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Bu c¢alismada, Tiirkiye’nin en biiyiikk ve en eski maden atik sahasi Balikesir Balya Pb- Zn maden atik
sahasmin biyojeokimyas1 ve asidik maden drenaji (AMD) olusumuna etkileri jeokimyasal, molekiiler
ve mikrobiyolojik teknikler birlikte kullanilarak arastirilmigtir. Balya atik sahasinda Pb-Zn madencilik
aktivitelerinden geride kalan siilfiirce zengin pasalarin/atiklarin atmosferle temasi sonucunda diistik
pH’l1 (2.7) ve yiiksek metal igerikli (1.88 mg/L Pb, 24 mg/L Zn, 2.5 mg/L As ve 17 mg/L Cu) asidik
sularolusarak ortamin kontamine olmasina neden olmaktadir. Maden atig1, sediman, asidik ve yiizey suyu
orneklerinde gergeklestirilen jeokimyasal ve mikrobiyolojik analizler ¢evre agisindan zararli metallerin
taginmasinda ve dagiliminda siilfiirce zengin atiklarin ayrismasindan kaynaklanan asidik sularin (pH 2.7)
birincil etken oldugunu gostermistir. Balya atik sahasinda gelisen ve asidik drenaj suyu iceren goletlerde
gerceklestirilen kultivasyon temelli mikrobiyoloji calismasi sonucunda asidik sularin ortalama asidofilik
stlfiir oksitleyen (aSOB) ve asidofilik Fe oksitleyen bakteri (aFeOB) miktarlari sirasi ile 8.4x10%cell/
ml ve 9.6 x107 cell/ml’dir. Ayn1 degerler, atiklarin ulastigi Maden deresi yiizey su 6rneklerinde 3.8 x10°
cell/ml ve 5.7x10° cell/ml olarak asidik sulara oranla daha diisiikk saptanmistir. Maden deresi ve asidik
golet sedimanlar tizerinde gergeklestirilen 16S rDNA dizi analizine gore Balya atik sahasinda Fe ve
S dongiisiinde Acidithiobacillus spp. grubuna bagli prokaryotlarin dominant oldugu ortaya konmustur.
Bunun yanisira, daha az oranda S oksidasyonunda etkili Sulfobacillus spp. populasyonuda tespit
edilmistir. Ayrica, asidik sularin ve atiklarin ulastig1 daha diistik asidik karakter gosteren Maden Deresi
sediman orneklerinde indirgenmis siilfiir tiirlerini (6rn. kiikiirt) oksitleyen Thiobacillus spp. ve Thiovirga
spp. cinsine baglt mikroorganizmalar tespit edilmistir. Bu tiirlerin tespiti, sahada degisen jeokimyasal
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kosullara uyum saglayan dinamik bir mikrobiyal toplulugu gostermektedir. Sahada Fe oksitleyen ve
indirgeyen mikroorganizmalarin tespiti ile asidik sedimanlarda jarosit, plumbojarosit ve gétit gibi ikincil
Fe minerallerinin varlig1 atiklardan metallerin saliniminda, tasiniminda ve depolanmasinda mikrobiyal Fe
dongiistinlin 6nemli oldugunu gdstermektedir. Tiim bu sonuglar, Balya Pb-Zn maden atik sahasinda S ve
Fe dongiisiinde etkili mikroorganizmalarin asidik sularin olusumunda ve bilesiminde ana rol oynadiklarini
ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Balya Pb-Zn Madeni atik Sahasi, Biyojeokimya, Mikroorganizma, Pirit.

ABSTRACT

Biogeochemical characteristsics of Balikesir-Balya Pb-Zn Mine Waste site, known as the oldest and
largest mine tailing site in Turkey, and its influence on generation of acid mine drainage was investigated
by geochemical, molecular and microbiological approach. The oxidation of sulfide rich rocks and waste,
mostly left over from Balya Pb-Zn mining activities, is generating acidic water with low pH (2.7), and
contributing to metal contamination containing up to 1.88 mg/L Pb, 24 mg/L Zn, 2.5 mg/L As ve 17 mg/L
Cu. Geochemical and molecular/microbiological analysis on mine waste, sediment and water samples
(acidic, surface) show that acidic surface waters generated from sulfide weathering are principal pathways
for mobility and redistribution of environmentally important elements into the environments. Based on
cultivation based microbiological analysis carried out on acidic ponds developed around and in Balya
Mine waste sites , the mean acidofilic sulfur oxidizing bacteria (aSOB) and acidophilic iron oxidizing
bacteria were determined as 8.4x10%cell/ml ve 9.6 x107 cell/ml, respectively.The relatively low values for
surface water of Maden creek, where mine wastes reach, were determined as 3.8 x10° cell/ml ve 5.7x10?
cell/ml, respectively. Molecular analysis of 16S rDNA gene sequences from acidic sediment and sediment
from Maden Creek show the dominance of S and Fe-oxidizing prokaryotes belonging to Acidithiobacillus
spp. genus in the primary drainage communities. Relatively small populations of Sulfobacillus spp.were
also determined . Moreover, species belong to Thiobacillus spp.and Thiovirga spp. genus were only
determined on the sediment samples from Maden creek with low acidity relative to acidic sediment. These
sulfur oxidizer indicates a dynamic microbial population which adapt to changing geochemical conditions.
Identification of Fe oxidizer and reducer along with Jarosite, plumbojarosite and goethite in the sediments
of acidic ponds indicate significance of microbial Fe cycle governing mobilization and redistribution of
the metals in the waste site. Overall, it is shown that microorganisms regulating S and Fe cycle in Balya
mine waste site is the key factors controlling generation and chemistry of acidic drainage water.

Key Words: Balya Pb-Zn Mine Waste Site, Biogeochemistry, Microorganims, Pyrite

GIRIS jeokimyasal reaksiyonlarin gerceklestigi bu
Dogada yaygmn olarak  bulunan  metal oksidasyon islemleri sonrasinda, yiiksek siilfat
silfir mineralleri, yiizey/yeralt madencilk ve metal igerikli, disik pH’l1 Asidik Maden
aktiviteleri sirasinda parcalanip ufalandigindan drenaji (AMD) olarak isimlendirilen jeokimyasal
atmosferik oksijen ve su ile olan temasi artar olusumlar meydana gelir. Dogada kendiliginden
ve oksitlenmeye baslarlar. Kompleks biyo/ olustugu gibi, madencilik aktiviteleri sirasinda
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ve/veya sonrasinda hizlanan bu olusumlarin en
onemli karakteristigi ¢6ziinmiis maddelerce (100-
100.000 mg/L) ve metallerce (Cu, Cd, Pb, Ni, As,
Zn, Fe, Mn, Al vb.) zengin sular icermeleridir
(Singer ve Stumm, 1970; Schippers vd., 1996,
1999, 2000, 2004; Nordstrom ve Alpers, 1999;
Nordstrom vd., 2000; Balci, 2010). Ozellikle
toksik metaller agisindan zengin bu asidik sular,
ylizey ve yeralt1 sularina karisarak ekolojik hayat
icin tehdit olugturmakta; kimi zamansa hayat1 yok
etmektedir.

AMD’nin olusumu fiziksel, kimyasal ve
biyolojik prosesleri igeren kompleks jeokimyasal
siirecler igermektedir. AMD’nin baslamasinda,
olugmasinda ve devam etmesinde ana rolii oynayan
metal siilfiir minerali ¢ogunlukla pirittir (Taylor
ve Wheeler, 1994; Nordstrom ve Alpers, 1999;
Edwards vd., 2001, Balc1 vd., 2007). Dogada,
piritin ana oksitleyicileri molekiiler oksijen (O,)
ve F e(III)alq iyonudur. Diisiik pH (<3) ortamlarinda
piritin  F e(III)aq tarafindan kimyasal olarak
oksitlenme orani, O, ile oksitlenme oranindan
10-100 kat daha hizhidir (Nordstrom ve Alpers,
1999; Balct vd.,2007). Dolayisiyla, asidik drenaj
sularmin olugmasinda Fe(III)aq iyonu 6nemli bir
rol oynamaktadir. Asit maden sahalarinda Fe(III)
aq UN ana kaynagi1 pirittir. Piritin ayrismasi ile
ortama salinan Fe(Il)’nin oksitlenerek Fe(Ill)’e
doniistim hiz1 diistik pH kosullarinda ( pH <3.5)
oldukga yavastir (Stumm ve Morgan, 1981).
Ancak, baz1 asidofilik bakteri ve arkealar asidik
ortamlarda F e(II)aq’nin Fe(III)aq’e oksitlenmesini
Fe(Il),,
salmimini saglarlar. Bu nedenle, hem Fe hem de

hizlandirarak, iyonunun  ortama
S oksitleyen prokaryotlar AMD’1 olusumunda ve
olusumunun hizlanmasinda 6nemli rol oynarlar
(Blowes vd., 1998; Baker ve Banfield, 2003;
Johnson ve Hallberg, 2003, Balct vd., 2007,
2006; Giil,2014).). Son yillarda, asit maden

sahalarinda (AMS) yapilan molekiiler ekoloji

calismalari ile diigiik pH, yiiksek stilfat ve metal
konsantrasyonuna ragmen, bu ortamlarda degisik
bir¢ok mikroorganizma tiirii tespit edilmistir Bu
mikroorganizmalar, yiizey kosullarinda siilfiir
mineralleri ile atmosferden elde edilen CO,,
O,, N, ve kayag-su etkilesimi sonucu ortama
salinan fosfat arasindaki elektron akisina dayanan
kemoototrofik temelli bir biyosfer olustururlar
1959; Garrels ve
Thompson, 1960; Simmer ve Stumm, 1970;
Sweerts vd.,1990; Suzuki ve Chan, 1994; Taylor
ve Wheeler, 1994; Nordstrom ve Alpers, 1999).
Daha once yapilan birgok arazi ve laboratuar

(Silverman ve Lundgren,

calismalarinda  mikroorganizmalarin  katalize
ettigi siilfiir oksidasyon oranlarinin, kimyasal
esleniklerine gore ¢ok daha yiisek oldugu tespit
edilmistir (Nordstrom ve Southam, 1997; Balci

vd., 2007, 2012).

Siilfiirli
biyojeokimyasal

atiklarinda ki
katalize  eden

maden

prosesleri
mikroorganizmalarin tanimlanmasi, mikrobiyal
topluluklarin  analiz edilmesine ve ne tir
mikroorganizmalarin hangi siireglerden sorumlu
olduklarinin anlasilmasina, atik alanlarindaki
yiiksek ve diisiik mikrobiyal aktivite bolgelerinin
tespit edilmesine olanak saglayacagi gibi, pirit
ve Fe oksidasyonu gibi AMS’nin olugmasinda
etkili reaksiyonlarin kinetigi konusunda da 6nemli
veriler tiretecektir. Basarili bir AMD rehabilitasyon
stratejisinin olusturulmasi ve uygulanabilmesi i¢in
ilgili sahalarda mikrobiyal izleme ¢alismalarinin

yiriitiilmesi sarttir.

Calismaya konu olan Balya Pb-Zn
Maden atik sahasi, bdlgede ki en biiyiik atik
sahas1 olmasina karsin, sahanin biyojeokimyasal
ozellikleri ile metallerin taginma proseslerine ve
AMD’1 olusumuna etkileri konusunda literatiirde
bilgi bulunmamaktadir. Sahada smirli sayida
yapilan arastirmalarda, agir metal kaynagi olarak
Balya Pb-Zn sahasi atiklar1 gdsterilmis, ancak,



Nurgiil CELIK BALCI, Serra GUL, Meryem Menekse KILIC, Nevin Giil KARAGULER, Erol SARI, M. Seref SONMEZ

sahadaki siilfiirlerin oksidasyon sekli (biyolojik
ve/veya kimyasal) ve sahanin mikrobiyolojik
toplulugunun bu siireglere etkileri belirlenmemistir
(Aykol vd., 2002). Metallerin taginim sekillerinin
ve biyojeokimyasal silireglerin bunlara etkisinin
ortaya konmasi atik sahasi civarindaki sulak
alanlar icin potansiyel kirleticilerin belirlenmesi
bakimindan gereklidir. Bu amagla, Pb-Zn atik
sahasinda  mikrobiyolojik, jeokimyasal ve
jeomikrobiyolojik c¢alismalar yiiriitillerek AMD’1
olusumunu  kontrol eden biyo/jeokimyasal
siirecler ve olusan asidik sularin cevreye olan
etkileri multidisipliner bir yaklasimla bu ¢aligma

kapsaminda ilk defa arastirilmistir.

CALISMA ALANI ve OZELLIKLERI

Balya Pb-Zn maden yatagi ve maden atiklari,
Marmara Bolgesi’nde Balikesir il merkezinin
yaklagik 50 km kuzeybatisinda yer almaktadir
(Sekil 1). Maden atiklarin1 da kapsayan Balya ve
cevresi Kocacay boyunca dik vadilerle ayrilmistir.
Maden atiklarmin yer aldigr sahanin yiikseltisi
yaklasik 400-500 m arasinda degismektedir.
Maden atik sahasinin yakinindan gegen Kocacgay
ilgenin en biliylik akarsuyudur. Calisma alani
Balya ve civarinda yazlart sicak ve kurak,
kiglart ise soguk ve yagish bir iklim hakimdir.
Balya ve civarinin temel ekonomisini tarim ve
hayvancilik olusturmasina ragmen; madencilik
ilk yerlesimlerden itibaren ilgenin dnemli gegim
kaynagi olmustur. Antik donemlerde de isletilen
Balya Pb-Zn maden yatagi Osmanli déneminde
(1839) ve sonrasindayabanci sermayeli sirketlerce
1939 yilina kadar isletilmistir. Bu isletmelerden
arta kalan maden ve atiklarin yeniden isletmesine
yonelik calismalar 1997 yilina kadar siirmiistiir
(Akyol, 1978). Son dénemde Balya sahasinda
yeni maden arama ¢aligmalari ve var olan atiklarin
yeniden degerlendirilmesi ¢aligmalari siirmektedir.

Calisma sahasinda temelde Permiyen
yaslt allokton kiregtaslar1 ve temel kayasi lizerine
kiltas,
kiregtasi ve ¢akil taglarindan olusan seri (Karakaya

uyumsuzlukla Triyas yash kumtasi,
Formasyonu) geldigi belirtilmistir (Akyol, 1980).
Permiyen kirectaslari, Triyas yashh Karakaya
formasyonu igerisinde olistoitler  seklinde
bulunmaktadir. Balya Pb-Zn cevher olusumunun
genellikle dasit-kiregtast dokanaginda kontakt
pirometasomatik ve kiregtaginin ¢atlaklarinda
hidrotermal damar tiiriinde ortaya
(Akyol, 1982; 1956).

Cevherlesmeler dasit, dasit porfiri ve mikrodiyorit

gelistigi
konmustur Aygen,
tiirii kayaclar icerisinde yer almaktadir (Ozisik,
2013). Cevherlesmeler, dasit ¢atlaklarinda realgar,
orpiment, galenit, sfalerit ve pirit; kiregtasinin
catlaklarinda ise galenit, sfalerit, antimonit,
pirit, realgar ve orpiment birlikteliklerinden
olugmaktadir (Agdemir vd., 1994). Genel olarak
cevher mineralleri pirit, markazit, sfalerit, galen,
kalkopirit ve arsenopiritten olusmaktadir. Akyol
(1982), Balya maden yataginin rezervini 4.4
milyon ton olarak cevherin igerigini ise % 2.7
Pb, % 7.2 Zn ve % 0.3 Cu olarak belirtmistir. Bu
cevher minerallerinin yani sira daha az oranda
markazit, bizmut, siilfat tuzlari, bornit, arjenit,
tetrahedrit, hematit, piroluzit, orpiment, realgar
bulundugu belirtilmistir (Kovenko, 1940; Akyol,
1982).

Balya maden atik sahasinda, daha Once
¢ikarilmis, kismen cevher hazirlama islemlerine
atiklari, ocaklardan

tabii tutulmus isletme

c¢ikarilmis olan diisiik tendrlii, islenmemis
cevher ve pasalar yamaglara ve dere kenarlarina
dokilmistir (Sekil 2e,f). Bugiin, Balya ve
cevresinde 300.000 ton izabe ciirufu (Sekil 2d), ve
1.200.000 ton flotasyon atig1 (Sekil 2a,b,c). ve jig
art1g1 olmak iizere toplam 1.500.000 ton kadar atik
bulundugu 6ngodriilmektedir (Ongiir, 2003; MTA,

1984; Akyol,1978).
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Sekil 1.  Caligma alaninin konumu ve 6rnek lokasyon haritast
Figure 1. Location of the study area and sampled sites.
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A - B

Sekil 2. Balya Pb-Zn maden atiklarindan goriintiiler A, Flotasyon atiklari; B, Balya Pb-Zn flotasyon ve izabe
atiklar;; C, Balya Pb-Zn flotasyon atigi; D,Flotasyon atiklarinin yagmurlarla etrafa tasinmasi; E,
Ocaklardan ¢ikarilmis olan diisiik tendrlii, islenmemis cevher ve yantaslar; F, Atiklarin icinden gegen
Maden Deresi ve derede olusan renk degisimi

Figure 2. Photographs of features related to Balya Pb-Zn mine tailing sites A, View to flotation wastes, B, View to
flotation and smelter wastes; C, View to flotation wastes, D, Dispersing of flotation waste via rain; E, View
to Sulfide rich debris and ores with low tenor; F, View to Maden Creek crossing the mine tailings and
colored development in the creek.
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MATERYEL ve METOD

Asidik Maden
Orneklemeleri

Drenaji ve Yiizey Su

BalyaPb-Znatiklarinin etrafindaolusanasidik sular
ile atik sahasindan gecen Maden deresi iizerinde
yagmur sonrasini takiben Nisan 2012 tarihinde
su Ornekleme c¢alismalar gerceklestirilmistir
(Sekil 1). Atiklarin etrafinda olusan asidik maden
drenajindan 5 adet asidik su (AS1-5) Ornegi,
Maden deresi iizerinde ise 6 ayri noktadan yiizey
su (YS) ornegi alimmustir (Sekil 3a,b,c,d). Asidik
ve yiizey sularnin fiziksel parametreleri (pH,
sicaklik, elektriksel iletkenlik ve yiikseltgenme-
indirgenme potansiyeli) tasinabilir cihazla yerinde
Ol¢iilmiistiir (Sekil 3a). Su ornekleri yerinde 0,2
um filtreden gegirilerek alinmis, 50 ve 100 mL’lik
polietilen siselerde +4°C’de portatif buzluklarda
muhafaza edilmistir. Filtre edilen orneklerin 10
ml’sinde spektrofotometre cihazi ve Ferrozin
metodu kullanilarak yerinde Fe(H)aq ve Fe
Ol¢iimleri gerceklestirilmistir. Katyon ve element
analizleri i¢in 50 mL &rnekleme yapilmis ve %
5’lik HNO; asit kullanilarak 6rnegin pH’s1 2’ye
kadar diisiiriilmiistiir. Ornekler analiz edilene kadar
+4°C’de agz1 kapali olarak muhafaza edilmistir.
Katyon ve element analizleri ITU Adnan Tekin
Aragtirma ve Uygulama Merkezi’'nde ICP-MS
(endiiktif eslenik plazma — kiitle spektrometresi)
yontemi ile analiz edilmistir. Anyon analizleri
(Cl, SO,, NO, ) asit eklenmeyen 100 mL 6rnek
kullanilarak ITU Jeomikrobiyoloji Laboratuarinda
spektrofotometrik olarak gerceklestirilmistir.

Maden atik ve sediman 6rneklemeleri

Calisma  alanindaki  atiklarmm  jeokimyasal
karakterizasyonu i¢in, sahadaki atiklardan toplam
5 adet ornekleme yapilmistir. Atiklarin etrafinda
gelisen asidik su goletlerinden toplam 3 adet

(ASS1-ASS3), atiklarin ulastigi Maden deresinden

ise toplam 5 adet sediman 6rneklemesi (MDS1-
MDSS) gergeklestirilmistir (Sekil 1). Dereden
sediman drneklemeleri, burgu yardimi ile 20 cm
derinliginde yaklasik 2.5 kg sediman 6rnegi alimi
seklinde gergeklestirilmistir. Asidik goletlerden
elde edilen ¢okel ornekleri agirlikli olarak ince
bir tabaka halinde ¢okelen kirmizi renkli Fe-oksi/
hidroksitleri igcermektedir (Sekil 3a, b ¢,d). Tiim
kat1(sediman, maden atig1) 6rneklerindeki major ve
iz element analizleri ITU Adnan Tekin Uygulama
ve Arastirma merkezinde gerceklestirilmistir.
Bu amagla, kati 6rnekler60°C’de kurutulduktan
sonra 63 pm boyutuna 6giitiilmiistiir. Ogiitiiliip
hazirlanan 1 gr 6rnek 6 mL HF (%40) ,3 ml HCI
(%37) ve HNO, (%67) asit ¢ozeltisinde ¢oziilmiis,
tekrar filtre edildikten sonra saf su ile 100 mL’ye
tamamlanarak ICP-MS ile analiz edilmistir. Maden
atiklar1 ile asidik c¢okeller {izerinde mineralojik

calismalar XRD ile gerceklestirilmistir.

Sedimentte Organik karbon analizi

Ortamdaki (dere yatagi, atik sahasi vb.,) organik
karbon miktar1, gelisebilecek biyojeokimyasal
reaksiyonlar ve tiirleri i¢in belirleyici faktorlerden
biridir. Bu nedenle, asidik ¢okel orneklerinde
(asidik ASS1-ASS3; MDS1-MDS5) Walkley ve
Black metodu kullanilarak (Gaudette vd., 1974)
organik karbon analizi yapilmistir. Bu amagla,
ornekler 105 °C de kurutularak 6giitiilmiis ve her
bir 6rmekden yaklasik 0.5 gr alinarak iizerine 10
ml potasyum dikromat soliisyonu ilave edilip
iyice karistirilmistir. Ardindan, numuneye 20 ml
konsantirik siilfirik asit ilave edilerek 20-30 dakika
karigtirllip 200 ml distile su ile seyreltildikten
sonra 10 ml fosforik asit 0,2 gr sodyum florid ve
1 ml difenilamin eklenmistir. Daha sonra 6rnek
titrasyona tabi tutulmus ve titrasyon yesil rengin
aciga ¢cikmasiyla sona erdirilmistir.



Nurgiil CELIK BALCI, Serra GUL, Meryem Menekse KILIC, Nevin Giil KARAGULER, Erol SARI, M. Seref SONMEZ

Organik madde miktari:

C =3951/g0—-T/S) formiilii kullanilarak

org

(%) cinsinden hesaplanmustir.
g = ornegin agirligi (gr),
T=ml demir ¢bzeltisi 6rnek titrasyonu,

S= ml demir ¢dzeltisi blank titrasyonu.

Mikrobiyolojik Calismalar

Maden atik sahasindaki mikrobiyolojik toplulugu
belirlemek amaciyla kultivasyon ve molekiiler
biyoloji teknikleri birlikte kullanilmistir: 1-Atik
sahasinda Siilfiir ve Demir dongiistinde aktif olan
mikrobiyal tiirler ve miktarlarini belirlemek amaci
ile En Muhtemel Sayi (Most probable number
(MPN)) kultivasyon teknigi 2-Atik sahasinin
genel mikrobiyal toplulugunu belirlemek i¢in 16S
rDNA Molekiiler biyoloji teknigi kullaniimistir.

En Muhtemel Sayt (Most Probable Number)
Teknigi

Bu teknik aktif /canh
tayini i¢in siklikla kullanilan bir yontemdir.
EMS teknigi kullanilarak, atiklarin g¢evresinde
olusan asidik maden drenaji ile Maden Deresinde
asidofilik Siilfiir oksitleyen bakteri (aSOB), demir
oksitleyen bakteri (FeOB) ile asidofilik demir
indirgeyen bakteri (aFelB) tayinleri yapilmistir.

mikroorganizmalarin

Bakteri tayinlerinde, saptanmak istenen bakteri

tirine uygun olarak O6nceden hazirlanan
besiyerleri igeren ve steril hale getirilen aerobik
kdiltiir tiipleri (9 ml) ve anaerobik serum siseleri (9
ml) kullanilmistir. Araziye getirilen kiiltiir tiipleri
ve serum siseleri her bir 6rnekleme noktasinda
steril pipet uglar1 kullanilarak istenen su 6rnegi
ile inokiile edilmistir. Inokiilasyonda 5 tiip teknigi
(Cochran, 1950) kullanilmistir. Hazirlanan tiip
ve serum siseleri oda sicakliginda (25°C + 2)
4 hafta siireyle inkiibe edilmistir. S6z konusu

mikroorganizmalarin biiyiitiilmesi igin gerekli

besiyeri ile pozitif tiiplerin taninmasi i¢in onceki
caligmalarda basarryla uygulanan ydntemler
kullanilmistir (Balc1 vd., 2009, 2012 ; Hulshof
vd., 2006 ve Benner vd., 2000).

16S rDNA Methodu ile mikrobiyal toplulugun
belirlenmesi

Atik sahasi igerisindeki farkli asidik maden drenaji
goletlerinden 3 adeti (AS1-AS3) ve atiklarin dereye
ulastig1 noktadan alinan sediman Orneklerinden
4 adeti (MDS1-MDS4) bu
kullanilmigtir. S6z konusu sediman 6rnek alimlari

analizler i¢in

i¢in, daha once otoklav kullanilarak (humitsu -120
°C ve 1 kbar basing) steril hale getirilmis spatula
ve 50 ml steril santrifiij tiipleri kulllanilmigtir
(Sekil 3e, f). Sediman ornekleri steril spatula
kullanilarak, 50 ml santrifiij tiipleri igerisine
toplanmis bunu takiben tiiplerin agizlar1 sikica
kapatilarak kilitli torbalar igine yerlestirilmistir.
Ornekler, molekiiler biyoloji analizine kadar
gecen stirede -21 °C'de saklanmistir. Sediman
orneklerinden (2-5 gr) yiiksek verimde genomik
DNA (gDNA) izolasyonu igin FastPrep DNA
ektraksiyon kiti kullanilmigtir. Kit kullanilarak
elde edilen DNA c¢ozeltisi, sonraki molekiiler
analizlere kadar -21°C’de saklanmistir. Sediman
DNA
iizerinde 16S rDNA bolgesinden se¢ilmis pA-F
(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") ve pH-R
(5> AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’) primer
cifti kullanarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
gerceklestirilmistir. PZR reaktifleri, (25 pL) 1 X
PCR tamponu, 200 mM dNTP (deoksiniikleosid
trifosfat), 0.25 mM ileri ve geri primerler , 0.5
U Taq polimerazi ve 1 ml DNA ¢06zeltisinden
olugmaktadir. PZR asamasindan sonra, agaroz

orneklerinden elde edilen ¢Ozeltisi

jel tizerinde PZR iiriinlerinin kontrolii yapilmig
ve uygun klonlama yontemi kullanilarak (TOPO
TA® Cloning Kit, Invitrogen) vektore aktarilmig
plazmidler, transformasyon sonrasi uygun konake1
hiicreye aktarilarak kat1 besiyerinde gelistirilmistir.
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lligilenilen PZR iiriiniiniin vektdrde oldugunu
gOsteren agar besiyeri iizerindeki beyaz koloniler
mavi/beyaz tarama yontemi ile secilmistir. Secilen
beyaz koloniler sivi besiyerinde biyiitiilmis ve
plazmid DNA Ornekleri izole edilmistir. ABI
Prism 3100 Avant Automated Sequencer cihazinin
kullanilmasi ile herbir farkli mikroorganizmaya

karsilik gelen DNA dizileri 2 yonlii M13 primer
kullanilarak analiz edilmistir. Tanimlanan dizi
analizlerinin NCBI BLAST yardimu ile 16S rDNA
dizi analizlerinin Kkarsilagtirilmast  sonucunda
diziler arasindaki farkliliklardan yararlanilarak
cins ve tiir diizeyinde hangi mikroorganizmalarin

bulundugu tesbit edilmistir.

Sekil 3.

A ve B: Atiklarin {izerinde olusan asidik gdletler ve yapilan drnekleme ¢aligmalarindan goriintii; C ve

D: Flotasyon ve izabe atiklari i¢inde olusan asidik goletler; Eve F, Asidik goletlerden mikrobiyolojik

caligmalar i¢in drnek alimi.

Figure 3. A,B, View to acidic ponds developed in the tailings site and samplings campaign,; C,D, Acidic ponds
developed in the flotation and smelter wastes; E, F, View to sampling for microbiological analysis from

acidic ponds.
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BULGULAR
Maden Atik ve Sediman Jeokimyasi

Pb-Zn Maden
atiklar, asidik maden drenaji iceren golet ve

Balya sahasinda  bulunan

dere sedimanlar1 iizerinde  gercgeklestirilen
kimyasal  analiz cizelge 1’de
verilmistir.  Atiklar gerceklestirilen
analiz sonucunda major element siralamasi
Fe>Ca>AI>K>Mg>Mn>Na>Ti>P seklinde tespit
edilmistir . Major element siralamasi atiklarin

yiksek oranda Fe, Ca ve Al igerdigini ortaya

sonugclari
lizerinde

koymustur.

Atiklarin metal icerigi oldukga yiiksek
olup sirasiyla azalan oranda ortalama % 12.8 Fe,
9845 mg/kg Pb, 8975.3 mg/kg Zn, 3300 mg/kg
As, 1501 mg/kg Cu, 255 mg/kg Co ve 221 mg/kg
Cd igermektedir. Atiklarda tespit edilen metaller,
Balya Pb-Zn maden yatagiin siilfiir mineralojisi
ile uyumludur ve ana kaynak olarak siilfiirli
mineralleri isaret etmektedir (Cizelge 2). Maden
atiklarinda tespit edilen yliksek Pb (9845 mg/
kg) ve Zn (8975,3 mg/kg ) degerleri, ana kaynak
olarak galen ve sfaleriti isaret etmektedir. Ayrica,
atiklarda tespit edilen ikincil mineraller Pb, Zn,
Fe ve As metalleri i¢in onemli birer kaynaktir
(Cizelge 3). Ozellikle atiklarda tesbit edilen diisiik
¢oziiniirliiklii anglezit minerali Pb elementi i¢in
kaynak teskil etmektedir (Cizelge 2). . Pirit ve
ikincil Fe olusumlart atiklarda Slgtilen yiiksek Fe
(%12.81)’in kaynagini olusturmaktadir. Atiklarin
ortalama As ve Cu konsantrasyonu sirasiyla
3300 mg/kg ve 1501 mg/kg olarak saptanmustir.
Atiklarin igerdigi arsenopirit ve kalkopirit ile
Balya cevherlesmesinde daha az oranda bulundugu
bilinen tetrahedrit, realgar ve orpiment mineralleri
s0z konusu metallerin ana kaynaklar1 olmalidir.
Atiklarin Cd ve Co igerikleri diger elementlere
oranla daha diisiiktiir. Atiklarin iginde bolca
bulunan pirit, ve 6zellikle sfaleritin Cd ve Co ile
Sn, Se ve Ni gibi diger iz elementlerlere kaynak
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teskil ettigi daha onceki ¢caligsmalarda belirtilmistir
(Kovenko, 1940). Yine ayni1 ¢alismada, galenin %
0.11 Sn, % 0.01 Bi, % 0.54 Cu, % 0.03 Fe, 0.004
Nive % 0.01 oraninda As icerdigi tespit edilmistir
(Kovenko, 1940).

Asidik maden drenaji igeren goletlerden
toplanan Fe oksi-hidroksitlerce zengin ¢okellerin
metal igerigi, atiklarin metal igerigi ile benzerlik
sergilemektedir (Cizelge 1). Bu veriler, atiklardan
salman Pb, Zn, Cd, Co, As ve Cu’in Fe-
oksitlere adsorb oldugunu gostermektedir. ASI
asidik goletinden alman Fe’ce zengin ¢okeller
tizerinde yapilan XRD calismalart sonucunda
elde edilen veriler Cizelge 3’de sunulmustur.
Cizelge 3’den gorildigi gibi asidik goletler
icerisinde As, Zn, Pb ve Fe’li bircok degisik
mineral bulunmaktadir. Fe’ce zengin ¢okellerin
tim metal igerikleri yiiksek olmasina karsin
ozellikle As ve Cu degerleri dikkat cekicidir; ve
s0z konusu elementlerin Fe oksitlere olan ytiksek
baglanma istegi ile uyumludur (Balci, 2010).
Asidik goletlerde tesbit edilen plumbojarosit,
jarosit ve gotit gibi Fe oksi-hidroksitlerin genis
ylizey alanlart nedeniyle metalleri kolaylikla
adsorb ettikleri daha dnceki calismalarda da tesbit
edilmistir (Balci, 2010; Randall vd.,2001). Tiim
bu veriler, atiklarin ¢evresinde olusan Fe oksi-
hidroksitlerin atiklardan salinan metalleri adsorb
ederek taginmalarini denetledigini gostermektedir.
Atik sahasindan gecen Maden deresinden toplanan
sediman Orneklerinde gerceklestirilen kimyasal
analiz sonuglarma goére Fe,O, oram %]I11,9
ortalama degeri ile maden atik kimyasina oldukca
yakin degerler vermistir. Atik sahasina olan
yakinlikla bu degerler yiikselmis ve en yiiksek
deger % 18,2 olarak MDS2 sediman orneginde
saptanmistir. Maden atiklari ile uyumlu olarak,
dere sedimanlarinda da yliksek metal degerleri
elde edilmistir (Cizelge 1).
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Cizelge 1. Balya Pb-Zn Maden atik sahasindan alinan maden ati1g1, asidik su sedimani ve Maden Deresi sedimanlarimin
kimyasal analiz sonuglari.

Table 1.  Chemical data for mine wastes and sediment from acidic ponds and Maden Creek.
ALO, Fe,O, MgO Ca0 Na O KO TiO, PO, MnO Pb Zn Cu As Co Cd Corg
% %o % % % % % % % mgkg mgkg mgkg mgkg mgkg mgkg %
Maden Atig1
ortalama 675 1281 123 1123 052 375 0.9 007 076 9845 89753 1501 3300 255 221 0.
(n=5)
Asidik Su
Sedimani
ortalama 126 3023  nd nd nd nd nd nd nd 7550 62328 25604 5230 564 458 24
(n=3)
DereSedimami g5 119 g5 536 065 198 028 014 065 46782 43321 875 1876 457 353 12
ortalama
(n=5)

Cizelge 2. Balya Pb-Zn maden atiklarinda XRD ile
tespit edilen mineraller

Table 2.  Mineralogical composition of Balya Pb-Zn

Mine tailings determined by XRD

Mineral ideal Bilesimi

Sfalerit (Fe,Zn)S

Pirit FeS,

Galen PbS

Kalkopirit CuFeS,

Arsenopirit AsFeS

Kuvars SiO,

Kiikiirt S

Anglezit PbSO,

Jips CaSO,

Kalsit CaCo,

K-Felspat KalSi,0,

Dolomit Ca,Mg(CO,),

Cizelge 3. ASS1 asidik sediman 6rneginde XRD ile
tespit edilen Fe ve diger metallerin ikincil

tirleri
Table 3.

Fe minerals and secondary minerals of

ASSI acidic sediman sample determined

by XRD

Mineral isimleri

icerikleri

Scorodit
Paulmooreit
Anglezit
Kintoreit
Adamit
Koritnigit
Plumbojarosit
Gotit

Jarosit

Fe, As minerali
Pb, As minerali
Pb minerali

Fe, Pb minerali
Zn, As minerali
Zn,As minerali
Fe, Pb minerali
Fe minerali

Fe minerali
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Asidik ve Yiizey Su Jeokimyasi

Balya Pb-Zn atik alanlarinda olusan asidik maden
sular1 ile Maden deresinden toplanan yiizey su
orneklerinin analiz sonuglan Cizelge 4 ve 5°de
sunulmustur . Maden atik sahasi civarinda yagislar
nedeniyle olusan kii¢iik ve biiyiik boyutlu sig
asidik sular oldukca diisiik pH degerlerine sahiptir.
Asidik sularin ortalama pH degeri 2.69 olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4). Oldukca diisik pH’I1
ve yiiksek Eh’li bu asidik sular etraftaki kayagclar
¢ozerek birgok metali biinyesine katmaktadir .
Asidik sularda 6lgiilen yiiksek elektriksel iletkenlik
degerleri sularin yiiksek ¢6ziinmiis iyon igerigi ile
uyumludur (Cizelge 4). Asidik sularin stilfat icerigi
4500 mg/L ile 9750 mg/L arasinda degismektedir.
Bununla uyumlu olarak, Mg, ve K degerleri de
ylizey sularina oranla daha yiiksektir (Cizelge 2).
Maden atiklarmin yakinindan gecen Maden Deresi
tizerinden alman yiizey su drneklerinin (YS1-YS5)
iyon icerikleri asidik su 6rneklerine oranla oldukca
diistiktiir. Atiklara olanuzaklik ile bu degerler daha da
azalmaktadir. Atiklardan oldukc¢a uzakta, Kocagaya
yakin kontrol amagli alinan 6rnegin (YS6 ), atiklara
yakin kesimden alinan diger su drneklerine oranla
tim iyon igerigi Onemsiz degerler sergilemistir

(Cizelge 4 ve Sekil 6). Atiklardan uzakta aliman YS6
orneginin silfat degeri de diger orneklere oranla
oldukga diisiiktiir. Bu veriler atiklardan kaynaklanan
yiiksek iyon icerikli asidik sularin derelere
tasindigini; ve ana kaynagm atiklar oldugunu
gostermektedir. Kuru ve yas doneme ait asidik
ve yiizey su Orneklerinin metal icerikleri Cizelge
5’de sunulmustur. Her iki donemde de asidik sular,
yliksek metal ve Al igerikleri ile ylizey sularindan
kolaylikla ayrilmaktadir. Zn konsantrasyonu asidik
sularda en diisiik 68.9 mg/L en yiiksek 546.5 mg/L
olarak Olgllmiistiir. Fe  konsantrasyonu Zn ile
uyumlu olarak asidik sularda ytliksek Olglilmiistiir.
Asidik sularda olgiilen Fe ’in % 90’1 Fe(III)
w0 iyonu olusturmaktadir ( Cizelge 5). Pb ve Cu,
Zn’dan sonra 6lgiilen en yliksek metallerdir. Yiizey
su orneklerine oranla, asidik sular yiiksek oranda
Cu, As ve Pb icermektedir. Ozellikle asidik sularda
3.12 mg/L’ye ulasan Pb konsantrasyonu pekgok
su standartlarina gore oldukca yiiksektir (WHO,
EPA). Cu konsantrasyonu en yiiksek 26.67 mg/L
olarak AS2 o6rneginde, en diisiik 9.8 mg/L olarak
ASS5 asidik su Orneginde Olglilmiistiir.. Analizler
sonucunda asidik sularin As icerigide WHO ve
EPA standartlarina oranla yiiksek tespit edilmistir

(Cizelge 5).

Cizelge 4. Balya Pb-Zn atik sahasindan toplanan asidik sular (AS) ve yiizey sularmin (YS) jeokimyasi ile toplam S

ve Fe oksitleyen mikroorganizma miktar1
Table 4.

collected from Balya Pb-Zn mine tailings site.

Ageous geochemistry and Total S and Fe oxidizing microorganims of acidic (AS) and surface water (YS)

Asidik Sular pH Eh EC T SO, Mg* Na* Ca* K* cr NO, MPN-S MPN-Fe
(mV) (nS/em) oC (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mgL) (mg/L) (mg/L) (cell/ml) (cell/ml)
AS1 2.83 450 19000 22 8690 95.1 452 456 52 352 6 44x10% 2.8x10°
AS2 2.60 550 15200 26 9750 89.2 15.2 231 n.d 56.1 5.1 3.7x109 2.1x 107
AS3 275 323 12500 25 9636 56 16.1 552 3.4 35.1 13.2 2.7x 107 1.7x 10
AS4 2.80 230 13200 25 7686 75.2 23.1 123 10.1 30 112 2.3x10°  1.5x10°
AS5 2.50 320 10890 26 4500 78.1 223 168 12.2 45 10 5.1x 10" 1.1x 107
Yiizey Sular1
YS1 3.83 230 230 24 1560 41.2 12.3 596 9.5 11.1 125 1.7x10° 1.7x10*
YS2 3.6 235 320 24 1035 39.2 13.5 652 9.8 15.6 145 1.0x 106 2.7x10°
YS3 3.75 94 450 24 1356 52.8 9.5 752 n.d 123 56 1.7x 107 1.7x10°
YS4 4.5 80 321 22 900 41.3 7.1 589 7.1 15.2 126 3x10°  1.7x10?
YS5 5.5 n.d 458 24 750 63 8.2 663.1 nd 16.3 132 1.7x10° nd
YS6* 7.2 132 562 23 36 6.2 5.6 74.1 2.1 9.5 n.d n.d n.d
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Kiiltiir Temelli Mikrobiyolojik Calismalar

Asidik maden sulari igerisinde ototrofik asidofilik
(aSOB) ve Fe(Il)
oksitleyen bakteri (aFeOB) miktarlart Cizelge
4’de verilmistir. aSOB icin en yiiksek deger
4.4x10% cell/ml, aFeOB igin ayni deger 2.8 x108
cell/ml olarak en genis ve uzun Omiirlii asidik
golette Olgiilmiistir (AS1) (Sekil 3a). Asidik
sular igerisinde asidofilik Fe(Ill), —indirgeyen
bakteri (aFeIB) 10° cell/ml olarak yalnizca
AS1 ve AS2 sularinda tespit edilmis ve diger
diisiik
degerlere ulagmistir. Atiklarin Maden deresine

stilfiir oksitleyen bakteri

mikroorganizmalara oranla oldukca
ulastig1 kesimlerden alinan ylizey sularinda en
yiiksek aSOB 1.7 x107 cell/ml olarak, aFeOB ise
1.7 x 10* cell/ml olarak YS1 su 6rneginde tespit
edilmistir. Asidik sular , yiizey su Orneklerine
oranla daha yiiksek miktarda bakteri icermektedir.
Ozellikle aFeOB miktari 10* oraninda daha azdir.
Hem asidik hem de yiizey sularinda aSOB miktari

oldukea yiiksektir.

16SrDNA Metodu ile Tiir Belirleme Calismalari

Asidik sediman ile Maden Deresinden toplanan

sediman Ornekleri {izerinde biyomolekiiler
tekniklerle tespit edilen ve yalmizca S ve Fe
dongiisiinde etkili mikroorganizma tiirleri Cizelge
6’da verilmistir. Analiz edilen tiim sediman
orneklerindey-Proteobacteriave B-Proteobacteria
grubu agirlikli, daha az oranda ise Firmicutes ve
d-Proteobacteria grubuna ait mikroorganizmalar

tespit edilmistir.

Atiklarin  igerisinde ve yakinlarinda
gelisen goletlerden toplanan ASS1, ASS2 ve ASS3
sediman 6rneklerinde, siilfiir ve Fe oksidasyonunda
etkilitiirler tespitedilmistir. S6zkonusu 6rneklerde,
stilfiir oksidasyonunda etkili Acidithiobacillus spp
. cinsine ait 12 fakl tiir saptanmistir (Cizelge 6).
Bunlar arasinda en onemlileri, AMD olusumuna
neden oldugu bilinen ve bu tiir sahalarda yaygin
olarak bulunan Acidithiobacillus ferrooxidans
tiirline sirastyla % 95, 96, 93 oraninda benzerlik
gosteren Acidithiobacillus ferrooxidans strain

Cizelge 5. Balya Pb-Zn atik sahasindan toplanan asidik su (AS) ve yiizey su (YS) drneklerinin metal igerikleri

Table 5.  Metal contents of acidic (AS) and surface water (YS) from Balya Pb-Zn tailings site.
Su Al As cd Co Cr Cu Fe  Fe(Il) Fe(ll) Mn Ni Pb Zn Si S

Ornekleri (ug/L) (gL) (ngh) (ugl) (gL) (gh) (gl) @gl) @gl) (mgl) @gl) (ugl) (gl) (ugl) (mgl)
ASI 78520 575 2300 192 302 13352 742200 90200 652000 150 543 2189 546467 22178 1585
AS2 76612 1506 1143 274 1032 26670 669675 94425 575250 1076 1793 3129 215489 15929 4250
AS3 33520 5986 2716 187 66 23350 933425 71425 862000 1337 100 1914 299410 17140 2909
AS4 19963 3264 978 777 62 12365 236200 5200 231000 89 785 1230 76744 9652 2562
AS5 15230 1230 589 59.1 452 9870 523000 71000 452000 96 89 9565 68900 6530 1500
YsI 152 440 154 1272 nd 536 52700 nd.  nd 623 3444 78 10980 8964 810
YS2 49 176 236 153 nd 366 3896 nd.  nd 59 32.5 25 13714 6724 545
YS3 130 882 nd 1056 nd 523 4410  nd. nd 6804 153 146 68824  nd 674
YS4 122 5.8 nd 03 nd 76 1617 nd  nd 102 152 33 3910 5960 475
YSs 21 182 nd 588  nd 9.9 786 nd.  nd 7001 144 621 72300 3562 250
YS6* 12 252 <03 12 nd 33 561  nd  nd 7.2 0.1 708 1224 nd 178
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S1, Acidithiobacillus ferrooxidans strain SY3
ve Acidithiobacillus ferrooxidans strain NI16
turleridir. ASS1, ASS2 ve ASS3 oOrneklerinde
tespit edilen diger Onemli asidofilik siilflir
oksitleyen tiir ise Acidithiobacillus thiooxidans
strain ATCC 19377 ve Sulfobacillus cinsine
bagl tiirlerdir. Asidik sediman Orneklerinde Fe
oksidasyonunda ve indirgenmesinde etkili tiirler
de tespit edilmistir. Fe(Il) oksitleyici olarak
Acidithiobacillus spp.cinsine bagli A. ferrooxidans
tirii ile Leptothrix spp. cinsine bagli Leptothrix
sp. ve Leptothrix sp.S1.1 tiirleri tespit edilmistir.
Fe(Ill)’iin indirgenmesinden sorumlu {ii¢ farkli
cinse bagh toplam 3 farkli bakteri tlrii tespit
edilmistir. Bunlar Ferribacterium [limneticum,
Rhodoferax ferrireducens T118 ve Geobacter
sp. tirleridir. Maden deresi tizerinden alinan
sediman drneklerinin tiir igerikleri asidik sediman
orneklerine olduk¢a benzerdir. Ozellikle, atiklara
yakin kesimden alinan sediman (MDS1ve MDS2)
orneklerinde bu benzerlik daha belirgindir. MDS1,
MDS2 ve MDS3 orneklerinde y-Proteobacteria
ve B-Proteobacteria filogenetik grubuna yakin
benzerlik gosteren siilfiir oksitleyici tiirler
tespit edilmistir. Acidithiobacillus cinsine ait

stilfir oksitleyicilerin yam sira, Thiobacillus
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cinsine ait Thiobacillus thiophilus , Thiobacillus
denitrificans ATCC 25259 siilfiir oksitleyici
tiirler sadece bu sediman orneklerinde tespit
Acidovorax sp. G8BI,
myxofaciens strain P3G ve Acidithiobacillus

edilmistir. Ferrovum
ferrooxidans strain SI dere sedimanlarinda tespit
edilen Fe(Il) oksitleyici bakterilerdir. Geobacter
MDS1 ve MDS2 orneginde, Ferribacterium
limneticum, Rhodoferax ferrireducens TI1I18 ise
MDS3 o6rneginde tespit edilen Fe(Ill) indirgeyici
mikroorganizmalardir. Arsenik dongiisiinde etkili
oldugubilinen Comamonadaceaebacterium PIV81
bakterisi MDS1, MDS2 ve MDS3 o6rneklerinde
saptanmistir. Maden atiklarindan uzakta alinan
MDS4 sediman Orneginde Fe ve S oksitleyici
mikroorganizmalar olduk¢a azdir. S oksitleyici
olarak yalmzca Thiobacillus denitrificans ATCC
25259
ABRM 2011 tirleri saptanmustir. Fe indirgeyici

ile Acidithiobacillus thiooxidans strain

olarakise Ferribacterium limneticumile Geobacter
cinsine bagh tek tiir belirlenmistir. Bunun aksine,
MDS4 orneginde yogun olarak B-Proteobacteria
grubuna bagli nitrojen dongiistinde etkili bakteriler
tespit edilmisti. MDS3 6rneginde oldugu gibi
selenatin indirgenmesinde etkili Dechloromonas
sp. HZ tiirli bu 6rnekte de saptanmustir.
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Cizelge 6. 16S rDNA Dizi Analizi ile atik sahasinda tespit edilen mikroorganizma tiirleri ve metabolik fonksiyonlari.
Table 6.  Microorganims determined by 16S rDNA gene sequencing in the mine tailings site and their metabolic

functions.
Ornek  Organizma Ad1 Benzerlik Filogenetik Grup Metabolik Fonksiyon
%
Acidithiobacillus ferrooxidans strain S1 95 y-Proteobacteria Fe ve S oksidasyonu
Acidithiobacillus ferrooxidans strain SY3 96 y-Proteobacteria Fe ve S oksidasyonu
Acidithiobacillus ferrooxidans strain N16 93 y-Proteobacteria Fe ve S oksidasyonu
Acidithiobacillus sp Peru 6 92 y-Proteobacteria Fe ve S oksidasyonu
Acidithiobacillus sp OP 14 92 y-Proteobacteria Fe ve S oksidasyonu
Acidithiobacillus albertensis strain DSM 14366 93 y-Proteobacteria
Acidithiobacillus thiooxidans strain ATCC 19377 95 y-Proteobacteria Fe ve S oksidasyonu
Acidithiobacillus sp. Ish-01 92 y-Proteobacteria Fe ve S oksidasyonu
Acidithiobacillus ferrooxidans 94 y-Proteobacteria Fe ve S oksidasyonu
Uncultured bacterium clone FZ-7 95 y-Proteobacteria
Uncultured Acidithiobacillus sp. clone XJ79 96 Fe ve S oksidasyonu
Acidithiobacillus sp. Mc9KA-2-1-4 95 y-Proteobacteria Fe ve S oksidasyonu
ASS1 Uncultured Acidithiobacillus sp. clone AS3 _bact_h10 95 y-Proteobacteria Fe ve S oksidasyonu
ASS2 Uncultured bacterium clone SX2-15 96 y-Proteobacteria
ASS3  Acidithiobacillus thiooxidans strain ATCC 19377 93 y-Proteobacteria S oksidasyonu
Uncultured bacterium clone Z132 93
Uncultured bacterium clone Y1-25 91
Uncultured bacterium clone M1-24 91
Uncultured Sulfobacillus sp. clone K6-C156 92 Firmicutes Fe ve S oksidasyonu/ Fe indirgenmesi
Sulfobacillus sp. 4G 94 Firmicutes Fe ve S oksidasyonu/ Fe indirgenmesi
Uncultured bacteria clone F2-49 95
Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone 0
OZ-WIN39
Ferribacterium limneticum 93 B-Proteobacteria Fe(III) indirgenmesi
Rhodoferax ferrireducens T118 93 B-Proteobacteria Fe(III) indirgenmesi
Geobacter 95 B-Proteobacteria Fe(IlI) indirgenmesi
Leptothrix sp 93 B-Proteobacteria Mn ve Fe oksidasyonu
Leptothrix sp. S1.1 87 B-Proteobacteria Mn ve Fe oksidasyonu
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Cizelge 6. Atik sahasinda tespit edilen mikroorganizma tiirleri ve metabolik fonksiyonlar1 (Devami)

Table 6.

Microorganims determined in the mine tailings site and their metabolic functions (Continued)

Ornek Organizma Ad

Benzerlik Filogenetik Grup

%

Metabolik Fonksiyon

y-Proteobacteria
y-Proteobacteria
v-Proteobacteria
B-Proteobacteria
B-Proteobacteria
B-Proteobacteria
B-Proteobacteria
d-Proteobacteria
8-Proteobacteria
8-Proteobacteria
B-Proteobacteria
B-Proteobacteria
y-Proteobacteria
Firmicutes

Firmicutes

y-Proteobacteria

S oksidasyonu

S ve Fe oksidasyonu

S oksidasyonu

S oksidasyonu

Sve Fe oksidasyonu

S ve Fe oksidasyonu

S oksidasyonu

Fe indirgenmesi

Fe indirgenmesi

Fe oksidasyonu

Arsenat indirgenmesi

Anaerobik kiikiirt oksidasyonu

Fe Oksidasyonu

Fe ve S oksidasyonu/ Fe indirgenmesi
Fe ve S oksidasyonu/ Fe indirgenmesi

S Oksidasyonu

B-Proteobacteria
B-Proteobacteria
y-Proteobacteria
8-Proteobacteria
B-Proteobacteria

B-Proteobacteria

Selenat indirgenmesi
?

S oksidasyonu

Fe indirgenmesi

Fe indirgenmesi

S oksidasyonu

Acidithiobacillus thiooxidans strain ABRM2011 91
Acidithiobacillus ferrooxidans strain S1 97
Thiovirga sulfuroxydans 97
Thiobacillus thiophilus 94
Thiobacillus denitrificans ATCC 25259 97
Thiobacillus denitrificans ATCC 25259 97
Uncultured Thiobacillus sp. clone ENR10 93
Geobacter 91
MDS1  Uncultured Geobacteraceae bacterium 91
MDS2  Ferrovum myxofaciens strain P3G 95
MDS3  Comamonadaceae bacterium PIV81 90
Chromatiales bacterium 94
Acidovorax sp. G8B1 97
Uncultured Sulfobacillus sp. clone SN1_2009 10D 91
Uncultured Sulfobacillus sp. clone K6-C156 91
Halothiobacillus sp. NP37 95
Dechloromonas sp. HZ 93
Acidovorax avenae 100
MDS4  Acidithiobacillus thiooxidans strain ABRM2011 91
Uncultured Geobacteraceae bacterium 91
Ferribacterium limneticum 94
Thiobacillus denitrificans ATCC 25259 97
TARTISMA

Balya Pb-Zn Maden Atik Sahasimin Mikrobiyal
Toplulugu

Yapilan bu ¢aligmayla, Balya Pb Zn Maden atik
sahasmin mikrobiyal toplulugu, kiiltiirleme ve
molekiiler ekoloji teknikleri birlikte kullanilarak,
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ilk defa ortaya konmustur. Calismayla elde
edilen veriler, Balya maden atik sahasinin Fe
ve S oksidasyonu ile devamliligimmi saglayan
mikroorganizmalar tarafindan oldukca zengin
oldugunu gostermistir. Bu mikrooganizmalar,
kendileri i¢in gerekli tiim besiyerleri (fosfat vb.

iyonlar) ve diger gerekli malzemeler (CO,, O,, N.)
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ile enerjiyi havadan, metal siilfiir minerallerinden
ve asidik drenaj suyundan elde etmektedirler. En
yogun bakteri i¢eren ortamlar atiklar ile atiklarin
iizerinde gelisen asidik 6zellikli su birikintileridir.
Yapilan molekiiler ve mikrobiyolojik ¢alisma atik
sahasinda farkl tiirlerin varligini ortaya koysa da;
yogunolarak ayni grup ve tiirde mikroorganizmanin
dominant oldugunu gdstermistir. Dominant olan
mikroorganizmalar kendileri i¢in gerekli enerjiyi
CO,’1 ve metal silfiir minerallerini kullanarak
elde eden kemolitotrofik gruba aittir. Organik
karbonu kullanan heterotrofik mikroorganizma
sayist Ozellikle asidik sediman Orneklerinde
olduk¢a azdir ve bu sonug¢ asidik sedimanlarin
diisiik organik karbon igerigi ile uyumludur
(Cizelge 1). Heterotrofik mikroorganizmalar en
fazla organik karbon igerigi yliksek olan MDS4
orneginde saptanmigtir. Saptanan heterotrofik
mikroorganizmalarin ¢ogu azot dongiislinii regiile
eden tiirlerdir. Cizelge’6 da sunulan tiirlerin ¢ogu
Fe(II) ve /veya ortamda bulunan siilfiir bilesiklerini
oksitleyerek AMD’1 olusumuna katkida bulunan
prokaryotlardir  (Bond vd.,2000; Edwards
vd.,2001; Brett ve Banfield, 2003; Druschel
vd.,2004). Atiklar ile atiklarin ulastigt Maden
Deresinin farkli kesimlerinden alinan 6rneklerle,
ortamdaki yapisinda
ki Mikrobiyal
toplulugun yapist ve tiirlerin aktivite oranlari
jeokimyasal faktorlerle siki iliski
Ormnegin, siilfiirce zengin, organik karbonca
fakir atiklar (AS1-3) Fe ve S oksidasyonununda
etkili kemolitotrofik prokaryotlarin gelismesine
olanak saglarken; organik karbonca daha zengin
ve atiklardan uzaklig1 nedeni ile nispeten diisiik
stilfiir bilesikleri i¢eren dere sedimanlar1 (MDS4)
ise S oksidasyonundan ¢ok azot dongiisiinde etkili
tirlerin gelistigi ortamlardir. Bu veriler, sahada

mikrobiyal toplulugun

degisimler ortaya konmustur.

icindedir.

degisen jeokimyasal kosullara uyum saglayan
aktif ve dinamik bir mikrobiyal topluluk oldugunu
gostermektedir.
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Balya Atik Sahasinda Mikrobiyal S ve Fe
Dongiisii

Sahada ayrismaya maruz kalan siilfiirce zengin
kayaclarm madencilik aktiviteleri ve metalurjik
islemler nedeniyle yiizey alanlarinin artmasi,
asit olusumunu engelleyecek dogal tampon
etkisi gosteren kirectasi/dolomit gibi kayaclarin
Balya’da ki
atiklar AMD’1 gelisimine ve g¢evresel acgidan
onemli metallerin ( Pb, Zn, Cu, As, Cd, Co)

ortama salinimina neden olmaktadir. Atiklarda

yeterince olmamasi nedeniyle

tespit edilen ana siilfiir minerallerinden pirit,
galen, sfalerit, ve daha az oranda kalkopirit ile
arsenopiritin oksidasyonu Balya atik sahasinda
asidik ve metalce zengin sularin olusumunu ve
bilesimini denetlemektedir. Birgok laboratuar
calismasinda bu siilfiir minerallerinin oksidasyon
reaksiyonlar1 arastirilmistir (Taylor ve Wheeler,
1984b; Gould vd., 1989, 2003; Nordstrom ve
Alpers, 1999; Descostes vd., 2004; Brunner
vd.,2008; Balct vd., 2007, 2012). AMD’nin
baslamasinda, olusmasinda ve devam etmesinde
ana rolii oynayan metal siilfiir minerali pirit olarak
kabul edilmektedir ( Descostes vd., 2001; Rimstidt
ve Vanguah, 2003; Balc1 vd., 2007 ). Pirit asagida
detaylar1 verilen oksidasyon reaksiyonlarina
maruz kalarak, ayrigmaya baslar. Reaksiyon 1°de
pirit molekiiler O, ve suyla bir araya gelerek
ayrisir ve serbest kalan kiikiirt oksitlenerek
siilfat olugtururken, Fe (H)aq ve H" ortama katilir

(Rimstidt ve Vanguah, 2003; Brunner vd.,2008).
FeS, +7/20, +H,0 a Fe" +280, > + 2H" (1)

Bu reaksiyonu takiben serbest kalan Fe(II)
a reaksiyon 2’de gosterildigi sekilde oksitlenerek
Fe(IH)aq iyonunu meydana getirir. Olugan Fe(III)
. lyonu ise reaksiyon 3’de gosterildigi tizere piriti
hizla oksitleyerek, Reaksiyon 1’e oranla daha da
fazla asit iiretimine ve F e(Il),, salmimina neden
olur.
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Fe* + 1/40, + H* 2 Fe * + 1/2H,0 )
FeS, + 14Fe™+8H,0 & 15Fe™ +280, 2 + 16H"(3)

laboratuar ve arazi temelli
(Schippers vd., 1996; Moses
ve Nordstrom, 1987; Rimstidt ve Vanguah,
2003; Balc1 vd., 2007) AMD gibi diisik pH
(<3) biyolojik

kimyasal reaksiyonlara oranla c¢ok daha hizl

Yapilan
caligsmalarla

kosullarinda piritin olarak
oksitlendigi ortaya konmustur Yiizeysel ve diisiik
pH kosullarinda pirit oksidasyonununda etkili
mikrobiyal tiirler cogunlukla Acidithiobacillus
spp. grubuna ait tiirlerdir. Bu gruptan, Fe(I) ve S
oksitleme kapasitesine sahip A. ferrooxidans tirii
bir¢ok degisik calismaya konu olmus ve kimyasal
reaksiyonaoranlapiritireaksiyon (1) de gosterildigi
gibi hizla oksitledigi belirlenmistir (Nordstrom
ve Southam, 1997). Balya atik sahasinda yapilan
molekiiler biyoloji ¢caligmalari ile 6zellikle asidik
sediman (ASS1-ASS3) ve asidik su 6rneklerinde
Acidithiobacillus spp. grubuna ait bir¢cok degisik
tir tespit edilmistir (Cizelge 6). Elde edilen bu
veriler, Balya atik sahasinda reaksiyon 1°de
gosterilen  mikrobiyal

pirit  oksidasyonunun

onemli  oldugunu  gostermektedir.  Piritin
oksidasyonu sirasinda agiga c¢ikan Fe(Il) iyonu
Fe oksitleyen bakteriler tarafindan reaksiyon 2 de
gosterildigi gibi oksitlenerek Fe(III) olusumuna
neden olmaktadir. Ozellikle pH<3 kosullarinda
kimyasal olarak Fe(II)’nin Fe(IlI)’e oksitlenme
kinetiginin ¢ok yavas olmasi nedeni ile, asidik
Fe(Il)’nin  Fe(Ill)’e
mikroorganizmalar tarafindan denetlenmektedir
(Bale1 vd.,2007; Druschel vd.,2004). Asidik su

orneklerinde Fe(H)aq’ye oranla Olciilen yliksek

kosullarda oksitlenmesi

Fe (III)aq konsantrasyonu ve Balya atik sahasinda
Fe(H)aq’yi oksitleyen tiirlerin varlig1 sahada aktif
mikrobiyal Fe oksidasyonunu gdstermektedir.
Atik Fe(I)
mikroorganizmalarin varligi, Fe(III),  iyonunun

Balya sahasinda oksitleyen

stirekli ortama salindigini, ve dolayisiyla reaksiyon
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3’in de piritin oksidasyonunda &nemli bir
reaksiyon mekanizmasi oldugunu onermektedir.
Elde edilen bu sonuglar daha 6nceki calismalarla
da uyumludur ve Balya atik sahasinda tespit edilen
Acidithiobacillus spp grubununa ait tiirlerin piritin
oksidasyonunu kontrol eden dominant tiirler
oldugunu gostermektedir.

Mikrobiyal Fe(I) oksidasyonu (reaksiyon
2) ile ortama salman Fe(Ill) iyonu O,’e oranla
kalkopirit, sfalerit, ve galen icin daha etkili
oksitleyicidir (Rimstidt vd., 1994; Plumlee, 1999).
Atik sahasinda tespit edilen kalkopirit, sfalerit
ve galen Fe(Ill) iyonu tarafindan oksitlenerek
asit dretimi ile ortama 6nemli oranda Cu, Zn, ve
Pb ve daha az oranda As, Co, Cd elementlerinin
Asidik sularda
Olciilen yiiksek Zn, Pb, Cu, ile daha diisiik degerde

salinimma neden olmaktadir.

6lgiilen As, Co, Cd bunu dogrulamaktadir (Cizelge
5). As’in birincil kaynagi arsenopirit olmasina
karsin s6z konusu bu siilfiir mineralleri de ortama
As salmimina neden olmaktadir. Siilfiirce zengin
kayaclar igerisinde ki sfalerit Cd ve Co’mn ana
kaynagidir.

CuFeS, + 16Fe* + 8H,0 a Cu'? + 17Fe”? + 280, +
16H* )

ZnS +8Fe” +4H,0 a Zn" +8Fe™+ SO,* + 8H" (5)
PbS + 8Fe™ +4H,0 a Pb™ +8Fe™+ SO,* + 8H" (6)

Fe(Ill) iyonunun yani sira sahada tespit
edilen Acidithiobacillus spp grubuna ait tiirler
de galen, sfalerit ve kalkopirit ile arsenopiriti
oksitleme kapasitesine sahiptir ve yapilan arazi
ve laboratuar caligmalarinda Acidithiobacillus
spp grubuna ait tiirlerin bu siilfiir minerallerini
oksitlemede olduk¢a basarili oldugu ortaya
konmustur (Schippers vd., 1996; Schippers vd.,
2000; Gleisner vd., 2006; Balc1 vd., 2012). Balya
atitk sahasinda tespit edilen Acidithiobacillus
thioxidans ve Acidithiobacillus ferrooxidans

tiirleri bir¢cok ¢alismaya konu olmustur (Suzuki



Balya (Balikesir) Pb-Zn Madeni Atik Sahasinin Biyojeokimyasi ve Asidik Maden Drenaji Olusumuna Etkileri

vd., 1994; Silva, 2004; Schippers vd.,2004, 2005;
Brunner vd., 2008; Balc1 vd.,2012). S6z konusu
bu tiirler molekiiler O,’i kullanarak reaksiyon 7
ve 8’de gosterildigi gibi sirasiyla galen ve sfaleriti
oksitleyebilmektedir (Sand vd., 2001). Reaksiyon
7 ve 8 oksidasyon sirasinda elektron alig verisi
sonucu meydana gelen kiitle dengesini ifade
etmekte, olusan ara silfir tiirlerini (6rn., S°, S,0,)

gbstermemektedir.

PbS + 20, a Zn"” +80,” (7

ZnS + 20, a Zn™ +80,? (8)
Bu oksidasyon islemlerinde

mikroorganizmanin asil gorevi galen ve sfaleritin
yiizeyinde olusan ve oksidan ile mineral arasinda
bariyer gorevi goren inert kiikiirtii reaksiyon 9’da
verilen sekilde oksitlemektir (Balct vd.,2012;
Fowler ve Crundwell, 1998; Sasaki vd., 1995).

S"+3/20,+H,0 — 2H' + SO, ©)

Kimyasal olarak oksitlenmesi oldukca
yavas olan kiikiirt mikroorganizma tarafindan
kolaylikla oksitlenerek, ortama daha fazla siilfat
ve metal (Pb, Zn) salinimina neden olmaktadir
(reaksiyon 9). Arazi g¢alismalar1 sirasinda atik
ylzeylerinde ve Maden Deresi iizerinde tesbit
edilen kiikiirt olusumlari ile yine MDS1-MDS3
sediman ornekleri lizerinde yalnizca indirgenmis
stlfir tirlerini oksitleme kapasitesine sahip
tiirlerin  (6rn., Thiovirga sulfuroxydans ) tespiti
sahada metal siilfiir minerallerinin oksidasyonu

sonucunda ortaya salman indigenmis siilfiir
tirlerinin  mikrobiyal olarak oksitlendigini
gostermektedir.

Reaksiyon (7), (8) ve (9) sonucunda
pirit oksidasyonuna oranla énemsiz asit saliimi
meydana gelmekte, ortama yalnizca metal
salinmaktadir. Bu nedenle, Balya atik sahasinda

A3)

olugumunun asil kaynagi olarak goriilmektedir.

pirit oksidasyonu (reaksiyon (1), asit
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Balya Atik Sahasinda Fe Dongiisii ve Metallerin
Dagilimina Etkisi

Fe-oksitler diisik pH ve okside ortamlarda
yaygindirlar. Pirit ve Fe igeren siilfiir minerallerinin
salman Fe(Il)’i

reaksiyon (2)’de gosterildigi sekilde oksitlenerek

oksidasyonu sonucu ortama

Fe(Ill) iyonunu olugturmaktadir. Asit kosullarda
(pH <3) Fe oksi-hidroksitlerin olusumu reaksiyon
(2) ile smirhdir (Moses ve Nordstrom, 1987;
Schippers vd., 2000). Asidik sediman 6rneklerinde
tespit edilen Fe oksitleyen bakteri tiirleri, reaksiyon
2’nin  ger¢eklesmesinde mikroorganizmalarin
etkili oldugunu 6nermektedir (Cizelge 6). Fe(11)’yi
oksitleyerek Fe oksi-hidroksitlerin olusumuna
neden olan bu mikrooganizmalar, Balya atik
sahasinda metallerin sedimanlarda depolanmasini
kontrol etmektedirler. Asidik su sedimanlarinda
yapilan XRD ¢alismalarinda, jarosit, plumbojarosit
ve gotit gibi Fe oksit mineralleri tespit edilmistir.
Bunun yani sira, aym Ornekte Fe’li ikincil
mineral olusumlart da saptanmistir (Cizelge 3).
Bunlara ek olarak Fe oksitlerce zengin sediman
orneklerinin metal igeriklerinin, 6zellikle As ve
Cu, olduke¢a yiiksek olmasi atiklardan salinan
Fe-oksihidroksitlerde
(Cizelge 1).

¢okellerde baz metal zenginlesmesi Cu, Zn, As ve

metallerin tutundugunu

gostermektedir Fe’ce zengin
Pb gibi metallerin oksit yiizeylerine olan tutunma
istegiyle uyumludur (Dzombak ve Morel,1990;
Bigham ve Nordstrom, 2000). Asidik kosullarda
(pH <3) baz metallerin Fe oksihidroksitlerin
ylizeyine etkili bir sekilde tutunmasi farkli AMD
olusumlarinda da saptanmigtir (Schemel vd.,
2000). Balya Atik sahasinda Cinko ve bakirla
’la karsilastirildiginda kursunun suya oranla
sedimanlarda zenginlesmesini denetleyen diger
onemli bir faktor anglezit olusumudur (Cizelge
1 ve 5). Disiik ¢oziiniirliiklii anglezit Pb’nun
tasinmasini engelleyerek sedimanda birikmesine
neden olmaktadir. Asidik sedimalarda tespit edilen
anglezit olusumu bununla uyumludur (Cizelge 2).
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Atik
depolanmasini

Balya sahasinda  metallerin

sedimanlarda kontrol  eden
diger onemli bir faktdr ise mikrobiyal Fe(Ill)
Atiklarin  Maden  deresine
(MDS1-3)  Rhodoferax
ferrireducens T118, Ferribacterium limneticum
ve Geobacter gibi anaerobik fakiiltatif Fe(III)

indirgeyen mikroorganizmalarin
edilmesi, Fe oksidasyonunun yani sira Fe(IlI) »
indirgenmesinin de sahada aktif oldugunu ortaya
koymustur. Fe oksihidroksitlerin ¢oziinmesini

saglayan bu bakteriler

indirgenmesidir.

ulastigt  kesimlerde

tespit

¢Oziinme iglemleri
sirasinda Fe oksihidroksitlere tutunan metallerin
tekrar serbest kalmasina neden olmaktadir. Balya
atik sahasinda Fe oksidasyonu ve indirgenmesi
seklinde tespit edilen mikrobiyal Fe dongiisii
atiklardan metallerin ¢oziinmesinde (reaksiyon
1,3,4,5,6) tasinmasinda ve depolanmasinda etkili

biyojeokimyasal reaksiyonlardir.

SONUCLAR

Balya maden atiklarinin ¢evresinde olusan
asidik sularin metal igerikleri ile atiklarin metal
icerikleri arasindaki benzerlik, metal kaynagi
olarak atiklar1 gostermektedir. Ozellikle atiklarin
icerdikleri cevher mineralleri bu metallerin ana
kaynagidir. Atiklarda ve atiklarin ¢evresinde
olusan asidik su, sediman ile atiklarin Maden
Deresine ulastigi kesimlerde molekiiler ekoloji
teknikleri kullanilarak yapilan ¢alismayla sahada
kemoototrofik temelli bir mikrobiyal toplulugun
gelistigi Agirliklt
aSOB ve aFeOB mikroorganizmalardan olusan
bu topluluk Balya Pb-Zn maden atiklarinda ki
stilfirlii ve Fe’li cevher minerallerini reaksiyon

ortaya konmustur. olarak

1-9’da gosterildigi gibi ayristirarak ortama asit
Atik
sahasinda piritik kiikiirtiin siilfata oksitlenmesinde
kemolitoototrofik  bakteri
Acidithiobacillus spp. hem de Thiobacillus spp

ve metal salinimma neden olmaktadir.

tirlerinden  hem
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siilfiir oksitleyen bakteri tiirleri rol almaktadir.
Atmosferik CO,’1 karbon kaynag piriti ise enerji
kaynagi olarak kullanan bu mikroorganizmalar
piritik kiikiirt ve Fe(Il)’yi oksitleyerek piritin
coziinmesine neden olmaktadirlar. Sahada tespit
edilen aFeOB’lerin sahada tespit edilen Pb, As, Cu
ve Fe igeren ikincil minerallerin olusumunda ve
dolayisiyla s6z konusu bu metallerin taginiminda
etkili olduklar1 ortaya konmustur.

KATKI BELIRTME

Bu Calisma, TUBITAK-CAYDAG tarafindan
desteklenen 108Y177 no’lu proje kapsaminda
gerceklestirilmistir. Yazarlar desteklerinden dolay1
TUBITAK ’a tesekkiirlerini sunarlar.

EXTENDED SUMMARY

Oxidation of sulfide minerals such as pyrite at
Earths surface condition result in formation
of higly acidic , sulfate rich water known as
acidic drainage. Acid drainage formation is
accelareted with the extraction and processing of
sulfide ore deposits . During the mining activities
large volume of sulfide bearing materials with
large surface area are produced and exposed to
atmospheric conditions. Oxidation of these sulfide
rich wastes generate solutions rich in toxic-heavy
metals known as acid mine drainage (AMD). AMD
can be generated by chemical and biological
oxidation of pyrite, and other metal sulfides in
mine waste heaps or in tailings from sulfidic ore
processing. Recen studies have shown that a
diverse microbial population is present in AMD
sites that were previously thought voided of life due
to limited nutrients and extreme living conditions.
A chemo-autotrophically-based biosphere formed
by archea and bacteria largely responsible for the
oxidation of sulfide minerals have been identified

in these extreme environments. Microbial activity
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can accelerate dissolution of pyrite, arsenopyrite,
chalcopyrite, galena and sphalerite causing the
release of toxic metals such as As, Pb, Cu and Zn
into the environment (Blowes vd., 1998, Benner
vd., 2000 ). Particularly the numerous species
of genera Thiobacillus, Acidithiobacillus, and
Leptospirillum responsible for the oxidation of
sulfide and iron minerals have been determined
in AMD sites (Nordstrom ve Southam, 1997, Brett
ve Banfield,2003). Therefore, in order to develop
an efficient remediation strategies to prevent
AMD formation, it is crucial to identify microbial
community and their role during oxidation of

sulfide minerals .

Balikesir —Balya Pb-Zn deposits was
mined between 1880 and 1940. After the long
inactive period the recent mining operations is
underway in the field. Balya Pb-Zn Mine tailings
site, the oldest and largest waste site of Turkey,
contain approximately 1.5 million ton waste
rocks such as flotation tailings, slag from the
smelter operation and insignificant amount of
Jjig wastes. These WR are randomly deposited
along the Maden Creek and left to atmospheric
conditions without any prevention (Fig.1). In
this study, biogeochemical characteristsics of
Balikesir-Balya Pb-Zn mine tailing site and its
influences on generation of AMD was investigated
by geochemical, molecular and microbiological
approaches. Water , sediment and mine tailing
samples were collected and physicochemical
characteristics (e.g. pH, Eh and temperature) of
water samples were determined in situ by using
WTW probe.

The oxidation of sulfide rich rocks and
wastes, mostly left over from Balya Pb-Zn mining
activities, is generating acidic water with low
pH (2.7), and high metals containing up to 1.88
mg/L Pb, 24 mg/L Zn, 2.5 mg/L As ve 17 mg/L
Cu (Tables 4 and 5). An inverse correlation
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between pH and metal concentrations is evident
in all water samples from acidic and surface
water. Among all waters sampled, acidic waters
from acidic ponds have the lowest pH (2.7) and
highest concentrations of Cu,Pb,Zn, As, which
result from oxidation of sulfide-rich waste in
the mine tailings. Geochemical and molecular/
microbiological analysis on mine waste, sediment
and water samples (acidic, surface) show that
acidic surface waters generated from sulfide
weathering are principal pathways for mobility
and redistribution of environmentally important
elements into the environments. Total living
microorganims responsible for S and Fe cycles in
the tailings site were determined by using the most
probably number method (MPN). For this culture
based method, the acidic water and sediments
from the acidic ponds and surface water collected
from Maden Creek were used. The mean acidofilic
sulfur oxidizing bacteria (aSOB) and acidophilic
iron oxidizing bacteria were determined as
8.4x10%cell/ml ve 9.6 x107 cell/ml, respectively. The
relatively low values for surface water of Maden
creek, where mine wastes reach, were determined
as 3.8 x10° cell/ml ve 5.7x10° cell/ml, respectively
(Table 4) . Total microorganims were determined
by using 16S rDNA molecular methods. Molecular
analysis of 16S rDNA gene sequences from acidic
sediment and sediment from Maden Creek show
the dominance of S and Fe-oxidizing prokaryotes
belonging to Acidithiobacillus spp. genus in the
primary drainage communities. Acidithiobacillus
ferrooxidans and Acidithiobacillus thiooxidans,
the two sulfur-oxidizing species most commonly
isolated from acidic drainage waters, are widely
considered to be significant contributors to AMD
generation. Relatively small populations of
Sulfobacillus spp.were also determined . Moreover,
species belong to Thiobacillus spp.and Thiovirga
spp. genus were only determined on the sediment
samples from Maden creek with low acidity relative
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to acidic sediment (Table 6). Molecular biological
and geochemical data suggest that S and Fe cycles
are regulated by a dynamic microbial population
in the tailing site. Microbial pyrite oxidation is
the main biogeochemical reactions controlling
acid production in the field. Acid leaching and
microbial oxidation of galena and sphalerite is
the main source of toxic metals released into the
environment. Also, identification of Fe oxidizer
and reducer along with Fe-oxides (e.g.Jarosite,
plumbojarosite and goethite) in the sediments of
acidic ponds indicate significance of microbial Fe
cycle governing mobilization and redistribution of
the metals in the tailings site.
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