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OZET

KALKOPIRIT, PIRIT VE PIROTIT MINERALLERININ ACIDITHIOBACILLUS
FERROOXIDANS iLE BiYOLICI

Ayse Tuba KOCAMAN

Biyomuihendislik Anabilim Dall

Doktora Tezi

Tez Danismani : Prof. Dr. Mustafa CEMEK

Bu calismada, Ward’s Scientific firmasindan temin edilen pirit (FeS,, Huanzala, Peru),
pirotit (Fei»S, x=0-0.2, Virginia, USA) ve kalkopirit (CuFeS,, Durango, Mexico)
mineralleri lzerinde biyolic ve kimyasal (kontrol) li¢ islemleri uygulanmistir. Biyolig
islemlerinde, American Type Culture Collection (ATCC) koleksiyonundan temin edilen
Acidithiobacillus ferrooxidans (ATCC 23270) bakteri kilttri kullaniimistir. Minerallerin
¢o6ziinme kinetiklerini arastirmak amaciyla, (biyo)lic c¢ozeltilerine ait pH, bakteri
yogunlugu, Fe*? ve Fe™ iyon olctimleri yapilmistir.

A. ferrooxidans bakteri kiltlriinin, mineral ¢6ziinme hizlarini kimyasal lige oranla 6-13
kata kadar artirdig1 tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar isiginda pirit, pirotit ve
kalkopirit minerallerinin A. ferrooxidans bakterisi ile ¢gozinme kinetikleri incelenmis ve
tim minerallerin ¢o6zlnarliklerinin  kimyasal kontrolli prosesler oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen reaksiyon hizlari (k) ve korelasyon katsayilari (R%) sirasiyla
kalkopirit icin 1.6 x 107 giin™, 0.914; pirit icin 0.6 x 10 gin™, 0.904; ve pirotit i¢in 0.2 X
107 giin™, 0.828 olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gére minerallerin ¢éziinme hizlari
blylkten kigluge dogru kalkopirit, pirit ve pirotit seklinde gergeklesmistir. Ayni
zamanda biyoli¢ sirasinda minerallerin ylzeyine tutunan bakteri konsantrasyonlari
sirastyla kalkopirit igin 5.64 x 10° hiicre/mL, pirit i¢in 5.51 x 10° hiicre/mL ve pirotit icin
5.20 x 10°hiicre/mL olarak tespit edilmistir. Mineral yiizeylerine tutunan bakteri sayisi
arttikga minerallerin ¢éziinme hizlarinin arttigl sonucuna varilmistir. Pirit mineralinin

xii



asitte ¢coziinebilme 6zelligi, pirotit ve kalkopirit minerallerinin ise asitte ¢cozinememe
karakterlerinin minerallerin lig ¢ozeltilerine ait pH degerlerini etkiledigi gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: A. ferrooxidans, kalkopirit, pirit, pirotit, biyolig

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

BIOLEACHING OF CHALCOPYRITE, PYRITE AND PYRRHOTITE BY
ACIDITHIOBACILLUS FERROOXIDANS

Ayse Tuba KOCAMAN

Department of Bioengineering

Ph.D Thesis

Adviser: Prof. Dr. Mustafa CEMEK

This thesis aims to study the bioleaching and chemical leaching of pyrite (FeS;
Huanzala, Peru), pyrrhotite (Fe;,S, x=0 - 0.2, Virginia, USA) and chalcopyrite (CuFeS,,
Durango, Mexico). The bacterium culture was obtained from American Type Culture
Collection (Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270). Dissolution kinetics of pyrite,
pyrrhotite, and chalcopyrite were investigated by monitoring bacterial cell numbers,
pH and Fe®*, Fe** ion concentrations in the (bio)leaching solutions.

The dissolution rates of minerals with A. ferrooxidans were 6 to 13 times higher than
the chemical dissolution rates. The results showed that the dissolution processes of
pyrite, pyrrhotite and chalcopyrite dissolution by A. ferrooxidans were chemically
controlled processes. The reaction rates (k) and the correlation coefficients (R?) for
each of the three minerals are as follows: 1.6 x 10 day ™ and 0.914 for chalcopyrite;
0.6 x 10° day ™ and 0.904 for pyrite; 0.2 x 10 day™, 0.828 for pyrrhotite. These results
indicate that the dissolution rates of minerals decrease in the order of chalcopyrite,
pyrite and pyrrhotite. The attached cell numbers to mineral surfaces were 5.64 x 10°
cells/mL for chalcopyrite; 5.51 x 10° cells/mL for pyrite; and 5.20 x 10° cells/mL for
pyrrhotite. It can be concluded that as the attached cell numbers increase, the
dissolution rates of minerals increase. Additionally, pH behavior of the leaching
solutions, containing the three minerals, was affected by the acid-insoluble nature of
pyrite, and the acid-soluble natures of pyrrhotite and chalcopyrite.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1  Literatiir Ozeti

Madenlerden metallerin elde edilmesi, demir ve bronz ¢aglarindan beri insan
medeniyetinin temel faaliyetlerindendir. Global niifusun artmasi ile birlikte, metaller
de dahil olmak Uzere tim dogal kaynaklara olan talep artmistir. Son yillarda nadir

elementlerin kullanimi dahi hizli sekilde artmaktadir [1].

Bakir, ¢inko ve nikel madenleri dogada genelde metal siilfitler seklinde bulunurlar.
Normal ¢evre kosullarinda ve zayif asidik ortamlarda ¢éziinemezler. Bu ylzden metal
sulfitler once flotasyon islemi ile konsantre edilirler. Bu konsantrelerden rafine
edilmemis metallerin elde edilmesi icin pirometalurjik ergitme metodu kullanilir [2].
Ancak pirometalurji metodu ekonomik degildir. Ayrica yliksek tendrli madenlerin
miktarinin azalmasi ve pirometalurjik uygulamalar sirasinda SO, gazinin agiga ¢ikmasi
gibi olumsuz etkenler, bu yontemin kullanilma oranini azaltmaktadir. Bu durumda
sUlftrli minerallerin islenmesi konusunda, pirometalurjik metotlara alternatif olarak

hidrometalurjik metotlar devreye girer [3].

Hidrometalurjik tekniklerden biri olan biyoli¢c, metal silfitlerin biyolojik oksidasyonu
olarak tanimlanir [4]. Asidik ¢ozeltilerde bulunan aerobik, asidofilik, Fe ve/veya sllfiir
bilesiklerini okside edebilen bakteri veya arkeler ile gerceklesen biyolic islemi sirasinda,
farkli ekstraksiyon metotlariyla ¢o6zlinmesi zor olan metal silfitler, metal siilfatlara veya
sUlfur bilesiklerine okside olurlar [2]. Bu yolla, madenlerdeki metaller iyon haline

getirilerek ¢ozeltiye alinmis olur [5].



Biyolic diistik maliyetli ve ¢cevre dostu olmasi, diistik tenorlii madenlere uygulanabilirligi
gibi sebeplerden dolayi geleneksel madencilik metotlarina karsi cazip bir alternatiftir
[4]. Son vyillarda, silflirli minerallerden biyolic metodu ile metal kazanimi maden
endustrisinin dikkatini ¢ekmis ve biyoli¢ ¢alismalari hizli bir sekilde artmistir [5].
Gunlmiz maden endistrisinin en 6nemli arastirma konularindan birisi, mevcut
tekniklerle islem goéren madenlerin yapi ve kalitesinin anlasiimasidir [1]. Zira
madenlerin yapisal 6zelliklerinin (mineraldeki metal orani, mineralin kristal yapisi,
icerdigi elementler) ¢6ziinme hizina olan etkilerinin anlasiimasi, metallerin biyolig

metoduyla kazanim oranlarinin artirilmasina katki saglayacaktir [6].

Dogal maden ortamlarinda bulunan bakterilerin metal kazanimindaki rollerinin kesin
olarak anlasildigr 19. yuzyilin ortalarindan itibaren, silflirli minerallerin biyolici cok
cazip bir arastirma konusu olmustur. Cesitli degerli metalleri iceren pek cok sulfurla
mineral Uzerinde farkli galismalar yapilmistir. Calismalarin hacmi, cesitliligi ve
karsilasilan problemlerle ilgili genel bir fikir vermesi agisindan, asagida kisa bir literatlr

Ozeti sunulmustur.

Rudolfs, 1922 yilinda ilk defa demir siilfitlerin bakterilerce oksidasyona ugrayarak
demir silfatlara donisebildigini aciklamis ve bu calismasinin hemen ardindan, ¢inko
sulfurden (sfalerit) cinkonun mikroorganizmalar tarafindan ayristirilmasi ile ilgili
calismasini yayinlamistir [7,8]. Metal siilfirlerin oksidasyonunda mikroorganizmalarin
roli ise kesin olarak ilk defa Thiobacillus cinsi bakterilerin 1947 yilinda asidik maden
sularinda bulunmasi ile anlasiimistir [9]. Jeokimyasal bakimdan aktif bakterilerle
yapilan ilk biyolic patenti, 1958 yilinda Amerika’da alinmistir [10]. Bu gelismeler,
sulfarld minerallerin biyoligi tzerindeki ¢alismalarin hizlanmasina neden olmustur.
Silverman, 1967 yilinda piritin Ferrobacillus ferrooxidans ile oksidasyon mekanizmasi
Uzerine calismis ve bakteri ile pirit parcaciklari arasinda gerceklesme ihtimali olan
dogrudan ve/veya dolayli temas mekanizmasindan bahsetmis, elde edilen sonuglarin
dolayh temas mekanizmasini destekledigini belirtmistir [11]. 1970 yilinda Singer ve
Stumm, piritin oksidasyon hizini belirleyen etkenler (rate-limiting step) Uzerinde
¢alismis ve en onemli etkenin ferr6z demirin oksidasyonu oldugunu belirlemislerdir
[12]. 1972'de Corrans ve ekibi, sentetik olarak hazirlanan kalkosit (Cu,S) ve kovelit

(CuS) minerallerinin Thiobacillus ferrooxidans ile oksidasyonu Uzerine galismiglar ve



bakterilerin ferr6z demiri ferrik demire okside ederek li¢ reaksiyonlarini katalize ettigini
belirlemislerdir [13]. Nielsen ve Beck, Thiobacillus ferrooxidans bakterisinin kalkosit
mineralini okside edebilidigini, bu oksidasyondan elde edilen enerjinin CO, fiksasyonu
icin kullanildigini belirlemislerdir [14]. Bennett ve Tributsch piritin Thiobacillus
ferrooxidans ile oksidasyonu sirasinda mineral ylizeyinde olusan asinma izleri lizerine
calismistir. iki yil boyunca bakteri ile okside edilen mineral yiizeyleri SEM ile
goruntilenmis ve inci dizisi seklinde asinma izleri tespit etmislerdir [15]. Pugh ve ekibi,
pirit ve markazit (FeS,;) minerallerinin Thiobacillus ferrooxidans ile oksidasyonunda

ylzey alani arttikca oksidasyon hizlarinin arttigini belirlemislerdir [16].

Edwards ve arkadaslari arsenopirit (FeAsS), pirit ve markazit minerallerinin
oksidasyonu Uzerine yaptiklari bir dizi calismada bu minerallerin ¢6zlinmesinde T.
caldus, F. acidarmanus ve L. ferrooxidans bakteri populasyonunun hizlandirici etkisini
gozlemisler [17], pirit ylzeyinde A. ferrooxidans, F. acidarmanus ve ferrik iyonlari ile lig
sonucunda bakterilerin boyutunda ve seklinde olusan asinma izleri tespit etmisler,
markazit ve arsenopirit ylizeyinde ise her iki bakterinin de herhangi bir asinma izi
olusturmadigini gézlemislerdir. Sonuc olarak silfit minerallerin ¢6zlinmesinin bakteri-
mineral etkilesiminden ziyade Fe**-mineral etkilesimi ile gerceklestigini belirtmislerdir
[18]. Markazit mineralinin T. caldus ile ¢6ziinme hizinin pirit ¢gd6ziinme hizindan yaklasik
iki kat daha fazla oldugunu goézlemlemis ve bu durumu markazit mineralinin piritten
daha reaktif olmasi ile aciklamislardir [19]. T. caldus bakterisinin bu minerallerin
ylzeyine kristal yonelimleri dogrultusunda tutundugunu gostermislerdir [20]. Farkli bir
calismada Edwards ve ekibi, deniz tabanindaki pirit, markazit, kalkopirit ve sfelarit
[(Zn,Fe)S] mineral ylizeylerinin aginmasi ve baskalasiminda bakteri ve arke kolonilerinin
rolini incelemislerdir. Calisma neticesinde mineral ylzeylerinde olusan koloni
yogunluklarini blyukten kiclige dogru markazit, pirit, sfelarit ve kalkopirit seklinde

siralamiglardir [21].

Rodriguez ve arkadaslari, kalkopiritin yiksek ve dislik sicakhklardaki biyolic
mekanizmasi Uzerine calismislardir. Duslik sicaklikta (35°C) kalkopirit ylzeyinde ara
dridnlerin  olustugunu, yiksek sicaklikta (68°C) ise ara drinlerin ¢ozlindUgini
belirlemislerdir [22]. Ndlovu ve Monhemius pirit mineralinin A. ferrooxidans ile

biyolicinde mineral ylzeyinin kristal 6rgli diziliminin, biyoli¢ sirasinda ylizeyde olusan



asinma izlerinin karakterinde etkili oldugunu belirtmislerdir [23]. Harneit ve arkadaslari
ise, pirit, sfelarit, kalkopirit ve galena (PbS) minerallerinin L. ferrooxidans, A.
ferrooxidans ve A. thiooxidans ile biyolicinde EPS‘nin (extracellular polymeric
substances) bakterilerin mineral ylizeyine tutunmasindan sorumlu oldugunu
belirtmislerdir [24]. Lei ve arkadaglari pirit, pirotit, kalkopirit minerallerini A.
ferrooxidans ile biyoli¢ islemine tabi tutmuslar ve oksidasyon oranlarini blyilkten
kGiglge dogru pirotit, kalkopirit ve pirit seklinde siralamislardir. Ayni zamanda her bir
mineralin farkli biyo-oksidasyon ozelligine sahip oldugunu, kalkopirit ve pirotit

ylzeylerinin EPS ile kaplandigini belirlemislerdir [25].

NareshKumar ve Nagendran, kontamine olmus toprak érneklerindeki agir metallerin A.
thiooxidans ile biyolici sonucunda, topraktaki nitrojen, fosfor, potasyum miktari ve
metal ¢ozinurliklerinin degisimi Uzerine galismislardir. Agir metallerin biyoligle buyik
oranda geri kazanilmasina ragmen, topraktaki besin maddelerinin de 6nemli oranda
azaldigini tespit etmislerdir [26]. Olubambi ve arkadaslari, disik tenorli kompleks
bakir silfit minerallerinin L. ferrooxidans, A. ferrooxidans ve A. thiooxidans ile
biyolicinde minerolojik cesitlilik ve tanecik boyutunun etkisi lizerine calismislardir.
Mineraller 106 — 53 um boyutlari arasinda hazirlanmis, 75 um boyutuna kadar
kiguldikce ¢6zuinme hizinin arttigini, 75 um’den daha kuglk boyutlarda ise
¢Ozinurluglin  dustiglini gozlemislerdir [27]. Riekkola-Vanhanen makalesinde,
Avrupa’nin en buylk nikel silfit kaynaklarindan biri olan Talvivaara polimetalik nikel
madeninde A. caldus, L. ferrooxidans, A. ferrooxidans ve Sulfobacillus
thermosulfidooxidans bakterileri kullanilarak soguk iklimde gergeklestirilen yigin
biyolicinin performansi ile ilgili detaylari vermis ve 2009 yilindan itibaren, endistriyel

boyutta nikel, ginko, bakir ve kobalt Gretildigi bilgisini paylagmistir [28].

Florian ve arkadaslari, pirit mineralinin A. caldus, Leptospirillum ferriphilum, L.
ferrooxidans, A. thiooxidans ve Ferrimicrobium acidiphilum ile biyoligi sirasinda
bakterilerin minerale tutunmasi ve biyofilm olusumu &zelliklerini incelemislerdir.
Bakteri kilturlerinin kendi aralarindaki etkilesimi sonucunda mineral ylizeyine tutunma
oraninda, EPS {retiminde ve li¢ etkinliginde artis gozlemislerdir [29]. Bulaev ve
arkadaslari, pirit, pirotit ve arsenopiritin karisik kemolitotrofik asidofilik bakteri kiltird

ile biyolici sonucundaki oksidasyon oranlarini incelemislerdir [30]. Zhu ve arkadaslari,



kalkopiritin biyoli¢i sirasinda A. ferrooxidans, A. thiooxidans ve L. ferrooxidans ile
mineral arasindaki adezyon kuvvetlerini incelemis ve sonug olarak, adezyon kuvveti ile
mineral ylizeyine tutunan bakteri sayisinin dogru orantili oldugunu tespit etmislerdir
[31]. Dong ve arkadaglari, piritik kalkopirit ve porfiri kalkopiritin A. ferrooxidans ile
biyoligini gergeklestirmis ve li¢ oranlarinin oldukga farkli oldugunu bulmuglardir. Piritik
kalkopirit ylizeyine bakterinin daha iyi tutundugunu, ¢6ziinme oraninin daha buyik
oldugunu ve bunun neticesinde piritik kalkopiritten daha fazla bakir ¢o6ziindlGglni

rapor etmislerdir [32].

Fu ve arkadaslari djurleite (C31S16), bornit (CusFeS,), piritik kalkopirit ve kovelit
minerallerinin A. ferrooxidans ile biyolic oranlarini karsilastirmislardir. Ayrica bu
minerallerin ylizeyinde biyolic sirasinda olusan pasivasyon tabakalarini ve bunlarin
metal kazanimina olan etkilerini calismislardir [33]. Yu ve arkadaslari, kalkopiritin A.

** jyonlari ve EPS arasindaki etkilesim

ferrooxidans ile biyolici sirasinda Cu®, Fe
mekanizmasini incelemislerdir. Cu*?iyonlarinin bakterinin EPS retimini Fe** iyonlarina
oranla daha cok tetikledigini belirlemislerdir [34]. Romo ve arkadaslari, kalkopiritin
biyolicinde karisik A. ferrooxidans, A. thiooxidans, L. ferrooxidans ve L. ferriphilum
bakteri klltlrlnin etkisini incelemisler, A. ferrooxidans ve A. thiooxidans kultlirinin
kullanildigi durumda, bakirin %70’inin kazanildigini tespit etmislerdir [35]. Manafi ve
arkadaslari, piritik porfiri bakir sulfitin karisik mezofilik/asidofilik bakteri kaltra
kullanarak calkalamal ve kolon biyoligini gergeklestirmislerdir. Kullandiklari bakteri
kiltiri ve metotlarin, bakir siilfitten yiksek oranda bakir elde etmede basaril
oldugunu belirlemislerdir [36]. Abhilash ve arkadaslari, uranyum madeninin A.
ferrooxidans ve L. ferrooxidans kullanilarak kolon ligi ve biyoreaktordeki li¢ oranlarini
belirlemislerdir [37]. Zhao ve arkadaslari, kalkopirit ve bornit minerallerinin A.
ferrooxidans ile biyoligi sirasinda, minerallerin birbirinin li¢ orani Gzerindeki etkisini
incelemiglerdir. Her iki mineralin de birbirinin li¢ oranini hizlandirdigini belirlemis ve
bunu “sinerjetik etki” olarak tanimlamislardir [38]. Fu ve arkadaslari, djurleite
mineralinin A. ferrooxidans ile biyoli¢ slrecini incelemis ve reaksiyon mekanizmasini
belirlemislerdir [39]. Yu ve arkadaslari, kalkopiritin A. ferrooxidans ile biyolici sirasinda

pH degerlerinin, bakterinin EPS salgilamasi lzerine olan etkisini incelemiglerdir [40].

Wang ve arkadaslari, kalkopiritin yiiksek kati oraninda (pulp density) karisik termofilik



bakteri kiiltiirii ile biyolic performansini incelemislerdir. iki yil boyunca alt kiiltiire tabi
tutulan bakteri kaltird ile biyolic islemi sonucunda, % 20 kati oraninda yiksek bakir
verimi elde etmislerdir [41]. Fu ve arkadaslari, djurleite, bornit, kovelit ve kalkopiritin
A. ferrooxidans ile biyoligini ¢alismiglar ve djurleite mineralinin en yiksek biyoli¢
oranina, kalkopiritin ise en dusuk biyolic oranina sahip oldugunu belirlemislerdir.
Mineral ylizeyinde absorbe edilen bakteri yogunlugu arttikca, lic oraninin da arttigini
tespit etmislerdir [42]. Gan ve arkadaslari, biyolic bolgelerinden alinan agir metallerle
kirlenmis sedimentler Gzerinde yaptiklari ¢alismada, A. ferrooxidans, A. thiooxidans ve
L. ferriphilum karisik bakteri kilttrd kullanmiglardir. Yiksek oranda Zn, Cu, Mn ve Cd,
nispeten distk oranda As, Hg ve Pb geri donlisimi saglamislardir [43]. Li ve
arkadaslari, disik tenorli nikel-bakir silfitlerin termofilik asidofilik bakterilerle
biyolicini gerceklestirmislerdir [44]. Feng ve arkadaslari, kalkopiritten bakir kazanim
oranini artirmak icin A. ferrooxidans ve A. thiooxidans bakterilerinin farkli oranda
karisimlari ile biyolic deneylerini gerceklestirmisler ve sonug¢ olarak metal kazanim
oranlarini artirirken, mineral ylzeyinde olusan pasivasyon tabakasini zayiflatmiglardir

[45].

Son aylardaki ¢alismalarda ise, biyolicin uygulandigi saha oldukca genislemistir. Bunlar
arasinda monazitten (fosfat minerali) nadir elementlerin biyoligi [46], galyum
arsenitten (GaAs) ve galyum iceren elektronik atiklardan galyumun biyoligle geri
kazanilmasi [47], maden ergitme tesislerinde aciga ¢ikan ciruftan Si, Fe, Cu ve Zn
elementlerinin kazanilmasi [48] ve yakilmis atik maddelerin killerinden Zn, Cu ve

nikelin karisik bakteri kiltlrlyle yliksek oranda geri kazanilmasi sayilabilir [49].

1.2 Tezin Amaci

Gilnlimize kadar yapilan calismalarda genelde, silflrli minerallerin kimyasal lig
sirasindaki ¢6zinme mekanizmalari ve kinetikleri incelenmistir. Minerallerin ¢6ziinme
kinetigini inceleyen biyoli¢ ¢alismalarina pek rastlanmamistir. Bu tezin amaci pirit,
pirotit ve kalkopirit minerallerinin biyoli¢/¢6ziinme kinetiklerinin biyotik (A.
ferrooxidans varliginda) ve abiyotik (A. ferrooxidans yoklugunda) sartlarda planktonik

+3

bakteri yogunlugu, pH ve Fe'’, Fe™ iyon degisimleri incelenerek arastiriimasi ve

karsilastiriimasidir.



1.3 Orijinal Katki

GuUnumuizde silfurli minerallerin biyoligi Gizerine yapilan ¢alismalar genelde karigik
bakteri kiltlrleri [35,50], mineral morfolojisi [32], bakterinin mineral ylizeyine
tutunma etkisi [51], mineralin parcacik boyutu [27,52], mineralin ¢6zeltideki kati orani
[53], cozeltideki farkh metal iyonlari [54,55] ve operasyon sicakhginin sulfarla
minerallerin ¢dzliinme hizi Uzerindeki etkilerine yogunlasmistir [56]. Pirit, pirotit ve
kalkopiritin (biyo)ligini her bir mineral igin tek tek inceleyen galismalar mevcut olmakla
birlikte, bu ¢ mineralin ¢c6ziinme oranlarini karsilastiran ¢ok az sayida c¢alisma vardir
ve minerallerin A. ferrooxidans ile ¢6ziinme kinetiklerini ayni anda inceleyen herhangi

bir calismaya rastlanmamistir [29, 32, 57-66].



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Kayaglarin Ve Minerallerin Olugsumu

Mineraller, genelde kristal yapiya sahip, nadiren amorf yapida olan inorganik bilesikler
olarak tanimlanir. iki veya daha fazla mineralin ic ice gecerek biiyiimesi sonucunda
olusan blylk boyutlardaki inorganik maddeler, jeoloji biliminde “kaya¢” olarak
tanimlanir [67]. Jeokimyacilar, diinya gezegenini atmosfer, hidrosfer (irmak, gol,
okyanus) ve litosfer (diinyanin geri kalan kati kiitlesi) olmak lizere lg bdlgeye ayirirlar.
Diinyanin hayat cesitlerinin bulundugu parcasi ise biyosfer olarak adlandirilir ve
atmosferin kicutk bir kismini, hidrosferin 11.000 metre derinlige kadar olan kismini,
litosferin ise maksimum 2000 metre kadar derinlikte olan Ust kisimlarini kapsar [68].
Litosferdeki temel kayac olusumlari magmatik, tortul veya metamorfiktir. Magmatik
¢ozeltiler sogudukeca (yerinde iken veya basingla derinlerden yikselirken), ana magma
tabakasinin farkli 6zelliklerdeki kristallesme zinciri sonucunda gesitli magmatik kayaglar
olusur. En vyilksek erime sicakligina sahip kayaclar en Once, en dislik erime
sicakligindaki kayaglar ise en son kristallesirler. Kristallesme isleminin sonlarina dogru,
orijinalde az miktarda bulunan degerli elementler, geride kalan magmatik ve termal
sivilarda konsantre hale gelirler. Son kristallesme safhasinda ise, hidrotermal kaynakh

degerli mineral depozitleri olusur [69].

Nasil olustuklarina bakilmaksizin tim kayag¢ ve mineraller, su tarafindan etkilenirler.
Gozindrliklerine ve hidroliz olma egilimlerine gore suda ¢okelebilir veya ¢ozlinebilirler.
Kayalarin fiziksel, kimyasal ve biyolojik kuvvetlerin etkisi ile aginmasi sonucunda, ortaya

farkh kimyasal igerikli mineraller g¢ikar. Su, bu mineral bilesiklerini ¢6zeltiye tasiyan en
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onemli aracidir. Su ayni zamanda mikroorganizmalar ve tim hayat cesitleri igin
vazgecilemez bir hayat kaynagl oldugundan, temel mineral donlsimlerinde

mikroorganizmalarin roli tartisilirken suyun gézoniine alinmasi sarttir [69].

Dinya tarihinde, biyolojik aktivitelerin mineral dontisimlerinde ne zaman etkili olmaya
basladigl bilinmemektedir. Yer kabugunun olusumunun, vyeryilzindeki ilk hayat
cesidinin ortaya cikmasindan ¢ok once gerceklestigi farzedilmektedir. Bu ylzden, ilk
mineral olusum ve ¢6ziinme olaylari, biyolojik midahele olmadan ilerlemis olmalidir.
Jeolojik katmanlardaki fosil ve canli mikroorganizmalar izotop ayristirma ¢alismalari ile
incelendiginde, Proterozoik (hayatin ilk belirdigi zaman), Paleozoik ve Mesozoik
¢aglarda genis caph jeomikrobiyal aktivitenin olduguna dair bulgular elde edilmistir

[70,73-75].

Pekcok mikroorganizma, belirli jeolojik proseslere aktif sekilde katkida bulunur.
Mikroorganizmalarin jeolojik olusumlardaki etkisi genelde fizyolojiktir. Bazi jeokimyasal
sureclerde katalizor olarak veya jeokimyasal agidan aktif maddelerin Ureticisi/tiiketicisi
olarak gorev yapabilirler. Dolayisiyla, bu maddeler reaktant veya {rin olarak
jeokimyasal reaksiyonlarin hizini etkilerler. Hiicresel katabolizma ve anabolizma
islemlerinin her ikisi de, jeomikrobiyal acidan 6énemli rol oynarlar. Katabolizmanin dahil
oldugu stireclerde, genis caplh oksidasyon olaylari sonucunda inorganik maddelerin

donlsimi ve organik molekillerin indirgenmesi gerceklesir [74].

2.2 Siilfirlii Minerallerin Olusumu

Sulfirli mineraller, temel anyon olarak siilfit iceren bir mineral sinifidir. Dogada pek
cok metal (demir, bakir, nikel, cinko, kursun, gimis v.b.) basit veya kompleks sulfarlu
mineraller seklinde bulunur. En gok bilinen ve islenen silfiirli minerallerden bazilari
siraslyla FeS; (pirit), Fe1,S (pirotit), CuFeS, (kalkopirit), Cu,S (kalkosit), CusFeS; (bornit),
CusS (kovelit), FeAsS (arsenopirit), NiS (milerit), (Zn, Fe)S (sfelarit), PbS (galena) ve Ag,S
(akantit) seklinde siralanabilir. Sulfarli mineral yataklarinin ¢ogu magmatik veya

hidrotermal kaynakhdir [69].

Oksijen ve silikondan sonra, minerallerde en yaygin bulunan elementlerden biri olan
stlftrin bilinen tim bilesikleri, yer kabugunun % 0.03‘lGnl olusturur [75]. Sdlfdr,

okyanuslarda ve toprakta ise genelde stilfat formunda bulunur [76].



2.2.1 Pirit

Kimyasal formilu FeS; olan pirit, metalik parlak bir rengi olan ve bu yizden “yalanci
altin” olarak adlandirilan bir demir silfittir. Yerylziinde ¢ok yaygin olarak bulunur
[57]. Ekonomik agidan ¢ok degerli olmamasina ragmen degerli minerallerle birlesmis
yapisindan dolayi (sfelarit, kalkopirit, galena v.b.) piritin biyo-oksidasyonu lzerine pek

cok calisma yapilmistir [12,21,30,77-79].

Sekil 2.1 Pirit minerali [80]

2.2.2 Pirotit
Kimyasal formilu Fe(14S (x = 0 - 0.2) olan pirotit, yerylziinde en yaygin bulunan ikinci
sulfarli mineraldir. Renginin pirite benzemesi ve zayif magnetik Ozellikte olmasi

nedeniyle, “magnetik pirit” olarak ta adlandirilir.

Sekil 2.2 Pirotit minerali [81]

2.2.3 Kalkopirit

Kalkopirit (CuFeS;), diinyada bakir iceren en 6nemli mineral olup, hemen her siilfit
yataginda bulunur [82]. Diger minerallerin aksine, hidrometalurjik metotlara karsi
direncli oldugu icin, bu mineralden bakir elde etmek zordur [61]. Kalkopiritin hem
kimyasal hem de biyolojik lice karsi direngli olmasinin sebepleri onlarca yildir
arastiriilmaktadir. Demir oksitleyici bakterilerin, en édnemli li¢ ajani olan ferrik demiri
uretmeleri nedeniyle bakteri varliginda li¢ hizi artar [83]. Kalkopiritin ligi boyunca
mineral yuzeyinde olusan ve demir/sulfur iceren ¢éziinmeyen reaksiyon Urlnleri, baska

bir deyisle “pasivasyon tabakasi” kalkopiritin yavas ¢6zinmesinin sebebi olarak gorilir
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[84,85]. Bu tabakanin olusumu mineral ylizeyine iyonlarin difiizyonunu engeller ve lig
islemi yavaslar [86,87]. Tim bu zorluklara ragmen kalkopiritin biyolici (izerine ¢cok fazla
calisma yapilmasinin nedeni, bu mineralin yer kabugunda oldukca yaygin bulunmasidir
[88]. Bakir endistrisinde, dislik tenorli bakir silfit madenleri icin yigin lici, daha
yuksek tendrliler icin tank biyoligi, en yilksek tendérliler iginse ergitme ydntemi

kullanilir [89].
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Sekil 2.3 Kalkopirit minerali [90].

23 Sulfiirlii Minerallerin C6ziinme Mekanizmalari

Sulfarli minerallerin ¢dziinmesinde pek ¢ok oksidasyon ajani rol oynar. Bunlar oksijen,
ferrik silfat cozeltisi ve demir oksitleyici bakterilerdir. Metal silfitler madencilik
aktiviteleri boyunca nem ve hava ile temas halinde oldugundan, metal silfatlara ve
sUlfirik aside okside olurlar. Bu prosesin hizi, dogal ortamda bulunan asidofilik demir
oksitleyici mikroorganizmalar (Acidithiobacillus cinsine ait bakteriler) tarafindan kat kat
artirihr. Dogada hangi oksidasyon ajaninin daha etkili oldugu 6nemli bir sorudur. Zira
metal sulfit yataklarinda demir oksitleyici bakteriler genelde ferrik silfat ¢ozeltisi ve

oksijen ile birlikte bulunur [69].

Disuk tenorlh sulfarld minerallerin icerdigi metal orani genelde % 0.5’ten daha azdir.
Madenlerin 6gutildiikten sonra eritilmesi ve miteakiben flotasyon ile zenginlestirme
isleminin yapilmasi, elverissiz gang/metal orani sebebiyle ekonomik degildir. Bu tir
sulfit madenlerin bakteriyel ligi daha ekonomiktir. Ayni zamanda biyoli¢ prosesleri
oksijenli oldugu igin, lig yapilmakta olan maden yigini igerisine oksijenin diflizyonu ¢ok

onemlidir [91].

Sand ve arkadaslari, silfirli minerallerin Fe™ ve/veya H' atagi ile c¢oziinmeye
ugradigini belirtmislerdir. Pirit, pirotit ve kalkopirit de dahil olmak lzere pek ¢cok metal
sulfit, yari iletkendir. Yari iletkenlerde valans bandi en yliksek enerji seviyesine sahip
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olup tamamen elektronlarla doludur. Piritin valans bandi sadece metal atomunun
orbitalleri ile dolu iken, pirotit ve kalkopiritin valans bandi metal ve silfir atomunun
orbitalleri ile doludur. Bu yilizden piritin kristal 6rgistindeki metal-stlfiir baglarini
sadece Fe* iyonlari kirabilirken, pirotit ve kalkopiritin metal-siilfiir baglarini Fe*®
iyonlari ve protonlar kirabilir. Sonuc¢ olarak pirit asitte coziinemezken, pirotit ve
kalkopirit asitte ¢oziinebilir [92]. Schippers ve Sand asitte ¢c6zlinemeyen metal siilfitler
icin tiyosllfat mekanizmasini, asitte ¢ozlinebilen metal silfitler igin ise polisilfit
mekanizmasini 6nermislerdir. Her iki mekanizmada da bakterinin rolii, Fe*iyonlarinin

ve protonlarin tekrar tekrar tretilmesidir [93].

2.3.1 Tiyosilfat Mekanizmasi

Asitte ¢oziinemeyen metal silfitler, Fe™ iyonlari tarafindan elektron ekstraksiyonu
yapilarak oksitlenirler. Bu mekanizma, olusan ilk stlfiir bilesigi olan tiyosilfatin adiyla
adlandiriimistir. Serbest tiyosilfat, pek cok ara Urinden sonra siilfata oksitlenir.
Tiyosilfat mekanizmasindaki kimyasal oksidasyon (sulfir oksitleyici bakterilerin
yoklugunda) sirasinda 6nemli miktarda elementel silfiir aciga cikar (% 10 - 20) [93-95].
Tiyosulfat mekanizmasi pirit, molibdenit ve tungstenit gibi sulfarli minerallerin
biyolicini aciklar. Asitte ¢ozlinemeyen pirit icin tiyosilfat mekanizmasi reaksiyonlari

(2.1) ve (2.2) ile verilmistir [92]:

S, +6Fe” +3H,0— S 02 +7Fe* +6H' (2.1)

S,0;% +8Fe™ +5H,0 — 250,* +8Fe** + 10H" (2.2)

2.3.2 Polisiilfiit Mekanizmasi

Asitte coziinen metal siilfitler, Fe* iyonlari ve protonlarin atagi sonucu ¢ézinirler [93].
Polislilfitler, metal silfitlerin ferrik demir ve asitle lici sonucunda olusan birincil ara
drtnlerdir. Polisulfitlerin daha ileri kimyasal/mikrobiyal oksidasyonu sonucunda
genelde elementel siilfir veya daha az miktarda silfat uretilir. Polistlfit mekanizmasi
sfelarit, kalkopirit, pirotit ve galena gibi minerallerin biyolic mekanizmasini aciklamak
icin kullanilir. Asitte c¢ozlinebilen metal sulfitler (MS) icin polistlfit mekanizmasi

reaksiyonu asagidaki gibidir:
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MS+Fe®+2H" - M"™+H,S +Fe* (2.3)

Tiyosiilfat mekanizmasi Polisiilfut mekanizmasi

c
AELE AfLf +—H

Fe** Fe™ ¢
nM** + 8,2
M™ + 5,05 (Af,AD)
v
(Af,At) g0
Af At
' \—
H' + SO.* v
SO4°

Sekil 2.4 Sulfirlt minerallerin bakteriyel liginde tiyosulfat ve polisilfit mekanizmalari.
MS: metal siilfit, 5203'2: tiyosiilfat, S n-z: polisiilfit zincir uzunlugu (n), % elementel shlfar,
Af, At, Lf: At. ferrooxidans, At. tiyooksidans ve L. ferrooxidans ile oksidasyon [92].

24 Geleneksel Li¢ Metotlari

Gunlimiz medeniyeti, metallerin kullanimina ileri derecede baghdir. Kiltir tarihimizin
bazi basamaklari bronz ¢agi, demir ¢agi gibi isimler almistir [96]. Glinim{izde mineral
ve madenler, ylzlerce yil 6nce yapildigl gibi ham madde halinde yer kabugundan
cikarilarak pirometalurjik veya hidrometalurjik yontemlerle saflastirilir [97]. Lig
metotlariyla altin kazanimi icin ilk patentler 1887'de Iingiltere’de ve 1889'da
Amerika’da alinmistir [98,99].

2.4.1 Hidrometalurji

Eski bir uluslarasi atasdziine gore “bir damla su tasi deler”. Hidrometalurji, metallerin
su ve ¢Oziinmis kimyasallar yardimiyla madenlerden ayristiriimasinin adidir. Bu
reaksiyona en uygun ornek, asit yagmurlarinin bazi tarihi anit ve yapilari korozyona
ugratmasidir. Madenler ve mineraller, suda tamamen ¢6zliinemezler. Bu yizden,
istenen metallerin kazanimi icin minerallerin ana yapisinin bozulmasi ve/veya metal
selatlarin olusturulmasi gerekir. Minerallerdeki metal oraninin distk olmasi
durumunda (< % 1), metal kazanimi ancak hidrometalurji (su metalurjisi) metoduyla

gerceklesir. Madenler sulu ¢ozeltilerle islem gorduglinde, metaller ¢o6ztinmis katyonlar
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seklinde elde edilirler. Metallerin bu ¢ozeltiden endistriyel yolla kazanimina

“metallerin ligi” denir. Hidrometalurji yontemi ti¢ safhadan olusur:

e Kati mineraldeki metallerin lig ile ¢6zeltiye alinmasi,
e (Cozeltinin islenmesi ve metallerin konsantre hale getirilmesi,

e Hedeflenen Uriiniin ¢ozeltiden kazanilmasi.
Prosesin dogasina ve mekanina bagl olarak, farkli lig gesitleri tanimlanmustir:

e Yidin ligi: yigilmis mineraller Gzerine belli bir lig solisyonu akisi saglanir.
e Tank ligi: mineraller bir varil igerisinde li¢ sollisyonu ile karistirilir.

e Yerinde lig: disiik tenorli madenler taginmadan yer altinda lig edilir.

Li¢ islemi, nadir ve degerli metaller igin de uygulanabilir. Lic orani, ham mineralin
kompozisyonu, ¢6zelti kompozisyonu, sicaklik, pH ve redoks potansiyeline bakilarak

tespit edilir.

Hidrometalurji metodu bakir kazanimi amaciyla 17. ylzyihn ortalarindan beri
uygulanmaktadir. 18. ylzyilda asit sollsyonlari, okside edilmis maden yiginlarina
gonderilerek endustriyel bakir kazanimi yapilmaktaydi. Bu ydntem, maden
yataklarindan sizan renkli c¢ozeltiler sayesinde kesfedilmistir. GlUnimizde de
terkedilmis bakir maden yataklarindan sizan renkli sular bazi yerel su yollarini parlak

maviye boyayarak kirletmektedir (Avustralya’daki isa dagi) [96].

2.4.2 Pirometaluriji

Antik zamanlardan beri bilinen pirometalurji metodu, madenlerdeki veya diger
minerallerdeki metallerin yiksek sicaklikta eritilerek elde edilmesi esasina
dayanmaktadir. Kullanilan teknolojiye uygun olarak bu proses pirometalurji (ates
metalurjisi) olarak adlandirilmistir. Bu yontem, madenlerde yiksek konsantrasyonda
metal bulundugu durumlarda etkilidir. Bunun tersine, disiuk oranda metal igeren
madenlerden endustriyel yollarla eritme metoduyla maden kazanimi pek muimkin
goriinmemektedir. Zira, maden yiginlarini 1sitmak ¢ok pahalidir ve Uretilen metallerin
onemli bir kismi mineral atiklarinin igerisinde kaybolur. Ayni zamanda isitma igin
gerekli yakitlar, devaminda olusan duman ve atmosfer kirliligi, asit yagmurlari gibi

olumsuz etkenler de vardir [96].
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25 Biyolig

Mikroorganizmalar, su ve hava ile temas halinde olan silfiirli mineral kaynaklarinin
biyolojik oksidasyona ugramalarina neden olduklari gibi, diinya ylzeyinin dogal
dontsimiinde de rol oynamaktadirlar [100-102]. “Biyoli¢”, madenlerdeki metallerin
ortamda dogal olarak bulunan bazi mikroorganizmalar vasitasi ile suda ¢ozlnir hale
getirilmesidir ~ [103].  Biyolic  sirasinda, sulfirli  minerallerdeki  metaller
mikroorganizmalar tarafindan suda ¢6zlinebilir metal silfatlara okside edilirler. Metal
sUlfitlerin  endistriyel biyolicinde, dogada kendiliginden gerceklesen mikrobiyal
prosesler, ortam sartlarinin optimize edilmesi ile hizlandirilarak minerallerin mikrobiyal
lici de hizlandirilmis olur. Minerallerin dogal mikrobiyal oksidasyonu insanlar tarafindan
kesfedilmeden 6nce bu prosesler ¢cok yavas ilerliyordu [91]. Mikroorganizmalarin metal
¢ikariminda kullaniimasi, aslinda dogada var olan bir prosesin ticari maksatla

hizlandirilmasi olarak tanimlanabilir.

Sulfarli  minerallerin asinmasi ile olugsan asidik maden sularinin olusumunda
mikroorganizmalarin rolinin 1940’'larda farkedilmesi ile, biyoteknolojik yontemler
hidrometalurjiye uygulanmis ve “Biyohidrometalurji” yéntemi gelistirilmistir [9]. Bu
yontem, mikroorganizmalarin sulu ortamlarda mineral ile etkilesimi esasina dayanir. Bu
baglamda, mineral biyoteknolojisi hidrometalurji, jeomikrobiyoloji, mikrobiyal ekoloji

ve mikrobiyal biyokimya gibi farkli disiplinleri blinyesinde barindirir [104].

Biyolic sulfiirlii minerallerin yanisira madencilik atiklarindan [105-107], hurdaya ¢ikmis
elektronik atiklardan [106,108-113], kentsel ve endustriyel atik sularindan [114,115],
yakilan kentsel atiklarin killerinden [116,117] ve kirletilmis bolgelerden metal kazanimi
icin de test edilmektedir [118,119]. Giincel endistriyel biyolic uygulamalari éncelikle
bakir, altin, nikel, kobalt [108,120] ve uranyum kazanimi icin yapiimaktadir [121,122].

2.5.1 Bakteri-Mineral Etkilegsimi

TUm hiicreler, biyolojik olarak mineral dontsiimi yaparlar. Ancak bazi dontisiimleri cok
az sayidaki organizma gerceklestirebilir. Tim canl hicreler, enzim aktivasyonu ve
fonksiyonu icin gerekli iz elementlerin donlsimini kiicik boyutta gerceklestirirler. Bu
prosesler, yerylzine dagilmis minerallerin asinmasina nadiren sebep olurlar. Fakat

bazi belirli mikroorganizma gruplari, minerallerin jeolojik dagilimini dogrudan veya
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dolayli olarak etkileyebilirler [69].

Mikroorganizmalar, antik caglardan beri agir metallerin yer kabugunda depolanmasi ve
¢ozlinmesine katkida bulunmuslardir. Bu aktivitede, demir ve stlfir dongist dnemli
bir yer tutar. Anaerobik siilfat indirgeyici bakteriler, pek cok metalle reaksiyona girerek
¢ozlinmeyen metal siilfitleri olustururlar. Bu siilfitler, mineral depozitlerinde birikerek
kaya¢ olusumuna katkida bulunurlar. Silfiirlii minerallerin aerobik silfir oksitleyici
mikroorganizmalar icin elektron vericisi olarak gorev yapmasi sonucunda ise metal
sUlfatlar olusur. Olusan metal silfatlarin ¢cogu c¢ozlndr oldugu icin, bu proses
“metallerin mineral depozitlerinden ligi” olarak adlandirilir. Belirli mikroorganizmalarin
madenlerdeki metalleri ¢ozlinebilir hale getirebilme 6zelliklerinin kesfedilmesi ile biyo-

madencilik endUstrisi gelismeye baslamistir [123].

Mikroorganizmalar, salgiladiklari metabolik Grlnlerin (NH3, HNOs, CO,, okzalik, sitrik ve
glukonik asit) asindirici etkisi ile mineral kayaclari ¢6ziinmeye ugratirlar. SEM
gorintlileme teknigi kullanilan bazi g¢alismalarda, mikroorganizmalarin Urettigi liken
gibi bazi organik bilesiklerin, belirgin sekilde mineral aginmasina yol actigi gézlenmistir
[124]. Mikroorganizmalarin metabolizma Uriinleri, ayni zamanda kayaclarla etkilesime
gecerek c¢Ozlinmelerine veya ortaya cikan mineral tortularinin birleserek kayag

olusturmasina neden olurlar [76].

2.5.2 Demir Elementi

Demir, evrendeki en yaygin element olup Glineste ve pek cok yildizda bulunur. Yer
kabugundaki en yaygin dordlinci elementtir ve aliminyumdan sonra en yaygin ikinci
metaldir. Yer kabugunun yaklasik % 5’ini olusturdugu ve diinyanin gekirdeginin temel

bileseni oldugu tahmin edilmektedir [125].

Demir, gezegenimizin her tabasinda yizlerce farkl bilesik halinde bulunabilir. Dogada
nadiren saf halde ve dizenli kristallesmis mineral fazda bulunur. Yaygin olarak dogal
organik maddelerle birlesmis vaziyette, hidrosfer, litosfer, biyosfer ve atmosferde Fe*
veya Fe™ icerikli mineraller (genelde degerli metallerle birlesmis halde) olarak, veya
¢O6zlinmis iyonlar halinde bulunabilir. Pek ¢cok hiicresel maddenin bilesenidir ve ¢ok
sayida fizyolojik fonksiyona dahil olur. Bu yiizden, demir 6karyot hiicrelerinin timu ve

prokaryolarin ¢ogu icin temel bir besin maddesidir. Bazi prokaryot hiicreler enerji
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Uretimini demiri ylkseltgeme yoluyla gerceklestirirler. Demir oksidasyonu ile hiicre
gelisimi karsilikli olarak birbirine bagimlidir ve demir oksidasyonu, hiicresel karbonda
Olclilebilir derecede artisa sebep olur. A. ferrooxidans gibi demir oksitleyici asidofiller

icin en yaygin Fe*? kaynagini demir siilfitler igerir.

Demirin redoks donistmleri, ¢coziinmesi, cokelmesi ve yeryliziindeki dagilimi kimyasal
yoldan ziyade mikrobiyal yolla gergeklesir. Mikroorganizmalar, oksijenli ve oksijensiz
+3,.

ortamlarda Fe**nin oksidasyonunu katalize ederken, oksijensiz ortamlarda ise Fe*™{in

indirgenmesini katalize ederler.

Ferréz demirin (Fe*?) ferrik demire (Fe™) oksidasyon reaksiyonu asagida verilmistir

[91]:

Fe+2 + H+ + 102 Fe—oksitleyici—bakteri Fe+3 + lH 0 (24)
4 2 ¢

Mikrobiyal demir déngtisi, kimyasal dongliden ¢cok daha hizlidir ve genelde toprakta,
sedimentlerde, tatli sularda ve denizlerde gerceklesir. Ayni zamanda bu dongd,
endlstri ve madencilik faaliyetleri sonucunda ortaya g¢ikan organik ve inorganik

atiklarin kaderini belirleyici bir rol oynar [78,126-133].

Mikrobiyal .
Cozinme Fe (Il) oksidasyonu Gokeime (pH arbigi)
i —® Fe+2 » Fe+3 — Fe (lll) mineral
Fe (Il) mineral B <4 4+ ()
Okelme Kimyasal veya dzanme (pH azalisi)
¢ mikrobiyal Fe (11l ¢ P ;
indirgenmesi

Sekil 2.5 Asidik ortamda mikrobiyal ve kimyasal demir donglisi [130]

2.5.3 Siilfur Elementi

Yeryuzundeki sulfurtin ¢ogunlugu, silfit minerallerde ve sediment / kayaglarda silfat
olarak bulunur. Sulfiir, oksijen ve silikondan sonra minerallerde en yaygin bulunan
elementlerdendir. Bilinen tim bilesikleri yer kabugunun % 0.03‘lUni olusturur.
Okyanuslarda ve toprakta genelde siilfat formunda bulunur. En ¢ok bilinen ve islenen
sulfit icerikli mineraller, kalkosit, pirit, kalkopirit, galena, cinnabar, sfelarit, arjenit ve

arsenopirittir.
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Ayni zamanda sulfir, her canli hlicrede bulunan proteinleri olusturan anahtar
elementtir. SGlfur bilesikleri, cesitli mikroorganizmalar tarafindan elektron donérii veya
akseptori olarak kullanilirlar. Tim hayat cesitlerinin stlfire bu derece siki sekilde
bagimli olmasi, dogada siilfirin sirekli bir devir halinde olmasini zorunlu kilar. Bu
devir, stlfir donglst adini alir. Bu déngl boyunca, sulfiir atomlar farkli oksidasyon
durumlarinda bulunurlar. inorganik bilesiklerde mineralize olduklari gibi, proteinlerin

aminoasitlerinde de bulunurlar [77].

2.5.4 Tarihi Bilgi

Madenciler bakterilerin roliinden habersiz olsa da, biyomadenciligin kokeni ¢ok eskiye
dayanir. Mikroorganizmalarin bakir gikarilmasinda kullanilmasinin temeli antik ¢aglara
dayanmaktadir. 18. yiizyilda ispanya’nin giineyinde bulunan Sevilla’daki Rio Tinto bakir
madeninde bakterilerin etkin oldugu biliniyordu. Rio Tinto madeninde, Roma 6ncesi
donemde giimis, Roma doneminde de bakir c¢ikarilmaktaydi. Rio Tinto (kizil nehir),
suyunun yiksek konsantrasyonda ferrik demir igermesinden dolayi kirmizi gériinmesi
nedeniyle bu ismi almisti. Nehirdeki ¢6ziinmis ferrik demir ve demire nazaran daha az
farkedilen ¢6ziinmis bakir, dogal mikrobiyal aktivitenin sonucu idi. GliniimUize kadar
ulasan en erken kayitlara gore, Rio Tinto nehrinin suyu, balik yetismemesi ve

icilememesi 6zellikleriyle bilinmektedir [134].

Romalilar, c¢o6zeltideki bakiri demirden ayirmak igin “sementasyon” ydntemini
kullaniyorlardi. Cozeltideki bakir Gzerine demir ilave ederek bakiri ¢oktiriyor ve

pirometalurjik yontemle saflastiriyorlardi.
+2 +2
Fe(s) +Cu(aq) eCu(s] +Fe(aq) (2.5)

Bazi modifikasyonlara ugrayan sementasyon islemi gliniimizde hala kullaniimaktadir
[135]. Milattan Once 1000 vyillarinda, Akdeniz havzasinda bakirin maden drenaj

sularindan kazanildigina dair kayitlar vardir [136].

1880’lerden beri, elementel silfiir ve indirgenmis stlfur bilesiklerinin oksidasyonunun
sUlfurik asit olusturdugu biliniyordu [137]. Metal silflirlerin oksidasyona ugradigi, ilk
defa 1922 yilinda ginko silfirden ginkonun ayristiriimasi ile anlasilmistir [7,8]. Bu

oksidasyonda bakterilerin roll ise 1947’de Thiobacillus cinsinin asidik maden sularinda
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bulunmasi ile anlagilmistir [9].

Madencilikteki ilk ticari biyoteknoloji uygulamasi, mezofilik mikroorganizmalar
kullanilarak refrakter (inatgl) altin iceren silfit konsantreleri igin yapilmistir. Bu
teknolojide, altinin siyanirle c¢o6ziindlriilmesinden o©nce, O6n islem olarak biyo-
oksidasyon uygulanmistir [122,138,139]. Daha sonra biyoteknoloji yontemi uygulanan
ilk metal bakir olmustur. Mineral 6nce mikroorganizmalar ile ¢6zlindirilmis, daha
sonra elde edilen c¢o6zeltiye solvent ekstraksiyon ve elektrokazanim metotlari

uygulanmistir [89].

Bu glinlerde biyolig, yeni gelisen bir metot sayilmaz. Degerli metallerin madenlerden ve
kati atiklardan geri donisimiini saglayan gercek bir endistriyel teknoloji haline
gelmistir. Teknik metotlarin gelistirilmesi ve yeni 6zelliklere sahip yeni organizmalarin

denenmesi biyolicte yeni trendler arasinda sayilabilir [96].

2.5.5 Biyoli¢ Yonteminin Avantaj ve Dezavantajlari

Yer kabugundaki yiksek tenorli madenler giderek azalmakta ve bu yilizden distk
tenorli madenlerin islenmesi daha 6nemli hale gelmektedir [84,107]. Geleneksel
ergitme ve basing lici ile kiyaslandiginda, sulfiirli minerallerin biyoliginin en blyik
avantaji, disidk tenorlii madenlere ve kiicliik boyutlu operasyonlara uygun olmasi,
baslama sirelerinin kisa, operasyon basing ve sicakhginin disik olmasidir. Ergitme
tesisleri bliylk sermaye gerektirir, biyolic tesislerine kiyasla daha fazla enerji harcar ve
cevreye ciddi zarar verecek gaz emisyonuna neden olur [84]. Disiuk sermaye
gereksinimi ve dlsik operasyon masraflari, biyolici % 0.5’ten daha az degerli metal

iceren madenlerin islenmesinde iyi bir alternatif haline getirmektedir [105, 139].

SO, asit yagmurlarina neden olan en 6nemli gazdir. Klasik pirometalurjik metotlar,
beraberinde klresel isinmayi, atmosfer ve gevre kirliligini getirir ve Uretilen metallerin
onemli bir kismi mineral atiklarinin igerisinde kaybolur [96]. Biyoli¢ islemi
minerallerdeki silflir ve indirgenmis siilfur bilesiklerini stlfata donistirdigi icin bu tip
bir kirlilige rastlanmaz [5]. Ayrica biyolic, cevherin yerkabugundan cikarildigi yerde
uygulanabilir. Bu sekilde bakir yer kabugunun cok derinlerinden kolaylikla cikarilabilir

[134].
Biyolicin geleneksel ergitme yontemine kiyasla en blyuk problemleri arasinda, uzun li¢
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suresi, asidik metal sularinin gevreye zararli etkileri ve yigin liginin ¢evre faktorlerine

bagli olmasi sayilabilir [84,106].

2.5.6 Giincel Biyoli¢ Teknikleri
Temel biyoli¢ teknikleri, sulama-bazli teknikler (yerinde li¢, yigin ligi) ve sirekli

karistirmali tank ligi seklinde siniflandirilabilir.

Yerinde licte, metal iceren maddenin zeminden tasinmasi gerekmez. Bakteri iceren
asidik li¢ sollisyonu, cevher kiitlesine dogrudan enjekte edilir ve ¢6zlinmis metalleri
iceren li¢ solisyonu sondaj delikleri agilarak toplanir. Bu metot, diger geleneksel
metotlarla islenmesi ekonomik olmayan digik tendrli yataklar igin kullanilir. Yerinde
lic uzun zaman alir ve metal igeren asit ¢ozeltilerinin siki sekilde kontrol edilmesi
gerekir. Ancak, diger metotlara gore ¢ok daha ekonomik olup cevreye gorinir etkileri
¢ok daha azdir. Yine de gevreye zarar verme riski oldugundan, yerinde li¢ yapilacak
alanin hidrolojik ve jeolojik 6zellikleri ¢ok iyi bilinmelidir. Bu ylizden yerinde li¢ igin
resmi izin almak oldukca zordur. Bu teknik yiksek oranlarda Uretim icin uygun

olmadigindan, son yillarda uygulamasi azalmistir [134,140].
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cozelti dagitimi

¢ozelti kondisyonlam

M toplama haznesi

Sekil 2.6 Yerinde li¢c dliizenegi [141]

Yigin lici, ekonomik acidan en uygun biyolic metodudur. Li¢c islemi, minerallerin
sizdirmaz bir zemin Uzerine 6 - 10 m yiksekliginde yigilmasi ile gergeklesir. Yigilmadan
once, madenler kiiglik tanecik boyutuna ufalanir ve silfiirik asit ile bir araya toplanir.
Bazi durumlarda, yigina mikroorganizmalar inokule edilir ve bazi besi maddeleri
eklenerek mikrobiyal aktivite hizlandirilir. Fakat genelde yigindaki mikrobiyal gelisim,
disaridan kigik bir midahele ile dogal olarak hizlandirilir. Bakir, yiiksek oranda yigin

lici yontemi ile kazanilmaktadir [136].
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Siyirma Elektrokazanim

Sekil 2.7 Y1gin ligi diizenegi [142]

Alternatif biyoli¢ teknikleri igerisinde tank ligi en yliksek sermaye ve operasyon masrafi

gerektiren yontemdir. Bu teknigin kisitlayici yani, diisiik kati oraninda etkin olmasidir.

Gunumizde 6zellikle bakir ve altin kazaniminda kullanilan yigin ve tank biyoligi, diinya

genelinde iyi oturmus sistemlerdir. Endistriyel boyuttaki tank biyolici, yliksek sermaye

ve pahali operasyon 0Ozelliklerine sahip oldugu igin, degerli mineral konsantreleri igin

uygun gorilmektedir [107]. Kobalt, endistriyel boyutta tank biyolici ile tretilmektedir

[2]. Bakir, nikel ve cinko i¢in de pilot uygulamalar yapiimaktadir [88].

Sekil 2.8 Tank biyolici diizenegi [143]

Pek cok endistriyel yigin ve tank biyolic islemleri, genelde 40°C’'nin altinda yapilir.
Daha yuksek sicakliklarda yapilan li¢ islemleri ile daha yliksek oranda metal kazanimi

elde edilir [122,144, 145].
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2.6 Bakterilerin Gelisme Kosullari

Prokaryotlar, kemolitotrof, fotolitotrof, miksotrof, fotoheterotrof ve heterotrof gibi
pekcok fizyolojik gruba ayrilirlar. Bu gruplarin her biri, jeomikrobiyal acidan énemli
organizmalari icerir. Kemolitotroflar (kemosentetik ototroflar), metabolizmalari icin
gerekli enerjiyi inorganik bilesiklerin oksidasyonundan ve CO,, HCOs;. veya COs*
formundaki karbonun asimile edilmesinden elde ederler [76]. Farkli bakteriler, farkh
enerji ve karbon kaynaklari kullanirlar. Tarihi olarak bakildiginda, degerli metallerin
sulfarli minerallerden biyolic ile kazaniminda tiyonik (yunancada “tiyo”, “sulfar”
anlamina gelir) bakteri veya Thiobacilli kullanilmistir. Bu bakteriler kemolitotrofiktir,
gerekli enerjiyi inorganik sulfir bilesiklerinden saglarlar. Ayrica hiicre yapilanmasinda
gerekli karbonu atmosferik CO,’ten ve/veya en azindan bir kismini organik
bilesiklerden karsilayarak ototrofik ve/veya miksotrofik olarak gelisirler [96]. Fosfor,

nitrojen, potasyum ve diger gerekli maddeleri ise biyolic ortamindan elde ederler [84].

Demiri ve indirgenmis silflr bilesiklerini okside edebilen, asidik ve yliksek metal
konsantrasyonu iceren bir ortamda gelisimlerini strdirebilen kemolitotrofik asidofilik

bakteriler stilfurli minerallerin biyoligcinde hayati bir rol oynarlar [146-149].

Yakin zamanda genis cesitlilikteki mikroorganizmalarin = silftrli minerallerin
degredasyonunda pay! oldugu anlasilmasina ragmen [123,148,150], Acidithiobacillus
ve Leptospirillum grubuna dahil olan bakteriler en ¢ok bilinen ve ticari olarak en ¢ok
arastirilan gesitler olmustur. A. ferrooxidans kemolitotrofik, gram-negatif, cubuk sekilli,
0.2 — 0.8 um gapinda ve 0.9 — 2.0 um uzunlugundadir [147,151,152]. Optimum gelisme
sicakliklari 20 - 40°C’dir. pH degeri 1.0 - 5.0 arasindaki ortamlarda gelisir, optimum
gelisim gosterdigi pH degeri ise 1.8 - 2.5 arasidir. A. ferrooxidans, gelisimi ve diger
metabolik fonksiyonlari igin gerekli olan enerjiyi ferréz demirin ve gesitli inorganik

sulfar bilesiklerinin oksidasyonundan saglar.

Sulfarli minerallerin biyoliginde yaygin olarak kullanilan mikroorganizmalar, genelde
ferroz demir ve indirgenmis sulfur bilesiklerini gelisimleri igin (elektron kaynagi olarak)
kullanarak sulfurik asit ve ferrik demir Greten kemolitotrofik/asidofilik bakteri veya
arkelerdir [134,153,154]. Optimum gelisme sicakliklarina gére mezofilik (~40°C),
termofilik (~40 - 55°C), ve ileri derecede termofilik (~55 - 80°C) olarak siniflandirilirlar

[2]. SUlfur oksitleyici mikroorganizmalar, gelisimleri igin gereken disik pH degerinin
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surdiridlmesi ve mineralin ¢ézlinmesini saglayan proton atag igin gerekli stlfurik asidi

Uretirler [155, 156].

3 o )
0 S—oksitleyici—bakteri
S +502+H20 4 H,S0, (2.6)

Bu mikroorganizmalar, gesitlerine veya operasyon sicakligina bagl olmaksizin, biyolig

icin uygun olmalarini saglayan ortak ozelliklere sahiptirler. Bu 6zelliklerin en énemlileri:

Atmosferdeki CO, fiksasyonu ile ototrofik olarak gelismeleri,

e Ferroz demir veya indirgenmis silfiir bilesiklerini veya her ikisini birden
elektron donoru, genelde oksijeni elektron akseptori olarak kullanmalari ve bu
yolla enerji temin etmeleri,

e Genelde pH 1.0 — 5.0 degerleri arasinda gelisebilen asidofilik bakteriler olmalari,

e Tirler arasinda farkliliklar olsa da, genelde metal iyonlarina karsi tolere

dizeylerinin yiksek olmasi [156,157].

2.7 Bakterilerin Biyoligteki Rolii

Bir minerali solumak duslincesi garip gelse de, bakteriler bunu milyonlarca yildir
gerceklestirmektedir. Solunum icin gerekli enerji, elektronun bir elektron donériinden
elektron akseptoriine transferi ile elde edilir. Bu transfer, hiicre membranina yerlesmis
bir solunum zinciri yoluyla gerceklesir. Belirli molekdller, elektronlari birbirine
aktararak hicre membrani boyunca bir potansiyel fark olustururlar. Hicresel
islemlerin, (kimyasal enerjinin ATP formatinda depolanmasi v.b.) gerceklesmesinde bu
potansiyel farktan yararlanilir. Solunumun basariyla yapilabilmesi icin, oksijen gibi bir
nihai elektron akseptoriinin mevcut olmasi gerekir [158]. Mikroorganizmalar aerobik
(O, gereken organizmalar), anaerobik, mikroaerofilik (disik konsantrasyonda O,
gerektiren organizmalar) veya fakiltatif organizmalar (katabolizmalarini oksijenli veya
oksijensiz ortama adapte edebilen) seklinde gruplandirilabilirler. Fakultatif
organizmalar, ortamda O, varsa onu elektron akseptori olarak kullanirlar. Ortamda O,
yoksa, indirgenebilir inorganik (nitrat veya ferrik demir)/organik bilesikleri nihai

elektron akseptori olarak kullanirlar veya fermentasyon yaparlar [76].

Mikroorganizmalarin biyoli¢c prosesindeki rolli, metal silfit oksidasyon Urlnlerini (Fe+2
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iyonlari ve sUlflr bilesenleri) oksitleyerek, metal silfit atak ajanlari olan ferrik demir ve
protonlarin Uretilmesini saglamaktir (Reaksiyon 2.4 ve 2.6). Ayni zamanda, proton
Uretimi sonucu pH diser ve demir iyonlari ¢cozeltide ¢cokelmeden kalir. Diisen pH degeri
ile birlikte, minerallerin bakteriyel oksidasyon hizi da artar. Ferr6z demirin
biyooksidasyonu, kimyasal oksidasyondan yaklasik 10° — 10° kat daha hizli olabilir
[105].

2.8  Acidithiobacillus Cinsi Bakteriler

Acidithiobacilli  cinsi  bakteriler, degerli metallerin silfarli  minerallerden
cikariimasindaki etkili rolleri sebebiyle “biyomadencilik” alaninda kullanilirlar.
Asidofilik, gram-negatif ve c¢ubuk sekillidirler. Hem mezofilik hem de termofilik
olabilirler [77]. CO, fiksasyonu yapabildikleri igin, organik karbon kaynagindan bagimsiz
gelisebilirler. Bu 6zelliklerinden dolayi organik karbon konsantrasyonunun ¢ok diisik

oldugu maden atiklari ekosisteminde dahi hayatta kalabilirler [159].

Sekil 2.9 Acidithiobacillus ferrooxidans bakterisinin TEM gorintisi (x30,000) [160].

Gunlmiuzde bilinen 6 cesit Acidithiobacilli cinsi bakteri sirasiyla A. thiooxidans, A.
albertensis, A. caldus, A. ferrooxidans, A. ferrivorans ve A. ferridurans olarak sayilabilir
[133,161-166]. Tum tirleri inorganik silfir bilesiklerini elektron donéri olarak
kullanirlar. Bu ylzden, tim dinyada metal silfit yataklarinda [167], sllfit yataklarla

birlesmis su kaynaklarinda [168] ve deniz suyunda bulunurlar [169].

Mineralleri oksitledigi kesfedilen ilk bakteri A. ferrooxidans’tir ve tim thiobacilli tirleri
arasinda en iyi calisilmis ornektir [9]. indirgenmis silfiir bilesiklerini oksijenli ve
oksijensiz ortamda okside edebilir. Siilfiir mobilizasyonundaki en 6nemli rol, disik pH
degerlerinde metal siilfit oksidasyonunu katalize ederek ¢ozeltiye metal siilfat olarak

salinmasini saglamaktir [170]. Nitrojen kaynagl olarak amonyum kullanirlar [133].
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Oksidasyon isleminde son elektron alicisi genelde oksijendir [162]. A. ferrooxidans
aerobik bir mikroorganizma olarak tanimlanmasina ragmen, elementel silfir veya
metal stlflarlerin bulundugu ortamlarda, Fe'™u elektron alicisi olarak kullanmak

suretiyle oksijensiz olarak da buyliyebilmektedir [171,172].

A. ferrooxidans diger biyoli¢ bakterilerine nispeten daha hizli biylyebilir ve genellikle
20 - 35°C arasindaki sicakliklarda rahatlikla gelisme gosterir [173]. Cesitli metal
iyonlarinin  ¢dziinmis formlari bir¢ok bakterinin gelisimini inhibe ederken A.
ferrooxidans metal iyonlarina vyiksek oranda tolerans gosterir [134,174]. A.
ferrooxidans’in ferréz demiri oksitlemesi ile ilgili pek cok model ileri strilmustr.
Ehrlich bu modellerle ilgili kritik bir makale kaleme almistir [100]. En ¢ok kabul goren
modele gore ferr6z demirin oksidasyonu, hiicrenin dis membran yiizeyinde gerceklesir

[175].

Acidithiobacillus
ferrooxidans

Fe(ll) Fe(lll)

oM

Periplasm

Cytoplasm 0.

Sekil 2.10 A. ferrooxidans bakterisinde demir oksidasyonunun metabolik yolu [175].
OM: dis membran, IM: i¢ membran

29 Biyoli¢ Mekanizmalari

Biyojenik veya abiyojenik (canli organizmalar tarafindan Uretilmemis) kaynakl
olduguna bakilmaksizin, dogadaki tim metal silfitler mikrobiyal oksidasyona
ugrayabilir [69]. Bakteriyel oksidasyon islemi, coklu basamaklarla gerceklesir. Mineralin
kristal yapisi kirilir, oksidasyon ajanlari (Fe™, H) kirilmis kristal yapiya nifuz eder ve
mineralin demir/sulfur bilesiklerindeki elektronlarinin oksijene transferi vesilesiyle,

mineral daha ileri derecede oksidasyona ugramis olur [176].
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Gecmis yillarda, biyoli¢c sirasinda minerallerin ¢6ziinme mekanizmalari tartisiimistir.
Eski literatlirde, dogrudan ve dolayli biyoli¢c tanimlamasi vardir [105,152]. Dogrudan li¢
mekanizmasina gore, mineral ylzeyine tutunan bakteriye metal silfit tarafindan
elektron transferi yapilir. Dolayli lig ise bakterilerin tirettigi Fe** araciligiyla gerceklesir.
Planktonik veya mineral yiizeyine tutunan A. ferrooxidans gibi Fe*? oksitleyici asidofilik
organizmalar, demir piritlerden Fe*? iyonu Uretebilirler [2]. Dolayli mekanizmada,

mikroorganizmalar demiri, demir de metal silfiti oksitler.

Dogrudan: ~ MS+20,—»M"+S50,* (2.7)
Dolayl: MS+2Fe”™ — M"™+5° +2Fe™ (2.8)
+2 + 1 Fe—oksitleyici—bakteri +3 1
Fe“+H +—0 Fe”+—H0 (2.4)
4 2 2 2
SO 30 H 0 S—oksitleyici—bakteri H SO 2 6
+ E , T, 29V (2.6)

M, uygun bir oksidasyon durumundaki herhangi bir metal olabilir. A. ferroxidans’in
dolayli oksidasyondaki ana rolii, yukaridaki reaksiyonda olusan Fe**nin tekrar Fe*>e
oksidasyonudur. Biyokimyasal oksidasyonun aksine kimyasal oksidasyonda, bir
mineralin sulfit kismi ¢ogunlukla elementel silfire oksitlenir. Elementel silflrin
yeniden kimyasal oksidasyona ugrayarak silfirik aside donisimi ¢cok yavastir. Fakat
bu proses, A. ferrooxidans, A. thiooxidans gibi bakteriler tarafindan oldukg¢a hizlandirilir

[91].

Metal siilfit ile, ona tutunan bakteri arasinda dogrudan elektron transferi yapabilecek
herhangi bir enzim goézlenemedigi icin dogrudan lic mekanizmasi pek muhtemel
goriinmemektedir [2]. Bunun yerine, mineral ylizeyine tutunan bakterilerin, Fe*?
vasitasi ile dolayl ligi gerceklestirdigi EPS ile dolu bir alan olusturdugu distunilmektedir
[92,177]. Rodriguez ve Tributsch, bakteri hiicresi ile mineral ylizeyi arasinda birka¢ nm
genigliginde bir mesafe oldugunu ispatlamiglardir. Bu mesafenin EPS’yi isaret ettigi ve
EPS ile kompleks olusturan Fe** iyonlarinin minerallerin ¢éziinme fonksiyonunu bu
bolgede vyerine getirdigi duslnilmektedir. Yine de bu siiregler tam olarak

anlasilamamistir [178].
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Lic cozeltisi

(O,. Fe", Fe”, SO,%) Dis membran

/ Periplazmik bosluk
Sitoplazma membrani

Sekil 2.11 Pirit ylizeyine tutunan A. ferrooxidans hiicresi ve EPS tabakasi [179].

Dogrudan ve dolayli biyolic tanimlarindan kacinmak amaciyla, sirasiyla mineral
ylzeyine tutunan ve planktonik bakteriler aracilhigiyla gerceklestigi distnilen yeni
terimler olan “temas ligi” ve “temassiz li¢” tanimlari 6nerilmistir. Stlfir kolloitlerinin,
sUlfur ara Urdnlerinin ve mineral parcalarinin ¢6ziinmesini aciklamak icin ise, ti¢linci
bir terim olarak “kooperatif li¢” tanimlanmigtir [134,180]. Temas li¢i mekanizmasina
gore, biyoli¢ reaksiyonlarinin bakteri hiicresi ve mineral ylizeyi arasindaki EPS tabakasi
icinde gerceklestigi varsayllmistir [134]. Kooperatif li¢, dolayli ve temas licinin
birlesmesiyle olusur. Bu mekanizmaya gore bazi mikroorganizmalar mineral ylizeyine
tutunarak gelisirken, serbest halde bulunan (planktonik) demir ve siilfir oksitleyici
mikroorganizmalar da mineralin ¢6ziinme sirasinda salgiladig silfiir ve mineral

parcaciklari ile beslenirler [179,180].
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Kooperatif lig
Planktonik demir ve sUlfdr

Temassiz lic oksitleyiciler tarafindan
(Fe +3 veyaH + ile) kullanilan sulfar kolloitleri,
e ara Urdnleri ve mineral
i Hiicre | parcaciklar
HS SO,? Fet* o SRS .\
R . o o
Fe? H,S, / H » a] =

S0 S,0,*

Demir oksitleyiciler

Shlfarla mineral Silfur oksitleyiciler

Sekil 2.12 Sulfirli minerallerde dolayh li¢ mekanizmalarinin sematik gosterimi [134]
2.10 Biyoligi Etkileyen Faktorler

2.10.1 Sicakhk

Sicaklik, yasayan mikroorganizmalari iki farkli yonde etkileyebilir. Sicaklik optimum bir
degere kadar arttikca, reaksiyon hizi da artar ve hicre icindeki kimyasal/enzimatik
reaksiyonlar hizlanir, hiicre daha hizli gelisir. Bununla birlikte, maksimum sicakhgin
Ustliinde belirli proteinler geri donlilemez sekilde denatiirasyona ugrarlar. Ferrik
demirin ¢ozlinurltgl, yuksek sicakliklarda pH degerleri diisiik olsa dahi azalir. Sicaklik
arttikca, metabolik reaksiyonlar denatlirasyonun basladigi noktaya kadar hizlanir ve
hiicre fonksiyonlari keskin bir sekilde sifira iner [135]. Bu yizden sicaklik biyolic

reaksiyon hizi lizerinde 6nemli derecede etkilidir.

2.10.2 pH

Biyolic ortaminin pH degeri, asidofilik bakterilerin gelisimini ve aktivitesini 6nemli
derecede etkiler [181-183]. Ayni zamanda asidik ortamda bulunan protonlar (H"),
oksijeni indirgeyerek su olusturma isleminde kullanildigi igin bakterilerin gelisimi
acisindan 6nemlidir [184]. Diisik pH degerinde hem mineralin ¢ozin(rligl artar hem
de ferrik demir ¢ozinir fazda kalarak biyoli¢ igcin kullanigh olmaya devam eder.
Bununla beraber, yigin li¢i sirasindaki pH degerleri, heterojen sartlar ve farkli maden
karakteristikleri nedeniyle, 6nemli oranda degisebilir. Stlflrli minerallerin ferrik demir
ile oksidasyonu asit lireten bir reaksiyonken, stlftrli minerallerin icerisinde bulunan

pek cok gang maddeler (kuartz, mika, klorit, potasyum- ve kalsiyum-feldspar) asit
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tiketirler [107]. Fe’”nin Fe*”e oksidasyonu da asit tiketen bir reaksiyondur

(Reaksiyon 2.4).

Ferr6z demirin ferrik demire oksidasyonunun tersine, ferrik demirin hidrolizi asit
Ureterek pH degerini duslrir. Ferrik hidroksit olusumu esitlik (2.9) ile gosterilmistir

[185].
Fe'*+3H,0 <> Fe(OH), +3H" (2.9)

Ferrik iyon cokeltileri stlftrli mineralin ylzeyini kaplamak suretiyle ¢oOzeltideki
oksidasyon ajanlarinin minerale diflizyonunu engeleyebilir. Bu ytzden li¢ islemi

yavaslar [181,182].

Biyoli¢c sirasinda ortaya cikan elementel silfiir A. ferrooxidans ve Sulfobacillus tipi
bakterilerce okside edilirken asit Uretilir [185,186]. Biyolic esnasinda es zamanl olarak
gerceklesen ¢oziinme, ¢cokelme, oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari net asit liretimi
veya tlketimine katki saglarlar. Bu yuzden 6zellikle yigin licinde pH degerini sabit bir

seviyede tutmak oldukca zordur [107].

2.10.3 Besi Ortami

Biyoli¢ isleminde kullanilan mikroorganizmalar kemolititrofik oldugundan, gelisimleri
icin inorganik bilesiklere ihtiya¢ duyarlar. Gelisimleri sirasinda sulfiirli minerallerden
metal ekstraksiyonunu gerceklestirirler. ideal gelisme ortaminin saglanmasi icin, besi
ortamina sulfirli minerallerin yanisira amonyum, fosfat ve magnezyum tuzlarinin

ilavesi gerekir [105].

2.10.4 Diger Metaller

Mikroorganizmalar, pek cok metale cesitli biyokimyasal rollerinden dolayi (katalizor,
enzim ko-faktori ve protein yapisini stabilize etmeleri bakimindan) gereksinim duyarlar
[187]. Ancak normal fizyolojik konsantrasyonun Uzerinde, bu metaller toksik etki
yaparlar. A. ferrooxidans igin 20.0 g/L Fe*? ve Fe" iyonlarinin bakteri gelisimini

engelledigi rapor edilmistir [188,189].
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2.10.5 Tane Boyutu
Ufalanmis mineralin tanecik boyutu kiclldiikce ylzey alani artar ve biyoli¢c ¢ozeltisi

mineralin daha genis ylzeyiyle etkilesebildigi icin biyoli¢ hizi artar [105].

2.10.6 Madenin Karakteristik Yapisi

Madenin mineralojisi ve mineral kompozisyonu biyoli¢ verimini etkiler. Fakat sasirtici
sekilde, maden mineralojisi, kristal yapisi ve reaksiyon kimyasi arasindaki baglantiya
iliskin cok az sayida arastirma yapilmistir [84]. Bir mineralin kristal yapisi, o mineralin
oksidasyon egilimini belirleyen 6nemli bir faktordir. Pirit minerali bakteri atagina ¢ok
elverigli iken, bazi ¢cok dizenli kristal yapiya sahip mineraller bakteriyel oksidasyona
karsi oldukca direnclidir [194,195]. Muhtemelen cok dizenli kristal yapiya sahip
mineraller, dlizensiz kristal yapidaki minerallere kiyasla, oksidasyona daha az egilim

gosterirler [69].
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOTLAR

3.1 Kullanilan Besi Yeri ve Kimyasallar

Pirotit (Ward’s Scientific, 46 E 6498), Pirit (Ward’s Scientific, 46 E 6418), Kalkopirit
(Ward’s Scientific, 46 E 0068), Immersion oil (Cat # 16915-01), Koptec 200 proof pure
ethanol, DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole), (NH4),SO4, MgS04.7H,0, K;HPO,4, Wolfe
mineral sollisyonu, FeS0O4.7H,0, Hydroxylamine hydrochloride, H,SO4, HCl, Ferrozine
(Sigma P-9762 3-(2-Pyridyl)-5,6-bis(4-phenylsulfonic acid)-1,2,4-triazine),
Bathocuproinedisulfonic acid disodium salt hydrate, HEPES (Sigma-Aldrich H-0891),
Paraform aldehyte, agarose, Mounting medium, Gliserol (HOCH,CH(OH)CH,0OH).

3.2 Bakteri Kiiltiirlerinin Yetistirilmesi

Biyoli¢ deneylerinde kullanilan saf Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 kultir,
American Type Culture Collection (ATCC) firmasindan temin edilmistir. Bakteri
kaltirindn gelisimi amaciyla kullanilan besi yeri ve Wolfe mineral sollisyonunun igerigi

siraslyla Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.1 A. ferrooxidans bakterisinin gelisimi igin kullanilan besi yeri (ATCC 2039)

Cozelti A Miktar
(NH,),S0, 0.8g/L
MgS0,.7H,0 2.0g/L
K,HPO, 0.4 g/L

Wolfe mineral soliisyonu 0.5% (V/V)
Cozelti B Miktar
FeS0,.7H,0 20.0g/L

Cizelge 3.2 Wolfe mineral sollisyonu igerigi

Kimyasal Miktar
Nitriloasetikasit 1.5g/L
MgS0,.7H,0 3.0g/L
MnS0,.H,0 0.5g/L
NacCl 1.0g/L
FeSO,.7H,0 0.1g/L
CoCIZ.6H20 0.1g/L
CaCl, 0.1g/L
ZnS0,.7H0 0.1g/L
CuS0,.5H,0 0.01g/L
AIK(S0,),.12H,0 0.01g/L
H_.BO, 0.01g/L
Na,MoO,.2H,0 0.01g/L
Distile su 1000 mL
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Cizelge 3.1’de gosterilen kimyasallar kullanilarak ultra saf su igerisinde hazirlanan
¢Ozelti A'nin pH degeri, silfirik asit kullanilarak 2.3 degerine ayarlanmis ve 121°C
sicakhkta 15 dakika otoklav islemine tabi tutularak sterilize edilmistir. Cozelti B ayrica
hazirlandiktan sonra, 0.22 um boyutundaki filtreden gecirilerek sterilize edilmistir. Son
olarak, ¢Ozelti A ve B steril sartlar altinda sirasiyla 4:1 oraninda karistirilarak nihai besi
yeri elde edilmistir. Bu besi yerine ekilen Acidithiobacillus ferrooxidans kultlrQ,
calkalamali inkiibatorde 120 rpm hizinda karistirilarak 7 giin boyunca gelistirildikten

sonra, biyolig islemlerinde kullanilmak Uzere hasat edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Besi yerinin hazirlanmasi igin kullanilan
a) ultra saf su cihazi, b) calkalamali inklibator, c) gelistirilen A. ferrooxidans kultir

3.3 Minerallerin hazirlanmasi
Biyoli¢ deneylerinde kullanilan silfiirli mineraller, Ward’s Scientific firmasindan temin

edilmistir. Kullanilan mineraller ve temin edildikleri bélgeler:

e Pirit (Huanzala, Peru)
e Pirotit (Virginia, USA)

e Kalkopirit (Durango, Mexico)

TUm mineraller seramik havanda 6gutilmus ve 355 um’lik elekten gegirilerek < 355 um
boyutuna getirilmistir. Mineraller daha sonra ¢ basamakli bir islemden gegirilerek

sterilize edilmistir (Sekil 3.2):

1. Cok ince pargaciklarin uzaklagtirilmasi amaciyla distile su ile yikanmistir. Her
yikamada ultrasonik temizleyicide 1-2 dk. bekletilerek, Uste ¢ikan ince

partikiller uzaklastirilmistir. Bu islem, ince partikiller goérilmeyinceye kadar
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tekrarlanmistir.

2. Mineraller % 10 HCI ¢ozeltisinde 2 saat bekletildikten sonra, % 100 etanol ile
durulanmigtir. Genis bir kaba konularak steril kabinde kurumaya birakilmistir.

3. 250 ml’lik steril erlenlere kurutulan minerallerin her birinden 2’ser gram

konulduktan sonra 121°C sicakliginda 8 dk. otoklav islemine tabi tutulmustur

[18].

Sekil 3.3 Mineral temizliginde kullanilan ultrasonik temizleyici
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3.4 Biyoli¢ Deneyleri

Demir kaynagi olarak FeSO,4. 7H,0 kullanilan besi yerinde 1 hafta boyunca gelistirilen
Acidithiobacillus ferrooxidans kiltlrlerinden 30’ar mL alinarak 50 mL’lik tlipler igerisine
konulmustur. Daha sonra 20 dk. boyunca 10.000 rpm hizinda santriflij islemine tabi
tutulmustur. Silpernatantlari bosaltilan tlplere, pH’1 silfurik asitle 1.5 degerine
ayarlanan ve filtrasyon yontemi ile sterilize edilen distile su eklenerek 10.000 rpm
hizinda 15 dk. daha santrifiij islemine tabi tutulmustur. Tekrar sipernatant
bosaltilarak, her bir tlip icerisine 2’ser mL steril A ¢Ozeltisi eklenerek resiispansiyon
yapimistir. Son islem olarak icerisinde 2’ser gram steril mineral ve 35 mL steril A
¢Ozeltisi bulunan 250 ml’lik erlenler, her bir tipte bulunan yikanmis hicre
sispansiyonlari ile inokule edilerek biyoli¢ islemleri baslatiimistir [18]. Her bir mineral
icin ikiser tane biyotik (A. ferrooxidans + besi yeri + 6gutllmis mineraller) ve birer tane
kontrol (besi yeri + 6glitlilmis mineraller) erlenleri hazirlanmis ve 25°C sicaklhiginda, 30

gin boyunca galkalamadan inkiibe edilmistir (Sekil 3.4).

Pyrite Pyrrhotite Chalcopyrite

Sekil 3.4 Pirit, pirotit ve kalkopirit minerallerini igeren biyotik ve kontrol erlenlerin 30
glnllk biyolic deneyleri sonucundaki gérinimi

3.5 Analitik Teknikler

Erlenlerden ginlik olarak alinan lig ¢ozeltileri kullanilarak planktonik bakteri hiicre
sayisl, pH, Fe*?, toplam Fe ve Cu*? iyon konsantrasyonlari 6lcimi yapilmistir. Hiicre
sayimi i¢in mikroskop lamelleri % 1 agaroz ile kaplanmis ve kurumasi beklenmistir.
Daha sonra, lamelin zerindeki 4 mm ¢apli dairenin igerisi 2 pL hacmindeki biyolig
hiicre kiltiirt ile doldurulmustur [192]. Kuruyan hiicre kiltiirti, DAPI (4’,6-diamidino-2-
phenylindole) ile boyandiktan sonra 100 X buyutmeli Axiostar Plus floresans
mikroskobu altinda, daire icerisindeki 50 ayri alan sayilarak c¢ozeltideki mL basina

disen bakteri konsantrasyonu belirlenmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 Axiostar Plus floresans mikroskobu

Li¢ soltisyonlarindan her giin 1 mL 6rnek alinarak 0.2 um’lik filtrelerden gegirilmis ve

Thermo Scientific pH-metre ile pH 6lcimi yapilmustir.

Sekil 3.6 Thermo Orion 2 star pH metre

Fe*? ve toplam Fe iyon ol¢limleri i¢in, glnlik olarak alinan 1’er mL li¢ ¢ozeltileri 0.2
um’lik filtrelerden gecirilmis ve ¢ozeltinin iyonca fazla doygun oldugu durumlarda, 1
mM HCl ¢ozeltisi ile 10 kat seyreltilmistir. Cu™ iyon konsantrasyonu 6l¢imi igin de
glnlik 1 mL 6rnek alinarak 0.2 um’lik filtrelerden gegirilmis ve distile su ile 100 kat
seyreltilmistir. Tum iyon olcimleri, UV-Spektrofotometre (Schimadzu UV-1601)
kullanilarak kolorimetrik metotla gergeklestirilmistir. Glnlik 6rnek alinmasi sonucu

azalan ¢ozelti hacmi, ayni hacimde steril A ¢ozeltisi eklenerek tamamlanmistir.

Toplam Fe ve Fe*? iyon konsantrasyonlari, orijinal ferrozin metodu modifiye edilerek

gelistirilen bir protokolle o6lglilmustir. Sulu ¢ozeltide ferrozin ile ferréz demir bir

37



kompleks olusturarak magenta renginde bir bilesik olusturur (Sekil 3.7). Olusan
kompleks, gorinir 1sikta 562 nm dalgaboyunda keskin bir pik verir [193]. Bu sayede
cozeltide bulunan Fe*” iyon konsantrasyonu spektrofotometrik metotla olcilebilir.
Toplam demir iyon 6lcimi icin ¢ozeltideki Fe*? iyonlari bir indirgeyici ajan yardimiyla
(hydroxylamine hydrochloride) Fe*”ye indirgenerek ayni metotla 6lcilmistar.
Referans olarak kullanilmak tzere, 1 mM HCI icerisinde belirli konsantrasyonlarda
FeSO, ¢oOzeltileri hazirlanmistir. Standart sollisyonlarin ve alinan lig 6rneklerinin 520 nm
dalga boyundaki absorbans degerleri kullanilarak demir iyon konsantrasyonlari

belirlenmistir (Sekil 3.8 ve 3.9).

Cu*? iyon konsantrasyonu &lciimi icin ise 0.1 mM Bathocuprione disulfonik asit (BC) ve
indirgeyici reaktif (hydroxylamine hydrochloride) kullaniimistir. Olcim metodu,
Moffett ve arkadaslarinin calismasi modifiye edilerek gelistirilmistir [194]. BC ile Cu*?
iyonlari, sari-turuncu renkli bir kompleks olusturur ve 484 nm civarinda pik verir (Sekil
3.7). Referans olarak kullaniimak zere, distile su igerisinde belirli konsantrasyonlardaki
CuSO, cozeltileri hazirlanmistir (Sekil 3.10). Cu®? iyon konsantrasyonlarinin 6l¢ciimii igin,
standart sollisyonlarin ve alinan li¢ 6rneklerinin 400-800 nm dalga boylari arasindaki
absorbans degerleri kullanilmistir. Cu* iyon konsantrasyonlarinin tespiti icin, 484 nm
dalga boyunda olusan pikin alani Shimadzu UV Probe Version 2.20 software

kullanilarak hesaplanmistir.

Fe Cu

¥

Sekil 3.7 Demir ve bakir iyon konsantrasyonlarinin UV-Spektrofotometre
ile kolorimetrik olarak tespiti.
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Sekil 3.8 Li¢ ¢ozeltilerindeki Fe*? iyon konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla
hazirlanan standard sollisyonun dalgaboyuna bagh absorbans grafigi

Toplam Fe
0,8
. e ¢ Kalkopirit
2 06 v ot Pirit
(4] °_© °, .o
"E 0,4 Coo, Pirotit
) S
z "
< 0,2 .,
O L WY
350 450 550 650 750 850
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.9 28 giinliik deney sonucunda kalkopirit (100 kat seyreltilmis), pirit ve pirotit
minerallerinin lig ¢dzeltilerinin toplam Fe absorbans grafigi

Cu*?standart
0,5
0,4 s ().02 MM
PEN ()04 mM

\ 0.06 mM
= = (0.08 mM

\
N'so_

350 400 450 500 550 600 650

Absorbans
o o o
N

Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.10 Lig ¢ozeltilerindeki Cu*? iyon konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla
hazirlanan standard sollisyonun dalgaboyuna bagh absorbans grafigi
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Sekil 3.11 28 giinliik deney sonucunda kalkopirit (100 kat seyreltilmis) mineralinin li¢
cozeltisinin Cu*? absorbe grafigi

Spektofotometre ve Calisma Prensibi

Spektrofotometre, herhangi bir maddede veya ¢ozeltide bulunan kimyasal bilesenlerin
1sigin belli bir dalga boyunu ne derece absorbe ettigini, 6rnekten gecirilen bir 1sik
demetinin siddetini (I) 6lcmek suretiyle belirler. Calisma prensibi, her bir kimyasal
bilesenin gelen 1518in belirli bir dalga boyunu gegirmesi veya yansitmasi esasina
dayanir.

gegen

monokromatdr  grnek gtk fotodedektor kaydedici

\ \ /

\ P
_7%‘/’1: _’,Q_,

11k kaynagi prizma

A(nm)
tek renkli gelen 1sik
Sekil 3.12 Bir spektrofotometrenin elemanlari
Gelen 1stk demetindeki azalma denklem (3.1) ile gosterilebilir:
dl /dx=-IcC (3.1)

Denklem (3.1)’de | 1sin demetinin siddetini, x mesafeyi (cm), o molar sogurma

katsayisini (cm?/mol) ve C isigi absorbe eden maddenin konsantrasyonunu (mol/cm?)
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ifade eder.

Bu esitligin ¢6ziml Beer-Lambert yasasi olarak bilinir:

[=1e 7% (3.2)

0

Denklem (3.2)'de Ip 15181 absorbe eden herhangi madde olmadigi durumda ¢ozeltiden
gecen 1s1gin siddetini ve xo spektrofotometre kivetinin uzunlugunu ifade eder. Esitligin
her iki tarafi da Iy’a bolinir ve logaritmasi alinirsa, Beer esitligi lineer hale getirilir. k

sabit bir sayi, A ise 6rnegin absorbans degeridir.
A=-log(I/1))=kC (3.3)

Spektrofotometre tarafindan o6lclilen A absorbans degeri, 6rnegin konsantrasyonu ile
dogru orantilidir. Orneklerdeki demir ve bakir iyon konsantrasyon degerini tam olarak
hesaplamak igin, ©ncelikle bilinen konsantrasyon degerlerinde FeSO, ve CuSO,
cOzeltileri hazirlanarak bu c¢ozeltilerin absorbans degerleri kullanilarak absorbans -
konsantrasyon egrisi (C —A egrisi), diger bir ifadeyle “Standart egri” elde edilmistir. UV-
Spektrofotometre (Schimadzu UV-1601) yardimi ile hazirlanan standard egrilerin egimi
ve Olcilen o6rneklerin absorbans/pik alani degerleri kullanilarak 6rneklerin

konsantrasyon degerleri hesaplanmistir.
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Sekil 3.13 Fe*?, toplam Fe ve Cu*? iyon Olciim icin kullanilan standard egriler
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BOLUM 4

BULGULAR

Bu tez ¢alismasi kapsaminda sirasiyla Peru, Amerika ve Meksika’dan temin edilen pirit,
pirotit ve kalkopirit minerallerinin biyotik (A. ferrooxidans ATCC 23270) ve kimyasal
(kontrol) ¢dziinme mekanizmalari incelenmistir. Her bir mineralin bulundugu biyoli¢ ve
kontrol cozeltilerinin pH degeri, biyolic cozeltilerindeki bakteri konsantrasyonu,

** ve kalkopirit biyolic c¢ozeltisinin icerdigi Cu™ iyon

cozeltilerin icerdigi Fe*?, Fe
konsantrasyonlari 6l¢lilmis, kullanilan minerallerin deney dncesi XRD ve XRF analizleri

yapilmis ve elde edilen sonuglar tartisma kisminda detayl sekilde analiz edilmistir.

4.1 Li¢ Cozeltilerinin pH Degerleri

Tum ¢ozeltilerin baglangig pH degeri 2.3 olarak ayarlanmigtir. Pirit mineralinin bulun-
dugu biyotik ve kontrol ¢ozeltilerinin her ikisinde de pH degerinde zamanla bir azalma
gozlenmistir. Kontrol ¢ozeltisinin pH degeri, 30 glin boyunca biyotik ¢ozeltilerinin pH

degerinden yuksek ¢ikmigstir.
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Sekil 4.1 Pirit minerali iceren biyotik (A. ferrooxidans ile inokule edilen) (e ve m) ve
kontrol (inokule edilmeyen) ¢ozeltilerinin (A) pH degerlerinin zamanla degigimi

Pirotit mineralini iceren biyotik ve kontrol ¢ozeltilerinin pH degerleri, ilk 3-4 gilin
boyunca artmis, daha sonra hafif sekilde azalmistir. Kontrol ¢ozeltisinin pH degeri 30

gln boyunca biyotik ¢ozeltilerinin pH degerlerinden ylksek olarak goézlenmistir.

Pirotit
5,0
4,0
I
o
3,0
pi ~—®—Biyotik1l —@=Biyotik2 Kontrol
2,0 |
0 5 10 15 20 25 30

Zaman (giin)

Sekil 4.2 Pirotit minerali iceren biyotik (e ve m) ve kontrol ¢ozeltilerinin (A) pH
degerlerinin zamanla degisimi

Kalkopirit mineralini iceren biyotik ve kontrol ¢ozeltilerinin pH degerleri, ilk 3 - 4 glin
boyunca keskin sekilde artmistir. Biyotik cozeltilerin pH degerleri yaklasik 15 giin
boyunca artmaya devam ederken, ilerleyen giinlerde hafif sekilde azalmistir.Kontrol
¢Ozeltisinin pH degerleri ise yaklasik 20. giine kadar belirgin bir farklilik géstermemis,

son 5 glinde artmistir.
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Sekil 4.3 Kalkopirit minerali iceren biyotik (e ve m) ve kontrol ¢ozeltilerinin (A) pH
degerlerinin zamanla degisimi
4.2  Lig Cozeltilerinin Fe™ iyon Konsantrasyonlari
Fe*? iyonlarinin bakteriler tarafindan hizli oksidasyonu sonucunda, biyolic ¢ozeltilerinde
cok dusik degerlerde, kontrol (abiyotik) cozeltilerinde ise yiiksek degerlerde Fe*™ iyon
konsantrasyonlari gozlenmistir. Pirit mineralinin kontrol c¢ozeltisinde en fazla 0.2
milimolar dizeyinde Fe*? konsantrasyonu gézlenmis, biyotik c¢ozeltilerde ise hemen

hemen sifira yakin degerlerde kalmistir.
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Sekil 4.4 Pirit minerali iceren biyotik (e ve m) ve kontrol (A) ¢ozeltilerindeki Fe** iyon
konsantrasyonlarinin (milimolar) zamanla degisimi

Pirotit mineralinin kontrol cozeltisinde en fazla 4.0 milimolar diizeyinde Fe*
konsantrasyonu gozlenmis, biyotik ¢ozeltilerde ise ilk 10 - 12 giin boyunca artis

gozlenmemis ve son gilinlerde 1.0 milimolara kadar bir artig gézlenmistir.
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Sekil 4.5 Pirotit minerali iceren biyotik (e ve m) ve kontrol (A) ¢ozeltilerindeki Fe*? iyon
konsantrasyonlarinin zamanla degisimi

Kalkopirit mineralinin kontrol ¢ézeltisinde en fazla 1.0 milimolar diizeyinde Fe* iyon
konsantrasyonu gozlenmis, biyotik c¢ozeltilerde ise hemen hemen sifira yakin

degerlerde kalmistir.
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Sekil 4.6 Kalkopirit minerali igeren biyotik (@ ve m) ve kontrol (A) ¢ozeltilerindeki Fe*
iyon konsantrasyonlarinin zamanla degisimi

4.3  Lig Cozeltilerinin Fe™ iyon Konsantrasyonlari
Pirit mineralinin kontrol ¢ézeltisinde Fe** konsantrasyonu hemen hemen sifira yakin

degerlerde kalmis, biyotik ¢ozeltilerde ise diizenli bir artis gbzlenmistir.
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Sekil 4.7 Pirit minerali iceren biyotik (e ve m) ve kontrol (A) ¢ozeltilerindeki Fe** iyon
konsantrasyonlarinin zamanla degisimi

Pirotit mineralinin kontrol cozeltisinde ilk giinlerdeki dalgalanmanin disinda Fe*

konsantrasyonu hemen hemen sifira yakin degerlerde kalmis, biyotik cozeltilerde ise

dizenli bir artis gbzlenmistir.
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Sekil 4.8 Pirotit minerali iceren biyotik (e ve m) ve kontrol (A) ¢ozeltilerindeki Fe* iyon
konsantrasyonlarinin zamanla degisimi

Kalkopirit mineralinin kontrol ¢ozeltisinde Fe** konsantrasyonu ilk hafta artmis ve daha
sonraki 10 giin hemen hemen sabit degerlerde kalmis, biyotik ¢ozeltilerde ise 30 giin

boyunca diizenli bir artis gdzlenmistir.
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Sekil 4.9 Kalkopirit minerali igeren biyotik (@ ve m) ve kontrol (A) ¢ozeltilerindeki Fe*
iyon konsantrasyonlarinin zamanla degisimi

Pirit iceren biyoli¢ ¢ozeltisinin pH degeri ¢cok hafif azalirken, pirotit ve kalkopirit biyolig
cOzeltilerinde pH degerleri ilk gilinlerde artmis ve sonra sabite yakin degerlerde
kalmistir. Pirotit kontrol c¢ozeltisinin pH degeri ilk gilinlerde keskin sekilde artip
sabitlenmis, pirit ve kalkopirit kontrol ¢ozeltilerinde ise cok az degisime ugramistir. Pirit
ve kalkopirit biyotik cozeltilerinin Fe* iyon konsantrasyonlari ¢alisma boyunca hemen
hemen sifira yakin kalmis, pirotit biyotik ¢ozeltisinde ise son 10 glin artmigtir. Pirotit
kontol ¢ozeltisinin Fe*™ iyon konsantrasyonlari calisma boyunca en yiiksek degerleri
almis, arkadaslarinde kayda deger bir artis gozlenmemistir. Kalkopirit biyotik
cozeltilerinde Fe™ iyon miktari en yiksek, pirotit biyotik c¢ozeltilerinde ise en dusuk
degerlerde gozlenmistir. Tim minerallerin kontrol ¢ozeltilerindeki Fe** iyon miktari ¢ok

disuk degerlerde kalmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Tim minerallerin biyotik ve kontrol ¢ozeltilerindeki pH ve Fe*?, Fe*™ iyon
konsantrasyon degisimleri

4.4 Li¢ Cozeltilerinin Demir ve Bakir iyon Konsantrasyonlarinin pH ile Degisimi
Pirit biyotik cozeltilerinde artan pH degeri ile Fe*? iyon konsantrasyonu azalirken,

pirotit ve kalkopirit biyotik cozeltilerinde pH 3.4 degerine ulasincaya kadar Fe™ iyon

konsantrasyonu artmis sonra azalmistir.
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Sekil 4.11 Pirit iceren biyotik ¢ozeltideki Fe™ (#) ve Fe* (m)iyon konsantrasyonlarinin
pH degerine bagh degisimleri
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Sekil 4.12 Pirotit iceren biyotik ¢ozeltideki Fe** (#) ve Fe** (m) iyon konsantrasyonlarinin
pH degerine bagh degisimleri
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Sekil 4.13 Kalkopirit iceren biyotik cozeltideki Fe** (¢) ve Fe** (m)iyon
konsantrasyonlarinin pH degerine bagli degisimleri
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4.5  Kalkopirit Li¢ Cozeltilerinin Fe** ve Cu*? iyon Degisimleri

Kalkopirit biyotik ve kontrol c¢ozeltilerindeki Fe** ve Cu™ iyon konsantrasyonlarinin
zamanla degisimi benzer karakterde gozlenmistir. Biyotik ¢ozeltilerde zamanla iyonlar
artarken, kontrol c¢ozeltilerinde ise yaklasik sabit kalmistir. Cu*? iyon konsantrasyonu

10.0 milimolar degerine kadar yiikselirken, Fe** konsantrasyonu 2.0 milimolar degerine

kadar artmistir.
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Sekil 4.14 Kalkopirit biyotik ve kontrol ¢ézeltilerindeki Fe*™ ve Cu* iyon
konsantrasyonlarinin zamanla degisimi

Kalkopirit biyoli¢c ¢ozeltisindeki Fe*® ve Cu™ iyon konsantrasyonlari pH 3.4 degerine

ulasincaya kadar artmis, daha sonra artan pH degeri ile azalmistir (Sekil 4.15).

Kalkopirit
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Sekil 4.15 Kalkopirit iceren biyotik cozeltilerdeki Cu** (#) ve Fe** (m)iyon
konsantrasyonlarinin pH degerine bagh degisimleri
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4.6 Biyoli¢ Cozeltilerinin Bakteri Konsantrasyonu

Hemen hemen tim minerallerin biyoli¢ ¢6zeltisindeki bakteri yogunlugu ikinci glin
keskin bir azalis gostermis, ortalama 13 gin boyunca artmaya devam etmis ve

sonrasinda duragan faza ulasmistir.

5,00E+07

2 . i
=]
53 A ¢ ®
SE 0 ®
2~ 5,00E+06 T

5]
=
g .
SE =
E ©Pirit HEPirotit A Kalkopirit
=~ 5,00E+05

0 5 10 15 20 25

Zaman (giin)

Sekil 4.16 Pirit, pirotit ve kalkopirit biyoli¢ ¢ozeltilerindeki planktonik bakteri
konsantrasyonu.

4.7 Minerallerin Coziinme Kinetikleri

Mineral ¢ozlinirliklerinin kontrol mekanizmasini tespit etmek amaciyla, x degeri pirit,
pirotit ve kalkopirit minerallerini iceren biyoli¢ ¢ozeltilerinde bulunan okside edilmis
demir oranini verecek sekilde hazirlanan 1 - (1-x)1/3 ve 1 - (2x/3) - (1-x)2/3 degerlerinin

zamana bagh degisim grafikleri Sekil 4.17 ve 4.18’de verilmistir.
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Sekil 4.17 Pirit, pirotit ve kalkopirit minerallerinin biyoli¢ ¢ozeltilerinin 1 - (1-x)1/3
degerinin zamana bagli degisimi
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Sekil 4.18 Pirit, pirotit ve kalkopirit minerallerinin biyoli¢ ¢ozeltilerinin

1-(2x/3) - (1-x)2/3 degerinin zamana bagli degisimi
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Bu grafiklerden elde edilen korelasyon kaysayilari (R?) ve li¢ sabitleri (k. ve kq) Cizelge

4.1’de verilmisgtir.

Gizelge 4.1 k. ve kq degerleri ile korelasyon katsayilari

Mineral ke R? kg R?
(10 giin™) (10 giin™)

Kalkopirit 1.6 0.914 9.0 0.787

Pirit 0.6 0.904 1.0 0.674

Pirotit 0.2 0.828 0.2 0.656

4.8 Minerallerin Biyoli¢ Oncesi Kristal yapi ve Kimyasal Analizi

Pirit, pirotit ve kalkopirit minerallerinin kristal yapilari X-Ray Diffraction (XRD) metodu
ile belirlenmistir (Sekil 4.19). Minerallerin icerdigi element ylzdeleri ise X-Ray
Flourescence (XRF) metodu ile belirlenmistir (Cizelge 4.2). XRD ydontemi, malzemelerin
orgli parametrelerini belirlemek icin kullanilan bir yontemdir. Bu yontemle
malzemenin kristal yapiya sahip olup olmadigi ve kristal yonelimleri bilgilerine
ulasilabilir. XRF yonteminde ise, X-isinlari ile bombardimana tabi tutulan numuneden

salinan karakteristik X-1sinlari yardimiyla numunenin kimyasal analizi yapilir.

Cizelge 4.2 SUlfurlG minerallerin kimyasal analizi (wt%)

Mineral Fe S Cu Zn Si Ca
Kalkopirit 33.7 21.0 29.3 - 4.9 111
Pirit 53.5 45.1 0.69 0.67 - -
Pirotit 66.4 24.7 1.90 3.30 3.7 -

XRF analizi sonucunda, en diisik demir iceren mineral kalkopirit, en yiksek demir

iceren mineral ise pirotit olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.19 islem gérmemis pirit, pirotit ve kalkopirit minerallerinin XRD diyagramlari

XRD analizi sonucunda, pirit ve kalkopirit minerallerinin kristal yapida oldugu, pirotit
mineralinin ise amorf yapida oldugu tespit edilmistir.
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BOLUM 5

TARTISMA

Pirit, pirotit ve kalkopirit minerallerinin ferrik demir (Fe+3) tarafindan c¢o6ziinme

reaksiyonlari asagida sirasiyla verilmistir [196]:

FeS,+14Fe" +8H,0 — 15Fe* +250;* +16H"

Fe, , S+(8-2x)Fe™+4H,0 —(9-3x)Fe” +50,* +8H"

(1

CuFes, +4Fe*™ — Cu™+5Fe*+2S°

Fe+2 + H+ + %02 Fe—oksitleyici—bakteri Fe+3 + lHZO

3 . .
0 S—oksitleyici—bakteri
S'+50,+H,0 s H,S0,

(5.1)

(5.2)

(5.3)

(2.4)

(2.6)

Pirit mineralini igeren li¢ ¢ozeltilerinin pH degerleri, bu mineralin asitte ¢6ziinememe

ozelliginden dolayir (Reaksiyon 2.1 ve 2.2) siirekli azalmistir (Sekil 4.1). Pirotit ve

kalkopirit li¢ cozeltilerinin pH degerleri ise, ilk glinlerde bu minerallerin asitte

¢Ozinebilir yapilarindan dolayi (Reaksiyon 2.3) asidi tiketmeleri neticesinde artmis ve

daha sonra azalmistir (Sekil 4.2, 4.3).

Biyolic ¢ozeltilerinde bakterilerin ferréz demiri (Fe™) oksitlemeleri neticesinde

(Reaksiyon 2.4), pirit ve pirotit minerallerinin ¢6zlinme reaksiyonlarina giren Fe*? iyon

konsantrasyonu artarak daha fazla silfat ve proton lretimine neden olmustur
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(Reaksiyon 5.1 ve 5.2). Bakterilerin ayni zamanda silfir oksidasyonunu da
hizlandirmalari, daha fazla asit Uretimini beraberinde getirmistir (Reaksiyon 2.6).
Bunun sonucunda pirit ve pirotit minerallerinin biyoli¢ ¢ozeltilerinin pH degerleri,
kontrol ¢ozeltilerine gore daha fazla dismustir (Sekil 4.1, 4.2). Ancak kalkopirit
mineralinde bu durumun tam tersi gozlenmistir (Sekil 4.3). Kalkopirit mineralinin lig
mekanizmasi glinimiizde hala tamamen anlasilmis degildir. Zira lic asamalarinda
oldukca karmasik oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlari yer almaktadir (Reaksiyon 5.3,
2.4 ve 2.6). Kalkopirit mineralinin lig ¢ozeltilerinin pH davraniginin diger minerallerden
farkh olmasi, bu reaksiyonlarin toplu etkisi ile agiklanabilir. Bunun yanisira yakin
zamanda vyapilan bir calismada, kalkopirit li¢ ¢ozeltisine Cu*? iyonlarinin eklenmesi
sonucunda, mineral ¢ézUnlrlGginin arttigl belirlenmistir [197]. Bizim ¢alismamizda
kalkopirit mineralinin biyoli¢ ¢ozeltisinde, kontrol ¢ozeltisine kiyasla ¢ok daha yliksek
konsantrasyonda Cu®* iyonu gézlenmistir (Sekil 4.14). Calisilan mineraller arasinda
kalkopirit en disik oranda Fe icermesine ragmen (Cizelge 4.2), en yiksek oranda
demir oksidasyonu kalkopirit biyolic cozeltilerinde tespit edilmistir. Bu ylzden,
kalkopiritin biyolicinde rol alan karmasik reaksiyonlardan demir oksidasyonunun baskin
reaksiyon oldugu ve boylece biyotik ¢ozeltilerde pH yikselmesine yol actigi sdylenebilir

(Sekil 4.3).

Bakteriyel Fe*? oksidasyonu sonucunda tiim minerallerin biyoli¢ ¢ozeltilerinde dustk
konsantrasyonda Fe™ iyonu, ve giderek artan konsantrasyonlarda Fe® iyonu
gozlenmistir (Sekil 4.4 — 4.9). Tim minerallerin biyolic ve kontrol ¢ozeltilerinin pH, Fe*
ve Fe*? iyon konsantrasyonlarinin zamanla degisimi ise Sekil 4.10’da gésterilmistir.

Minerallerden salinan Fe*? iyonlari (Reaksiyon 2.1 - 2.3), bakteriyel Fe** oksidasyonu
(Reaksiyon 2.4) ve Fe™in mineral ¢éziinmesi sirasinda harcanmasi sonucunda,
indirgenmis ve yikseltgenmis fazlar arasinda bir dongi izler. Pirit, pirotit ve kalkopirit
¢Ozlinme reaksiyonlari sirasinda, ¢cozeltideki Fe*? iyonlari harcanir (Reaksiyon 5.1 - 5.3).

Lic ¢ozeltilerinde serbest halde bulunan Fe™ iyonlari mineral yizeyi ile reaksiyona

girerek, mineralin ileri derecede ¢6ziinmesine katki saglarlar.

Demirin dogada bulundugu oksidasyon durumlari, pH gibi cevre faktorlerine bagl
olarak degisir. 3.0’1 asan pH degerlerinde demir iyonlari ¢dzlinemez hale gelerek ¢okelir

[198]. Mineral ¢oziinmesinde 6nemli rol oynayan Fe™ iyonlarinin cokelmesinden
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dolayi, li¢ ¢cozeltilerindeki serbest Fe** konsantrasyonu azalir (Reaksiyon 5.1 - 5.3). Sekil
4.11, 4.12 ve 4.13, minerallerin biyoli¢ ¢ozeltilerindeki Fe iyon miktarlarinin pH
degerlerine bagh degisimini géstermektedir. Pirit biyoli¢ ¢ozeltisinde Fe** iyonlari artan
pH degeri ile azalmakta, pirotit ve kalkopirit biyoli¢c cozeltilerinde ise sirasiyla pH 3.0 ve
3.4 degerine kadar artmakta, daha sonra azalmaktadir. Fe** iyonlarinin pirit ve pirotit
¢Ozeltilerindeki davranisi reaksiyon 2.4 ile agiklanabilir. Ancak, kalkopirit biyolig
cozeltisindeki demir iyonlarinin oksidasyonu hem bakteri (Reaksiyon 2.4) hem de Cu™

(Esitlik 5.4) iyonlari tarafindan gergeklestirilmistir [199].

Fe* +Cu™ < Fe” +Cu™ (5.4)

Matematik modellemeler, kati-sivi sistemlerinin (metallerin ligi v.b) reaksiyon
mekanizmalarini anlamak ve elde edilen sonuglari yorumlamak agisindan énemlidir. Lig
siresince minerallerin ylizeyinde pek ¢ok ¢oziinme Urlint birikir. Arastirmacilar,
kalkopirit ylzeyinde jarosit, kalkosit, kovelit ve sulfir gibi pek ¢ok li¢ Grlndnin
olustugundan bahsetmislerdir [84,85,200,201]. Pirotit nemli hava ile oksidasyona
girdiginde, mineral ylzeyinde Fe(lll) oksihidroksit tabakasi [202-204], A. ferrooxidans
ile biyolice maruz kaldiginda ise elementel siilfiir, jarosit, geotit gibi lic kalintilar tespit
edilmistir [205]. Pirit Fe** iyonlari ile asidik ortamda (pH~2) ¢éziindugiinde ise mineral

ylzeyinde bir silfiir tabakasinin olustugu gozlenmistir [206].

Mineral yiizeyinde olusan li¢ trinlerinin goézenekli olmasi ve Fe™ iyonlar gibi
oksidasyon ajanlarina karsi gegirgen olmasi durumunda, mineral ¢éziinme prosesi

kimyasal kontrolludir ve ¢d6zlinme kinetigi asagidaki esitlikle ifade edilir:
kt=1-(1-x)" (5.5)

Mineral ylizeyinde olusan li¢ Grlnleri li¢ ajanlarina karsi gegirgen degilse, mineral
¢Ozunurlugl difiizyon yoluyla kontrol edilir ve ¢dziinme kinetigi asagidaki esitlikle ifade

edilir:

kt=1-(2x/3)-(1-x)" (5.6)
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Bu ifadelerde k. ve kg lic hiz sabitlerini, X ise oksidasyona ugrayan demir ylizdesini

temsil eder [53].

Disik tendrli kalkopiritin A. ferrooxidans ile biyolici yapilan bir calismada, kinetik
datalarin diflizyon kontrol modeline uydugu tespit edilmistir [66]. Dogal pirit
orneklerinin farkh sartlar altinda li¢ islemine maruz birakildigi bir baska ¢alismada ise,
¢O6zlinme mekanizmasinin kimyasal kontrolli oldugu belirlenmistir [62-65].

Bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglarin her iki mekanizmayi temsil eden esitliklere
uygulanmasi sonucunda, esitlik 5.6 ile daha lineer bir dogru elde edilmistir. Sekil 4.17
ve 4.18'de tim mineraller igin hesaplanan 1- (1-x)1/3 ve 1- (2x/3) - (1-x)2/3 degerlerinin
zamana bagh egrisi gortilmektedir. Esitlik 5.5 ve 5.6 igin hesaplanan li¢ sabitleri ve elde
edilen dogrularin R’ degerleri Cizelge 4.1'de gosterilmistir. Egrilerin R? degerlerine gore
pirit, pirotit ve kalkopirit minerallerinin A. ferrooxidans ile biyoli¢ prosesinin kimyasal
kontrolli oldugu sonucuna varilmistir. Bu veriler 1si8inda minerallerin biyoli¢ hizlari

buyukten kiguge dogru kalkopirit, pirit ve pirotit seklinde siralanabilir (Cizelge 4.1).

Minerallerin kimyasal analiz sonuclari Cizelge 4.2’de gosterilmistir. Buna gore pirit,
pirotit ve kalkopiritte bulunan demir ylzdeleri sirasiyla % 53.5, % 66.4 ve % 33.7 olarak

tespit edilmistir.

Biyolig isleminin gerceklesmesinde ileri suriilen kooperatif mekanizmaya gore bir kisim
bakterinin li¢ edilen mineralin ylizeyine tutunmasi esastir. Biyoli¢ ¢ozeltisinde serbest
halde bulunan Fe** iyonlari mineralin ¢éziinmesinde rol alirlar [207]. Ayni zamanda
biyolicin lic basamak halinde gerceklestigi ifade edilmistir. ilk asamada, bakteri
hiicreleri mineral yiizeyine tutunurlar. ikinci asamada ise, mineral yiizeyi doygunluga
ulasir ve bakterilerin ylizeye tutunma orani azalir. Bdylece bakteriler ¢ozelti igerisinde
cogalmaya baslayarak planktonik (asili) bakteri konsantrasyonunun artmasina neden
olurlar. Son asamada ise planktonik ve mineral yiizeyine tutunmus hticreler arasinda

bir denge olusur [208].

Yang ve arkadaglari, pirit ve kalkopirit minerallerinin A. ferrooxidans ile biyolig
¢alismasinda, hicrelerin her iki minerale de esit oranlarda tutundugunu
belirlemislerdir [209]. Africa ve arkadaslari, A. ferrooxidans hiicrelerinin, pirit ylizeyine

tutunma oraninin kalkopirit ylizeyine tutunma oranindan daha yiksek oldugunu tespit
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etmislerdir [210]. Zhu ve arkadaslari, A. ferrooxidans hiicrelerinin kalkopirit ylzeyine

tutunma oranlari arttikca biyolic oranlarinin da arttigini géstermislerdir [60].

Bu tez galismasi kapsaminda pirit, pirotit ve kalkopirit minerallerini iceren biyolig
¢Ozeltilerindeki planktonik hiicre konsantrasyonlarinin, yaklasik 13. glinde duragan faza
ulastigi tespit edilmistir (Sekil 4.16). Bu durum, A. ferrooxidans hiicrelerinin mineralleri
biyoli¢c deneylerinin ilk iki haftasi boyunca etkin sekilde okside edebildigini gostermistir
(Reaksiyon 2.4 ve 2.6). Bakterilerin biyoli¢ sirasinda mineral yiizeyine tutunarak
gelistigi ~ bilinmektedir. ~ Tum  biyolic  ¢Ozeltilerindeki  planktonik  hiicre
konsantrasyonlarinin deneylerin ikinci giinlinde azaldigi ve daha sonra artmaya devam
ettigi gozlenmistir. Bu durum, bakterilerin bir kisminin ilk iki glin icerisinde mineral
ylzeyine tutunarak gelisimine devam etmesi seklinde agiklanabilir. Schippers ve
arkadaslari, inokule edilen bakteri sayisinin yaklasik % 80’inin biyoli¢ ¢ozeltisinden ilk
gln igerisinde kayboldugunu rapor etmislerdir [2]. Bizim ¢alismamizin ikinci gliniinde
ise kalkopirit, pirit ve pirotit iceren biyoli¢ ¢ozeltilerinden ikinci gliniinde kaybolan
hiicre konsantrasyonlari, inokule edilen konsantrasyon degerinin sirasiyla % 86, % 84
ve % 80’i olarak tespit edilmistir. Bu durum, sonuglarimizin Schippers ve arkadaslarinin
raporu ile uyum icerisinde oldugunu gostermektedir. Mineral ylizeyine tutunan bakteri
sayisl, inokule edilen hiicre sayisi ile ikinci glin ¢ozeltide bulunan hiicre sayisi arasindaki
fark hesaplanarak belirlenmistir. Kalkopirit, pirit ve pirotit igin bu degerler sirasiyla 5.64
x 10°,5.51 x 10° ve 5.20 x 10° (hicre/mL) olarak hesaplanmistir. Bu degerler, ayni

zamanda Cizelge 4.1'de hesaplanan li¢ oranlarini da desteklemektedir.

Kalkopirit biyoli¢ ¢Ozeltisinde aciga cikan Cu*? iyon konsantrasyonlarinin (0.31 mM
Cu*?/giin), okside olmus Fe iyon konsantrasyonundan (0.054 mM Fe**/giin) yaklasik 5
kat daha fazla oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.14). Bu durumun sebebi, Fe* iyonlarinin
cogunun ¢okelmeye ugramasi ve bir kisminin mineralin ileri derecede oksidasyonuna

harcanmasi ile agiklanabilir.

Minerallerin kristal yapisini belirlemek amaciyla, biyolic dncesi X-isini kirinim (XRD)
analizi yapilmistir (Sekil 4.19). Pirit mineralinde FeS, ve FeS ana pikleri gozlenirken,
kalkopirit mineralinde djurleite (Cuy.S), anhydrite (CaSQ4) ve Cu(FeO;) pikleri tespit
edilmistir. Pirotit ise, belirgin olmayan zayif bir pik gdstermistir. Bu durum, pirotitin

amorf yapida oldugunu gosterir.
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

6.1 Sonuglar

Sulfarli minerallerin biyoligi, metal silfitleri metal silfatlara donlstiren bir
ekstraksiyon metodudur. Bu tez calismasi kapsaminda, pirit (FeS,; Ward’s Scientific,
Huanzala, Peru), pirotit (Fe;4S, x=0 - 0.2; Ward’s Scientific, Galax, Virginia, USA) ve
kalkopirit (CuFeS,; Ward'’s Scientific, Durango, Mexico) minerallerinin Acidithiobacillus
ferrooxidans ATCC 23270 bakterisi ile ¢ozlinme oranlari karsilastirilarak, biyolic
kinetikleri incelenmistir. Biyoli¢ ve kontrol deneyleri 250 mL hacmindeki erlenlerde
yapilarak li¢ ¢ozeltilerinden belirli araliklarla alinan érneklerin pH ve Fe™, Fe™, cu®
iyon konsantrasyon élglimleri yapilarak sonuglar analiz edilmistir. Ayni zamanda biyolig
¢Ozeltilerinden belirli araliklarla alinan 6érneklerde bulunan planktonik bakteri sayimi
yapilmigtir. Minerallerin kristal yapilarini ve kimyasal kompozisyonlarini belirlemek

amaciyla islem gérmemis minerallerin XRD ve XRF analizleri yapiimistir. Elde edilen tim

sonuglar Bolum 5’te ayrintili sekilde tartigilmistir.
Bu tez ¢alismasi sonucunda elde edilen temel bulgular ve analizleri asagida verilmigtir:

e Tez calismamizda elde edilen verilerin degerlendirilmesi sonucunda, A.
ferrooxidans varliginda minerallerin ¢dziinme mekanizmalarinin  kimyasal
kontrolli oldugu belirlenmistir. Ayni zamanda ¢6ziinme hizlari asagidaki
siralamada gergeklesmistir:

kalkopirit > pirit > pirotit
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Biyolic deneylerinin baslangicinda erlenler = 6.5 x 10° hiicre/mL bakteri
konsantrasyonu ile inokule edilmistir. Deneylerin ikinci glnlinde biyolig
¢Ozeltilerindeki bakteri sayilari azalmistir. Bu azalma, bakterilerin ilk giinlerde
mineral ylzeyine tutundugu anlamina gelmektedir. Kalkopirit, pirit ve pirotit
mineral ylizeylerine tutunan bakteri sayilari sirasiyla 5.64 x 10° 5.51 x 10° ve
5.20 x 10° (hiicre/mL) olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar, mineral yiizeyine
tutunan bakteri sayisi ile biyoli¢ hizinin dogru orantili oldugunu géstermistir.
Bakteri hiicresi basina diisen demir oksidasyon oranlari kalkopirit, pirit ve
pirotit icin sirasiyla 9.57 x 10° mM Fe"/(hiicre.giin), 5.80 x 10° mM
Fe**/(hiicre.glin) ve 3.07 x 10° mM Fe**/(hiicre.giin) olarak belirlenmistir.

Piritin ¢6zinmesinde rol alan oksidasyon ajani Fe*? iyonu iken, pirotit ve
kalkopiritin ¢6ziinmesinde Fe**ve H* oksidasyon ajani olarak rol alir. Bu durum
piritin asitte ¢dzlinmemesini, diger minerallerin ise asitte ¢dziinmesini netice
verir. Bu durumu destekler mahiyette, pirit mineralinin li¢ ¢ozeltilerinin pH
degerleri deneyler boyunca siirekli azalmis, pirotit ve kalkopirit minerallerinin
lic cozeltilerinin pH degerleri ise ilk gilinlerde minerallerin asidi tiketerek
¢O6ziinmesi neticesinde artmistir.

Asitte ¢ozlinemeyen piritin kimyasal li¢ ¢ozeltilerinde sifira yakin degerlerde
Fe*? iyonlar goézlenmesine karsilik, pirotit lic cozeltisinde Fe** iyon
konsantrasyonlari 4.0 mM’a, kalkopirit li¢ ¢ozeltisinde ise 1.0 mM’a kadar
ulasmistir. Ferréz demirin bakterilerce ferrik demire oksidasyonu neticesinde
ise, biyolic cozeltilerinde kayda deger Fe' iyon konsantrasyonlari
gozlenmemistir.

Bakterilerin ferr6z demiri okside etmesi neticesinde, tim minerallerin biyoli¢
cozeltilerinde, kontrol ¢ozeltilerine oranla daha yiiksek konsantrasyonda Fe*
iyonlari tespit edilmistir. En yilksek degerler kalkopirit i¢in 1.94 mM, pirit igin
1.27 mM, pirotit igin ise 0.70 mM olarak o&lgllmustir. Tdm biyolig
cozeltilerindeki Fe*? konsantrasyonlarinin zamanla diizenli olarak artmasi,
bakterilerin deneyler boyunca aktif oldugunu gostermistir.

Kalkopirit (CuFeS;) mineralinin biyolic c¢ozeltilerinde elde edilen bakir
oksidasyon hizi (0.310 mM Cu?**/giin), demir oksidasyon hizinin (0.054 mM
Fe**/glin) neredeyse 5 kati olarak tespit edilmistir. Bu durum, demir iyonlarinin
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bir kisminin 3.0’1 gecen pH degerlerinde ¢okelmesi ve bir kisminin da mineralin
ileri oksidasyonu igin harcanmasi ile agiklanabilir.

e XRD analizleri sonucunda pirit ve kalkopirit minerallerinin kristal yapida oldugu,
pirotit mineralinin ise amorf yapida oldugu belirlenmistir. Pirit mineralindeki
temel pikler FeS, ve FeS, kalkopirit mineralindeki pikler ise djurleite (Cuj.osS),
anhydrite (CaSQ,) ve Cu (FeO;) olarak belirlenmistir.

e XRF analizleri sonucunda kalkopirit, pirit ve pirotit minerallerinde bulunan

demir miktarleri sirasiyla % 33.7, % 53.5, ve % 66.4 olarak belirlenmistir.

6.2  Oneriler

Gunlimizde kimyasal lic metotlarina gére pek ¢cok avantaji bulunan biyolic yontemi,
belirli tlkelerde endlstriyel olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ancak, biyoli¢c canli
mekanizmalari igeren bir metot olmasi yoniyle, her zaman umulmadik problemlerle
karsilasilmasi muhtemeldir. Bu amacla pek cok biylik biyolic firmasi, blinyesinde
arastirma laboratuvarlari  bulundurmaktadir.  SUGIfirlG  minerallerin  ¢6zlinme
mekanizmalarinin ve bakterilerin demir oksidasyonu mekanizmalarinin tam olarak
anlasilmasi endistriyel biyolic uygulamalarinda karsilasilan problemlerin ¢oziimiine
biyiik oranda katki saglayacaktir. ileriki calismalarda, siilfiirli minerallerde bulunan
demir/sulfir oranlarinin ve minerallerin kristal yapilarinin biyolic verimine olan
etkisinin arastirilmasinin, minerallerin ¢6ziinme mekanizmalarinin anlagilmasina biyuk

katki saglayacagi diisiinlilmektedir.

Farkh bakir yataklarindan alinacak sulfurli bakir minerallerinin, alindiklari bélgeden
izole edilen yerel asidofilik bakteri kilturleri ile ¢esitli sicaklik ve pH ortamlarinda
biyolic islemine tabi tutularak optimum sartlarin belirlenmesi, metal kazanim
oranlarinin artmasina katki saglayacaktir. Ayni zamanda bu galismalarin daha biyuk

hacimlerde yapilmasi, endistriyel boyuttaki uygulamalara gecis icin faydali olacaktir.

Asidofilik bakterilerin metabolik aktiviteleri, zamanla ¢6zelti pH’sini yikseltmekte, bu
durum en etkin lic ajani olan Fe*? iyonlarinin ¢Okelerek devre disi kalmasina neden
olmaktadir. Li¢ sitresince pH degerlerinin kontrol edilerek yaklasik 2 ile 3 degerleri

arasinda sabit tutulmasi, biyoli¢ hizini artirabilir.
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