle sedimentin iri taneli kismini ayirmak icin
ayirict ekipmani igcermektedir. Sonrasinda karistirici ekipman vardir. Burada 5
kg/saat sakkaroz ilavesi yapilmistir ve anaerobik parcalanma ekipmanina geg¢ilmistir.
Burada otokton (yerli) bakterilerinin aktivitesi ile metaller hareket eder. Daha sonra
kat1 cisimler filtrelendikten ve yikandiktan sonra aerobik reaktorde asilanan siilfiir
oksitleyici bakteri tiirleri ile beslenir. Oksitlenme islemi bittikten sonra katilar

filtreden gecirilir, yikanir ve bertaraf edilir.

3.7.1. Ayiric1 Ekipman

Ayirict  Ekipman, sivi-kati materyalleri filtreleme, yogunlastirma veya farkl
elementlerin karisimini belirlemek i¢in bu ekipman programda kullanilmistir. Bu
sistem On aritim i¢in oldukca kullaniglidir. En 1yi yonetim uygulamalarinda aritma
tesisine gelen katilarin miktarini azaltmak i¢in bu ekipman kullanilir. Ayrica
sediment aritimi i¢in bu ekipman 6zellikle onemlidir. Materyaller 6rnegin iri taneli
sediment ve yas sedimentler anaerobik sindirim ekipmanina girmeden 6nce ayrilmasi

gerekir.
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3.7.2. Karnstiric1 Ekipman

Karistiric1 ekipman, bu uygulamada anahtar rol oynar. Karistiricilar, dayanikli proses
uygulamalari, maliyet fiyatim diisiiriicii ve kaliteyi artirmak i¢in Onemli yollarin
belirlenmesine yardimci olan bir ekipmandir. Karistir1 ekipmana sakkaroz (5 kg/saat)

ve saf metal eklenmistir.

3.7.3. Anaerobik Ekipman

Metaller sedimentin biitiin jeokimyasal kisimlarinin hepsinde mevcuttur. Anaerobik
arttimdan sonra, biitiin agir metaller siilfiir kismina gecer. Ornegin, sedimentteki
biitiin jeokimyasal kisimlarinda bulunan bakir, anaerobik ortamdan sonra siilfiir

kismina tutunmustur.

3.7.4. Filtrasyon

Anaerobik aritimdan sonra, su eklenmistir ve fitreleme cihazi kullanilmistir.
Filtrelemeden sonra saf sediment ve bazi materyaller aerobik biyooksidasyon
ekipmanina gecer. Kalan diger materyaller aritim dis1 bir alana bosaltilmastir.

3.7.5. Aerobik Biyooksidasyon

Aerobik bioksidasyon Oncesi, sakkaroz (2 kg/saat), siilfiirik asit (40 kg/saat) ve su
(48 kg/saat) eklenmistir. Aerobik bioksidasyon boyunca thiobacilli, metal iceren

maddeleri ve uretilen siilfat minarellerini okside eder.

Aerobik denklem; asagidaki direk mekanizma ile iliskilendirilir.

Dolayli Mekanizma;
thiobacilli
AsS +20,————— AsSO, 3.1)
S+ H,0+150, thiobacilli — ppqq (3.2)
— >
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H,S0, + sediment- As _M10CHlll e diment — 2H + AsSO, (3.3)
Biyoli¢ olusumunda dolayli mekanizma reaksiyonunda bakteri ve siilfiir minerali
arasindaki fiziksel kontak ile birka¢ basamaktan gecerek siilfiirlerin oksidasyonuna
gecer. Metal siilfata oksitlenir. Metaller sedimentte sediment-siilfiir kismindan
ayrilmaktadir. Aerobik biyooksidasyondan sonra agir metaller sedimentte kalmaz.

Saf metaller soliisyon kisminda kalmaktadir.

3.7.6. Filtrasyon En son olarak filtreleme ve yikama icin 100 kg/saat su

kullanilmaktadir. Cikis boliimiinde sedimentler agir metallerden temizlenmistir.

Super Pro Designer v5.5 Programi yardimiyla yapilan aritim dizaym1 EK-2°de

gosterilmektedir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu calismada yapilan deneylerde deniz sedimentlerinde bulunan agir metallerin
biyoli¢ yOntemiyle ¢Oziiniirliigiinii gosterebilmek icin sediment igindeki bakteri
konsantrasyonu ve metal c¢oziiniirliigii verimliligi hesaplar1 yapilmistir. Biyolic
prosesi boyunca Ornekler alinmig, bakteri gelisimleri ve Orneklerin hergiin pH
degisimleri Olctilmiistiir. Bakteri gelistikce pH diismiistiir. Sonug olarak bakteriler ile
yapilmis biyoli¢ deneylerinde pH’in diismesi belirlenen metallerin oksitlendiginin

dolayisiyla bakteriyel aktivitenin bir gostergesidir.

Biyoli¢ prosesi boyunca belirli periyotlarda sedimentten 5 mL’lik 6rnek alindi ve
3000 dev/dak’da 10 dakika santrifiijlendikten sonra sedimentin kat1 kismi ve sivi
kismi birbirinden ayrildi. Sivi kisma gecen ¢oziinmiis metal igerikleri grafiklerde
(Sekil 4.3- 4.13) gosterilmektedir. Ayrica daha 6nce yapilan ¢alismalarda Ancona
Liman1 sedimentinin jeokimyasal fraksiyonu icindeki metal ekstraksiyonu
belirlenmistir (Sekil 4.2). Biyoli¢ islemlerinde, sedimentteki farkli jeokimyasal
kisimlarin etkilerini belirlemede amag, anaerobik deneylerle belirlenen sediment
kistmlarinin aerobik sartlardaki Fe ve S oksitleyici bakteri dagilimini saglamak

icindir.

Biyoli¢ deneyleri hem aerobik kontrol test hemde anaerobik sartlarda 6n aritimdan
gecen sediment ile yapilan aerobik testleri kapsamaktadir. Aerobik kontrol test
diizeneginde elementer siilfiir eklenmis ve elementer siilfiiriin varliginda ve
yoklugunda bakteri gelisiminin etkisi incelenmistir. Aerobik test icin Oncelikle
biyostimiilasyon ile sediment fraksiyonlar i¢indeki metal tiirlendirilmesinden olan
siilfir kismina gecisi sakkaroz ilavesi ile saglanmistir. Anaerobik ortamda farkli
sicakliklarda tutulan ve 7 giin aritimdan gecen sediment aerobik testlerde

kullanilmastir.
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4.1. Agir Metal Analizleri

Ancona Liman sedimentlerindeki agir metal konsantrasyonlar1 kadminyum ve ¢inko
icin kuru sedimentte sirasiyla 1,19 pg/g ve 500,12 pg/g degerlerinde bulunmustur
(Sekil 4.1). Bulunan toplam metal konsantrasyonlar1 (ICRAM, 2002) toksik etkilerin

belirlenmesinde ki potansiyel konsantrasyonlar ile (PEL: Probable Effect Level)

karsilastirilmistir

600

500 —

400

ppm

300 1

200

100
0 A

Cd Cu Pb Ni As
g U tot\limit kons.(PEL) B Bulunan tot kons.
5
4
ppm
3
2
1
0 ;
Cd Hg
L] Toplam limit kons. B Bulunan toplam kons.
(PEL)

Sekil. 4.1. Ancona Limanindaki sedimentlerin agir metal konsantrasyonlari (Fonti,
2007)
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Sediment Ornekleri i¢cinde toplam metal icerigi Cizelge 4.1°de gosterilmektedir.
Sediment i¢inde kursun, arsenik ve krom disinda tiim metaller ekotoksikolojikal
limitlerin {istiinde bulundugundan sedimentler yiiksek kirlilik icermektedir.

Cizelge 4.1. Ancona Limaninda Sedimentin Igindeki Toplam Metal icerigi
(Beolchini vd., 2007)

Metal ppm ekotoksikolojik limit,

ppm

Cu 410 £ 10 65

7n 500 +£20 179

Cd 1.2+0.1 0.42

Hg 54+0.3 0.83

Pb 76 +4 98

Ni 105+6 76

As 21 +2 42

Cr 141 £ 8 494

Yukaridaki c¢izelgeden yola cikilarak, kirlenen sedimentlerin biyoiyilestirilmesi iki
step aritim vasitasiyla sekillendirilmistir. Oncelikle karanlik ortamda anaerobik
sartlar altinda %20 kuru sediment hedeflenerek 1slak sediment siispansiyonu (sentetik
deniz suyu, bazi deneylerde %1 sakkaroz) icinde biyostimiilasyon uygulanmustir.
Anaerobik sartlarda mikrobiyal prosesler farkli mikrobiyolojikal tiirlerin gelisimini
ve sedimentler i¢inde agir metallerin pargalanmasini etkileyebilir. Indirgenebilir
sartlarda sediment i¢inde agir metallerin parcalanmasinda degisimlerin degerini
yiikseltmek icin, 1slak sedimenti anaerobik sartlarda siilfat indirgeyen kisima veya

Fe/Mn kisima tesvik etmek amaciyla sakkaroz eklenerek inhibasyon yapilmistir.

Sedimentlerdeki metal ekstraksiyonunun belirlenmesi Sekil 4.2°de gosterilmektedir.
Bu metaller azalan hareketlilikleri bakimindan asagida siralanmistir: Cu, Zn, Cd, Hg,
Pb, Ni, As ve Cr. Cu siilfiir ve organik kisimlarda, Zn ve Cd degisebilir ve Fe/Mn
kisimlarinda, Hg degisebilen ve silika kisminda, Pb silika ve siilfiir kisminda ve Ni,

As ve Cr silika kisimda (geri kalan kisim) ¢ok fazla bulunmustur.
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100

%

n Cd Hg Pb Ni As Cr

B Siilfiir ve organik kisim
B Fe/Mn oksidan kisim

B Degisebilir ve karbonat kisim
B Geri kalan kisim (silika)

Sekil 4.2. Sedimentin minerolojik fraksiyonunda metal tiirlendirilmesi (Fonti, 2007)

Deniz  sedimentlerindeki mikroorganizmalar aracili@n ile oksit-indirgeyici
reaksiyonlarin gerceklesmesi agir metallerin hareketi iizerinde 6nemli rol oynar
(Mulligan vd., 2001). Ge¢mis yillarda yapilmis calismalarda sedimentlerden agir
metal gideriminde mikroorganizmalarin rolii incelenmis ve kirlenen sediment
matrislerinden agir metalleri gidermek igin biyolojik stratejilerin gelistirilmesi
amaclamistir (Rulkens ve Bruning, 2005). Bu teknolojiler arasinda, Fe ve S
oksitleyici bakteri, aerobik ve asidoflik bakterileri iceren metabolizmalar, ¢ozelti
icerisine agir metallerin gecisini desteklemistir. Yinede, bazi uygulamalarda
sediment ic¢indeki siilfiir kisimda metal bilesiminin zarar verici etkileri vardir. Burada
amacg, kirlenmis deniz sedimentlerin biyoiyilestirme stratejileri ile kirliligi
temizleyerek optimize olmasini saglamaktir. Sonu¢ olarak farkli jeokimyasal
kisimlarda agir metallerin kirlilik seviyelerin bilinmesi gerekir. Yapilan ¢alismalarda
Ancona Limanindan alinan sedimentin jeokimyasal kisimlarinda silika ve karbonik
bilesimleri belirlenmistir. Al ve Mg’nin fillosilikat1 gibi siilfiir minerallerin

miktarlari, Fe ve Mn’nin okside kisimda azalmistir (Cerrone vd., 2005). Daha 6nce
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yapilan c¢alismalarda Ancona Limanindan elde edilen bazi mineral bilesikler
arastirmacilar tarafindan tanimlanmisdir (De Lazzari vd., 2004). Sedimentin karbonat
ve silika kisminin baskin oldugunu kanitlamiglardir. Fakat Ancona Limaninda
mevcut bulunan metallerin toplam konsantrasyonlar1 belirlenmis, Fe ve Mg okside

kisminin daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Ancona Limaninda mevcut bulunan metallerin toplam konsantrasyonlar
belirlenmistir (Dell’ Anno vd., 2003). Gercekte Cd, Cu, Cr, ve Pb konsantrasyonlari
Giiney Adriyatik’de ki diger limanlara (Brindisi Limani Italya) nazaran 2 ve 7 kata
kadar daha fazla oldugu tespit edildi. Biitiin agir metal konsatrasyonlar1 once D.M.
367/2003 ile ilgili yonetmeligine daha sonra D.Igs. 152/2006 yonetmeligine gore
sedimentlerdeki limit konsantrasyon hedeflenmistir. Dahasi, Cu, Zn ve Hg
metallerinin D.M. 471/99 yonetmeligine gore hedeflenen sedimentlerin limit
konsantrasyonlar1 insaat sektoriinde kullanilabilirligini belirlemektedir. Sonug olarak
taranarak almman sedimentlerin basarili bir sekilde sonu¢lanmasi ICRAM’in
potansiyel toksik etkilerini (6rn; muhtemel etki seviyeleri) belirlemek icin ortamdaki

Cd, Cu, Zn, Hg ve Ni limitleri artirilir (Pellegrini vd., 2002).

Secici ardisik ektraksiyon metodu ile sediment jeokimyasali i¢cinde ¢esitli kistmlarda
tutunan agir metaller belirtilir. Cd, Ni, Cr ve Hg geri kalan kisim i¢inde fazlaca
bulunur. Cu ¢ogunlukla okside ve indirgenen kisimda Pb ise geri kalan ve indirgenen
kissmda dagilir. As ve Zn sedimentin tiim jeokimyasal kisimlarinda benzer
konsantrasyonda bulunur. Sedimentlerden agir metallerin giderimi i¢in Fe ve S
oksitleyici bakterinin verimliligi farkli jeokimyasal fraksiyonlar icindeki mevcut
elementlerin boliinmesine baglidir (Chen ve Lin, 2001). Baz1 arastirmacilar Fe ve S
oksitleyici bakteri miktarin1 artirmak icin anahtar materyalin elementer siilfiir

oldugunu ispatlamislardir (Seidel vd., 2004).

Anaerobik sartlarda mikrobiyal prosesler farkli mikrobiyolojikal tiirlerin gelisimini
ve sedimentler i¢inde agir metallerin pargalanmasini etkileyebilir. Indirgenebilir
sartlarda sediment i¢inde agir metallerin parcalanmasinda degisimlerin degerini

yiikseltmek icin, anaerobik sartlarda 1slak sedimenti siilfat indirgeyen veya Fe/Mn
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kisima tesvik etmek amaciyla sakkaroz eklenerek inhibasyon yapilmalidir (Zaggia
vd., 1997).

Daha 6nce Ancona’da yapilan ¢alismalarda, anaerobik sartlarda siiren 60 giin aritim
sonunda oOzellikle Cd, Ni ve Cr sedimentin minerolojik fraksiyonunda metal
tiirlendirilmesi olan kalan kisimdan ¢esitli jeokimyasal fraksiyonlara hareket etmeye
baslamistir. Cd indirgenebilir kisimda %45, Ni degisebilir kistmda %40’a kadar
artmistir. Cr ise okside edilebilen kisimda baslangicta %8’den %46’ya yiikselmistir.
60 giin boyunca anaerobik aritimlarda maksimum hareketlilik Zn’da gozlenmistir.
%25 Zn degeri sedimentin indirgenebilir kisminda gézlenmistir. Anaerobik sartlarda
sedimentin minerolojik fraksiyonunda metal tiirlendirilmesi ile metallerin
hareketliligi acikca gozlenmistir (Fonti, 2007). Sonug olarak, anaerobik aritim agir
metallerin konsantrasyon analizlerinde c¢ozelti igine gecisine ve daha sonra

uygulanacak aritimda degerlerin belirlenmesine Onciiliik eder.

4.1.2. Biyoli¢ Prosesi Sirasinda Yapilan Metal Analiz Sonuclar

Asagidaki grafiklerde aerobik kontrol test deneyleri hazirlanarak sedimentlerin metal
ekstraksiyonu gosterilmektedir. Biyoli¢ islemi ile kirlenmis sedimentlerden agir
metal ekstraksiyonu kapsaminda aerobik kontrol testlerde metallerin ektraksiyon

verimlerinin farkli oldugu gozlenmistir.
Biyoli¢ deneylerinde %10 sediment iceren aerobik kontrol numunesine asilanmis

bakteri ve S° eklenmemistir. En fazla ¢6ziiniirliik verimi 28. giiniin sonunda Cd’nin

%36 ve Ni %42 olarak gozlenmistir (Sekil 4.3).
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Aerobik Kontrol test- asilanan bakteri yok
S° yok- %10 sediment

100%

80% -

g 60% -
=

S 40% -

20%

0% -i

Cd Cu Pb Ni Cr Zn Hg As
00 giin B 14 gin W28 gin

Sekil 4.3. Aerobik kontrol test-% 10 sediment- kontrol

Aerobik kontrol test icin 0, 14 ve 28. giinler arasinda numuneler alinmis ve
olciimlerinin yapilmast icin stoklanmustir. Asilanan bakterinin olmadig sadece S”iin
eklendigi aerobik test Sekil 4.4’te gosterilmistir. Grafige bakildiginda 14. giinde
alman numunede kirlilik gozlendigi i¢in Olglimler sonu¢ vermemistir. Asilanan
bakterinin olmadig1 sadece S°’nin ilave edildigi biyoartis deneylerindeki numunede
Cu’nun verimi artmig 28. giin sonunda metal ekstraksiyonun %40 oldugu

gbzlenmistir.

Aerobik Kontrol Test- asilanan bakteri yok
S° var- %10 sediment

100% -
80% -
60% -

verim

40% -
20% -

0% -
Cd Cu Pb Ni Cr Zn Hg As

00 gin B 14gin W28 gin

Sekil 4.4. Aerobik kontrol test- %10 sediment- bakteri yok- S° var
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35°C’de 175 dev/dak hizindaki inkiibatér ortaminda FeSO, iceren 9K ortamina agilan
bakteriyel kiiltiirtin %10’luk konsantrasyonu ile %10 sediment iceren aerobik
kontrol 6rnegine S° eklenmemistir. Sekil 4.5.’de gosterilen metal ekstraksiyon verimi
28. giiniin sonunda %34 Cd, %54 Cu, %0 Pb, %45 Ni, %9 Cr, %25 Zn, %0 Hg, %0
As olarak tespit edilmistir.

Aerobik kontrol test- asilanan bakteri var
S° yok - %10 sediment

100% ~
80% -
60% -

verim

40% A
20% A

0% -
Cd Cu Pb Ni Cr Zn Hg As

00 giin B 14 gin W28 gin

Sekil 4.5. Aerobik kontrol test- %10 sediment- bakteri var- S° yok

Biyoli¢ islemi ile kirlenmis sedimentlerden agir metal ekstraksiyon kapsami Sekil
4.6’da gosterilen son aerobik kontrol testinde hem bakteri hemde S° ilave edilmistir.
Metal ekstraksiyon kapsamu yiizdeleri 28.giinlin sonunda sirayla %17 Cd, %41 Cu,
%0 Pb, %34 Ni, %10 Cr, %16 Zn, %0 Hg, %3 As verim elde edilmistir.

Aerobik Kontrol test- asilanan bakteri var
S° var- %10 sediment

100% ~
80% -
60% -

verim

40% -
20% -

0% -
Cd Cu Pb Ni Cr Zn Hg As

00 gin W14 gin W28 gin

Sekil 4.6. Aerobik kontrol test-%10 sediment- bakteri var- S° var
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Asagidaki sekillerde anaerobik sartlarda farkli sicaklarda sakkaroz ilavesi eklenmis
ve eklenmemis biyostimiilasyon deneyleri ile 6n aritimdan gecirilerek elde edilen
sedimentin aerobik sartlardaki biyoli¢ deneylerinden 0, 14 ve 28. giin ornekler alindi
ve sediment kismi ile supernatant kismi santifiijlenerek birbirinden ayrildi.
Supernatant kismindan alman Ornekler icerisinde agir metal ekstraksiyonu Sekil
4.7°de gosterilmektedir. Asagidaki sekillerde goriildiigii gibi herhangi bir kirlilik
olmas1 ihtimaline karsin ve kiyaslanmalarinin yapilabilmesi icin anaerobik sartlar
icerisinde 35°C sicaklikta sakkaroz ilavesi yapilmayan ornek (Kontrol-1) ile oda

sicakliginda sakkaroz ilavesi yapilmayan ornekden (Kontrol-2) ayrica kontrol 6rnegi

alinmistir.
Aerobik test- 35°C - Kontrol 1
%10 sediment

100% -

80% -

£ 60% -
5

> 40% -

20% -

0% -

Cd Cu Pb Ni Cr Zn Hg As
00 gin W14 gin W28 gin

Sekil 4.7. Anaerobik aritimdan gecen sedimentin aerobik sartlardaki metal
ekstraksiyon verimliligi (Aerobik Test- Kontrol-1, 35°C, %10 Sediment)

Sekil 4.7°de 28. giiniin sonundaki metal ekstraksiyon verimi sirayla %25 Cd, %46
Cu, %0 Pb, % 38 Ni, %9 Cr, %21 Zn, %0 Hg, %0 As’dir.
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Aerobik test- 35°C - Kisim 1
%10 sediment

100% -
80% -
g 60% -
5
> 40% A
20% - - I ' .
0% - ‘
Cd Cu Pb Ni Cr Zn Hg As
0o gin W14 gln W28 gin

Sekil 4.8. Anaerobik aritimdan gecen sedimentin aerobik sartlardaki metal
ekstraksiyon verimliligi (Aerobik Test- Kisim—1, 35°C, %10 Sediment)

Sekil 4.8’de 28. giiniin sonunda metal ekstraksiyon verimi sirayla %22 Cd, %35 Cu,
%0 Pb, % 31 Ni, %6 Cr, %17 Zn, %0 Hg, %0 As’dir.

Aerobik test- 35°C- Kisim 2

% 10 sediment
100% -
80% -
E 60% -
s
> 40% -
20% l ' . l
0% - ‘ ‘
Cd Cu Pb Ni Cr Zn Hg As
00 gin W14 gin W28 gin

Sekil 4.9. Anaerobik aritimdan gecen sedimentin aerobik sartlardaki metal
ekstraksiyon verimliligi (Aerobik Test- Kistm—2, 35°C, %10 Sediment)

Anaerobik sartlarda oda sicaklifinda sakkaroz ilavesi yapilarak 6n aritimdan gecen
sedimentin aerobik sartlarda yapilan biyolic prosesinde metal ekstraksiyon
verimliligi Sekil 4.9’da gosterilmektedir. 28. giiniin sonunda sedimentten metal
ekstraksiyon verimi sirayla %22 Cd, %38 Cu, %0 Pb, % 31 Ni, %8 Cr, %18 Zn, %0
Hg, %0 As’dir.

45



Aerobik test- 35°C- Kisim 3

%10 sediment
100% -
80% -
g 60%
5
> 40% -
20% - . l
0% - ‘
Cd Cu Pb Ni Cr Zn Hg As
00 gun W14 gin W28 gin

Sekil 4.10. Anaerobik aritimdan gecen sedimentin aerobik sartlardaki metal
ekstraksiyon verimliligi (Aerobik Test- Kisim—3, 35°C, %10 Sediment)

Anaerobik sartlarda 35°C’de sakkaroz ilavesi ile on aritimdan gecerek alinan
sedimentin aerobik sartlarda %10 sediment iceren Orneginde bulunan metal
ekstrasksiyon verimliligi Sekil 4.10°da gosterilmektedir. 28. giiniin sonunda metal
ekstraksiyon verimi sirayla %15 Cd, %26 Cu, %0 Pb, % 21 Ni, %5 Cr, %13 Zn, %0
Hg, %1 As’dir.

Aerobik test- 35°C- Kontrol-2

%10 sediment
100% -+
80% -
g 60% -
5
> 40% -
20% - I ' .
0% - ‘
Cd Cu Pb Ni Cr Zn Hg As
00 gin W14 gin W28 gin

Sekil 4.11. Anaerobik aritimdan gecen sedimentin aerobik sartlardaki metal
ekstraksiyon verimliligi (Aerobik Test- Kontrol-2, 35°C, %10 Sediment)

Anaerobik sartlarda oda sicakliginda sakkaroz ilavesi olmadan On aritim yapilarak
alinan sedimentin aerobik sartlarda %10 sediment iceren orneginde bulunan metal

ekstrasksiyon verimliligi Sekil 4.11°de gosterilmektedir. 28. giiniin sonunda
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sedimentten metal ekstraksiyon verimi sirayla %21 Cd, %30 Cu, %0 Pb, % 26 Ni,
%5 Cr, % 14 Zn, %0 Hg, %0 As’dir.

Aerobik test- 35°C- Kisim 4

%10 sediment
100% -
80% -
g 60% -
=
2 40%
20% - . . .
0% - ‘
Cd Cu Pb Ni Cr Zn Hg As
00 gun W14 gin W28 gin

Sekil 4.12. Anaerobik aritimdan gecen sedimentin aerobik sartlardaki metal
ekstraksiyon verimliligi (Aerobik Test- Kisim—4, 35°C, %10 Sediment)

Anaerobik sartlarda oda sicakliginda sakkaroz ilavesi olmadan On aritim yapilarak
alinan sedimentin aerobik sartlarda %10 sediment iceren Orneginde bulunan metal
ekstrasksiyon verimliligi Sekil 4.12’de gosterilmektedir. 28. giiniin sonunda metal
ekstraksiyon verimi sirayla %18 Cd, %27 Cu, %0 Pb, % 23 Ni, %5 Cr, % 9 Zn, %0
Hg, %0 As’dir.

Biyoligin 28 giin aritim1 boyunca %10 bakteri, %10 sediment, 35°C sicaklikda agir
metal ekstraksiyonun ol¢iimleriyle elde edilen aerobik test sonuglarinin toplu halde
karsilastirmast Sekil 4.13’de gosterilmektedir. Sekil’de anaerobik sartlar altinda
biyostimiilasyonun on aritim etkisi gosterilmektedir. Eklenen ve eklenmeyen %1
sakkarozun ve ortam sicakliklarinin farkli oldugu ortam, kadminyum, bakir nikel ve
c¢inko i¢in ektraksiyon verimlerini etkilemistir. Anaerobik aritimda 35°C sakkaroz
yoklugundan alinan sedimentin biyoli¢ uygulamasi bakir ve nikel ¢oziiniirliigiinde en
1yl sonucu vermistir. Diger taraftan kursun, civa ve arsenigin onemli olmayan bir

cOziintirligli gozlenmistir.
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45% 28. giin saklkaroz

40 %

35% H-5°C ok
gi 30% O oda sic. var
£ 25%

E 20(; H::°C var
g ’ O oda sic. vok
15%
10%

" Iin
0% =
Cd Cu Pb Ni Cr Zn Hg As

metaller

Sekil 4.13. Kirlenen Sedimentlerden Biyoli¢ Yardimiyla Agir Metal Ekstraksiyonun
Kapsami

4.2. Fe ve S Oksitleyici Bakteri ile Biyoli¢c Prosesindeki Bakteri Sayim

Toplam bakteri sayimimin 28 giin boyunca farkli zaman araliklarinda alinan
orneklerin grafikleri asagida gosterilmektedir. Anaerobik sartlarda bioartis deneyleri
icin 35°C de sakkaroz iceren ve sakkaroz icermeyen anaerobik sartlar altinda 7 giin
boyunca on antimdan gecirilen ve kurutularak biyolic deneylerinde kullanilan
sediment, biyoli¢ deneylerinde aerobik sartlar i¢cinde Fe ve S oksitleyici bakteri ile
35°C’de yiirutilmiistir. Sekil 4.14’de gosterilen grafikte maksimum degerdeki
bakteri sayimi, anaerobik ortamda 35°C’de sakkaroz ilavesi bulunmayan ornekten
aliman sedimentin kullamildig1 biyoli¢ deneyinin 14. giiniinde 4,26x10° hiicre/g”'

olarak belirlenmistir (Sekil 4.14).
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2,00E+09

1,00E+09

hiicre/g

g : 0 :

0,00E+00
0 5 10 15 20 25 30

giin

@ 35C - sakkaroz yok @ 35C- sakkaroz var

Sekil 4.14. Kirlenen sedimentin biyolic testi boyunca toplam bakteri sayimi1

Asagidaki grafikte ise oda sicakliginda sakkaroz bulunan ve bulunmayan anaerobik
ortam ele alinmigtir. Oda sicakliginda sakkarozun eklenmedigi sartlarda anaerobik 6n
aritimdan gecen sedimentin kullanildig1 biyoli¢ deneyinde mikrobiyal yogunluk daha
cok artmistir (Sekil 4.15). Oda sicakliginda sakkaroz ilavesi olmayan ortamdan
alinan sedimentin biyoli¢ deneyinde 21. giine kadar bakteri gelisimi olmustur. 21.
giindeki maksimum deger 1,08x10° hiicre/g” (Sekil 4.15). Sekil 4.14 ve Sekil
4.15’deki grafik sonuglarindan da goriilmektedir ki anaerobik sartlarda oda
sicakliginda ve 35°C’de sakkarozun bulunmagi deneylerden alinan sedimentin

kullanildig1 biyolig testinde toplam bakteri gelisimi daha fazla artmistir.

2,00E+09 -

1,00E+09 -
: ¢

0,00E+00 -I
0 5 10 15 20 25 30

giin

hiicre/g

® oda sic.- sakkaroz yok ® oda sic.- sakkaroz var

Sekil 4.15. Kirlenen sedimentin biyolic testi boyunca toplam bakteri sayimi1
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Farkli sicakliktaki anaerobik ortamda sakkaroz iceren ortamdan biyoartis deneyleri
icin alinan sediment drneginin biyoli¢ deneylerinde bakteri sayimindaki etkileri Sekil
4.16’da gosterilmektedir. Sediment, farkli sicakliklarda sakkaroz igeren anaerobik
sartlar altinda 7 giin boyunca 6n aritimdan gecirilmistir. Oda sicakliginda sakkarozun
bulundugu ortamdaki sedimentin biyoli¢ testindeki toplam bakteri miktar1 daha

fazladir. 14. giinde maksimum deger 6,86x10® hiicre/ o dir (Sekil 4.16).

Sekil 4.17°da ise anaerobik sartlarda farkli sicakliklarda sakkaroz olmayan ortamdan
alinan sedimentin aerobik sartlardaki biyoli¢ test diizeneginden alinan sediment
ornegindeki supernetant kismunin bakteri sayim degerleri goOsterilmektedir. 21.
giiniinde maksimum bakteri sayimi 1,08x10° hiicre/g” olarak 6lciilmiistir (Sekil

4.17). 35°C’de bakteri yogunlugunda fazla bir degisiklik gbzlenmemistir.

2,00E+09 -+

1,00E+09 -

hiicre/g

0,00E+00 < t
0 5 10 15 20 25 30

giin

35C-sakkaroz var @ oda sic.-sakkaroz var

Sekil 4.16. Kirlenen sedimentin 28 giin boyunca belirli zaman araliklarinda alinan
orneklerdeki biyoli¢ testi toplam bakteri sayimi
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@ 35C - sakkaroz yok @ oda sic.- sakkaroz yok

Sekil 4.17. Kirlenen sedimentin 28 giin boyunca belirli zaman araliklarinda alinan
orneklerdeki biyoli¢ testi toplam bakteri sayimi

28 giin boyunca aerobik arittmin pH oOl¢iimleri yapilmistir. Tiim deneylerin pH
egilimi hemen hemen aynidir. Deney baslangicinda pH 2’ye getirilmistir. 3 giin sonra
pH degeri en iist seviyeye yiikselmistir (pH= 3,95, Sekil 4.18). Ortamda bulunan
bakterilerin gelisimiyle pH degeri diismeye baslamistir. Deneylerin sonunda pH
degeri yaklasik 2,06 degeri arasinda dalgalanmaktadir. 28. giiniin sonunda pH
Olctimiinde maksimum deger oda sicakliginda sakkaroz icermeyen kosulardan alinan
sedimentin biyoli¢ deneyinde yapilan 6l¢iimdiir (pH = 2,23). 35°C sakkaroz iceren
kosuldan alinan sedimentin biyoli¢ deneyindeki minimum pH degeri 1,96 olarak
Olctilmiistiir. Toplam bakteri sayiminda en fazla bakteri olusumunun gozlendigi
ornek, oda sicakliginda sakkaroz icermeyen anaerobik testen alinan sedimentdeki
biyoli¢ testin 14. giiniidiir. Sonu¢ olarak aerobik testde bakteri gelisiminin en fazla
gozlendigi ortam bize en uygun pH degerini verir. Bu ortamdaki pH degeri 2,16

olarak olciilmiistiir.
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giin

—@— 35C-sakkaroz yok oda sic.-10g/L sakkaroz
35C-10g/L sakkaroz —@— oda sic.-sakkaroz yok

Sekil 4.18. Anaerobik test ile 6n arittmdan gegen sedimentin aerobik sartlarda biyoli¢
deneyi i¢indeki pH degerleri

4,00E+09 -

3,50E+09 -

3,00E+09 - A A
20 2,50E+09 -
£ 2,00E+09 -
£ 1,50E+09 - A

1,00E+09 - A

5,00E+08 - A

0,00E+00 & A A

0 5 10 15 20 25 30

»»
» >

giin

A bakteri var-S var A bakteri var-S yok A bakteri yok-S var A bakteri yok-S yok

Sekil 4.19. Biyoli¢ prosesi boyunca aerobik kontrol testin toplam bakteri sayimi

Biyoli¢ prosesi boyunca aerobik kontrol testin toplam bakteri sayimi1 Sekil 4.19°da
gosterilmektedir. Asilanan bakteri ve S° bulundugu ortamda toplam bakteri gelisimi
20. giine kadar artmis ve bakteriyel cogunlugun maksimum degeri 3.00x 10 hiicre/g”
"¢ kadar ulasmistir. Céziinmeyen siilfiirden dolayi, elementer siilfiirin mikrobiyal
oksidasyonu Van der Waals baglar1 ve sonra siilfiir metabolizmas1 vasitasiyla kati

substrat {izerinde bakterinin adsorpsiyonu ile hesaplanir. Yiizeysel alanin biiyiikligii,
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stlfiir partikiillerinin ve siilfiiriin oksitlenmesi iizerine bakteri adsorpsiyonu artirir.

Bu nedenle S” bakteri gelisiminde etkilidir.

Dolayli mekanizmaya gore bakterinin rolii kimyasal olarak iiretilen substrat1 okside
eder ve ferrik demiri yeniden kazanir. Acidithiobacillus ferroxidans ayn1 zamanda
ferrik demiri ve elementer siilfiirii okside edebilme kapasitesine sahiptir. (4.1) ve

(4.2)’de bakteri gelisimini ihmal eden stokiyometrik denklemler verilir (Boon, 1996).

Fe " +0.250,+H —»Fe *" +0.5H,0 4.1)

S°+1.50,+H,0 —» SO 4> +2H * (4.2)

0 5 10 15 20 25 30
giin
—a— bakteri yok-S yok —a— bakteri yok-S var
A— bakteri var-S yok —A— bakteri var-S var

Sekil 4.20. Biyoli¢ testi boyunca aerobik kontrol testin pH degisimleri.

Biyolic testleri boyunca aerobik kontrol deneylerinin 28 giin icinde pH degisim
sonuclar1 Sekil 4.20’de gosterilmektedir. Ik giin pH ayart H,SO, ile 2’ye
ayarlanmistir. Yaklasik bir hafta icinde sediment pH’1 artmis ve daha sonra diiserek
Fe ve S oksitleyici bakteri reaksiyonda rol oynamustir. Deneylerde Thiobacilli’nin
gelisimiyle pH degerleri azalmaya baslamistir. Asilanan Thiobacilli ve s? iceriginin

oldugu oOrnekde 15 giiniin sonunda pH degeri 3.8’den 1.5’e diismiistiir. Diger
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ortamlarda pH degeri 2.2’ye kadar azalmistir. Fakat asilanan bakterinin olmadigi, S°
iceriginin  bulundugu Ornekde mikrobiyal kirlenme gozlenmis ve deney

baslangicindan 17 giin sonra asir1 bir pH diisiisii olmustur.

Siilfiir oksidasyonun gelisiminde substrat olarak kullanilan S° biyoli¢ prosesinin daha
1yi gelisimi i¢in gereklidir (Seidel ve Wennrich, 2006). Eklenen siilfiir sedimentteki
okside olan siilfiir bilesiklerine uygundur. Asilanan bakterinin ve S”’in oldugu 6rnek
icerisinde pH diisiisii, Fe ve S oksitleyici bakteri Thiobacilli’nin gelisiminin siilfiir

igerig8i icinde tamamladiginmi gostermektedir.
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5. SONUCLAR

Bu calismada, kirlenen liman sedimentlerinden agir metallerin uzaklastirilmasinda
biyoli¢ yonteminin verimliliginin degerlendirilmesi ve SuperPro Designer v5.5
programu ile pilot dlcekli bir proses tasarlanmistir. Super Pro Designer ile kullanilan
ekipmanlarin hangisinin verimli olup olamayacagi incelenmis ve sediment aritimi

icin ekonomik ve islevsel ekipmanlar se¢ilmistir.

Orneklerin jeokimyasal bilesimlerinin tam bir karakterizasyonun bilinmesi 6zel bir
bakteri ile agir metallerin maksimum biyo giderimini ve her agir metalin hareketinin
miimkiinliigiiniin anlagilmasini 6ngormek icin gereklidir. Bu calismada sediment
orneklerindeki toplam metal ekstraksiyonu ve Orneklerin farkli mineral
kistmlarindaki metal 6zii belirlenmistir. Sedimentin minerolojik fraksiyonunda metal
tiirlendirilmesinden olan karbonat ve silika kisminin baskin oldugu kanitlanmistir.
Ancona Limaninda mevcut bulunan metallerin toplam konsantrasyonlar1 belirlenmis,
metal tiirlendirilmesi kism1 olan Fe ve Mg okside kisminin daha yiiksek oldugu

bulunmustur.

Biyoli¢ deneylerinde ise aerobik kontrol test ve biyostimiilasyondan gecen
sedimentin kullanildig1 aerobik test diizenekleri uygulanmistir. Anaerobik sartlarda
on aritimdan gecen sedimentin biyostimiilasyonunda uygun sartlar, 7 giin boyunca
farklr sicakliklarda sentetik deniz suyu kullanilarak %1 sakkarozun hem varliginda
hem de yoklugunda oldugu goriilmiistiir. Biitiin anaerobik deneyler fototrofik
bakterilerin harekete gec¢mesini Onlemek i¢in karanlik ortamda uygulanmistir.
Biyostimiilasyon uygulamasinda metal hareketliligi ile siilfiir kisminin hacmi artarak
kararli hale geldi. Sediment fraksiyonlar1 i¢inde bulunan metallerin ¢ogu siilfiir
kismina ge¢mistir. Biyostimiilasyon islemi bittikten sonra biyoartis basamagi olan
FeSO, ile 9K ortamu icine karistirilan kiiltiir agilanarak aerobik sartlar altinda biyoli¢
teknigi ile islemler siirdiiriildii. Aerobik testlerde pH olclimii, biyolic prosesinde
toplam bakteri miktar1 6l¢limii ve sedimentten tamamen temizlenip su fazina gegcen

metallerin ¢oziiniirliik 6l¢iimleri yapildi.
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Biyoli¢ deneylerinde en fazla bakterinin gelistigi ortam, anaerobik sartlarda oda
sicakliginda sakkarozun bulunmadigi ortamda ©On arntimdan gecen sediment
orneginin biyoartis deneylerinden elde edilmistir. Maksimum bakteri sayimi
1,08x10” hiicre/g” olarak Sl¢iilmiistiir. Bakterinin en cok cogalma gosterdigi ortam

sartlarinda pH 2,16 olarak tespit edilmistir.

Aerobik kontrol testlerde en cok toplam bakteri sayimi, Fe ve S oksitleyici bakteri ve
S%iin oldugu 6rnekte gozlenmistir. 21. giiniin sonunda bakteri coklugu maksimuma
ulagmistir (3.00x10° hiicre/g™). Bakteri ¢coklugunun en fazla gozlendigi ortamun pH
Olciimii 1,5°dur. Sediment icindeki Fe ve S oksitleyici bakterinin metabolik
aktivitesini tesvik etmek icin ideal substratin S° oldugu belirlenmistir. Aerobik
kontrol testlerinde elementer siilfiir eksikliginde, toplam bakteri miktar1 azalmis ve
bakteriler 6rnek icerisinde fazla gelisememistir. Mevcut toplam bakterilerin zamansal
cogalma farkliliklar1 ve S”nin eksikligi pH’in farkli degerleri igin ayrica
yansitilmistir. Deneysel calismalar sonunucunda bakteri gelisimde substrat olarak

stilfiiriin 6nemli bir parametre oldugu belirlenmistir.

Biyoli¢ prosesleri sedimentlerden agir metal giderimi i¢in etkili bir potansiyel
teknoloji olarak tespit edilmistir. Bu prosesin alan uygulamalar i¢in optimum
operasyon parametreleri elde etmek cok onemlidir. Aerobik test ve aerobik kontrol
testin sonuglarina bakildiginda aerobik kontrol testinde 6l¢giilen pH’1n, toplam bakteri
sayisinin ve metal ¢oziiniirliigiiniin aerobik teste gore sonuglarr daha iyidir. Aerobik
kontrol test diizeneginde %10 sediment ve %10 Fe ve S oksitleyici bakteri varliginda
biyoli¢in metal ¢oziiniirliigiindeki verimliligi Cd, Cu, Ni icin sirasiyla %34, %54 ve
%45 olarak bulunmustur. Deneysel ¢alismalar sonucunda biyoli¢ prosesini etkileyen
faktorler arasinda metal c¢oziiniirliigii i¢in uygun sartlarin 35°C’de sakkarozun
bulunmadigr anaerobik sartlardan alinan sedimentin biyoli¢ diizenegindeki
uygulamasi olmustur. Bu uygulamada ki metal ¢6ziiniirliik verimliligi %25 Cd, %46
Cu, %38 Ni, %21 Zn olarak ol¢iilmiistiir. Pb, Cr, Hg ve As’in metal ¢oziiniirliigiiniin

fazla bir verimi gozlenememistir.

56



Aerobik kontrol test diizeneginde ise kullanilan S“den dolay1 en fazla bakteri
gelisimi gozlenmistir. Aerobik kontrol ve aerobik testlerde metal ¢oziiniirliigii

veriminin en fazla gozlendigi metal Cu olmustur.

Bu calisma kapsaminda thiobacillinin karistirllmig kiiltiirii ile yapilan biyoli¢
deneylerinden Once anaerobik aritim boyunca metal tiirlenmesindeki degisimleri ve
mekanizmalarin hareketliligini anlamada kazang¢ saglamak icin farkli sicakliklarda
sakkarozun hem varliginda hem de yoklugunda deneyler yapilmistir. Ayrica aerobik
test deneylerinde elementer siilfiiriin varliginda bakteri gelisimin daha fazla oldugu
gozlenmis Ozellikle Cu’in metal ¢oziinme verimi elde edilmistir. Bu nedenle, bu
calisma kapsaminda yapilan biyoli¢ deneylerinde belirlenen optimum sartlar, agir
metallerle kirlenmis sedimentlerin biyolic uygulamalarinda yeni kesif sahalar

acabilir.

Biyoli¢ yontemi diger li¢ proselerine gore cevre dostu bir proses olup ekonomik
acidan daha diisiik isletme maaliyeti ve daha az sermaye getiren bir prosesdir. Son
yillarda biyohidrometalurji ¢alismalart ve aritim tekniklerinde kullanilmaya
baslanmustir. Italya’da agir metallerden aritilan sedimentler plajlarin  yeniden
beslenmesinde ve ingaat sektoriinde tekrar kullanimi yapilamaktadir. Ug tarafi
denizlerle cevrili olan iilkemizde deniz kirliligi hayati énem tasimaktadir. Deniz
kirliligine sebep olan atiklar belirli bir zamanda, bir bolgedeki kirlenme yogunluguna
bagl olarak insan saghigina ve cevreye olumsuz yonde etki etmektedir. Biyoli¢
prosesi, iilkemizde metaller ile kirlenen sedimentlerin arittminda umut verici bir

proses olarak kullanilabilir.
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EK-1 Sedimentlerden Agir Metal Giderimi ile lgili Yapilan Calismalarin Karsilagtiriimasi

Temel Calisma Sartlar:

Metal Giris Giderilen Sedimentin Tiirii Referans
Konst. Bakteri Tiirii pH Sicakhk Aritim siiresi Eklenen iiriin
ppm reaktif
Cd 39 Kendiliginden gelisen - 30°C 28 giin Siilfiir tozu %87 Weisse Elster Nehri (Almanya) (Seidel vd., 2006)
stilfiir oksitleyici bakteri
Indirgenen siilfiirii (Chen vd., 2004)
Cu 145.3+1. oksitleyen - 30+5°C 8 giin Siilfiir tozu %81 (Nan Ding Kopriisii yaninda) Tayvan’in
8 bakteri giineyinde Ell Ren Nehri
Indirgenen stilfiirii Ell-Ren Nehri, Tayvanin giineyinde ana
oksitleyen nehrilg:_rden biri, Kaoshiung Ulkesi, (Tsaia vd.,2003)
Ni 198.7 bakteri + ag1lanan <2.0 37°C 18 giin tiyosiilfat %97.8 Tainan Ulkesi ved Tainan Sehri icinden
bakteri Sun-Zu-Hu’dan baslayarak akar ve en
sonunda Tayvan bogazina dokiiliir.
Indirgenen stilfiirii Ell-Ren Nehri, Tayvanin giineyinde ana
Zn 1241.5 oksitleyen nehrilg:_rden biri, Kaoshiung Ulkesi, (Tsaia vd., 2003)
bakteri + asilanan <2.0 37°C 18 giin tiyosiilfat %97.5 Tainan Ulkesi ved Tainan Sehri icinden
bakteri Sun-Zu-Hu’dan baslayarak akar ve en
sonunda Tayvan bogazina dokiiliir.
Acidithiobacillus Sentetik Sediment: (Kim vd., 2005)
Cd 200 ferroxidans+ asilanan 2.5+0,2 2242°C 7 giin Ferrik demir %80 10% kum, 43%aliivyon(toprakta ana
bakteri organik) ve 47% kil (75% illit ve 25%
kloriir)
Acidithiobacillus 2.540,2 22+2°C 8 giin Ferrik demir %70 Sentetik Sediment: (Kim vd., 2005)
Ni 200 ferroxidans+asilanan 10% kum, 43%aliivyont(toprakta ana
bakteri organik) ve 47% kil (75% illit ve 25%
kloriir)
(Chartier vd.,
Thiobacillus+ <3.5 20-22°C 48 saat NaCl %33.3 Iles-aux-Chats: 2001)
Pb 466 asilama solusyonu The Iles-aux-Chats Valleyfield
olmadan yakinlarinda St-Lawrence nehri (Quebec,
Kanada)
(Chartier vd.,
Thiobacillus+agilama <3.5 20-22°C 48 saat NaCl %1.3 Aylmer: 2001)
Cr 137 solusyonu The Aylmer Golii Kanada Que” bec
olmadan eyaletinde Township bolgesi
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EK-2 Super Pro Designer Programi ile Sediment Aritimi1

Sediment Aritimi

s-107
S-101 nutrient S-104
COARSE
fine metals S-108
influent @ Clean Sediment
GBX-103
P-4/ MX-101 *
P-2/AD-101 iobacilli / AB- S-105
screen Miing Thiobacilli / AB-101 ® reflue+metals
Anaerobic Digestion S-102 Aerobic BioOxidation
P-3/ PFF-102
P&F Filtration
glucose

P-1/PFF-101
P&F Filtration
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