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Bu calismada; Kiitahya- Eskisehir bolgesinde yer alan iki farkli manyezit madeni
ocagindan  Ornekler  alimarak, cevher  zenginlestirme  potansiyeli  olan

mikroorganizmalarin izolasyonu gerceklestirildi.

Elde edilen izolatlarin tan1 ve karakterizasyonu konvensiyonel (morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal testler) ve 16S rDNA PCR ve ITS PCR molekiiler yontemlerine gore
yapildi. Sekans analizleri sonucunda, bakteri izolatlardan izole edilen bakterilerden 3’
tintin Bacillus sp, 2’sinin Arthrobacter sp, 3’iiniin Bacillus atrophaeus, 1’inin Bacillus
drentensis, 2’sinin Paenibacillus sp. 1’inin Bacillus thuringiensis, 1’inin
Microbacterium schleiferi, 1’inin Bacillus circulans, 1’inin Streptomyces sp. 1’inin
Terribacillus aidingensis, 3’iniin Bacillus simplex, 1’inin  Bacillus endophyticus,
1I’inin Bacillus idriensis oldugu; fungal izolatlarin ise 3’iniin Aspergillus alliaceus,
1’inin Penicillium chrysogenum, 4’tiniin Penicillium sp. 2’sinin Fusarium tricinctum,
2’sinin Aspergillus flavus, 1’inin Aspergillus leporis ve 1’inin Aspergillus nomius
oldugu belirlendi.

2015, 129 sayfa
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ABSTRACT
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ISOLATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF THE
BACTERIA AND FUNGI WHICH HAVE POTENTIAL OF ORE
ENRICHMENT IN MAGNESITE QUARRIES IN KUTAHYA
(TURANOCAGI AND ORTAOCAK)
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Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
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Science of General Biology

Supervisor: Prof. Dr. Medine GULLUCE

In the present study, the magnesite samples were collected from two magnesite mines
placed in Kiitahya-Eskisehir region and the isolation studies of the microorganisms with

magnesite enrichment potential from the ore samples were done.

The identification and characterization studies of the isolates were done by using
conventional (morphological, physiological and biochemical) and molecular (16S
rDNA PCR and ITS PCR analysis) techniques. According to the results, 3 isolate were
assigned to Bacillus sp, 2 isolates to Arthrobacter sp., 3 isolates to Bacillus atrophaeus,
1 isolate to Bacillus drentensis, 2 isolate to Paenibacillus sp., 1 isolate to Bacillus
thuringiensis, 1 isolate to Microbacterium schleiferi, 1 isolates to Bacillus circulans, 1
isolate to Streptomyces sp., 1 isolates to Terribacillus aidingensis, 3 isolates to Bacillus
simplex, 1 isolate to Bacillus endophyticus and 1 isolates to Bacillus idriensis;
According to results of fungi isolation, 3 isolates to Aspergillus alliaceus, 1 isolate to
Penicillium chrysogenum, 4 isolate to Penicillium sp., 2 isolate to Fusarium tricinctum,
2 isolate to Aspergillus flavus, 1 isolates to Aspergillus leporis and 1 isolate to
Aspergillus nomius.

2015, 129 pages
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1. GIRIS

Elementlerin bir takim fiziko-kimyasal sartlar altinda bir araya gelmesiyle mineraller;
minerallerin de yer kabugunda olusturduklar1 birikimlerle maden yataklar1 olusur.
Maden yataklarin da c¢esitli amacglar dogrultusunda isletilmesi ile maden ocaklar1 ve
isletmeler olusmustur. Teknolojik calismalarla insanlarin  kullanimina sunulan,
ekonomik acidan deger tastyan mineral gruplar1 ve kayaglara maden adi verilir. Biiyiik
Olciide yerin jeolojik yapisina ve olusum sekillerine bagl olarak sekillenirler. Madenler
olusum siireci olduk¢a uzun olan ve tiiketildiginde yenilenemeyen kaynaklardir (TBMM

2010).

Madenlerin dogada bulunus sekilleri rastgele degildir. Cok karmagik mekanizmalar
iceren doga olaylar1 sonucu olusurlar ve yer kabugunun belli 6zelliklere sahip
bolgelerine yerlesirler. Bir doga gizemi sayillan madenler fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine, olusum sekillerine, kullanildiklar1 sektorlere gore ¢ok cesitli bigimlerde

siiflandirilir ve insanlik yararina sunulurlar (TOBB 2007; TBMM 2010).

Madencilik faaliyetleri ilk insanin varolusuyla baslamis ve giiniimiize kadar ulagsmstir.
Tarihin her déneminde vazgecilmez deger iceren madencilik insanoglunun yeryliziine
yakin kisimlardan ve erisebilecekleri derinliklerden her tiirlii mineralin ¢ikarilmasi ve
kullanilmasiyla yasamimizin her alania derinlemesine islemis ve bdylece medeniyetin

dogusu saglanmistir (TOBB 2007, TMMOB 2011).

Ulkelerin gelismislik diizeyleriyle sahip oldugu maden rezervleri ve bunlarin islenmesi
arasinda dogrudan bir iliski vardir. Dogal kaynaklarini etkin bir bigimde kullanan
gelismis tlkeler var olan ekonomik giiclerini biiylik anlamda buna borgludurlar (Borand

2012).

Diinyada madenciligin giiglii oldugu {ilkelerin basinda Amerika Birlesik Devletleri

gelirken bunu sirasiyla Cin, Giiney Afrika, Kanada, Avustralya ve Rusya takip



etmektedir. Maden aramaciligina en ¢ok yatirim yapan iilkeler ise Kanada, Avustralya
ve ABD’dir. Bu oranlar iilkenin gelismisligi yaninda maden ¢esitliligi potansiyeli ile de
ilgilidir. Giiney Afrika Cumhuriyeti - Altin, platin grubu metaller, manganez, krom,
aliminyum; Cin - Demir, kursun, manganez, molibden, kalay, zirkonyum, ¢inko ve
fosfat; Kanada - Uranyum, ¢inko, altin, bakir, nikel, kobalt, demir, petrol ve dogal gaz;
Avustralya - Komiir, demir, rutil, ¢inko, kursun ve uranyum ABD - Kursun, molibden
ve fosfat cevherleri yoniinden oldukga zengindir (TOBB 2007; TBMM 2010).

Ulkemiz gerek jeolojik ve tektonik yapisi bakimindan gerekse kitalar arasi
hareketliligin, magmatik hareketlerin ve volkanik faaliyetlerin ¢ok yogun gerceklestigi
bir cografyada yer almasi ayrica farkli jeolojik zamanlar1 yasamasi bakimindan ¢ok
cesitli maden yataklarimi biinyesinde barindirmaktadir. Bu jeolojik durum iilkemizde
stireklilik gosteren biiyilk maden rezervlerinin olusumunu engellerken, ¢ok cesitli
madenlerin de olusumuna neden olmustur. Gilinlimiiz diinyasinda 90 ¢esit madenin
{iretimi yapilmaktayken bunlardan 60’mn diretimi iilkemizde mevcuttur. Ulkemiz
diinyada maden g¢esitliligi bakimindan 10. sirada yer alirken maden iiretim degeri

itibariyle de 132 iilkeden 28. sirada yer almaktadir (TBMM 2010; Tuna 2011).

Tiirkiye’deki yetersiz mineral kaynaklari arasinda bakir, manganez, grafit, boya
topraklari, kursun, alliminyum, maden koémiirti, zirkon, ¢inko, arsenik, talk, titan, demir,
kiikiirt, mika, nikel, fosfat, kil mineralleri sayilirken; Bor tuzlari, barit, jips, liletasi,
mermer, diyatomit, perlit, stronsiyum tuzlari, sepiyolit, fluorit, kiregtasi, ponza,
sodyum-siilfat, zeolit, profilit, kuvars-kuvarsit, linyit, feldspat, kaya tuzu, olivin,
dolomit, silis kumu, altin, bentonit, trona, asbest, kalsit zimpara tas1 ve manyezit zengin

mineral kaynaklari arasinda sayilabilmektedir (Ozkok 2005; DPT 2007; Tuna 2011).

Ulkemizin 6nemli ekonomik degere sahip madenlerinden biri olan Manyezit (MgCOs);
saf magnezyum ve cesitli magnezyum bilesenlerinin liretiminde kullanilan en temel
kaynak olup yer kabugunda %1,39 oranla en ¢ok bulunan 8. mineraldir. Diinyada

manyezit rezervleri bakimindan en biiyiik yataklara sahip iilkeler arasinda Cin 1. Sirada



yer alirken Tiirkiye 68 milyon ton rezervle 5. sirada bulunur ve Diinya toplam manyezit

rezervinin %4,12’sini i¢erir (TOBB 2007; Sha-Sha et al. 2011).

Manyezit bir magnezyum karbonat minerali olup yapisinda %47,62 oraninda
magnezyum oksit (MgO) %52,38 karbondioksit (CO;) ve ¢ok az miktarda da Fe,;O3
icerirken bulundugu bélgenin jeolojik 6zelliklerine bagl olarak birtakim kirleticileri de
bulundurabilir. Manyezit madeninin rengi beyaz, sari, gri ve kahverengi arasinda
degisirken, sertligi 3,4-4,5 6zgiil agirlig1 2,9-3,1 arasinda olan bir mineraldir. Manyezit
MgO hammaddesinde olusur 1000°C’nin Tlzerindeki sicakliklarda uzun siire
kullanilabilen atese dayanikli oldugundan refrakter sanayisinde Onemli bir ham
maddedir. Bunun yaninda diger MgO bilesikleri ¢imento, kozmetik, ilag, kimya, demir-
celik tekstil, otomativ kauguk, boya gibi pek ¢ok sanayi alaninda da ham madde olarak
kullanima sahiptir (DPT 2007; Tuna 2011).

Manyezit madeninin biinyesinde bulunan magnezyum oksit (MgO), karbondioksit
(COy), silisyum, aliiminyum, demir ve Kkalsiyum gibi minerallerin manyezitin
kullanilacag1 alana bagli olarak birtakim olumlu ve olumsuz etkileri vardir. Ornegin
ham manyezitin sinterlesme islemine tabi tutulmasinda demir olumlu etki gosterip
sinterlesmeyi kolaylastirirken refrakter malzeme tiretiminde demir yliksek sicakliga
mukavemeti azalttigindan istenmeyen bir durumdur (Friedrich and Mordike 2006).
Dogal manyezit madeninin yapisindaki aliiminyum oraninin ¢ok az olmasi dolayistyla
bu kirleticinin uzaklastirilmas: goz ardi edilebilirken silisyum oraninin yiiksek olmasi
demir mineralinde oldugu gibi sicaklik mukavemetini azaltigindan refrakter
sanayisinde olumsuz etki gosterir. Ulkemiz manyezitlerinde ise kullanimi sinirlayan en
onemli safsizlik etkeni kalsiyum oksit (CaO) miktaridir. Refrakter, sanayide ham madde
olarak manyezitin kullanilabilmesi igin yapisindaki kalsiyum oksit oraninin %1’den az
olmas1 gerekir. Bunun yaninda manyezit madeninin kalitesini etkileyen bir baska
parametre de CaO ve SiO’in birbirlerine oranlarinin verdigi (CaO/SiO,) degerdir. CaO
ve SiO’in degisik oranlarda bir araya gelmesiyle degisik bilesikler olusur ve bu

bilesiklerin 6zelliklerine bagl olarak da refrakter nitelikleri degisir. CaO/SiO; oraninin



2130°C gibi yiiksek ergime sicakligina sahip olmasindan dolay1 %2 dolaylarinda olmasi
istenir (Ersahan et al. 1994; Lagin et al. 2005).

Maden yatagindaki cevherin iiretimi ile baslayan manyezit isleme teknolojisi
cogunlukla agik isletme yontemleriyle, nadiren de kapali isletme yontemleriyle devam
eder ve daha sonra cikarilan cevher, genellikle ek bir zenginlestirme islemine tabii
tutulur. Gegmisten giinlimiize kadar yapilan cevher zenginlestirme c¢alismalari
manyezitin biinyesinde bulunan kirleticilerin agir ortamla zenginlestirme, manyetik
ayirma, triyaj (el ile zenginlestirme), elektrostatik ayirma, flotasyon ile zenginlestirme,
optik zenginlestirme ve kimyasal madde uygulamalariyla zenginlestirmeyi de iceren
fiziksel ve kimyasal yoOntemlerle uzaklastirilmasina yoneliktir. Bu yontemlerin
uygulanmasinda yiiksek enerji miktarina ihtiya¢ duyulmasi, diisiik degerli cevherin
zenginlestirilememesi, maliyetin yiiksek ve atik miktarinin fazla olmasina ragmen geri
kazanilan {iriin miktarinin az olmasi nedeniyle alternatif zenginlestirme yontemlerinin
aranmasini zorunlu kilmistir. Gliniimiizde bu alandaki aragtirma trendleri mevcut
geleneksel uygulamalara alternatif olabilecek cogunlukla mikroorganizmalarin
kullanildig1 biyoteknolojik yontemlere odaklandirmistir (Kocaefe 1982; Rulkens et al.
1995; Erdogan ve Yildiz 1995; Sever 2006; Demir ve Donmez 2008).

1960 yilinda demir ve siilflirii oksitleyen bakterilerin tanilanmasi ve 6zelliklerinin
belirlenmesiyle madencilik alaninda biyoteknolojik ¢aligmalar 6nem kazanmis ve diisiik
tenorlii cevherlerle, yeterli Olclide zenginlestirilemeyen atik cevherlerin yeniden
kazandirilmasinda diger zenginlestirme yOntemlerine nazaran daha az sermaye
gerektirmesi, daha az enerji harcamasi, uygulanabilir olmasi ve basit kimyasal
yontemlerle elde edilemeyecek olan kimyasal reaksiyonlar icermesinden dolay:
mikroorganizmalarin kullanimi yaygimlasmistir (Gilbertson 2000; Seifelnassr and
Abouzeid 2000; Akg¢il ve Ciftci 2003).

Bu anlamda madencilik i¢in 6nemli olan mikroorganizmalar, mineral ylizeylerde
cogunlukla biyofilm olusturarak koloni olan, ¢ogu gelisme, enerji iiretimi ve gogalma

gibi yasamsal islevlerini diger hiicrelerden bagimsiz olarak tek baslarma



gerceklestirebilen mikroskobik canlilar olarak tanimlanabilir (Busscher and Weerkamp

1987; Sulu-Gambari 2011).

Bazi mikroorganizmalarin salgiladiklar1 metabolitler ve ligandlarla kayaglarin mineral
bilesenlerini ¢oOziinlir hale getirerek bozunmasii hizlandirdiklar1 bilinmektedir Bu
mikroorganizmalarin dogal yasamlari siirdiirebilmesi i¢in zorunlu olan bu ve benzeri
olaylar mikroorganizmalarin maden zenginlestirme gibi biyoteknolojik uygulamalarda
kullanilabilme olanaginin temelini olusturur (Lower et al. 2000; Lower et al. 2001;
Lower 2005).

Asidofilik mikroorganizmalarin faaliyeti sonucu cevherlerden altin, bakir ve demir gibi
mineralleri ¢oziindiirerek sividan geri kazanilmasina biyoli¢ denir. Biyoli¢ metodu
kendiliginden gerceklesen, maden atiklari, ¢amur, toprak, atik camurlarda agir metal
taginimi, sedimental olusumlardan mineral ayristirilmasi ve endiistriyel atiklarin
iyilestirilmesinde uzun yillardir kullanilan diisiik maliyetli bir yontemdir (Chen et al.
2001). Biyoli¢ uygulamasi (mikrobiyolojik li¢) ile dogada var olan hava, su,
mikroorganizma gibi bilesenlerin kullanimiyla basit asamalarla gerceklestirilebilen,
maliyeti diislik, uygulanabilirligi olan ve enerji tasarrufu saglayan g¢evre dostu bir
zenginlestirme islemi gerceklestirilebilmektedir (Gilbertson 2000). Normal basing
altinda ve 5°C ila 90°C sicaklik araliginda mikroorganizmalarin katalizor 6zelliginden
faydalanarak cevher veya mineral konsantrasyonlarindan metallerin ¢oziinmesini
gerceklestirebilir (Brierley 1982; Bosecker 1997; Brierley and Brierley 2001; Brierley
2002).

Biyoli¢ siirecini gergeklestiren mikroorganizmalar; genellikle prokaryotik, aerobik ve
zorunlu  kemolitotrofdurlar.  Bu  mikroorganizmalar ~ metalik ~ minerallerin
parcalanmasinda katalizor gorevi yaparak mineralin ¢dziinme siirecini hizlandirirlar

(Sever 2006; Sertkaya 2007).



Yine yapilan Onceki calismalar bakterilerin ve funguslarin da dahil oldugu bir¢ok
mikroorganizmanin oksalik asit ve siiksinik, piriivik, laktik, sitrik, asetik ve propiyonik
asit gibi diger organik asitleri ve ¢esitli ekstraseliiler metabolitleri lireterek madenlerin
yapisindaki kalsiyum karbonati biyoli¢ yoluyla uzaklastirdigini géstermistir (Perry et al.
2004, Liittge and Conrad 2004).

Cevrede kolayca bulunabilen hava, su ve mikroorganizmalar1 kullanarak diisiik basing
ve sicaklikta dogal olarak kendiliginden olusabilen biyoli¢ yonteminin reaktorlerin
modiillerinde veya tek bir reaktérde basit olarak gerceklesmesi, siire¢ boyunca hig
zararli gaz iiretmemesi ve ¢evre dostu bir teknik olusu, basit kimyasal yontemlerle elde
edilemeyecek olan kimyasal reaksiyonlar1 igermesi, mineral kaynaklarin ¢ogunlugunda
uygulanabilmesi ve bdylece sistemlerinin ¢ok ¢esitli olmasi, diger sistemlere gére ¢ok
az enerjiye gereksinim duymasi, isleme tabi tutulacak minerale iiretim kaynaginda
uygulanabilir olmasi bdylece isleme ve koruma kolayligi saglamasi en oOnemli

avantajlaridir (Tipre et al. 1999).

Son yillarda yapilan arastirmalar manyezit madeninin de diger madenler gibi biyoli¢

yontemiyle zenginlestirilebilecegine isaret etmektedir (Yanmig 2013).

Manyezit madeninin gerek magnezyum bilesenlerinin temel kaynagi olmasi gerekse
yiiksek ergime sicakligi ile refrakter malzeme endiistrisinin en 6nemli girdisi olmasi
bakimindan yapisindaki kirleticilerden uzaklastirilarak, kullanima uygun hale
getirilmesi diger ilkelerde oldugu kadar iilkemiz icin de biliyiik onem teskil eder

(Carretero and Pozo 2010; Sha-Sha et al. 2011; Torun ve Avsaroglu 2012).

Diinya literatiirlerine bakildiginda manyezit zenginlestirmeye yonelik yapilan
caligmalarin daha c¢ok fiziksel ve kimyasal yontemlere dayali oldugu; yanlizca Mishra
ve arkadaglarinin 1986 yilinda manyezitten silisyum biyoli¢i ve Mohanty- Mishra’nin
1993 de manyezit madeninden izole ettikleri Bacillus licheniformis’in taramali elektron
mikroskobu ile cekilen goriintiilerinin toplandigi raporla siirlidir. Manyezit madeni

olusumu bakimindan olduk¢a zengin olan iilkemiz, benzer sekilde manyezit madeninin



iyilestirilmesine yonelik yapilan ¢aligmalar bakimindan yetersizdir (Chou et al. 1989;
Liu et al. 2003; Sever 2006; Abal1 vd 2006; Mesci and Sevim 2006; Demir and Dénmez
2008; Donmez vd 2009; Bayrak vd 2010; Raschman et al. 2010).

Mevcut eksikligin giderilmesine ve nihayetinde iilke ekonomimize kazang¢ saglamak
amactyla tasarlanan c¢alismamizda, Tiirkiye’nin Onemli rezervlerinden biri olan
Kiitahya-Eskisehir bolgesi, KUMAS Manyezit isletmeleri biinyesinde olan Turan ocagi
ve Orta ocak manyezit yataklarindan alinan manyezit 6rneklerinden mikroorganizma
izolasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Bunun ardindan cevher zenginlestirmede
kullanilabilecek kalsiyum karbonat ve magnezyum karbonati ¢dzen aktif izolatlarin

molekiiler karakterizasyonu ve tanilamasi yapilmstir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Magnezyum

Periyodik sistemin ikinci grubu olan toprak alkali elementlerin ikinci sirasinda yer alan
ve yer kabugunda %1,39’luk oranla en c¢ok bulunan sekizinci element olan

magnezyumun simgesi Mg atom agirligi ise 12°dir (Takmak 2007).

Magnezyum elementinin 6zgiil agirligi 1,74 gr/em® olup 651°C’de eriyen 1110°C’de
kaynayan giimiis renkli hafif bir metaldir. Magnezyum metali hava ile temas ettiginde
oksitlenerek iizerinde ince bir film tabakasi olusur. 500°C’nin iizerinde bir sicakliga
maruz birakildiginda ise parlak bir alevle yanarak magnezya’ya (MgQO) doniisiir, bu
sayede ince plak halini getirilerek, kolayca sekil alabilen tel haline doniistiiriilebilir
(MTA 1981; Cakir 2007). Magnezyum elementinin oksijene yiiksek afinitesinin
bulunmast ve birlikte olusturduklart MgO bilesiginin 2800°C’ye kadar erimeyip kati
yapisini koruyabilmesi, magnezyuma refrakter malzeme endiistrisinde temel element

niteligi kazandirmstir (Onal 2007).

Dogada magnezyum elementine yiiksek kimyasal reaksiyon yetenegi ve en ¢ok
rastlanan oksijen bilesigi olan silisyum dioksit ile bulundugu ortamda hizli bilesik
olusturmasi nedeniyle saf olarak rastlanamaz. Ayrica tabiatta bulunan 60’dan fazla
magnezyum minerallerinin 2/3’iintin silikatlardan olustugu bilinmektedir (Kocaefe

1982).

2.2. Onemli Magnezyum Mineralleri ve Dogada Bulunus Sekilleri

Magnezyum tabiatta bulunus sirasina gore oksijen, aliiminyum, demir, kalsiyum,
potasyum ve sodyumdan sonra 8.sirada yer alan elementtir. Bununla birlikte
magnezyum bilesiklerinin en 6nemli kaynag1 deniz suyu oldugundan yeryiiziine yaygin

bir dagilim gostermisleridir (Cakir 2007).



Dogada saf halde bulunmayan magnezyum elementinin asil bulunus sekli suda
¢oziinebilen, kaya tuzunun {iizerinde tabakalar olusturan MgCl, ve MgSO,, bunlarin
potasyum  bilesikleriyle  olusturduklari  kainit  (KCL.MgS0O4.3H,0),  sonit
(K2S04.MgS0,4.6H,0) ve karnalit (MgC12.KCI1.H20) ile suda ¢oziinemeyen dolomit
((MgCaCQOg3) ve manyezit (MgCOs) formlaridir (Cakir 2007). Dogada en ¢ok bulunan

baslica magnezyum mineralleri ve kimyasal formiilleri Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Dogada en c¢ok bulunan Baglica magnezyum mineralleri ve kimyasal
formiilleri

Karbonatlar Kimyasal formiil

Manyezit MgCQO;

Dolomit MgCO;CaCO3
Neskhonit MgCOs3H,0
Lonsfordit MgCOs5H,0
Hidromanyezit 3MgCO3;Mg(OH),3H,0
Ankerit (MgFe)Ca(CO3),
Antinit Mgz(CO3)2(OH)212H20
Breunerit MgFeCO;

Huntit CaMg3(COs),
Kloriirler Kimyasal formiil
Tahihidrit 2MgCl,CaCl,12H,0
Bisoffit MgCl,6H,0

Karnalit MgCI,KCI6H20
Borasit 5MgOMgCI,7B,0,
Oksit ve hidroksitler Kimyasal formiil
Periklas MgO

Brusit Mg(OH),

Spinel grubu MgAl,O,

Ludvigit (Mg,Fe),Fe(BO);0,
Asarit MgHBO;

Geikielit MTiO;




Cizelge 2.1. (devam)

Epsomit MgSQO,47H,0
Kieserit MgSO4H,0

Kainit KCIMgSQO,411/4H,0
Polihalit K,S0,Mg3Si,Oqg
Heksahidrat MgSO,46H,0

Serpantin H4Mg3Si4Oq

Olivin (MgFe),SiO,

Humit Mg-(SiO4)3(OHF),
Pirop MgsAlL(SiO,);
Enstatit MgSiO3

Tremolit CaMgs(Siz011),(0OH),

Sepiyolit Mg2Si4011H20nH20

Talk Mgs (Siz010)(OH),
Aktinolit Demirli Tremolit
Poligorskit Su igeren Mg-Al silikatlar
Flogopit KMg;(AlSiz040)(OH),
Biyotit K(MgFe);(AlSi;010)(OH),
Penin Mg lu Klorit

Vermikiilit Mg kili

Diyopsit CaMg(Si,0s)

Kerolit Mg4[Si;O10][OH]44H,0
Saponit Mg;[Si,0,0][OH].NH,O
Kumferit Mg-[Si4010]2[OH]>

Klinoklor (MgFe),, 75Al;,25[Al,,25Si2,750,,] [OH]s




Cizelge 2.1. (devam)

Norberijit Mgs[SiO4][OH,F],

Kondrodit Mgs[SiOy4][OH,F],

Floriirler Kimyasal formiil
Sellait MgF,
Wagnerit Mg,PO,F

Boratlar Kimyasal formiil

Asarit MgHBO;

Kotoit Mgs[BOs],

Floborit Mgs[BOs][F,OH]s

Pinnoit Mg[BO,]23H,0

Sulfoborit 4MgHBO32MgSO,7H,0
2.3. Manyezit

Sanayinin gelismesiyle iilkelerin ham madde gereksinimleri gittikge artmistir.
Magnezyum ve bilesiklerinin de giiniimiiz teknolojileri i¢in 6nemli bir ham madde
oldugu bilinmektedir. Ancak bu bilesikler oksijene afinitelerinin yiiksek olmasindan

dolay1 tabiatta saf halde bulunamazlar (Erdogan ve Yildiz 1995).

Manyezit magnezyum bilesiklerinin iiretiminde en 6nemli ham maddedir. Manyezit
minerali bulunmadan 6nce J.E. Delanetherie 1795 yilinda Magnezyum Karbonat, Nitrat,
Klorit ve Siilfat gibi tuzlara, A. Brongmart ise magnezyum karbonatlar ile silikatlara
“Manyezit” adin1 vermistir. Daha sonralar1 ise D.L.G. Karsten magnezyum karbonat
icin “manyezit” ifadesini kullanmigtir. Manyezitin refrakter malzeme endiistrisinde
kullanimina dair ilk literatiir bilgileri 1866-1868 yillarina aittir. Manyezit ilk kez 1890
yilinda Avrupa’da Besemel ve acik firinlarda astar olarak kullanilmaya baslanmistir.

Pensilvanya’da (ABD) 1913 yilinda dolomitten magnezya (MgO) tiiretimi yapilmistir.
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1885 yilinda ise Fransa’da deniz suyundan magnezyum hidroksit ¢cokeltilerek sentetik

manyezit elde edilmistir (Erdogan ve Yildiz 2012).

2.4. Manyezitin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Manyezit; bilesiminde %47,7 MgO, %52,3 CO, ve ¢ok az miktarda Fe,O3 bulunan
ayrica yapisinda degisik oranlarda demir, kalsiyum, mangan ve aliiminyum
elementlerini  bulundurabilen kalsit (CaCOgs), dolomit (CaMg(COs),), manyezit
(MgCQOs3), breunerit (MgFeCO3) ve siderit (FeCO3) gibi trigonal (rombohedral)
karbonhidratlar grubunda yer alan MgCOj3; formiiliinde bir mineraldir. Saf halde renksiz
olan manyezitin igerdigi bilesenlerine gore rengi beyaz, sari, gri ve kahverengi arasinda
degisebilir. Sertligi 3,4-4,5 arasinda degerler alirken 6zgiil agirhigr 2,9-3,1 arasinda olan
bir mineraldir. Sert bir mineral yapisinda olan manyezit serpantin ve benzeri kayaclarin
bozunma {iriinii olarak tanimlanir. Dogada manyezitin Kriptokristalin (jel amorf) ve
Kristalen (iri kristalli) olmak iizere iki sekilde bulundugu bilinmektedir (Sariiz ve

Nuhoglu 1992; DPT 2001; Topak 2006; Cakir 2007).

2.4.1. Kriptokristalin (jel amorf) manyezit

Kristalin manyezite gére genellikle daha saf halde bulunan, yapisinda bir miktar kireg,
alimiina ve ¢ok az miktarda da serbest silis bulundurabilen ve genellikle hi¢ demir
icermeyen manyezit seklidir. Serpantinleri genellikle filon, mercek ve damar seklinde
keserken serpantin kayaclarinda da kapali basenler icinde tortul seklinde horizonlar

olustururlar (Kuzvart 1984).

2.4.2. Kristalen (iri kristalli) manyezit

Nadiren saf olarak bulunan iri kristalli manyezitler, yapisinda fazla miktarda demir,
kire¢ ve silika icermektedirler. Daha ¢ok yash kayagclarla birlikte bulunurken karbonatl

kayaclarda da ramplasman seklinde olusurlar. En yaygin minerali Brunaerit olup
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icerdigi demir oranina gore "diisiik demirli" ve "demirce zengin" olarak isimlendirilirler.
Bu mineraller yaygin olarak ABD, Cin, Rusya, K. Kore, Brezilya, Ispanya, Avusturya
ve eski Cekoslovakya siirlar1 dahilinde bulunurlar (TMMOB 2011).

Manyezit 1sitilinca CO; ¢ikararak bozulur ve magnezya (MgO) olusur. Isitilmaya devam
edildiginde 700-1000°C’de kostik kalsine manyezite, 1450-1750°C arasinda ise oldukca
yogun ve sert bir madde olan sinter manyezite doniismektedir. Yapisinda %0,1
oranindan disiik Fe iceren saf manyezit elektrikli firinlarda 1700°C’nin {istiinde
sicakliga kadar isitildiginda o6zgiil agirligr 3,65 olan, yogun, cok yiiksek sicakliga
dayanabilen c¢akmaktasina benzer goriiniimlii magnezyum oksite doniigiir (Kuzvart

1984).

Manyezit soguk hidroklorik asitte hi¢bir reaksiyon vermezken 1sitilmis asitlerde diisiik
¢Oziiniirliik gosterir. Buna karsilik kalsit soguk hidroklorik asitte kuvvetli, dolomit ise
zayif koplirme gosterir. Bu 0zelligi ile manyezit bu iki mineralden kolayca ayrilabilir

(Kuzvart 1984).

Magnezyum gerek metal, gerekse bilesik halinde 6nemli bir ham madde niteligindedir.
Enddistriyel alanda en yaygin magnezyum tiiketimi MgO, MgCl,, Mg(OH)2, MgSO4 vb.
gibi magnezyum bilesikleri seklindedir. Tim bu 6zelliklerin disinda yiiksek erime
noktas1 oOzelligi ile refrakter malzeme endiistrisinin en Onemli girdisi olan sinter

manyezit Diinya manyezit bilegenleri tiikketiminin %80’ini kapsar (Kuzvart 1984).

Magnezyum bilesiklerinin en 6nemli kaynagi bir magnezyum karbonat minerali olan
manyezite tabiatta sik rastlanmasina karsin, istenilen formlarin mevcudiyetinin azlig1 bu

alandaki arastirma odaklarinin dikkatini ¢ekmektedir (Kuzvart 1984).

Manyezit mineralinin tabiatta istenilen formu i¢in en 6nemli kriter; yapisinda bulunan
herhangi bir gang mineralin manyezit igerisinde %0,1 oranindan az ve ya ¢cok bulunmasi

durumudur ve bu olay dogrudan manyezitin ekonomik degerini belirler. Bu nedenle
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endistride kullanacak manyezitte yiiksek refrakterlik, yliksek mukavemet, diisiik
porozite, kimyasal dayaniklilik ve hacimsel kararlilik aranir. Kullanilacak manyezitin
igerisinde bor oram1 %0,17°den diisiik, 6zgiil agirlik 3,0 gr/cmg’den bliylik olmalidir
(Sariiz ne Nuhoglu, 1992; Erdogan ve Yildiz 1995; DPT 2001; Cakir 2007).

2.5. Manyezitin Olusumu

Bilim insanlarinin yaptigi bir¢ok arastirmaya ragmen manyezit olusumu ve olusum
kosullar1 kesin olarak ortaya konulamamistir. Fakat manyezit formasyonu ile ilgili
bilinen en Onemli gercek, olusum sirasinda CO, ve Mg*? kaynaklarinin bir arada
bulunmasidir. Ortamin fiziko-kimyasal kosullarina da bagl olarak bu iyonlardan birinin
bol miktarda bulunmasi manyezit olusumunu saglar. Yapilan arastirmalar hidrotermal
ankeritik manyezit olusumlar1 hari¢ tutulursa endojen ortamda diger bir deyimle
magmatik metamorfik evrimde yogun manyezit olusumuna rastlanmadigini ve 6zellikle
ekonomik dnem tasiyan manyezitin eksojen ortamin karakteristik bir minerali oldugunu

gostermektedir (MMO 2002; MMO 2004).

Deniz suyunda Mg konsantrasyonu Ca konsantrasyonundan 3 kat fazla olmasina
ragmen, deniz tortullari igerisinde kalsiyum olusumlu kalkerler genis yer tutarken higbir
manyezit olusumuna rastlanmamasi eksojen ortamdaki manyezit dagiliminin en ilging
yoniidiir. Bu gozlemi, hem modern sedimenterlerdeki hem de yash kayaclardaki

manyezit eksikligi desteklemektedir (Evans 1993).

1950’lerde yapilan arastirmalar, manyezitin dnce MgCQOs. 3H,0O seklinde ¢okeldigini
daha sonra ise suyunu kaybederek MgCO; formiiliine uygun manyezit halini aldigimn
gostermistir. 1960°larda ise modern manyezit olusumlari tizerine ¢alisan bilim insanlari
manyezit olusumlarinin primer yapida olmadigini, diyojenik evrede dolomitin Mg
iyonlarinca zengin bor eriyikleri tarafindan yer degistirilmesi sonucu olustugunu O6ne

stirmiiglerdir (Takmak 2007)
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1970’lerde manyezit yataklarinin olusumunun dolomit, serpantin gibi magnezyumca
zengin kayaclarin hidrotermal ve yiizey sulariyla etkilesiminin {riinii oldugu
diisiintiliirken, Barnes (1973) ve langmuir (1965) gibi arastirmacilar manyezit
olusumunu saglayan CO, ve Mg+2 iyonlarini kontrol eden kosullarin 55°- 60°C gibi
diisiik 1silarda bile gergeklesebilecegini savunmustur. Manyezit olusumu ortamin Eh,
Mg, pH ve CO, konsantrasyonu, CO; kismi basinci ve ortamdaki iyonlarin miktar1 gibi

cesitli faktorlerin etkisi altinda hidromanyezit ¢okelimi ile baslar (Takmak 2007).

Hidromanyezitin manyezite doniisiim reaksiyonu asagidaki gibidir.

5MgO + CO, 5H,0 + XCO, ==== 4MgCOj3 + 4H,0 + Mg(OH),

Hidromanyezit Manyezit Brusit

Burada X karbonhidrat miktaridir. Karbonhidrat miktar1 arttikca reaksiyon sonucu
olusan manyezit miktar1 artarken brusit miktar1 azalir. Bununla beraber normal sartlar
altinda (NSA) atmosfer ortamindaki CO; basinci reaksiyon icin yeterli degildir. Ayrica
normal atmosfer basinci altinda tiim MgO manyezitlesememekte bu yiizden bir boliimii
burosit olarak kalmaktadir. Bu reaksiyondan CO; basincinin artmasiyla geriye kalacak
burosit oraninin azaltilacagi sonucu ¢ikmaktadir. Bu yiizden CO7’in basinct manyezit

olusumu i¢in tek belirleyici etmen degildir (Takmak 2007).

Olusum mekanizmalarina gére manyezit yataklar1 dort ana baglik altinda incelenir.

2.5.1. Hidrotermal kristalin manyezit yataklar

Dogu Alpler, Karpatlar, Pireneler ve Urallarda 6rneklerine rastladigimiz hidrotermal
kristalin manyezit yataklari; dolomit, dolomitik kiregtasi veya grafitli, kumlu, killi

dritinlerin  hidrotermal metazomik ornatilmasiyla olusur. Asagidaki reaksiyonda
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gosterildigi gibi Mg’lu ¢6zeltinin kalsitle reaksiyona girmesinden dolomit, dolomitten

de manyezit olusur (Kuzvart, 1984; Toprak 2006).

CaCOj3 +MgCl, ==== CaMg(COs3); + CaCl,
Kalsit Dolomit
CaMg(CO3); + Mg*? ) ==== 2MgCO3.+ Ca* %
Dolomit Manyezit

100-200°C araliklarinda kalsit, dolomit ve manyezit birbirlerine doniisebilmektedirler.

Biitliin magmatik hidrotermal c¢6zeltilerin yapisinda bir miktar Mg bulunsa da esas
olarak manyezit yataklarinin olusumunu saglayan Mg’lu ¢ozeltilerin etkisinde kalan
dolomitler, peridotidler ve yiizey sularinin oldugu sanilmaktadir. Manyezit olusumunda

daha ¢ok Mg’un tasinmasi ve sicakliginin artmasi sirasinda magmatik ¢ozeltilerin etkisi

gortlir (Kuzvart 1984; Toprak 2006).

Kiregtast i¢indeki yataklarda, kirectasi ile magmatik sokulum kayacinin iginde hemen
hemen her zaman bir dolomitik kismin varlig1 gézlenmektedir. Styria (Avusturya) bu tip
manyezit olusumuna sahip en biiyiik yataktir. Giiney Urallar da yer alan hidrotermal
metazomik olusumlu Karagati manyezit yataginin enine jeolojik kesiti asagida verilen 4

temel kisimdan olugmaktadir (Kuzvart 1984; Toprak 2006) (Sekil 2.1).

Preterozoik yasl gri dolomit,

Sistli marnli dolomitlerle ardalanan siyah dolomit,
Diyabaz,

Manyezit seklindedir (Kuzvart 1984; toprak 2006).
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Siyah dolomit

Preterozoyit

yash gri
dolomit

Diyabaz

Manyezit

Sekil 2.1. Karagati manyezit yataginin enine jeolojik kesiti

2.5.2. Hidrotermal masif manyezit yataklari

Serpantinlesmis ultrabazik kayaglarin icinde hareket eden hidrotermal c¢ozeltiler
tarafindan serpantinlerden alinan Mg un CO; ile reaksiyon vermesi sonucu hidrotermal

masif manyezit yataklar1 olusmustur. Bu olusum asagidaki reaksiyonla aciklanmaktadir.

H4Mggsi209 + 2H,0 + 3CO, ==== 3MgC03 + 4H,0 + 2Si0,

Serpantin Manyezit Kalsedon opal kristobalit

Cevher olusumu diisiik sicaklik ve basing sartlar1 altinda gerceklesir ve olusan iiriinler

cok ince kristalli veya masivdirler.

Hidrotermal kriptokristalin manyezit yataklarinin yan kayaglari, ornatmaya maruz kalan

kayaclardir ve iclerinde yan kaya¢ atiklarina rastlamak miimkiin degildir. Biiyiik



18

rezervler veren iri kristalli, diizensiz kiitle ve ya mercek sekilli ve bol demir iceren
manyezit yataklar1 genellikle Palezoik ve daha yashh kayaglarla birlikte
bulunmaktadirlar. Ayrica bunlarin demir konsantrasyonlar1 diisiik, kalsiyum
konsantrasyonlar1 da ¢ok yiiksek miktardadir. Bu kayaglar damar veya ag sekilli olarak
bulunurlar. Birkag yiiz metre derinlik ve birkag¢ kilometre uzunlukta yataklara rastlamak
miimkiindiir. Hidrotermal kriptokristalin manyezit yataklarinin grafitge zengin kumlu
sistlerle birliktelikleri dikkat ¢ekmektedir. Hidrotermal manyezit yataklarinin en tipik

ornegi, Yunanistan’in Eurobia Adasinda bulunmaktadir (Toprak 2006).

2.5.3. Yiizey sulari ile olusan masiv manyezit yataklari

CO2’ce zengin yiizey sulariin sepantinleri alterasyonu sonucu olusurlar. Serpantinlerin
icinde yiizey sularmin hareketi sonucu olusan yan kayag etkilesimleri ile pH derecesi ve
Mg konsantrasyonlart yiikselir. pH derecesi 11 civarina geldiginde Mg brusit veya sulu
manyezit olarak ¢okelmeye baslar (Kuzvart 1984;Toprak 2006).

Cevher yapisal olarak incelendiginde ¢atlak dolgusu olarak gelismis agsal damarlar
seklinde oldugu goriilmektedir. Yiizey sular1 serpantinlerin ¢atlaklari boyunca hareket
ederek bu catlaklarda manyezit ¢okelimini saglarlar. Yiizeyden 15-20 m derinde
baglayarak 40-50 m kalinliktaki bir zonda manyezit agsal damarlar seklinde ortaya ¢ikar
ve bu kisimlarin kalinligi 30 cm’yi gegmez. %20 manyezit igeren damarlar isletilebilir

ozelliktedir (Kuzvart 1984; Toprak 2006).

Yiizey sulari ile olusan masiv manyezit yataklarinda damar tipi manyezitler de
bulunabilir. Manyezit zonunun {izerinde opal, kalsedon veya kuvars bilesikleri iceren
demir bilesiklerince zengin ayni zamanda yatagin erozyondan korunmasini saglayan
silisli bir sapka bulunur. Urallardaki Khalilova (Halilkiz1) yatag: yiizey sulariyla olusan
masiv manyezit yataginin tipik bir 6rnegidir (Toprak 2006) (Sekil 2.2 ve Sekil 2.3).
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)@((,@ silisli Sapka (kabuk)

n Ince manyezit damar

O O Genellikle karnibahar tipi (seklinde) cevher olusumlar

(=]

0 x e
D% %l Cogu kez kimuzi. patates ve karmbahar seklindeki
manyezit olusumlari

A: Siddetli alterasyon zonu (genellikle koyu kirnuzi gériintii verir / 30-50 m)
B: Alterasyon zonu ( altera serpantinler)

C: Alterasyona ugramamis serpantinler (ana kiitle)

Sekil 2.2. Yiizey sulari ile olugan masiv manyezit yataklari
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DENIZSUYU
Isi3 © C - Iﬁl&lyasal cokelme ;
alkali ( pH 8.1 ) - — _Q.TH
oksitlenimme - doygll:nluga
S04 ce zengin — =
metal yetersiz — — [~

Or : 0.02 ppm Fe - _
0.01 ppm Mn . _'_ S —
0.00S5 ppm Zn
0.01 ppm Cu

Mg'ca zengin { 1272 ppm)

:_

Isi (3500 )
acid ( pH 4 )
indirgevici
H2S ce zengin
Mletalce zengin
or: 100 ppm Fe

33 ppm Min

7 ppm Zn

2 ppm Cu
g 0 ppm

Sekil 2.3. Hidrotermal alterasyon modeli (21°N Dogu Pasifik’te meydana gelen)

2.5.4. Sedimenter masiv manyezit yataklari

Sedimenter masiv manyezit yataklar1 manyezit ¢okelimi i¢in ¢ok 6zel sartlar gerektiren
lagiin veya benzer tuzlu su ortamlarinda ve tathi su gollerinde olmak iizere iki farkli
ortamin iriiniidiir. Tuzlu suda manyezit ¢okelimi ortamda H,S, NH; veya organik
materyalin bulunmasi, sicakligin yiikselmesi, Ca*’ konsantrasyonunun diisiik (50
mg/L’den kii¢lik) ve CO; basincinin yiiksek (380 mg/L’nin iizerinde) olmasi ile MgSO,

ve diger tuzlarin yiiksek oranda bulunmasi gibi sartlara baghdir. Bu bilgiye dayanarak
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once brusit (Mg(OH);) ve sulu magnezyum karbonatin ¢oktiigii daha sonra ise basincin
artmasiyla bunlarin manyezite doniistiigii diisiiniilmektedir. Tuzlu su ortamlarinda
olusan sedimenter manyezit yataklarinin en dnemli &rnegi Ispanya’da, Madrid’in kuzey
kesimindeki Asturreta yoresinde bulunmaktadir. Burada manyezit, ¢cevre kayaglari ile
uyumlu olarak ¢okelmis Namuriyen yasli dolomitlerin i¢inde yer almaktadir. Cort,
aragonit, kuvars taneleri, kalsit, kalkopirit, demir oksit, barit, albit, malahit ve florit
icerir. Yatak metamorfizma gegirdiginden ilksel kriptokristalin manyezitler bazi

bolgelerde kaba taneli 6zellik kazanmistir (Evans 1993).

Tath su gollerinde de manyezit ¢okelimi benzer sartlarda olugmaktadir. Tatli sularda
manyezitin kaynagi, ortama magmatik c¢ozeltilerin katilmasi, ya da serpantin ve
ultrabazik kayaglarin icinde dolasan ve onlarin alterasyonu ile Mg iyonlarinca

zenginlesen yiizey sularinin ortama gelmesidir (Evans 1993).

Burdur’un Yesilova bolgesinde yer alan Salda Goli’nde aktiiel manyezit ¢okelimi
devam etmektedir. Goliin gevresinde gozle goriiliir bir sekilde ileri derecede altere
olmus serpantinler yiizeylesmistir. Bunlarin i¢inde mercek ve stokwork seklinde
manyezit olusumlar1 vardir. Salda golii ve benzeri manyezit olusumlarinda géle taginan
manyezit once manyezit camuru seklinde daha sonra ise sertleserek kiire, topak veya
nodiiller seklinde kriptokristalin manyezite doniismektedir ve diisiik demir igerigine
sahip olmasiyla dikkat ¢eker. Burada gergeklesen ¢okelme olaymin bilim adamlarinca
syanobakteri tiirli bakteriler tarafindan gergeklestirildigi diisiiniilmektedir (Braithwaite

and Zedef 1996)
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2.6. Magnezyum Uriinlerinin ve Manyezitin Kullanim Alanlari

Diinya geneline bakildiginda iiretilen manyezitin %90’ 1ndan fazlasi, kostik kalsine ve
sinter manyezite doniistliriilerek, bazik refrakter endiistrisinde 6zellikle tugla yapiminda
kullanilmaktadir. Geriye kalan %10 oranindaki ham manyezit ise magnezyum tuzlari ve
bazi ilaglarin yapimi ile kagit, seker ve ¢imento sanayisinde kullanilmaktadir.
Magnezyumlu iriinler ve kullanim alanlar1 asagidaki verildigi gibidir (Kaya 1993;

Kafas 2012).

2.7. Dogada Bulunan Magnezyum Oksit (Magnezya) Cesitleri

Sinter manyezit

Manyezitin 1750°C’nin iizerindeki sicaklikta sinterlesmesi sonucu elde edilir. Diinyada

sinter manyezitin %75’inden fazlasi manyezit mineralinden iiretilmektedir.

Uretilen sinter manyezitin %65-80’i refrakter sanayisinde kullanilir.
Bu manyezit tipinin en 6nemli tliketicisi demir ve ¢elik endistrisidir
Tugla metaliirji sanayisinde firin astarlarinda kullanilan manyezit refrakterler yiiksek

1s1da bazik ciirufa doniisiirler (Kaya 1993; Kafas 2012).

Kostik Kalsine Manyezit

900°C civarindaki sicaklikta kalsinasyon islemiyle elde edilir. Genis bir tiikketim alani

vardir.

Sorel ¢imentosu ve oksisiilfiit cimentosu
Kalsine manyezit magnezyum klorit erigine karigarak ¢imento elde edilimi
Suni ipek ve suni giibre eldesi

Refrakter malzeme uretimi
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Kimya endiistrisi (lastik, asit notralizatorii vs.)
Metalik magnezyum
Kagit endiistrisi (ince kagit yapimi)

Su aritma

Ozel kostik kalsine manyezit

Dolgu malzemesi (eczacilikta ilag yapimi, boya vs)
Kauguk

Elektrik izolasyonu

Giibre

Siilfiir ve gaz temizleme

Cimento

Cokeltili magnezyum karbonat

Miirekkep
Seramik malzeme
[zolasyon ve cam

Kimya ve giibre sanayi

Magnezyum Hidroksit

Seker rafinasyonu
Magnezyum oksit eldesi

flag endiistrisi
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Magnezyum Kloriir

Cimento

Tekstil

Metalik magnezyum eldesi
Seramik malzemeler
Kimya

Kagit

Magnezyum siilfat

Boya
flag
Patlayici madde

Metalik magnezyum

Ugak, makine, alet yapimi1
Aliiminyum ve magnezyum alagimlarinda (Kaya 1993; Yildiz ve Erdogan 1995; Onal
2004; Topak 2006; Kafas 2012)

2.8. Manyezitin Kullamim Alanlari

Iri taneli manyezitler giibre endiistrisinde kullanilir, 6zellikle kok olusturmayan ince
tozlarla pastorize tozsuzlastirma isleminde,

[lag endiistrisi ve tipta,

Kagit endiistrisinde

Insaat endiistrisinde insaat bloklar1 izolasyonu, ask1 taban ve hafif yap1 elemani olarak,
Genel kimya endiistrisinde magnezyum bilesikleri iiretimi i¢in baslangic malzemesi

olarak,
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Ince dane seklinde tarim endiistrisinde hayvan yemine katki,

Lastik ve plastik endiistrisinde, vulkanizor madde ve stabilizatér madde,

Hizli ¢alisan motorlar i¢in otomativ yaglarinda, etkin olarak asitlerin nétrlesmesinde
katki maddesi,

Uranyum cevherlerinden uranyum oksit eldesinin bir basamagi olan karbonat
devrelerinde absorbent ve katalizér olarak kullanilir (Yildiz ve Erdogan 1995; Onal

2007).

Cizelge 2.2. Refrakter tiiketiminin sektorel dagilimi (Y1ldiz ve Erdogan 1995)

SEKTOR %
Demir-Celik 69,1
Cimento 8,9
Bakir 0,4
Blister Bakir 1,64
Metaliirji 1,2
Sise-Cam 1,7
Kireg (Seker) 0,9
Kireg 0,4
Dokiim 0,9
Diger 14,9

2.9. Diinya Manyezit Yataklar:

Diinya genelinde en biiyiik manyezit rezervine sahip olan Cin, 750 milyon ton rezervle
ilk siray1 alirken Tiirkiye 65 milyon ton rezervle bu pazarda dnemli tilkeler arasindaki

yerini almistir (Onal 2007; Bal 2012) (Sekil 2.5).
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CiN
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DIGERLERI
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RIUSY.S 2626

CiM 2529

DIGERLERI

622 KUZEY TURKIYE 263
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2518

Sekil 2.5. Diinya manyezit rezervlerinin dagilim: (D.D.Carr, Industrial Minerals &
Rocks 6™ Ed., SME Littleton 1994.)

Diinyadaki en oOnemli manyezit ireticisi llkeler icin Kuzey Kore, Cin, Cek
Cumbhuriyeti, Yunanistan, Ispanya, Brezilya, Bagimsiz Devletler Toplulugu, Tiirkiye,
Hindistan ve Giiney Afrika Cumhuriyeti 6rnek olarak verilebilir. Diinya dogal manyezit

tiretimi Cizelge 2.3’de gosterilmistir (Sekil 2.6).
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Cizelge 2.3. Diinya Dogal Manyezit Rezervleri ve Uretimi (x1000 ton) (Onem 1996;
Anal 2007)

Cin 750 000 2550 000 2000 575 700
Rusya 650 000 730 000 4000 460 250
Kuzey Kore 450 000 750 000 1850 435 300
Turkiye 65 000 160 000 500 230 700
Brezilya 45 000 65 000 745 100 90
Hindistan 30000 45000 371 140 100
Yunanistan 30 000 30000 1167 250 190
Slovakya 20 000 30000 2201 160 250
Avusturya 15000 20000 1315 350 60
Avusruralya 15 000 20 000 - - 190
Ispanya 10 000 30000 - - 150
Amerika B.D. 10 000 15 000 250 300 120
Diger Ulkeler 2510 000 475 000 200 125 100
Toplam 2510000 4920 000 13424 3380 3100
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DEGER (%) MIKTAR (%)

Japonya1%
Meksika 2%_\ Diger
Ulkeler

Japonya 1%
Meksika 1%

) Yunanistan 5%
Yunanistan 1%

Belgika 2% Belgika 1%

Giiney Afrika

Giiney Afrika 2%

2%
ftalya 2%.
Ingiltere 4%

Sekil 2.6. Diinya dogal manyezit rezervleri

2.10. Tiirkiye Manyezit Yataklar:

1/500.000’1ik Tiirkiye jeololojik haritas1 incelendignde, Tiirkiye’nin yiiz dl¢iimiiniin
yaklasik %8’den fazlasini yesil renkli ultra bazik kayaglarin kapladigi goriilmektedir.
Krom ve manyezit yataklanmasinda 6nemli olan bu yan kayaglarda krom madenciligi
yiizyillardir yapilmasina ragmen, manyezit madenciligi 1944’ler gibi yakin bir ge¢miste
baslamistir. Bunun nedeni ham manyezitin kroma gore daha ucuz olmasi ve 1970’lere

kadar sahillere yakin yerlerde manyezite rastlanamamasidir (MTA 1981).

Tiirkiye’de sedimenter ve serpantinlere bagli manyezit olusumlari bulunurken hem
kromit yataklar1 hem de jel manyezit olusumlari genis yer tutar. ik manyezit yataklart
1850’li yillarda Konya Meram’da isletilmistir. Ancak ilk ciddi boyutta iiretim 1961°li
yillardan sonra Tirkiye manyezit yataklarinin yabanci sirketlerin ilgisin ¢ekmesiyle
baslamistir. Bu nedenden dolay1 Tiirkiye’de manyezit ve manyezit maden calismalariyla

ilgili bilgi oldukca kisitlidir (MTA 1981).

Tiirkiye’de sedimenterlere bagli manyezit yataklari, Denizli’nin Hirsir Dere-Cambasi
Koy civari ile Erzincan-Cayirli’da yer almaktadir. Buradaki manyezit olusumlari, kilden

konglomeraya kadar uzanan klastik tortul kayaclari serisi i¢inde yerlesmislerdir.
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Serpantinlere bagli kriptokristalin masiv manyezit yataklarinin ise biiyiik bir bolimii
Konya-Eskigehir-Kiitahya tiggeninde bulunur (MTA 1981). Tiirkiye’de bulunan baslica
manyezit yataklari Dursunbey (Balikesir), Kinik (Kiitahya), Mustafa Kemalpasa
(Bursa), Mihaliggik (Eskisehir), Meram (Konya), Mudurnu (Bolu),Yunak (Konya),
Refahiye (Erzincan), Kizlar Koyii (Dat¢a-Mugla), Haruniye (Seyhan-Adana), Gocek
(Fethiye-Mugla) ve Degirmendere (Isparta) Manyezit yataklaridir. Tirkiye’deki
manyezit rezervleri Cizelge 2.4’de gosterildigi gibidir (Yildiz ve Erdogan 1995) (Sekil
2.7)

“ 100 200km.

Olcek

@ Manyezit Olusumlari

Sekil 2.7. Tiirkiye’deki manyezit rezervlerinin bolgelere gore dagilimi
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Cizelge 2.4. Tiirkiye’deki manyezit rezervleri (Yildiz ve Erdogan 1995).

Eskisehir-Yukar1 Kartal 460.313 47,63
Konya-Meram 23.200 46,47
Kiitahya-Sobran-Tiirkmentepe 22.000 46,42
Eskisehir-Dutluca 12.000 46,80
Eskisehir-Ballik 11 11.486
Erzincan-Cayirli-Cataksu-Aravans 8.745 44,46
Konya-Cayirbag [ 8.500 41,98-47,54
TOPLAM 546,244

Ulkemizdeki en yiiksek kaliteye sahip manyezit rezervinin Eskisehir-Kiitahya sinirlart
icinde oldugu tespit edilmistir. Bu bolgede kazanilabilir tiim manyezit rezervi 5-10
milyon ton civarinda olup sahalar ¢ogunlukla KUMAS VE MAS isletmelerine aittir.
Eskisehir ve Kiitahya illerindeki rezervler %1’in altinda silis igerirken Meram

bolgesinde cevherdeki silis oran1 %6-8 arasindadir (MTA 1981).

Tiirkiye manyezitleri, jel manyezit tipi yataklarin biitiin 6zelliklerini tagimaktadir ve
genellikle diisiik olan Fe, Si, CaO oranlar1 bolgeler arast degiskenlik gosterir (Takmak
2007).

2.11. Manyezit Uretim Teknolojisi ve Uretim Miktar

Maden yataginda cevherin iiretimi ile baslayan manyezit teknolojisi genellikle agik
isletme yontemiyle nadiren de kapali isletme yontemleriyle iiretilip ardindan bir takim
zenginlestirme islemlerine tabi tutulur. Cevher zenginlestirme islemi, gang
minerallerinden olan kristal manyezit de dolomit, biyotit, grona, kuvars ve talkdan, jel

manyezit de ise serpantin ve opalden ayrigtirilmasindan ibarettir (MTA 1981).
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Gliniimiizde hala kullanim1 devam eden ¢ok ¢esitli manyezit zenginlestirme yontemleri
vardir. Bunlarin en bilinenleri el ile ayiklama, manyetik ayirma, agir ortam, elektrostatik
ayirma, flotasyon ve optik yontemlerle zenginlestirmedir. Ayrica hidrotasyon, gravite
ve kalsinasyon gibi diger zenginlestirme yontemleri de kullanilabilmektedir (MTA
1981).

Manyezit ile gang mineralleri arasindaki renk farkindan yararlanilarak yapilan
ayristirma islemi el ile ayiklama yontemidir. Uygulamanin yapilabilmesi igin tane
boyutunun 25 mm’den daha biiyikk olmasi gerekmektedir. Ayrica benzer o6zellikteki
cevherlerde optik ayiricilardan yararlanilarak ayirma yapmak da mimkiindir (MTA

1981).

Agir ortamla zenginlestirme islemi manyezit ile ekonomik degere sahip olmayan gang
mineralleri arasindaki yogunluk farkindan yararlanilarak yapilir. Agir ortam olusturmak
amactyla 6,7-6,9 g/cm® yogunluktaki atomize ferrosilikon kullanilirken, agir ortam kabi

olarak da koni tambur ve silikon kullanilir (MTA 1981).

.Manyetik ayirma islemi, serpantinin manyetik 6zelliginin manyezitten daha fazla
olmasi nedeniyle ancak uygun tane iriliklerine sahip cevherler oldugu durumlarda

miimkiindiir (MTA 1981).

Manyezit ile gang mineralleri arasinda var olan az miktardaki dielektrik katsayisi farki
elektrostatik ayirma yapilabilmesine olanak saglar. Ancak uygulamanin pahali olusu

nadiren kullanilmasina neden olmaktadir (MTA 1981).

Flotasyon ile zenginlestirme yonteminde, silikatlar, karbonatlar ve demir oksit
hidratlardan manyezitin ayrilmasinda genellikle yag asitleri ve sabunlar toplayici olarak
kullanilirlar. Flotasyon islemi hafif alkali ortamda yapilir. Su igerisinde erimis halde
bulunan kalsiyumu c¢oktliirmek i¢in kalgon, soda, sodyum silikat gibi maddeler

kullanilirken, bastirma isleminde de gang maddenin cinsine gore sodyum siilfiir, tannik
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asit ve sodyum silikat gibi bastiricilar kullanilir. Bu islem sirasinda yiizdiiriilen
mineralle ylizmesi istenmeyen mineraller benzer kimyasal yapida oldugundan
bastiricilarin dikkatli bir sekilde secilmesi ve kullanilacak miktar ayarlarinin ¢ok iyi

yapilmasi gerekir (Yildiz ve Kose 2002).

Hidrotasyon yoluyla ayirma, kalsine manyezitin su ve su buhar ile 1sitildiktan sonra
bekletilip olusan karisimin elekten gegirilerek kismen temizlenmesi islemidir (Yildiz ve

Erdogan 1995; Ayvazogluyiiksel 2011).

Kalsinasyon ve yercekimi ile ayirma, manyezit ve silisyumlu bilesik iceren ham
maddenin 600-900°C sicaklikta kalsine edilip daha sonra derisiminin arttirilmasi esasina
gbre uygulanan bir yontemdir. Bu islem esnasinda manyezit biliyiik oranda ayrigsarak
1,3-1,9 g/cm® goriiniir 6zgiil agirlik kazanir. Silisyumlu bilesik ise manyezitten farkli
olarak bu islem sirasinda sadece toplam suyunu kaybederek 2.2-2,3 glcm® gOriliniir 6zgiil
agirlik kazanir. Boylece yercekimi yontemi ile ayirma gergeklestirilir. Sulu ortamlarda
yergekimi ayirmasi kostik kalsine manyezitin su alarak goriiniir yogunlugunun 1,9-2,1°e
yiikselmesine neden oldugundan pratikte uygulanabilir degildir (Yildiz ve Erdogan
1995; Ayvazogluyiiksel 2011).

Dereceli kalsinasyon yonteminde manyezit, dolomit ve kalsitten daha diisiik sicaklik
derecelerinde kalsine edilirken, ham madde ise manyezitin kalsine oldugu sicaklikta
kalsine edilir. Bu islemde manyezit sertligini kaybeder ve daha sert olan dolomit, kalsit

ve silikatlardan 6giitiilerek ayrilir (Ayvazogluyiiksel 2011).

Ham madde olarak manyezit, diinya piyasalarinda kostik kalsine manyezit, ham parga
manyezit, sinter manyezit, ergitilmis manyezit ve refrakter sinter manyezit gibi ticari

tirtinler olarak arz edilmektedir (Kaya 1993; Takmak 2007).

Ulkemizde manyezit iiretimi 196011 yillarda baslamis olup, 1973 yilinda 340 bin ton,
1997 yilinda 2 milyon ton ve 1998 yilinda 2,7 milyon ton gibi bir degere ulagmistir.



34

Giliniimiizde halen faaliyet gosteren manyezit sirketleri ve kapasiteleri Cizelge 2.5’de

gdsterilmistir. (Onem 1997; Takmak 2007)

Cizelge 2.5. Tiirkiye’de manyezit iireten firmalar ve kapasiteleri

Kiitahya Manyezit A.S. Kiitahya Kiitahya 144 000
Manyezit A.S. Eskisehir Eskisehir 60 000
Comag Continental Mad. Tavsanli-Bursa Eskisehir 40 000

San.ve Tic. A.S.

Konya Krom Manyezit Konya Konya 40 000
Tugla San. Tiirk A.S.

Toplam 288 000

Tiirkiye’de Kiitahya’da KUMAS isletmesi yilda 180 000 ton sinter manyezit,
Eskisehir’de Manyezit A.S. yilda 80 000 ton sinter manyezit, Konya da Konya Krom
Manyezit San. A.S. yilda 35 000 ton sinter manyezit ve Eskisehir, Kiitahya Tavsanli’da
Comag San. A.S. yilda 40 000 ton kostik kalsine manyezit iiretmekte ve iilke

ekonomisine 6nemli katkilar saglamaktadir (DPT 2001).

2.12. Kiimas Tesisinde Uretim

Kiitahya manyezit isletmeleri A.S. (KUMAS) 1972 yilinda kurulmus bir tesistir. 1976
yilinda ise bu tesiste manyezit cevherinde sinter manyezit iiretimi baglamistir. Ikinci
doner firminda da 1982 yilinda iiretime baslayan KUMAS 1990 yilina kadar diinyanin
en kaliteli manyezitini iireten tesis olmustur. Daha sonraki yillarda ise tugla ve harg

iretim tesislerini de kurarak dogal manyezitten bazik refrakter malzemeler iireten bir

kurulusa dontismiistiir (DPT 2001; Kafas 2012).
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Diinya genelinde demir-gelik, ¢imento, demir dis1 metaller, cam sanayi firinlarinin
gereksinimini karsilayan KUMAS, yilda 180 000 ton iiretim kapasitesiyle Tiirkiye nin
en biiyiik sinter manyezit iireticisi konumundadir. Ayrica iilkemizdeki bazik tugla ve
har¢ tireten diger kuruluslarin da sinter manyezit gereksinimini bu kurulus

karsilamaktadir (DPT 2001; Kafas 2012).

KUMAS isletmesi biinyesinde bulunan ocaklar, Eskisehir-Bilecik-Kiitahya iicgeninde
olup 65 milyon ton ham manyezit cevheri rezervine sahiptir. Bu cevherler ocaklardan
ikisinde kurulu bulunan cevher =zenginlestirme tesislerinde zenginlestirilerek
kamyonlarla fabrikaya taginmaktadir. Yilda yaklasik olarak 500,000 ton ham cevher
zenginlestirilerek, sinter manyezit tesislerine gonderilmektedir. Manyezit ham cevheri,
kirma, eleme ve kalicti manyetik ayiricilarda ayirma islemlerine tabii tutularak

zenginlestirilir (DPT 2001; Kafas 2012).

Bu ocaklarda zenginlestirilerek fabrikaya getirilen ham cevher, ikinci bir zenginlestirme
tesisinde tekrar islenerek konsantre manyezit haline doniistiiriiliir. Ikinci zenginlestirme
isleminde kirma, yikama, eleme ve kalici manyetik ayiricilarda ayirma islemiyle
konsantre manyezit cevheri elde edilir. Doner firinlardan ¢ikan baca gazlarinmn
kullanildig1 kurutucuda cevher kurutulur (DPT 2001; Kafas 2012).

Konsantre cevher, her biri yilda 90,000 ton kapasiteli olan 2 adet doner firinda 1700°C-
2000°C arasindaki sicaklikta pisirilerek sinter manyezit tretilmektedir (DPT 2001,
Kafas 2012).

Tesislerde tiretilen sinter manyezit, on bes ayri kalite ¢esidinde olup diisiik demir oksit
icerigi ve yiiksek yogunlugu ile bazik refrakter {iretiminde diinyaca taninan bir iine
sahiptir. KUMAS, iiretti§i manyezitin bir kismim 1977 yilindan beri Rusya, Almanya,
Romanya, Italya, Ukrayna, Iran, Hindistan, Iran, Misir gibi iilkelere ihra¢ etmektedir.

Tiirkiye’nin yillara gore sinter manyezit ihtiyac1 Cizelge 2.6’da verilmistir.
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Cizelge 2.6. Tiirkiye Sinter Mag. Thracati (Devlet Istatistik Enstitiisii ithalat Thracat
Raporlar1 1998)

ABD 60

Almanya 16773 6016 1938 500
Avusturya 91461 65858 102795 77482
Belgika 21
Bulgaristan 523
Fransa 81
Gafrika - Namib 120
Hindistan 492 41
Hirvatistan 2650
Hollanda 6000 6042 18500 15500
Ingiltere 1040 2250 8
Iran 1568 5003 3000
Ispanya 3000 4500 8500
Israil 246 4
Italya 1576 1227 5120 11550
Kanada 140 200 200
Kazakistan 1 218 kg
Makedonya 180 59 20
Misir 2120 80
Romanya 2500 1020 5526 5887
Bulgaristan 523
Fransa 81
Gafrika - Namib 120
Hindistan 492 41
Hirvatistan 2650
Hollanda 6000 6042 18500 15500
Ingiltere 1040 2250 8
Iran 1568 5003 3000
Ispanya 3000 4500 8500
Israil 246 4
Italya 1576 1227 5120 11550
Kanada 140 200 200
Kazakistan 1 218 kg
Makedonya 180 59 20
Misir 2120 80
Romanya 2500 1020 5526 5887
S. Arabistan 40 20
Sirbistan 550

Slovakya 40 1020
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Cizelge 2.6. (devam)

Suriye 2
Trakya Ser. Bolgesi 2700
Tiirkmenistan 352 kg
Ukrayna 3000 9085 7216
Toplam 120342 96488 156800 130000
S. Arabistan 40 20
Sirbistan 550
Slovakya 40 1020
Suriye 2
Trakya Ser. Bolgesi 2700

KUMAS, 1996 yillarmin sonuna dogru, ilk defa Tiirkiye’de yerli sinter dolomit tugla
{iretimini de gerceklestirmistir. Uretilen sinter dolomit regine ve zift bagl dolomit tugla

tiretiminde kullanilmaktadir (Kafas 2012).

KUMAS isletmelerine ait Eskisehir-Kiitahya bdlgesinde yer alan Turan ocagi ve Orta
ocak manyezit yataklarinin temeli Paleozoik déneme uzanir. Bu bolge yerlesme yas1 Ust
Kretase-Paleosen oldugu diisiiniilen serpantinlesmis peridotitlerle ortiilidiir (DPT 2001,
Kafas 2012).

Turan ocak ve Orta ocak manyezit yataklarinin icerik ve rezerv degerleri asagidaki
gibidir.

Turan ocak ve Orta ocak yataklarinda %46.43 MgO ve %0.49 SiO; igerikli yaklasik 4.5
milyon ton manyezit bulunur.
Bu ocaklarda tenor igerigi %40.14 MgO, %0.5 Fe,O3 ve ates kaymi1 %50°dir.

Rezerv bakimindan Orta ocak: goriiniir muhtemel rezerv 810.030 ton

Turan ocak: goriinlir muhtemel rezerv 497.058 ton
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Bunlarin diginda kalan alanda toplam 3.182.000 ton olmak {izere toplam 4.489.938 ton
muhtemel rezerv vardir. Bu bdlgedeki ocaklarin biiyiik cogunlugu KUMAS tarafindan
isletilmektedir (MTA 1981).

2.13. Manyezitin Fiyatlandirilmasim Etkileyen Faktorler

2.13.1. Kimyasal bilesim

Manyezitin yapisinda bulunan %CaCO, %SiO, ve Fe,Oz oranlari fiyatlandirmay1
etkileyen en oOnemli faktorlerdir. Manyezit madeni refrakter malzeme iiretiminde

kullanilabilmesi i¢in;

Jel manyezitte ortalama olarak: max %1 SiO, max %1,5 CaO ve max %0,5 Fe,O3

Kristalli manyezitte: max %3 SiO, max %2,0 CaO ve max %6,0 Fe,O3

Sartlar1 aranmaktadir. Aranan degerler ham jel manyezit ve ham kristalli manyezit i¢in
birbirinden farklhidir. Jel manyezitlere konulan spesifikasyonlar, nitelik olarak
gerceklestirilmesi daha zor sartlar igermektedir. Ayrica ham jel manyezitler, ham
kristalli manyezitlere gore elde edilen iirlinlerin daha kaliteli olmas1 ve maliyetinin
nispeten daha diisiik olmasi nedeniyle daha iyi fiyatlandirilirlar (Cetin 2010; Kafas
2012).

Istenen bu rakamsal degerler cevher zenginlestirme tekniklerinin gelismesiyle
degisebilmektedir. Bu oranlarin artmasi halinde ise cevher kullanilamaz hale gelir.

Cevher yapisindaki kirleticilerin olumsuz etkileri kisaca 6zetlenecek olursa;

Silisin (SiO,) etkisi: CaO igerigi yumusama noktasini diistiriirken Al,O3; yumusama

noktasina ¢ok az etki eder. Cevher yapisindaki silis miktarinin artmasi ise benzer etki



39

yaparak, tuglanin erime noktasinin diismesine sebep olur. Bdylece sicaklik
degisimlerine kars1 tuglanin mukavemeti azalir.

Demir oksidin (Fe;O3) etkisi: manyezitin iyi bir sekilde sinterlesmesi igin %4-8
oraninda demir oksit igermesi gerekmektedir. Bu oranin %2-3’e¢ diismesi halinde
tuglanin ani sicaklik degisimlerine ve atese mukavemeti artar. Oranin %10 civarina
yiikselmesi ise tuglanin erime noktasinin 2000°C’ye diismesine neden olur. Demir orani
azaldik¢a manyezitin sinterlesmesi giiclesir (Cetin 2010).

Kalsiyum oksidin (CaO) etkisi: Manyezit cevherinin igerdigi kalsiyum oksidin, bu
cevherin refrakter tugla {tretiminde kullanilabilmesi icin serbest halde tuglaya
geememesi gerekir. Bu durum kalsiyum oksit etkisine karsi tuglanin mukavemetini

azaltir (Cetin 2010).

2.13.2. CaO/SiO; Faktorii

CaO/SiO; oraninin refrakterin davranigt {izerinde Onemli bir etkisi oldugu
gbzlemlenmistir. Yani CaO ve SiO; oranlarinda degisiklik olmasiyla olusan bilesigin
cinside degismektedir. Bu da refrakterin niteligini etkiler. Genellikle CaO/SiO; oraninin
2 dolaylarinda tutulmasi istenir. Buna sebep olarak uygun orandaki cevher bilesiginin
2130°C gibi yiiksek ergime sicakligina sahip olmasi gosterilmektedir. Ayrica bu oran
cevherde 1stya dayanikliligi azaltan bor mineralinin etkisini de azaltmaktadir. Bu
nedenle CaO/SiO; orani fiyatlandirmada en onemli kriterlerden biri olarak tanimlanir.
Ayrica bu oran varliginda olusan Ca,SiOy bilesigi de baglayicilik gorevi yapmaktadir
(Cetin 2010; Kafas 2012).

2.13.3. Dokme 6zgiil agirhk

Refrakter malzemenin fiziksel dayanikliligi i¢cin dokme oOzgiil agirlik Onemli bir
faktordiir. Fiyatlandirma sirasinda bu degerin 3,39 g/cm®iin {izerinde olmasi istenen bir

durumdur (Cetin 2010; Kafas 2012).
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2.13.4. Kristalin boyutu

Cevherdeki biiytik kristal tane boyu MgO’nun ciirufa karsi reaktivitesini azaltirken
asinma derecesini arttirmaktadir. Bu nedenle refrakter endiistrisinde kullanilan sinter
manyezitte kristallerin miimkiin oldugunca biiyiik fakat diizensiz bir dagilim iginde
bulunmasi istenir. Bu durum fiyatlandirma yapilirken 6nem arz eder (Cetin 2010; Kafas

2012).

2.13.5. Magnezyum oksit (MgO) orani

Refrakter malzeme endiistrisinde kullanilan sinter manyezitin ergime sicakliginin
2800°C {istiinde olmasi nedeniyle kimyasal yap1 olarak MgO orani sinter manyezitin
yapisinda bulunan SiO,, Cao, Fe,O3; ve Al,O3 oranma bagli olarak %92 ile %96
arasinda degisir (Cetin 2010; Kafas 2012).

2.13.6. Bor orani

Deniz suyundan {iretilen sinter manyezitte bor igerigi dnemli bir problem teskil eder.
Dogal jel manyezit icin bu gecerli degildir. Refrakter malzeme iiretimi i¢in istenen bor
orant %0,1 kabul edilir. Yasal uygulamada bu oranin altinda veya {iistiindeki degerler

i¢in prim ve ceza uygulamasi vardir (Cetin 2010; Kafas 2012).

2.14. Gelecege Doniik Alternatif Bir Yaklasim Olarak Biyoteknolojik

Zenginlestirme Yontemi ve Dogal Biyolojik Siirecler

Kayaglarin iist ylizeylerinde biyofilm olusturarak gelisen mikroorganizmalar ¢éziinmeyi
saglarlar. Bakteriler fizikokimyasal nonspesifik etkilesimle ya da daha o&zel
etkilesimlerle kayalara tutunurlar. En bilinen yiizey bileseni olan adhesinler spesifik
tutunmalarda etkilidirler. Nonspesifik tutunmada ise bakteri-mineral ve bakteri-¢ozelti

ara yiizeyinin Ozellikleri etkilidir. Bu 6zellikler hiicre yiizeyinin hidrofobiklik 6zelligi
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ve elektrokinetik potansiyeline baglidir. Mikroorganizma kaynakli mineral ylizey
etkilesimi biyokiitle {iretimi amaciyla gerekli besinlerin eldesi i¢in ¢dziinme siirecinin
katalizlenmesiyle dogrudan gergeklesir. Ayrica mikroorganizmalar tarafindan salgilanan
bazi metabolitlerin ¢oziinmeyi tesvik etmesiyle de dolayli ¢éziinme gergeklesir. Bu
metabolitlerin pH’1 diigiiren ligantlar1 ve asit metabolitlerinin bulundugu c¢ozeltiyi
modifiye eden katyonlart icerdigi bilinmektedir (Liittge and Conrad 2004; Sulu-
Gambari 2011).

Mikroorganizmalar vasitasiyla gerceklestirilen bozunma islemi {i¢c ana basamaga ayrilir.
Bu basamaklardan ilki bakterilerin yiizeyi tanimasi ve bu ylizeye baglanmasi, ikincisi
kolonizasyon yani yiizeye tutunan mikroorganizmalarin mineralleri kullanarak koloni
Olusturmasi, sonuncusu ise biyofilm olusturarak mineral yiizeyinin ¢dzlinmesidir

(Liittge and Conrad 2004; Sulu-Gambari 2011) (Sekil 2.8)
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Sekil 2.8. Bakterilerin kat1 yiizeylere yapisma basamaklari1 (Liittge and Conrad 2004;
Sulu-Gambari 2011).
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Mikrobiyal biyofilmler, komminiitlerinin ekosistem i¢inde bulunduklart yiizeyle
etkilesimleri sonucu olugan kompleks ve dinamik yapilardir. Bu yapilar planktonik
benzerlerinden ekstraselliiler polimer maddeleri ve matrikslerinin varligiyla ayrilirlar.
Ekstraselliiler polimer maddeler (EPS) biyofilmlerin ana bilesenidir (De Beer and
Stoodley 2006). EPS’ler biyofilmlerin fiziksel ve fizyolojik ozelliklerini belirleyen,
yapmin olusumuna katkida bulunan, bir ylizeye tutunma ve bu ylizeyden ayrilma,
mekanik dayaniklilik ve antibiyotik direngliligini etkileyen yapilardir (Barker et al.
1997; De Beer and Stoodley 2006).

Biyofilm olusumu substratin morfolojisi, yiizey yiikli, hidrofobitesi, ara yiizey
karakteristikleri ve soliisyon kimyasi gibi bir¢cok fiziksel ve c¢evresel sarta baglidir

(Liermann et al. 2000).

Bu ilkeler c¢ercevesinde ¢ogu mikroorganizma biyoteknolojik zenginlestirme
calismalarinda kullanilmistir ve ¢6zlinme arastirmalarinin birgogunda mikroorganizma
secimi  yapisacagl yiizeyin ve mineralin tipine gore gerceklestirilmistir.
Mikroorganizmalar salgiladiklar1 metabolitlerle mineralin veya mineralin bulundugu
ylizeyin kimyasini degistirerek ¢6ziinmeyi hizlandirirlar (Barker et al. 1998). Yeryiizii
katmanlarinda ve ylizeyinde en fazla bulunan mineraller silikatlar oldugu i¢in bu durum
biyolojik ¢oziinme galismalarinda da en ¢ok arastirilan minerallerin silikatlar olmasini
kaginilmaz kilmistir. Diinya literatiirlerine gére bu alanda silikatlar {izerine yapilan
calismalar1 karbonat ¢oziinmesi ¢alismalar1 izlemektedir. (Barker et al. 1998;
Vandevivere et al. 1994).

2.15. Biyolic¢

Tabiatta var olan belli mikroorganizmalar kullanilarak dogal ydntemlerle mineral
kaynaklardan metallerin ¢oziinme prosesine biyoli¢ denir (Brand 2001; Kocadagistan
2007). Biyoli¢ yontemi dogada kolayca bulunabilen su, hava ve mikroorganizmalar
kullanilarak stlfiirlii cevherlerden veya bunlarin konsantrelerinden metallerin

uzaklagtirilmasi islemidir (Gilbertson 2000). Ayrica mineral konsantreleri ve diisiik
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tenorlii cevherlerden metal ekstraksiyonu i¢in basit ve bir o kadar da etkili bir yontemdir
(Bosecker 1997; Billiton 2000; Nemati and Harison 2000; Sand et al. 2001;
Kocadagistan 2007). Biyoli¢ islemi normal basing altinda, 5-90°C sicaklik aralifinda
mikroorganizmalar tarafindan gerceklestirilir (Akc¢il ve Ciftgi 2003).

Biyoli¢ prosesinin; her kalitedeki cevher ve atik malzemeye uygulanabilir olusu, daha
az sermaye gerektirmesi, dogada var olan su, hava ve mikroorganizma gibi bilesikleri
kullanmasi, CO; ve SO, emisyonu olusturmamasi ve boylece c¢evre dostu olusu,
atmosfer basincinda ve ortam sicakliginda basit ve ekonomik bir sekilde isletilebilmesi
gibi bir¢ok avantajlart vardir (Lundgren et al. 1986; Brombacher et al. 1997; Billiton
2000; Sertkaya 2007).

Diinya literatiirlerinde biyoli¢ mekanizmasinda etkili olan bir¢ok mikroorganizmanin
varligr tespit edilmistir. Bu mikroorganizmalar genellikle prokaryotik, zorunlu
kemolitotrof ve aerobiktirler. Biyoli¢ prosesinde en ¢ok kullanilan mikroorganizmalara
Aspergillus, Thiobacillus, Sulfobacillus, Leptospirillum tiirleri 6rnek olarak verilebilir
(Holt et al. 1994; Bosecker 1997; Das et al. 1999; Norris et al. 2000; Schuster 2002;
Magnuson et al. 2003).

2.16. Biyomineralizasyon

Mikroorganizmalarin bulunduklar1 ¢evredeki metaller ve minerallerle girdikleri fiziksel
ve kimyasal etkilesimler sonucu biyomineralizasyon olusur. Bu etkilesimler
mikroorganizmalarin  hayatta kalmalari, biiylimeleri ve ¢esitli aktivitelerini
siirdlirebilmeleri i¢in temel gereksinimlerini karsilarlar. Ayrica bir¢ok mineral tiirii
temelde, mikroorganizmalarla etkilesime girme yetenekleri bakimindan biyojeniktir. Bu
tiir biyominerallerin olusumu diyatomlar ve foraminiferler gibi gruplara hiicresel yap1
sagladigindan hem jeolojik hem de endiistriyel agidan biiylik 6nem teskil ederler (Gadd
and Raven 2010).
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Biyomineralizasyon, fosfatlar, karbonatlar, oksitler ve silikatlar gibi minerallerle ve bu
mineralleri iceren ekonomik degeri olan madenlerle ilgili bir jeomikrobiyolojik

olusumdur (Gadd and Raven 2010).

2.17. Maden Zenginlestirmede Kullanilabilecek Mikroorganizmalarin Tamilanmasi

ve Molekiiler Karakterizasyonuna Yonelik Yaklasimlar

Mikroorganizma izolasyonu odakli diger tiim biyoteknoloji uygulamalarinda oldugu
gibi maden zenginlestirme arastirmalarinda da mikroorganizmalarin tanilanmasi ve
molekiiler karakterizasyonun yapilmasi asamalar1 basarili uygulamalar gelistirebilmenin
en temel unsurlarini olusturur. Bu alanda eksiksiz bir biyoteknolojik siirecin
tasarlanmasi ancak bu mikroorganizmalarin en iyi sekilde tanmmasi ve ilgili
optimizasyonlarin hedef mikroorganizma ile cevher arasindaki iliski uyumunu en iist

diizeye ¢ikarmasiyla miimkiin olmaktadir.

Maden zenginlestirmede kullanilabilecek mikroorganizmalarin  tanilanmasi  ve
molekiiler karakterizasyonuna yonelik yaklasimlarin en basinda farkli kaynaklardan
izole edilen mikroorganizmalarin benzerlerinden kabaca ayirt edilmesini ve
mikroorganizmalarin kimlikleri hakkinda 6ncii bilgilerin elde edilmesini saglayan klasik
yontemler gelmektedir. Bu yontemler genellikle mikroorganizmalarin sekil ve boyut
acisindan hiicre morfolojilerinin incelenmesi, koloni morfolojilerinin incelenmesi, Gram
ozellikleri, endospor olusturma yetenekleri, optimum biiylime sicakliklarinin, pH
araliklarmin ve gereksinim duyulan oksijen miktarlarinin belirlenmesi gibi testleri
kapsamaktadir. Ozellikle funguslar ile gergeklestirilen galismalara hiicre, misel ve hif
yapilarmin incelenmesini, eseyli-eseysiz lireme yapilarinin gdézlemlenmesini ve

siiflandirilmasini da kapsayan benzer testler ilave edilmektedir.

Klasik testleri destekleyici nitelikteki biyokimyasal testlerin kullanilmasin ise maden
zenginlestirmede kullanilabilecek mikroorganizmalarin, ozellikle de bakterilerin
tanilanmasina yonelik en Onemli ikinci adimi olusturmaktadir. Konuyla ilgili

literatiirlerde Gzellikle bu amacgla mikroorganizmalarin katalaz, oksidaz, amilaz gibi
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enzimleri liretebilme yeteneklerinin arastirilmasi i¢in yapilan cesitli aktivite testleri ve

nitrat ya da nitrit rediiksiyon testlerinin yapilmasinin gerekliligine dikkat ¢ekilmektedir.

Maden zenginlestirmede kullanilabilecek mikroorganizmalarin tanilanmasinda klasik ve
biyokimyasal yontemlerin bulgulariyla birlikte nihai sonucu verebilecek yontemler ise
0zellikle DNA izolasyonu ¢aligmalarinin, PCR uygulamalarinin ve sekans analizlerinin
de dahil oldugu molekiiler karakterizasyon bagligi altinda toplanmaktadir. Bu alanda
kullanilan temel tekniklere genomik parmak izi analizleri (Randomly Amplified
Polimorphic Detection=RAPD, Restriction Fragment Length Polymorphism=RFLP,
Repetitive Extragenic Palindromic=REP-PCR, Enterobacterial Repetitive Intragenic
Consensus=ERIC-PCR, Ribozomal DNA=rDNA-PCR, BOX-PCR, Spesifik PCR vb.),
mikroorganizmalarin yag asiti profillerinin belirlenmesine dayali fenotipik yontemler
(Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi=MIDI), cesitli serolojik testler (Agliitinasyon,
Immunofluorescence, Dot Immunobinding Assay, Immuno Blot, Radioimmunoassay ve
Enzim-Linked Immunosorbent Assay=ELISA) ve kantitatif DNA hibridizasyonu 6rnek
olarak verilebilir (Eerola 1988; Zhang and Geider 1997; Mosivand et al. 2009).

Yine bu konuyla ilgili giincel literatiir kaynaklarinda, prokaryotik mikroorganizmalar
olan bakterilerin tanilanmasi icin 6zellikle 16S rRNA/rDNA bdlgelerinin, Okaryotik
mikroorganizmalar olan funguslarin tanilanmasinda ise 18S rRNA/rDNA bdlgelerinin
tiniversal primerler kullanilarak cogaltilmasi ve elde edilen PCR iiriinliniin sekans
analizinin yapilarak degerlendirilmesine dayanan molekiiler yaklagimlarin oldukca

yaygin bir bigimde kullanildig1 goriilmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Manyezit Madeni Orneklerinin Alinmasi

Bu ¢alismada, Kiitahya sinirlari igerisindeki Turan ocag1 ve Orta ocak Manyezit Maden
Ocagi’ndan ornekler (toprakli, topraksiz, biiyiik, kiiciik maden ornekleri) alinmis ve
steril tiipler icerisinde laboratuvara getirilmistir. Bakteri izolasyon ¢aligsmasi yapilincaya

kadar buzdolabinda (+4°C) muhafaza edilmistir.

3.1.1. Kullanilan alet ve cihazlar

Calisma esnasinda asagidaki alet ve cihazlar kullanilmistir:

Inkiibator (Binder BD53, GERMANY)

Otoklav (HMC Hirayama Hiclava HV-50L, JAPAN)
Mikroskop (Boeco BM 180, GERMANY)

Steril Kabin (Esco AC2-4E1, SINGAPORE)

Calkalayici (Zhicheng ZHWY-200B, CHINA)

Magnetik Karistiric1 (Dathan Scientific MSH 20A, KOREA)
pH Metre (InoLab pH730 wtw Series, GERMANY)

Derin Dondurucu (Nuaire -86 Ultralow Freezer, NU6613W37, U. S. A))
Buzdolab1 (Beko BK9470, TURKIYE)

Su Banyosu (Memmert WNB14, GERMANY)

Mikrodalga Firin (Beko MD1505, TURKIYE)

Saf Su Cihaz1 (GFL 2004, GERMANY)

Hassas Terazi (Mettler Toledo AL204, CHINA)

Dikey Tiip Karistiric1 (GFL 3025, GERMANY)

Buz Makinesi (Scotsman AC45, ITALY)

Santrifiij (Hettich Mikro 22R, GERMANY)

Vorteks (Heidolph Reax Top, GERMANY)
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Mikrobiyal Tanilama Sistemi (MIDI, Inc., Newark, GERMANY)

PCR (Corbett Research CG1-96, AUSTRALIA)

Elektroforez Tanki (Yatay) (OWL B2, U.S.A.)

Elektroforez Akim Saglayict1 (OWL OSP300-2Q, U.S.A))

Jel Gorilintiileme Sistemi (DNR Biolmaging Systems MiniBis Pro, ISRAEL)

3.1.2. Kullanilan ¢o6zelti ve besiyerlerinin hazirlamsi

Arastirma sliresince kullanilan ¢ozeltilerin ve besiyerlerinin hazirlanis  sekilleri

asagidaki gibidir:

%00,85°’lik NaCl ¢ozeltisi: 8,5 mg NaCl 1 L saf suda ¢oziilerek otoklavda steril edildi
(Bozoglu 2014).

Nutrient broth (NB): 13 g nutrient broth igerigi (Oxoid) 1 L saf su igerisine eklendi.
Besiyeri otoklavda steril edildi (Harley and Prescott 2002; Orhan 2013).

Tripticase soy broth (TSB): 30 g tripticase soy agar karisimi (Oxoid) 1 L saf su
igerisine ilave edildi. Besiyeri otoklavda steril edildi (Bozoglu 2014).

Potato Dextrose Agar (PDA): 39 g potato dextrose agar karisimi (Oxoid) 1 L saf su
icerisine ilave edildi. Besiyeri otoklavda steril edildi.

Nutrient agar (NA): 28 g nutrient agar karisimi (Oxoid) 1 L saf su igerisine ilave
edildi. Besiyeri otoklavda steril edildi. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril
petrilere dokiilerek katilasmaya birakildi (Harley and Prescott 2002; Orhan 2013)
Tripticase soy agar (TSA): 40 g tripticase soy agar karigimi (Oxoid) 1 L saf su
icerisine ilave edildi. Besiyeri otoklavda steril edildi. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan
sonra steril petrilere dokiilerek katilasmaya birakildi (Bozoglu 2014).

Yeast Extract Calcium Carbonate agar (YDC- agar): 5 g maya ekstrakt, 10 g glikoz,
6 g CaCO3 ve 10 g agar karisimi 500 ml saf su igerisinde ¢oziilerek, besiyeri otoklavda
steril edildi. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokildi ve
katilagmaya birakild: (Lelliott and Stead 1987; Yanmis 2014).

Magnesium Carbonate agar: 5 g maya ekstrakt, 10 g glikoz, 6 g MgCO3 ve 10 g agar
karisimi 500 ml saf su icerisinde ¢oziilerek, besiyeri otoklavda steril edildi. 45-50°C’ye
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kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiildii ve katilasmaya birakildi. Bu besiyeri
YDC-agardan modifiye edilmistir (Lelliott and Stead 1987; Yanmis 2014).

Nutrient strach agar (NAS): 23 g nutrient agar (Difco) ve 10 g %1°lik nisasta 1 L saf
su icerisine konularak otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. Sterilizasyon
sonrasinda 45-50°C’ye kadar sogutulan besiyeri steril petrilere dokiilerek ve katilagmasi
saglandi (Bal 2012).

Nutrient broth + agar (yar1 kati nutrient agar): 13 g nutrient broth’a (Oxoid) 6 ¢
agar (Difco) aktilarak 1 L saf su igerisine eklendi. Besiyeri otoklavda steril edildi. 45-
50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril deney tiiplerine alinarak katilasmaya birakildi
(Harley and Prescott 2002; Orhan 2013)

LB Agar: 35 g LB agar (Sigma) tartilarak 1 L saf su icerisinde ¢oziildii. pH’s1 7,4°e
ayarlandiktan sonra otoklavlanarak steril edildi. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra
steril petrilere dokiildii ve katilasmaya birakildi (Bozoglu 2014).

LB Brouth: 20 g LB broth (Sigma) tartilarak 1 L saf su icerisinde ¢oziildii. pH’s1 7,4’e
ayarlandiktan sonra otoklavlanarak steril edildi. Sivi besiyeri oda 1sisinda bekletildi
(Bozoglu 2014).

Stok Besiyeri: 0,65 g nutrient broth karigimima 36 ml gliserol eklendikten sonra son
hacim saf su ile 100ml’ye tamamlandi. Magnetik karistiricida karistirilan besiyeri,
otoklavda steril edildi. Aseptik olarak steril 2 ml’lik ependorf tiiplerine 1,2 ml
konularak hazirlandi (Bozoglu 2014).

%3’liik KOH cozeltisi: 3 g KOH 100 ml steril saf su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi
(Bozoglu 2014).

Kristal violet: 2 g kristal violet, 20 ml %95°lik etil alkolde ¢6ziildii ve son hacim steril
saf su ile 100 ml’ye tamamlandi. Amber sise icinde buzdolabinda muhafaza edildi
(Harley and Prescott 2002; Bozoglu 2014).

Lugol soliisyonu: 1 g iyot ve 0,5 g KI tartildi, toplam hacim steril saf su ile 100 mIl’ye
tamamlandi. Amber sise i¢inde buzdolabinda muhafaza edildi (Harley and Prescott
2002; Bozoglu 2014).

Safranin: 1 g safranin, 10 ml %95°lik etil alkolde ¢6ziildii ve son hacim steril saf su ile
100 ml’ye tamamlandi. Amber sise i¢inde buzdolabinda muhafaza edildi (Harley and
Prescott 2002; Bozoglu 2014).



49

Malasit yesili: 5 g malasit yesili, 100 ml steril saf su ig¢inde ¢o6ziilerek hazirlandi ve
amber sise igerisinde buzdolabinda muhafaza edildi (Harley and Prescott 2002; Bozoglu
2014).

%5’lik H,O; cozeltisi: 17 ml %30’luk H>O,’in hacmi steril saf su ile 100 ml’ye
tamamlanarak hazirlandi (Harley and Prescott 2002; Bozoglu 2014).

STE (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 50 mM EDTA, pH: 8) cozeltisi: 1,21 g Tris, 1,75 g
NaCl ve 3,72 g EDTA saf su igerisinde ¢oziildii. 1 N HCI ile pH’s1 8 olana kadar titre
edildi. Toplam hacim 200 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavda steril edildi (Harley
and Prescott 2002; Bozoglu 2014).

Liziz Buffer: 1,36 g Tris-HCI, 0,422 g EDTA 910 ml saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1
8’e ayarlanir. pH ayarlamas1 yapildiktan sonra iizerine 0,664 g NaClI eklenir ve hacim
1000 ml’ye tamamlanir ve otoklavda steril edilir. Otoklavdan ¢ikartildiktan sonra 250
ml %10’luk SDS ve 22,7 ml Triton X 100 eklenir.

Promega Nuklei Lysis soliisyonu: Hazir kit kullanilmigstir (Sigma).

Promega Protein Precipitation Soliisyonu: Hazir kit kullanilmistir (Sigma).

Promega Rehidrasyon Soliisyonu: Hazir kit kullanilmistir (Sigma).

TE (10mM Tris, ImM EDTA, pH: 8) tamponu: 0,3 g Tris-HCI ve 0,093 g EDTA saf
su icerisinde ¢oziildii ve pH 8’e¢ ayarlandi. Son hacim 250 ml’ye tamamlanarak
otoklavda steril edildi (Orhan 2014).

5 M NaCl cozeltisi: 29,22 g NaCl’lin 100 ml saf su igerisinde ¢oziilmesiyle
hazirlanarak otoklavda steril edildi (Harley and Prescott 2002; Bozoglu 2014).

1XTE (10mM Tris, ImM EDTA, pH: 8) cozeltisi: 0,24 g Tris ve 0,074 g EDTA saf
su icerisinde ¢oziildii ve pH’s1 8 e ayarlandi. Son hacim 200 ml’ye tamamlanarak
otoklavda steril edildi (Harley and Prescott 2002; Bozoglu 2014).

%10 luk SDS ¢ozeltisi: 10 g SDS’nin 100 ml saf su igerisinde ¢dziinmesiyle hazirlandi.
Cozelti otoklavda steril edildi ve agzi iyice kapatilarak, oda sicakliginda muhafaza
edildi (Harley and Prescott 2002; Bozoglu 2014).

Dimetil siilfoksit (DMSO): %100’lik DMSO (Sigma) 2ml’lik eppendorf tiiplere
aktarilarak, kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi (Harley and Prescott 2002;
Bozoglu 2014).
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%10 CTAB (Hexadecyl trimetil-ammonium bromide)-0,7 M NaCl ¢ozeltisi: 80 ml
saf su icerisinde once 4,09 g NaCl ¢oziildii. NaCl tamamen ¢oziindiikten sonra karigima
10 g CTAB ilave edilerek c¢oziinmesi saglandi. Toplam hacim 100 ml’ye
tamamlandiktan sonra otoklavda steril edilerek, oda sicakliginda muhafaza edildi
(Harley and Prescott 2002; Bozoglu 2014).

Fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) c¢ozeltisi: 25 ml fenol, 24 ml kloroform ve 1
ml izoamilalkol karistirtlarak hazirlandi. -20°C’de muhafaza edildi (Harley and Prescott
2002; Bozoglu 2014).

Kloroform: izoamilalkol (24:1) cozeltisi: 24 ml kloroform ve 1 ml izoamilalkol
karistirilarak hazirlandi. -20°C’de muhafaza edildi (Harley and Prescott 2002; Bozoglu
2014).

%70’lik Etil alkol: 70 ml saf etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 ml ye
tamamlandi. -20°C’de muhafaza edildi (Harley and Prescott 2002; Bozoglu 2014).
Proteinaz K: 1 ml steril distile su igerisinde 20 mg proteinaz K olacak sekilde
hazirlandi. -20°C’de muhafaza edildi (Harley and Prescott 2002; Bozoglu 2014).

Bovine serum albumin: 1 ml steril distile su igerisinde 20 mg bovine serum albumin
olacak sekilde hazirlandi. -20°C’de muhafaza edildi (Harley and Prescott 2002; Bozoglu
2014).

5XTBE Tamponu (pH: 8): 54 g Tris, 27,5 g borik asit, 20 ml 0,5 M EDTA 500 ml
steril distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra karisimin pH’s1 8’e ayarlandi ve toplam
hacim steril distile su ile 1 L’ye tamamlandi (Harley and Prescott 2002; Bozoglu 2014).
5XTAE Tamponu (pH: 8): 24,2 g Tris, 5,71 ml glasial asetik asit,10ml 0,5 M EDTA,
500 ml steril distile su igerisinde homojenize edildikten sonra karigtmm pH’st 8 e
ayarlandi ve toplam hacim steril distile su ile 1 L’ye tamamland1 (Harley and Prescott
2002; Bozoglu 2014).

0,5XTBE Tamponu: 100 ml 5xTBE’nin hacmi steril distile su ile 1 L’ye tamamlanarak
hazirlandi (Harley and Prescott 2002; Bozoglu 2014).

0,5XTAE Tamponu: 100 ml 5xTAE’nin hacmi steril distile su ile 1 L’ye
tamamlanarak hazirlandi (Harley and Prescott 2002; Bozoglu 2014).
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Ethidium bromiir cézeltisi: 100 ml distile su igerisinde 1 g ethidium bromiir (10
mg/ml) magnetik karistirict kullanilarak iyice ¢oziildii ve amber sise icinde, oda
sicakliginda muhafaza edildi (Harley and Prescott 2002; Bozoglu 2014).

6X yiikleme tamponu: 100 ml i¢in %100°liik gliserolden 40 ml alinip, 0,1 g bromfenol
blue ile karistirildi ve hacmi 1x TBE ile 100 ml’ye tamamlandi. Cozelti otoklavda steril
edildikten sonra +4°C de muhafaza edildi (Harley and Prescott 2002; Bozoglu 2014).
Primer calisma konsantrasyonu: Ticari olarak liyofilize halde alinan primerleri
(nmol)/0,1 (100 uM/ml) ¢6zmek ic¢in katalog bilgileri dahilinde gerekli olan 1XTE
buffer miktar1 belirlenmis ve 100 pM/ml’lik stok hazirlanmigtir. Buradan da
ClxV1=C2xV2 formiilii kullanilarak, 5 puM/ml lik primer ¢aligma soliisyonu
hazirlanmis ve PCR calismasinda kullanilmak {izere -20°C’de muhafaza edilmistir

(Baris 2009).

3.2. Yontem

3.2.1. Manyezit madeni mikroflorasindan bakterilerin izolasyonu ve muhafazasi

Uygun ortamlardan alinan 6rnekler, 1 ml veya 1 g seklinde hazirlanarak, 9 ml steril
%0,9’1uk fizyolojik su igerisinde yaklasik 1-2 saat ¢alkalanarak homojenize edilmis, bir
seri diliisyon (10™%e¢ kadarlik diliisyon serisi) hazirlanmuistir. Bu diliisyonlarm her
birinden iki paralel olmak iizere, flora mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in, TSA ve
NA besiyerlerine yayma ekim yapilarak, 32°C’de bir hafta siireyle etiivde inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siiresi igerisindeki 1, 3, 5 ve 7. giinlerinde, petri plaklarinda
gozlemlenen farkli kolonilerin saf kiiltiirleri elde edilmistir. Her bakterinin 24-48 saatlik
saf kiiltirtinden, bir 6ze dolusu alinarak igerisinde %18 gliserol ve nutrient broth
bulunan ependorf tiiplere 500’er ul aktarilmis ve karisim vortekslenmistir. Elde edilen
bu stok kiiltirler kodlanmis (NSH1-NSH60) ve daha sonraki karakterizasyon

islemlerinde kullanilincaya kadar -86°C’de saklanmustir.
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3.2.2. Bakteri Izolatlarimin CaCOsiiizerine ¢oziicii 6zelliklerinin arastiriimasi

Elde edilen saf izolatlarin CaCOj3’1 ¢ozmede etkili olup olmadiklar1 aragtirilmigtir. Her
bir bakteri izolat1 YDC-agar besiyerine (Jabeen et al. 2012) ekilerek iki hafta siiresince

inkiibasyona birakilmis ve besiyerinde seffaflasan zon olusumu gozlemlenmistir.

3.2.3. Bakteri Izolatlarinin MgCOs iizerine ¢oziicii 6zelliklerinin arastiriimasi

Elde edilen saf izolatlarin MgCO3’1 ¢ozmede etkili olup olmadiklari arastirilmistir. Her
bir bakteri izolati MgCOs igeren kat1 besiyerine ekilerek iki hafta siiresince inkiibasyona

birakilmis ve besiyerinde zon olusumu gézlemlenmistir

3.2.4. Bakteri izolatlarin baz1 morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

3.2.4.a. Hiicre morfolojisi

Saflagtirilan bakteriler ¢izgi ekimle NA besiyerine ekilmis, 30°C’de inkiibasyona
birakilmistir. 24-48 saatlik bakteri kiiltiirlerinden 6ze ile alinan hiicreler, lam iizerine
ilave edilen bir damla sdH,O igerisine aktarilarak lam yiizeyine homojen bir sekilde
lyice yayilmis, havada kurumasi igin bir siire bekletilmistir (Smear hazirlanmistir). Ayni
preparat kuruduktan sonra lamin alt yiizii alevden gecirilmek suretiyle bakteriler tespit
edilmistir. Preparat kristal viyole ile basit boyama yapilarak (1-2 dk) bir siire
bekletilmistir. Siire sonunda hiicre yapilar1 (yuvarlak, ¢ubuk veya spiral) mikroskop
altinda bakilarak kaydedilmistir (Harley and Prescott 2002; Bozoglu 2014).

3.2.4.b. Hiicre boyutlarinin belirlenmesi

Nutrient agar besiyerine ekilen bakteri kiiltiirlerinden inkiibasyon siiresi sonrasinda

hazirlanan preparatlar basit boyama islemi yapildiktan sonra mikroskop altinda
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immersiyon objektifinde gézlemlenmis ve izolatlarin hiicre boyutlari okiiler mikrometre
yardimi ile hesaplanmustir (Baris 2008; Ozkan 2009).

3.2.4.c. Gram reaksiyon testi

Bu test ile bakteri hiicre duvarlarindaki farkliligin belirlenmesi gergeklestirilmekte ve bu
amag ile 2 farkli yontem kullanilmaktadir. Bu ¢alismada izolatlarin Gram 6zelliklerini
belirlemek amaci ile her iki yontem de kullamlmustir (Harley and Prescott; Ozkan

2009).

Bu yontemlerden birincisi ve yaygin olarak kullanilani; temiz bir lam iizerinde, geng
bakteri kiiltiiriinden hazirlanan smear, kristal violet ile 1 dakika boyanir. Bu boya
hiicreye niifus etmesiyle hem Gram (+) hem de Gram (-) bakteriler mor renkli boyanir.
Siirenin sonunda fazla boya hafif su akimi ile uzaklastirilir. Preparatin iizerine liigol
eklenir ve 1 dakika bekletilir. Liigol bu asamada mordan olarak kullanilir. Liigol
uygulanan preparat %96’lik etil alkol ile dikkatlice yikanir. Alkol ile yikama sonrasi
Gram (+) bakteriler peptidoglikan tabakalarinin kalin olmasi1 nedeniyle kristal violet-
ligol kompleksini birakmaz ve mor renkli kalirken, Gram (-) bakterilerin dis
membranlart bozulur ve ince peptidoglikan tabakalar1 boyayr tutamadigi igin
renksizlesir. Yikama islemi sonrasinda saf sudan gecirilen preparat safranin ile 20
saniye boyanir. Boyama siiresi sonunda hafif su akimi ile yikanan preparat kurutularak,
immersiyon objektifinde inceleme yapilir. Mor renk Gram (+), pembe-kirmizi renk

Gram (-) olarak degerlendirilir (Harley and Prescott 2002; Ozkan 2009; Acar 2009).

Bu metodlardan ikincisi ise; Gram (-) bakterilerin %3 KOH ile muamelesi sonucu,
hiicre duvarinin parcalanmasi ile sitoplazma ve niikleer materyalin agiga cikmasi
nedeniyle bir viskoz yapinin olugsmasi esasina dayanir. Lam iizerine damlatilan %3 liik
potasyum hidroksit soliisyonu fiizerine NA’da gelistirilen 24-48 saatlik bakteri
kiltiriinden aliman bir 6ze dolusu bakteri KOH soliisyonu ile 5-10 saniye

kanigtirildiktan sonra 6ze yukariya dogru kaldirilir. Karigimda sakiz gibi bir uzamanin



54

olmast KOH pozitif, olmamasi ise KOH negatif olarak degerlendirilmistir (Farrab and
Reboli 2006; Saygilt vd 2006).

3.2.4.d. Endospor varhginin ve hiicre icindeki yerinin belirlenmesi

Endospor varligini belirlemek icin test edilecek olan izolatlar, NA besiyerine ekilmis,
endospor olusumuna neden olan stres sartlarinda (sicak-soguk, yaslanma, kuruma)
bekletilmistir. Bu kiiltiirlerden incelemek i¢in smear hazirlanmis ve hazirlanan smear
kaynayan su banyosu iizerine yerlestirilmistir. Preparatin iizeri malasit yesili ile
tamamen boyanmis, iizerine kurutma kagidi koyulmustur. Kurutma kagidinin siirekli
olarak 1slak kalmasi saglanarak 5-7 dakika malasit yesili ile boyama devam ettirilmistir.
Siire sonunda preparatin iizerindeki kurutma kagidi kaldirilip preparat hafif su akimi ile
yikanarak fazla boya uzaklastirilmistir. Preparat safranin ile 20-30 sn. kadar
boyanmistir. Bu karsit boya uygulamasindan sonra preparat hafif su akimi ile tekrar
yikanip kurutulmus ve immersiyon objektifinde endospor durumlari incelenmistir

(Harley and Prescott 2002; Adigiizel 2006).

3.2.4.e. Hareketlilik testi

Izolatlar NB + %0,6 agar igeren tiiplere igne 6ze yardimiyla ekilerek bir giin inkiibe
edilmistir. Tiiplerde olusan ekim c¢izgisine gore gelisim gozlemlenerek hareketlilik

durumu incelenmistir (Arda 2000; Temiz 2000; Baris 2008).

3.2.4.1. Kiiltiir ozelliklerinin belirlenmesi

Bakteri izolatlarinin Kkiiltiirel 6zelliklerini incelemek igin bunlarin kati ve sivi

ortamlardaki saf kiiltiirleri kullanilmistir.

Kati kiiltiir 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in izolatlar gelistikleri kat1 besiyerlerine 3-4 faz

cizgi ekim seklinde ekilmis, inkiibasyona birakilarak koloni meydana getirmeleri
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beklenmistir. Olusan koloniler, mikroskopla incelenerek tistten goriiniigleri, yiiksekligi,

kenar sekilleri ve rengi tespit edilmistir (Temiz 2000; Baris 2008; Ozkan 2009).

Bakteriler sivi besiyerlerinde ise iistte pelikiil, dipte tortu, veya ipliksi bir iireme
gosterebilmektedir. Sivi kiltlir 6zelliklerinin belirlenmesinde izolatlar nutrient broth
iceren siv1 besiyerlerine inokiile edilmis ve 24 saat boyunca gelismeleri saglanarak sivi

besiyerlerinde kiiltiir 6zellikleri tespit edilmistir (Arda 2000; Baris 2008).

3.2.5. Bakteri Izolatlarin baz fizyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

3.2.5.a. Bakteri Izolatlarin tuz toleranslarmin belirlenmesi

Bakteri izolatlariin tuz toleranslarinin belirlenmesinde %10, 15 ve 20 NaCl igeren
nutrient broth besiyerleri kullanilmustir. Izolatlar bu besi ortamina inokiile edilmis ve
28°C’de inkiibasyona birakilmigtir. 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda
spektrofotometrede OD600 de yapilan Olgiimlerle izolatlarin tuz toleranslari

belirlenmistir (Ventosa et al. 1982).

3.2.5.b. Bakteri Izolatlarin gelisme sicakliklarinin belirlenmesi

Bakteri izolatlarinin biiyiime sicakliklarinin belirlenmesinde nutrient broth besiyerleri
kullanilmistir.  Izolatlar bu besiyerlerine inokiile edilmis ve farkli sicakliklarda
inkiibasyona birakilmistir. 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda spektrofotometrede
ODggo’de yapilan Ol¢iimler sonucunda izolatlarin maksimum, minimum ve optimum

biiylime sicakliklart belirlenmistir (Harley and Prescott 2002; Baris 2008).

3.2.5.c. Bakteri izolatlarinin gelisebildikleri pH araliklarinin belirlenmesi

Izolatlarin gelisebildikleri pH araliginin belirlenmesinde; farkli pH degerlerine (4; 5; 6;

7; 8; 9) sahip nutrient broth besiyerleri kullamlmistir. Izolatlar NB besiyerlerine inokiile
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edilmis, inkiibasyon sonrasinda spektrofotometrede (ODgoo’de) yapilan Olglimler
sonucunda izolatlarin biiyiiyebildikleri maksimum ve minimum pH araliklar tespit

edilmistir (Diilger 1997).

3.2.6. Bakteri izolatlarin bazi biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi.

3.2.6.a. Katalaz testi

Elde edilen bakteri izolatlarinin katalaz enzimine sahip olup olmadiklart bu test ile
belirlenmistir. Bu enzim elektron transfer zincirinin sonunda agiga ¢ikan hidrojen
peroksit (H,0,)’i pargalayip H,O ve O, gazina doniistir ve O, gazinin olusumu
kabarciklar seklinde gozlenebilir. Aerobik solunum yapan veya fakiiltatif olan
mikroorganizmalarda bu enzim vardir. Bundan dolay1 NA’da gelistirilen 24-48 saatlik
bakteri kiiltiiriinden bir 6ze dolusu alinarak lam tizerine konulmus ve iizerine bir damla
%5’lik HoO, damlatilmistir. Kabarcik olusumu katalaz pozitif; olusmamasi ise katalaz

negatif olarak degerlendirilmistir (Arda 2000; Harley and Prescott 2002).

3.2.6.h. Amilaz testi

Bu test, bakterilerin nisasta molekiiliinii pargalayarak amilaz enzimini igerip
icermediklerini tespit etmek i¢in gergeklestirilmistir. Elde edilen bakteriler NAS
besiyerine nokta ve/veya ¢izgi ekim yontemi ile inokiile edilmistir. 2-7 giinliik
inkiibasyon siiresinin sonunda petrideki bakteri kolonisinin etrafinda goriilen renk
degisimi (daha a¢ik renk) amilaz pozitif olarak, renk degisiminin olmamasi ise amilaz

negatif olarak degerlendirilmistir (Harley and Prescott 2002; Adigiizel 2006).
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3.2.7. Bakteri izolatlarin baz hidrolitik ézelliklerinin belirlenmesi

3.2.7.a. Jelatin hidrolizi

Bu test yardimi ile mikroorganizmalarin bir protein tiirii olan jelatini biiytimek i¢in tek
karbon ve enerji kaynagi olarak kullanma yeteneklerini gérmekteyiz. Nutrient agarda
gelistirilen 24-48 saatlik bakteri kiiltlirlerinden steril igne 6ze ile tek bir koloni alinarak,
SmL jelatin agar besi ortami igeren tiiplere ekim yapilarak 28°C’de 5 giin inkiibasyona
birakilmistir. 5 giinliikk inkiibasyondan sonra tliplerde meydana gelen seffaflasma
jelatinaz enziminin bir gostergesi oldugundan pozitif, herhangi bir degisimin olmamasi
ise mikroorganizmanin jelatinaz enzimine sahip olmadigini1 gdsterdiginden negatif

sonug olarak degerlendirmistir (Gerhardt et al 1994).

3.2.8. Molekiiler Testler

3.2.8.a. Tanillanacak bakterilerin standart besiyerinde (TSA) gelistirilmesi

Stoga alinmig olan kiiltiirlerden steril platin bir 6ze TSA kati besi yerine 4 fazli ¢izgi
ekim yapilmis, petriler 30°C’ye ayarli inkiibatorde 24 saat siireyle inkiibasyona

birakilmstir.

3.2.8.b. Bakteri izolatlarimin baz: genetiksel dzelliklerinin belirlenmesi

1. Bakteri hiicresinden genomik DNA’larin izolasyonu

Arastirmada kullanilacak olan bakteri izolatlarindan DNA ekstraksiyonu asagidaki
sekilde yapilmistir.

DNA’s1 izole edilecek olan bakteriler NA besiyerine 3 faz halinde ekilerek petriler 28-
32°C’ye ayarl inkiibatorde 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.
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Steril edilmis, agz1 kapakli 1,5 ml’lik ependorflara 1000 pl STE (hiicre duvarini
pargalayarak hiicre igeriginin serbest hale gelmesini saglar) tamponu konularak igerisine
2-3 0ze dolusu bakteri kiiltiirii ilave edilmistir.

Tipler 2500 rpm’de vortekslenerek homojenize olmalari saglanmistir.

Vortekslenen tiipler 10 000 rpm’de 10 dak siireyle santrifiijlendikten sonra {ist faz
mikropipetle alinarak atilmis ve peletin iizerine tekrar 1000 pl STE tamponu eklenerek,
10 dk 10 000 rpm’de santrifiijlenmistir. Bu islem {ist faz berrak olana kadar tekrar
edilmistir.

Santrifiij sonrasi, olusan iist faz atilarak peletin {izerine 500 pl STE tamponu ilave
edildikten sonra mikropipetle dikkatlice alip vermek (pipetaj) suretiyle tamponun
peletle iyice karigmasi saglanmistir.

Tiipler 75°C’ye ayarli su banyosunda 30 dk siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 15.
dakikasinda tiipler alinarak 4-5 kez alt iist edilerek tekrar inkiibasyona birakilmustir.

Su banyosundan ¢ikartilan tiiplere 50 pl %10’luk SDS (proteinler arasindaki disiilfit
baglarini parcalar) ve 7 pul proteinaz K (proteinleri parcalar) eklenmis ve 40°C’ye ayarh
su banyosunda 1 saat siireyle inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrast tiiplere ortamdaki tuz konsantrasyonu 0,75-0,8 M olacak sekilde SM
NaCl ve 0,1 hacim %]10’luk CTAB/0,7 M NaCl (DNA’y1 polisakkaritlerden ve
ortamdaki diger bilesiklerden arindirir) eklenmistir.

Tiipler 65°C’ye ayarli su banyosunda 15 dk inkiibe edilmistir.

Su banyosundan alman tiiplere esit hacimde 25:24:1 fenol:kloroform:izoamilalkol
(genellikle, niikleik asitlerden proteinlerin uzaklastirilmasinda kullanilir. Kloroform
proteinleri denatiire ederek, s1vi ve organik fazlarin ayrismasini saglar. izoamilalkol ise
ekstraksiyon esnasinda meydana gelebilecek kopilirmeyi engeller) ilave edilerek 15 dk
oda sicakliginda calkalayici karigtirilmistir.

Tipler 16 000 rpm’de 15 dak santrifiijlendikten sonra olusan iist faz yeni steril ependorf
tiplere aktarilmistir. Her bir tiipe 0,1 hacim %10 CTAB/0.7 M NaCl (ortamda
bulunabilecek polisakkarit kalintilarini elemine etmede kullanilir) eklenmistir.

65°C’ye ayarli su banyosunda tiipler 15 dk bekletilmistir.

Tiplere esit hacimde 24:1 kloroform:izoamilalkol eklenmis ve tiipler 15 dk oda

sicakliginda, calkalayici calkalanmistir.
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Tiipler tekrar 16 000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmis, santrifiij sonras1 olusan iist faz yine
yeni steril bir ependorfa alinmistir.

Tipler tizerine 0,6 hacim izopropanol (DNA’y1 baglayarak, iplik¢ikler halinde
¢Okmesini saglar) eklenmistir.

Tiipler -20°C’de 1 gece boyunca bekletilmistir.

Buzdolabindan ¢ikartilan tiipler 15 000 rpm de 15 dk santrifiijlenmistir.

Uzerine -20°C’de bekletilen %70 lik etanolden (DNA’y1 yikamak amaciyla kullanilir)
500-600 pl eklenmis ve 15 000 rpm de 15 dk siireyle santrifiijlendikten sonra
siipernatant yavas ve dikkatlice dokiilmiistiir.

Peletin iizerine yeniden %70 lik etanolden 500-600 pl eklenerek, 15 000 rpm de 15 dk
santrifiijenmistir. Siipernatant dikkatlice dokiilerek tiipler agzi agik bir sekilde etil
alkoliin u¢masi, DNA’nin kuruyarak seffaf bir goriinlim almasi amaciyla 2-3 saat
stireyle oda sicakliginda bekletilmistir.

Tamamen kuruduktan sonra, DNA’lar 50-70 pl TE i¢inde oda sicakliginda 30 dk
bekletilerek, iyice ¢ozlinmesi saglanmis ve lizerlerine 2-3 pl RNAse ilave edilmistir.
DNA’lar %0,6’lik agaroz jelinde yiiriitiilmiis ve jelde tek parca bant veren Ornekler
4°C’ye kaldirilarak sonraki ¢aligmalar i¢in hazir hale getirilmistir (Bozoglu 2014).

2. Bakteri DNA konsantrasyonlarmmin o6lciilmesi ve c¢alisma soliisyonlarinin

hazirlanmasi

DNA miktari, direkt olarak 260 nm’deki absorbans Ol¢limiiyle belirlenirken, genetik
materyalin temizligi yani protein kirliligi tasiyip tasimadigi ise 280 nm’de okunan
absorbans degeriyle tespit edilir. Kuvarts kiivet igerisine 998 ul TE ¢ozeltisi konularak
260 nm’ye ayarli spektrofotometrede absorbansi Olciilmiis ve elde edilen deger kor
olarak kaydedilmistir. Ardindan kiivete 2 pl DNA ilave edilerek karigimin homojen
olmas1 saglanildiktan sonra 260 nm’de absorbansi yeniden Ol¢lilmiistiir. Okunan bu
degerden kore ait deger cikarilarak DNA’nin absorbans degeri bulunmustur. Yapilan
islemlerin aynis1 280 nm i¢in de tekrarlanarak, Azgo Ve Azgo degerlerine bakilarak Aggo /

Aygo = 1-1,7 olan 6rnekler caligma soliisyonu hazirlamak i¢in kullanilmistir.
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3. DNA orneginin ve DNA ¢alisma soliisyonunun konsantrasyonu (png/ml)

DNA Konsantrasyonu (pg/ml)=Agso X Seyreltme Faktorii (500) x 50 (DNA ig¢in sabit

deger) formiilii kullanilarak stok soliisyonun DNA konsantrasyonu belirlenmistir.

DNA c¢alisma soliisyonunun konsantrasyonu ise; Istenen Konsantrasyon (100ng/pl) X
Istenen Hacim (200 pl) / Stok DNA Konsantrasyonu (ug/ml) formiilii ile DNA ¢alisma
sollisyonu hazirlanmis ve bu hesaplamadan elde edilen deger stok DNA ¢d6zeltisinden
alinacak miktar1 vermistir. Bu miktar TE ¢ozeltisi ile 200 pl’ye tamamlanarak 100 ng/pl
konsantrasyondaki DNA ¢alisma soliisyonu hazirlanmis ve DNA tiipleri — 86°C’de
sonraki ¢aligmalarda kullanilincaya kadar saklanmistir (Adigiizel 2006).

4. Bakteri izolatlarinin 16S rRNA bolgesinin PCR ile amplifikasyonu

Test izolatlarindan saflastirilmis olan genomik DNA’lardan bakteri sistematigi
acisindan Onemli olan 16S rRNA bolgesi evrensel primerler (forward ve reverse
primerler) kullanilarak in vitro kosullar altinda PCR yardimi ile ¢ogaltilmigtir (Orhan
2013).

5. Reaksiyonun (Master mix’in) hazirlanmasi

PCR’1 yapilacak her bir 6rnek igin 3 pl 10 x PCR tamponu (100 mM Tris — HCI, 500
mM KCI, 15 mM MgCl, %0.01 jelatin pH: 8.3), 0.6 pl dNTP
(deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP — 10mM), 3 pul 27F (forward
5’- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG -3’), 3 ul 1492R (reverse 5’- GGT TAC CTT
GTT ACG ACT T -3°), 1.2 ul DMSO, 0.6 ul MgCly(50 uM), 0.3 uM / ml taq DNA
polimeraz ve 15.3 ul sdH,0 ile 27 pl’lik reaksiyon karisimi hazirlanmis ve karigima son
olarak 3 pl template DNA (100 ng/ul) eklenerek son hacim 30 pl’ye tamamlanmistir.
Master mix ve template DNA igeren ependorf tiiplerin {izerine buharlagmay1 engellemek

amaciyla 15 pl mineral yag ilave edilmistir.
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PCR program

PCR igin hazirlanan 6rnekler, 95°C’de 2 dakika denetiirasyon, bunu takiben 36 dongii
olacak sekilde 94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 54°C’de 1 dakika baglanma ve 72°C’de
2 dakika uzama basamaklar1 ve son olarak 72°C’de 5 dakika uzama basamagindan
olusacak sekilde programlanan PCR termal dongii cihazina yerlestirildi. Secilen

programda hedef bolgelerin ¢ogaltilmas1 yapildi.

PCR i¢in hazirlanan 6rnekler, 95°C’de 2dk denatiirasyon, bunu takiben 36 dongii olacak
sekilde 94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 53°C’de 1 dakika baglanma ve 72°C’de 2
dakika uzama basamaklari ve son olarak 72°C’de 5 dakika uzama basamagindan
olusacak sekilde programlanan PCR termal dongli (termocycler) cihazina

yerlestirilmistir. Secilen programda hedef bolgelerin amplifikasyonu yapilmustir.

PCR Uriinlerinin Analizi

Kesilen PCR iirtinleri QIAxcel Advanced analiz sistemiyle degerlendirilmistir.

6. 16S rRNA gen bdlgesinin sekans analizi

16S rRNA PCR yontemi ile ¢ogaltilan 16S rRNA gen bolgesinin baz dizilerinin analizi,
Hollanda’da bulunan Macrogen firmasina gonderilerek yapilmistir. Elde edilen 16S
rRNA dizileri Gen Bankasinda (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi) var olan diger
bakteriyal dizilerle karsilastirilmistir. Karsilastirma sonucu aralarindaki benzerlik

oranlar1 tespit edilmis ve gen bankasi kabul numaralari alinmistir (Acar 2009).

3.2.9. Manyezit madeni mikroflorasindan kiif izolasyonu ve muhafazasi

Uygun ortamlardan alman Ornekler, 1 ml veya 1 g seklinde hazirlanarak, 9 ml steril

%0,9’luk fizyolojik su igerisinde yaklasik 1-2 saat calkalanarak homojenize edilmis, bir
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seri diliisyon (10-4’e kadarlik diliisyon serisi) hazirlanmistir. Bu diliisyonlarin her
birinden iki paralel olmak iizere, flora mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in, PDA ve
RBA besiyerlerine nokta ekim yapilarak, 32°C’de bir hafta siireyle etiivde inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi igerisindeki 1, 3, 5 ve 7. giinlerinde, petri plaklarinda
gozlemlenen farkli kolonilerin saf kiiltiirleri elde edilmistir. Her fungusun 24-48 saatlik
saf kiltlirlinden, alinarak PDA besiyerine aktarilmis. Elde edilen bu stok kiiltiirler
kodlanmis (NSH1-NSH60) ve daha sonraki karakterizasyon islemlerinde kullanilincaya

kadar oda 1s1sinda saklanmuistir.

3.2.9.a Stok kiiltiirlerin alinmasi

Stok kiiltiirleri alinmadan 6nce hazirlanmis olan stok soliisyonlarina Potato Dextrose
Agar besiyerinde canlandirilmis olan Orneklerden yaklasik 2 lup alinarak steril
kosullarda stok soliisyonlarinin her birine aktarilmistir. Vorteks yardimiyla
organizmalar soliisyon igerisinde homojen bir sekilde dagitilmistir. Bu islemin ardindan

hazirlanan stok kiiltiirler -87°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.9.b Kiif hiicresinden genomik DNA’larin izolasyonu

Calismamizin bu asamasinda Saccharomyces cerevisiea’nin DNA izolasyonu i¢in Baris
(2009)’dan uyarlanan protokol uygulanmistir. DNA izolasyon protokol asamalari
asagida verildigi gibidir.

1- MBMC’de gelistirilen gen¢ Kkiiltiirler 10 dakika +4°C’de 18.000 rpm‘de
santiflirtijlenir.

2- Eppendorf tiipii icerisindeki pelet lizerine 0,3 g glass bead eklenir.

3- 200 ul Liziz Buffer eklenir ve maksimum hizda en az 2 dakika vortekslenir.

4- 200 ul Fenol: Kloroform:izoamil alkol (25:24:1) eklenerek 5-10 kez alt-iist edilerek
lyice karistirilir.

5- 200 pul TE eklenir ve tekrar maksimum hizda en az 2 dakika vortekslenir.



63

6- +4°C’de 10 dakika 16.000 rpm’de santifiiriijlenir.

7- Santifiiriijleme isleminin ardindan 400 pl’lik siipernatant kismi yeni bir 2 ml’lik steril
ependorf tiiptine aktarilir.

8- 1000 ul’lik %99,5 saf alkol ependorf tiiplerine eklendikten sonra tiipler birka¢ kez
alt-uist edilir.

9- Yeniden +4°C’de 10 dakika 16.000 rpm’de santifiiriij islemi yapilir.

10- Santifiirij isleminden sonra pellet kismi kalacak sekilde sivi kismi eppendorf
tiiplerinden uzaklastirilarak 5 dakika kurutma kagidi iizerinde siizme islemi yapilir.

11- Pelletlerin tizerine 300 ul’lik Nuclei Lysis Soliisyonu (Promega) eklenerek 1-2 kez
alt-ust edilir.

12- Pelletlerin tizerine 100 pul’lik Protein Precipitation soliisyonu (Promega) eklenerek
1-2 kez alt-iist edilir ve daha sonra 1-2 dakika vortekslenir.

13- Ornekler 5 dakika -20°C’de veya buz iizerinde bekletilir ve +4°C’de 16.000 rpm’de
6 dakika santifiiriijlenir.

14- Santifiirtlij isleminden sonra siipernatant kismindan 350 ul alinir ve yeni bir steril
ependorf tiipiine aktarilir.

15- 300 ul’lik -20°C’de bekletilen izopropanol eklenir ve 5-10 kez alt-iist edilir.

16- Siipernatant kisim ependorf tiiplerini sallamadan dikkatli bir sekilde bosaltildiktan
sonra pelet kismina zarar vermeden kurutma kagidinin iizerinde 1 dakika bekletilir.

17- 300 pul’lik %70 ‘lik ethanol (-20°C’de) eklenerek + 4°C’de 16.000 rpm’de 6 dakika
santifiiriij edilir.

18- Santifliriijden ¢ikartilan 6rneklerin pelet kismindaki etanol ugmasi igin 37°C’lik
etlivde 90 dakika veya 40°C’lik etiivde 60 dakika tiiplerin agz1 agik kalacak sekilde
bekletilir.

19- Etanoliin u¢gmasinin ardindan 50 pl’lik DNA Rehidrasyon soliisyonu (Promega)
ependorf tiiplerine eklenir.

20- 1,5 ul’lik RNAase (Promega) eklenir ve ardindan 15 dakika 37°C’de inkiibe edilir.
21- Inkiibe edilen ornekler 65°C’lik etiive konularak 1 saat bekletilir. Etiivden
cikartildiktan sonra DNA’lar +4°C’de saklanir.
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3.2.9.c Kiif Genomik DNA’s1 icin jel elektroforezi ve goriintiileme

1 gr agaroz lizerine 100 ml 1XTBE tamponu ilave edilir. Karigim mikrodalga firinda
lyice ¢oziinlinceye kadar kaynatilir. 50°C’ye kadar sogutulan agarose jele 0,6 ul etidium
bromiir eklenerek, icerisine tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine dokiiliir.
15-20 dakika beklenerek jelin donmasi saglanir. Donan jelden taraklar dikkatlice
cikarilir ve igerinde 0,5XTBE tamponu bulunan elektroforez tankinin igine yerlestirilir.
Jeldeki ilk ¢ukura, DNA markirindan [50-100-200-300-400-500-750-1000-1400-1500-
2000-3000-4000-6000-8000-10000] (Sigma D7058) 8 pl yiiklenir. Diger cukurlara ise
her bir 6rnek i¢in 2 pl 6X yiikleme tamponu, 8 pl genomik DNA iiriinii karistirilarak
yiiklenir. Elektroforez jel diizenegi 90 volta ayarlanarak 6rnekler 60 dakika yiiriitiliir.
Yiiriitme isleminden sonra jel, jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenir ve bilgisayar

ortaminda (DNR Biolmaging Systems Software) analiz edilir (Alaylar 2014).

ITS PCR Protokolii

Reaksiyonun hazirlanmasi

PCR’1 yapilacak her bir 6rnek igin 25 pl’lik reaksiyon hazirlanir. Bir 6rnek icin
hazirlanan reaksiyon; 17,75 ul su, 2,5 pl Expand High Fidelity Buffer (10x
concentrated, without MgCl,), 1 ul DMSO, 1,5 ul MgClI; soliisyonu (25 mM), 0,25 pl F
(ITS 1) primer, 0,25 pul R (ITS 4) primer, 0,5 ul dANTP (deoksiniikleotidtrifosfatlar:
dATP, dGTP, dCTP, dTTP) ve izole edilmis DNA ilave edilir (Alaylar 2014).

ITS PCR program

Hazirlanan 6rnekler, 3 dakika 94°C’de denetiirasyon, bunu takiben 40 dongii olacak
sekilde 94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 61,5°C’de 1 dakika baglanma (bu basamak her
bir primerin Tm sicakligina uygun olacak sekilde optimize edilmelidir) ve 72°C’de 1,5

dakika uzama basamaklar1 ve son olarak 72°C’de 7 dakika uzama basamaginin ardindan
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olusacak sekilde programlanan PCR cihazina yerlestirilir. Secilen programda hedef

bolgelerin ¢ogaltilmasi yapilir (Alaylar 2014).

PCR Uriinlerinin Analizi

Elde edilen PCR iiriinleri QIAxcel Advanced analiz sistemiyle degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bakteri izolasyonu Sonugclar

Bu ¢alismada Kiitahya ili sinirlari igerisinde yer alan Turanocagi ve Ortaocak manyezit
madenlerinden alinan 6rnekler, genel besiyerlerine karisik kiiltiirler olarak ekilmistir.
Genel besiyerlerinde gelisen bakteriyal kolonilerden farkli oldugu tespit edilen toplam
60 adet bakteri izole edilmis ve “NSH” seklinde kodlanmis. Bu bakteriler arasindan da
morfolojik olarak birbirlerinden farkli olan 35 adet bakteri izolat1 se¢ilmis ve ¢aligmaya

bu izolatlarla devam edilmistir.

4.2. Tzole Edilen Bakterilerin CaCO; Uzerine Céziicii Ozelliklerinin Sonuclar

Besiyerlerinde gelisen bakteriyal kolonilerden izole edilen 60 bakterinin her biri, YDC-
agar besiyerine ¢izgi ekim yontemiyle ekilmis ve in vitro olarak CaCO3’1 ¢6zme
potansiyelleri arastirilmistir. Petri plaklari, kurumay1 engellemek amaciyla parafilm ile
kaplanmis ve 2 hafta siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda YDC
besiyerinde 6’si kuvvetli (3, 7, 14, 21, 22, 25) 14’i normal (1, 2, 4, 6, 10, 12, 13, 15, 16,
18, 19, 20, 23, 24) derecede zon olusturan 20 adet bakteri izolat1 belirlenmistir. Zon

olusumunu gosteren goriintiiler Sekil 4.1°de verilmistir.
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i

Sekil 4.1. YDC-agar besiyerinde zon olusturan 12 izolatin fotograflar
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Sekil 4.1. (devam)
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4.3. Bakteri izolatlarmin MgCO; Uzerine Céoziicii Ozelliklerinin Sonuclar

CaCO03’1 ¢ozebilen 20 izolatin her biri, YDC besiyerinden modifiye edilen MgCO3 agar
besiyerine ¢izgi ekim yontemi ile ekilmis ve izolatlarn in vitro olarak MgCO3’1 ¢ozme
potansiyelleri arastirilmistir. Petri plaklari, kurumay1 engellemek amaciyla parafilm ile
kaplanmis ve 1 hafta siireyle inkiibasyona birakilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda
CaCOj; ¢ozme yetenegi olan 20 bakteriden 10’unun (3, 6, 7, 10, 14, 16, 18, 19, 22,
25)MgCO3’1 ¢ozme Ozelliginin  oldugu gorilmistir. Zon olusumunu gosteren

goriintiiler Sekil 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.2. MgCOs; agar besiyerinde zon olusturan 8 izolatin fotograflar
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Sekil 4.2. (devam)

4.4. Bakteri izolatlarinin Fizyolojik Test Sonugclar

Arastirilan izolatlarin tuz toleranslar1 ve pH araliklar1 Cizelge 4.3’de verilmistir. Tiim
izolatlarin %10 NaCl’de gelisirken, artan tuz konsantrasyonuyla birlikte izolatlarin
sayisininda azaldigr belirlenmistir. Calismamizda arastirilan izolatlatlarin  pH

araliklariin degiskenlik gdsterdigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. izolatlarin fizyolojik test sonuglar

Izolat kodu 5 10 15 5 7 9 11
NSH 1 + + - + + - -
NSH 2 + - - + + - -
NSH 3 + - - - + - -
NSH 4 + - - + + - -
NSH 6 + - - - + + -
NSH 7 + - - + + - -
NSH 10 + - - + + - -
NSH 12 + + - + + + _
NSH 13 + - - + + - -
NSH 14 + - - - + +

NSH 15 + - - + + - -
NSH 16 + + + + + - -
NSH 18 + - - + + - -
NSH 19 + - - + + - -
NSH 20. + - - - + + -
NSH 21 + - - + + - -
NSH 22 + + + + + - -
NSH 23 + - - + + - -
NSH 24 + - - + + - -
NSH 25 + - - + + - -
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4.5. Bakteri Izolatlarinin Morfolojik Test Sonuclar

CaCO03’1 ¢ozdiigl belirlenen bakterilerin bazi morfolojik (hiicre sekli, boyutlari, Gram
ozelligi, endospor durumlari, hareketlilik, kat1 ve siv1 kiiltiirleri) 6zellikleri belirlenerek

sonuclar Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. izolatlarin morfolojik test sonuglari

onciat | oram | Endomr | Harsec | Mool | ot

NSH 1 + Terminal + Basil 1

NSH 2 - Terminal + Basil 3-4
NSH 3 + Terminal + Basil 4-5
NSH 4 + Sentral - Basil 1-2
NSH 6 + Sentral + Basil 1-2
NSH 7 + Sentral + Basil 3

NSH 10 + Sentral - Basil 3-4
NSH 12 - Terminal + Basil 3-4
NSH 13 + Sentral + Basil 1-2
NSH 14 - Terminal - Basil 1-2
NSH 15 + - + Basil 3-4
NSH 16 + Sentral - Basil 2-3
NSH 18 + Sentral - Basil 5-6
NSH 19 + Terminal + Basil 5-6
NSH 20 + Terminal - Basil 5-6
NSH 21 + Terminal - Basil 7-8
NSH 22 + Sentral + Coc 1-2
NSH 23 + Sentral - Basil 2-3
NSH 24 + Sentral - Basil 3-4
NSH 25 + Sentral + Basil 4-5
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4.6. Bakteri Izolatlarinin Kiiltiir Ozelliklerinin Belirlenmesi

Magaralardan izole edilen kristal olusturabilen bakterilerin kiiltiirel 06zelliklerini
incelemede, bunlarin kati (nutrient agar ve gliserinli nutrient agar) ve sivi (nutrient
broth) ortamlardaki saf Kkiiltiirleri kullanilmis ve her bir izolatin olgun koloni

olusturdugu siirede sonuglar alinmustir. izolatlarin kiiltiir 6zellikleri ile ilgili sonuglar:

Cizelge 4.3 de detaylar1 ile verilmistir.

Cizelge 4.3. izolatlarin kiiltiir dzellikleri

N N N

NSH 1 Diizenli Agik sari Krem

NSH 2 Diizenli Krem Krem

NSH 3 Diizenli Krem-Seffaf Krem

NSH 4 Diizensiz Krem Stimiiksii
NSH 6 Diizenli-Besiyere yapisik Kirik Beyaz Stimiiksii
NSH 7 Diizenli Beyaz Civik Krem
NSH 10 Diizenli-Besiyere yapisik Kirik Beyaz Krem

NSH 12 Diizenli Krem- Mat Tereyagi
NSH 13 Diizenli Sari-Seffaf Stimiiksi
NSH 14 Diizenli Sari-Turuncu Krem

NSH 15 Diizenli Mat Sar1 Tereyagi
NSH 16 Diizenli Mat Sar1 Krem

NSH 18 Diizenli Beyaz Civik Krem
NSH 19 Diizenli-Besiyere yapisik Koyu Sart Sert

NSH 20 Diizenli Agik sari Stimiiksii
NSH 21 Diizenli Mat Sari Krem

NSH 22 Diizenli Krem-Seffaf Krem

NSH 23 Diizenli Mat Krem Koyu Krem
NSH 24 Diizensiz Sari-Seffaf Stimiiksii
NSH 25 Diizenli Mat Krem Krem
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4.7. Bakteri izolatlarinin Biyokimyasal Test Sonuclari

CaCOg3’1 ¢ozdiigli belirlenen izolatlarin biyokimyasal test (katalaz, amilaz, oksidaz)

sonuclar1 Cizelge 4.4°de verilmistir.

Cizelge 4.4. izolatlarin biyokimyasal test sonuglari

e e b

NSH 1 - +
NSH 2 - +
NSH 3 - +
NSH 4 - —
NSH 6 - +
NSH 7 - +
NSH 10 - —
NSH 12 - "
NSH 13 ¥ it
NSH 14 - —
NSH 15 - —
NSH 16 - +
NSH 18 - +
NSH 19 - —
NSH 20 ¥ ++
NSH 21 - —
NSH 22 - "
NSH 23 + +
NSH 24 ¥ —
NSH 25 - —




75

4.8. Bakteri izolatlarin Hidroliz Test Sonuglar

Segilen izolatlarin hidroliz test (Kazein, nisasta, jelatin) sonuglart Cizelge 4.5°de

verilmistir.

Cizelge 4.5. izolatlarin hidroliz test sonuglar

i B

NSH 1 - -

NSH 2 - +

NSH 3 - -

NSH 4 - +

NSH 6 + -

NSH 7 - -

NSH 10 ¥ ;

NSH 12 - +

NSH 13 - -

NSH 14 + -

NSH 15 - -

NSH 16 - -

NSH 18 + -

NSH 19 - -

NSH 20 - +

NSH 21 + -

NSH 22 - -

NSH 23 + -

NSH 24 - -

NSH 25 - +
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4.9. 16S rRNA PCR Amplifikasyon Sonuglari

Test edilen bakteri izolatlarimin 16S rRNA PCR amplifikasyon sonuglar
degerlendirilmis ve yapilan analiz sonuglarina gore tiim izolatlarin ortalama 1450 bg

uzunlugunda tek bant verdigi belirlenerek Sekil 4.3’de gosterilmistir.

NSHS NSH6 NSHS NsHe NSH13 NSHI16 NSH2? NSH2R NSH24  NSH2E NSH2S NSH3O

20 S T
1200 — — 1200
1000 1000
o -0 = =50 g
00 00
50 50
40 — —

30 0
§ 7
a0 - -
1 )
£ ]

10 —— — 1

NSH3? NSH40 NEH44 NEH46 NEH4T [NSH48 NSH49 NSHE! BUFFER BUFFER BUFFER BUFFER

WAV - - 0
Qﬁﬂﬂﬂ"—m_ —mm_m}zam
150 — — 150

1200 = = 1200
?m_ﬂm__ __Mﬂ_?m
600 — — G0
50 —— — 50
40 - — 40
i — —im

bl

5 [

o 5

¥ w- S

d B
i — — 1

Sekil 4.3. Bakteri izolatlarinin 16S rRNA PCR elektroforez sonuglari



4.10. Bakteri izolatlarin 16S rRNA Gen Bélgelerinin Baz Dizileri

CaCOj3’1 ¢ozebilen 20 bakteri izolatlarinin16S rDNA genlerinin baz dizileri belirlenmis
ve diziler Gen bankasinda var olan 16S rDNA gen dizileri ile karsilastiriimistir.

Kargilagtirmalar sonucunda elde edilen tani sonucu, yiizdesi, Genbank numarasi ve

niikleotid sayis1 Cizelge 4.6°da, 16S rDNA geninin baz siras1 EK 1-21°de verilmistir.

Cizelge 4.6. Bakteri izolatlarinin gen bank numaralar1 ve niikleotit sayilari

NSH 1 KR010959 1258 %100 Arthrobacter sp.
NSH 2 KR010960 1248 %100 Bacillus sp.
NSH 3 KR922319 1257 %100 Bacillus sp.
NSH 4 KR010961 1180 %99 Bacillus atrophaeus
NSH 6 KR922320 1184 %100 Bacillus drentensis
NSH 7 KR922321 1264 %100 Paenibacillus sp.
NSH 10 KR010962 1246 %100 Paenibacillus sp.
NSH 12 KR010963 1274 %100 Bacillus thuringiensis
NSH 13 KR010964 1270 %100 Bacillus atrophaeus
NSH 14 KR922322 1257 %100 Microbacterium schleiferi
NSH 15 1291 %100 Bacillus sp.
KR010965
NSH 16 KR922323 1253 %100 Bacillus idriensis




78

Cizelge 4.6. (devam)

NSH 18 KR922324 901 %95 Bacillus circulans
NSH 19 KR010966 1239 %100 Streptomyces sp.
NSH 20 KR922325 1275 %100 Bacillus simplex
NSH 21 KR010967 1191 %100 Bacillus simplex
NSH 22 KR922326 1272 %100 Terribacillus aidingensis
NSH 23 KR922327 1255 %100 Bacillus endophyticus
NSH 24 KR010968 1298 %100 Bacillus atrophaeus
NSH 25 KR922328 1255 %100 Bacillus simplex

4.11. Kiif izolatlarmin CaCO; Uzerine Céziicii Ozelliklerinin Sonuclar

Besiyerlerinde gelisen SF kodlu birbirinden farkli oldugu diisiiniilen 40 fungal izolatdan
her biri, YDC-agar besiyerine ¢izgi ekim yontemiyle ekilmis ve in vitro olarak CaCO3’1
¢ozme potansiyelleri arastirtlmistir. Petri plaklari, kurumayi engellemek amaciyla
parafilm ile kaplanmis ve 2 hafta siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda YDC besiyerinde zon olusturan 14 adet fungal izolat belirlenmistir. Zon

olusumunu gosteren goriintiiler Sekil 4.4’de verilmistir.

Sekil 4.4. YDC-agar besiyerinde zon olusturan kiif izolatinin fotograflari
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k.

Sekil 4.4. (devam)
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4.12. Kiif izolatlarmm MgCO; Uzerine Céziicii Ozelliklerinin Sonuclar

CaCOg3’1 ¢ozebilen 14 fungal izolatin her biri, YDC besiyerinden modifiye edilen
MgCO; agar besiyerine ¢izgi ekim yontemi ile ekilmis ve izolatlarin in vitro olarak
MgCO3’1 ¢ozme potansiyelleri arastirilmistir. Petri plaklari, kurumayr engellemek
amactyla parafilm ile kaplanmis ve 1 hafta siireyle inkiibasyona birakilmistir. Yapilan
incelemeler sonucunda CaCO3’1 ¢6zme yetenegi olan 14 fungal izolattan 11’inin ( 4, 7,
14, 16, 19, 27, 28, 30, 45, 47, 55 ) MgCOz3’1 ¢6zme 6zelliginin oldugu goriilmiistiir. Zon

olusumunu gosteren goriintiiler Sekil 4.5’de verilmistir.

Sekil 4.5. MgCOs; -agar besiyerinde zon olusturan kiif izolatinin fotograflari
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Sekil 4.5. (devam)

Sekil 4.6. Kiif izolatlarinin YDC-agar besiyerinde CaCO3 c¢oziiniirliigiinii gosteren
fotograf
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4.13. ITS PCR Amplifikasyon Sonuclar:

Test edilen kiif izolatlariin ITS PCR amplifikasyon sonuglari degerlendirilmis ve
yapilan analiz sonuglara gore tiim izolatlarin ortalama 500b¢ uzunlugunda tek bant

verdigi belirlenerek Sekil 4.7°de gosterilmistir.

ps  SF4 SF-7 SF-14 SF-16 SF-19 SF21 SF-27 SF-28 SF-30 SF45 SF-55 SF-57 el
3000 = = 3000
2500 %000 — o000 2%
1900 1200 — — 1200 1900
1900 800 = =800 J00°
600 — 600
500 - _—— —— 500
400 — — 400
300 ——— 300
200 — 200

Peak Size
8715 yead

100

=]
S

Sekil 4.7. Kiif izolatlarmin ITS PCR elektroforez sonuglari

4.14. Kiif izolatlarinin Mikroskobik incelermeleri

Kiiflerin siniflandirilmasinda temel olarak eseyli sporlar ve bunlarla ilgili organeller
dikkate alinmaktadir. Bu nedenle mikroskobik incelemeler yapilmis ve ITS sonuglariyla

benzerlik gosterdigi Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Bazi kiif izolatlarinin mikroskop goriintiileri



4.15. Fungal izolatlarin 18S rDNA Gen Bélgelerinin Baz Dizileri

CaCO0g3’1 ¢ozebilen 14 fungal izolatin 18S rDNA genlerinin baz dizileri belirlenmis ve

diziler Gen bankasinda var olan 18S rDNA gen dizileri ile karsilastirilmistir.

Karsilastirmalar sonucunda elde edilen tani sonucu, yiizdesi, Genbank numarasi ve

niikleotid sayist Cizelge 4.7°de, 18S rDNA geninin baz siras1 EK 22-35’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Fungal izolatlarin gen bank numaralar1 ve niikleotit sayilar

T S| S| G

SF4 KR905609 753 %98 Penicillium sp.
SF7 KR905610 814 %97 Penicillium sp.
SF 14 KR905611 852 %99 Aspergillus flavus
SF 16 KR905612 934 %94 Aspergillus alliaceus
SF 19 KR905613 915 %97 Aspergillus alliaceus
SF 21 KR905614 935 %99 Aspergillus alliaceus
SF 27 KR905615 963 %95 Penicillium chrysogenum
SF 28 KR905616 893 %100 Penicillium sp.
SF 30 KR905617 859 %99 Fusarium tricinctum
SF 45 KR905618 907 %98 Aspergillus flavus
SF 46 KR905619 900 %98 Aspergillus nomius
SF 47 KR905620 910 %100 Fusarium tricinctum
SF 55 KR905621 885 %99 Penicillium sp.
SF 57 KR905622 966 %100 Aspergillus leporis
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5. TARTISMA ve SONUC

Tiirkiye maden kaynaklar1 yoniinden zengin bir cografyada yer almasi ile gelisen diinya
ekonomilerinde 6nemli bir yere sahiptir. Bu acidan iilkemiz sahip oldugu degerli
kaynaklarindan biri olan 160 milyon ton manyezit rezerviyle Cin, Kuzey Kore, Rusya,
Brezilya ve Avusturya gibi iilkelerin ardindan diinya capindaki 6nemli manyezit
tireticileri arasinda yer alir. Kiyas yapildiginda diinya toplam manyezit rezervinin

%¢4,12’sinin Tiirkiye’de oldugu agikca goriilmektedir.

Endiistriyel agidan bakildiginda manyezit bir magnezyum karbonat minerali olarak
tanimlanir ve bu madenin yapisinda bulunan magnezyum minerali ekonomik agidan
onemli bir hammadde olarak dikkat ¢eker. Endiistride magnezyumun hammadde olarak
kullanilabilmesi i¢in olabildigince saf olarak elde edilmesi gerekmektedir. Bunun igin
yapisinda bulunan gang minerallerinin  uzaklastirilmasina  yoénelik  yapilan

zenginlestirme caligmalar1 ekonomik agidan biiyiik 6nem teskil eder.

Manyezitin zenginlestirilmesine yonelik yapilmasi Ongoriilen ¢alismalar 6zellikle,
cevherin yapisinda bulunan CaCOs, Fe;O3 ve SiO; gibi kirletici nitelik tagiyan gang
bilesiklerin ortamdan uzaklastirilmasin1 hedeflemektedir (Liu et al. 2003; Sever 2006).
Gerek diinya gerekse iilkemiz literatiirlerine ve endiistriyel uygulamalara bakildiginda
tim madenlerin zenginlestirilmesinde oldugu gibi manyezit zenginlestirilmesinde de
birgok fiziksel ve kimyasal yontemin yaygin bir sekilde kullanilmakta oldugu agikca
goriilmektedir. Bu yontemlerin en ¢ok kullanilanlarmma el ile ayiklama, manyetik
ayirma, agir ortam, elektrostatik ayirma, flotasyon, optik yontemlerle zenginlestirme,
hidrotasyon, gravite ve kalsinasyon gibi zenginlestirme uygulamalar1 6rnek olarak

verilebilir (MTA 1981).

Tim bu wuygulama g¢esitliligine ragmen, manyezit zenginlestirmede kullanilan
konvansiyonel yontemlerin yiiksek maliyet, uygulama zorlugu, uzun siire gereksinimleri

ve cevreye olan zararlari gibi onemli dezavantajlarinin bulunmasi bilim insanlarini
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maden zenginlestirmede kullanilabilecek yeni yontemler aramaya sevk etmistir. Bu
baglamda yakin gelecekte manyezit isleme ve zenginlestirme teknolojilerinin
gelistirilebilmesi i¢in One siirilen en umut verici yaklagim biyoteknolojik uygulamalarin

manyezit zenginlestirme ¢aligsmalarina uyarlanmasidir.

Maden zenginlestirmede biyoteknolojik yaklagimlarin basariyla kullanilmasina
cogunlukla biyoli¢ uygulamalarinda rastlanir. Dogada kolayca bulunabilen su, hava ve
mikroorganizmalarin ~ kullanilmasiyla  siilfiirlii =~ cevherlerden  veya  bunlarin
konsantrelerinden metallerin uzaklastirilmasi islemi olarak tanimlanan biyoli¢ yontemi
giiniimiize kadar c¢esitli madenlerin zenginlestirilmesi i¢in yaygin bir sekilde
kullanilagelmistir  (Gilbertson 2000). Bununla birlikte bu yOntem yapisinda
tamponlayict  bir bilesen olan CaCOs; bulunduran manyezit madenlerinin
zenginlestirilmesi i¢in kullanilamamaktadir (Pathak et al. 2009; Chan et al. 2009;
Schippers et al. 2010).

Mikroorganizmalarin bulunduklari ¢cevredeki metaller ve minerallerle girdikleri fiziksel
ve kimyasal etkilesimler sonucu ortaya ¢ikan biyomineralizasyon, manyezitte oldugu
gibi biyoli¢ temelli uygulamalarin kullanilamadigr durumlarda maden zenginlestirme
caligmalar1 i¢in alternatif bir yol sunar. Bu amagla yapilan gilincel caligmalarda
madenlerin  dogal  floralarinin  maden  zenginlestirmede  kullanilabilecek
biyomineralizasyon tekniklerinin  gelistirilebilmesi  i¢in  gerekli olan  aktif
mikroorganizmalarin elde edilebilmesine yonelik Onemine vurgu yapilmaktadir.
(Madigan and Martinko 2010). Bu baglamda aktif mikroorganizmalarin madenin dogal
florasindan elde edilebilmesi konsepti temelde bir¢ok mineralin dogal olarak biyojenik
olmast ve mikroorganizmalarin bu minerallerle etkilesime girerek cesitli hayatsal

faaliyetlerini siirdiirebilmeleri ilkelerine dayanmaktadir.

Gercekten de literatiir verilerine bakildiginda farkli maden zenginlestirme
calismalarinda kullanilmak tiizere asil kaynaktan izole edilen mikroorganizmalarin
kullanildig1 goriilmektedir (Liu et al. 2008; Pathak et al. 2009; Chan et al. 2009;
Schippers et al. 2010). Mikroorganizmalarin farkli ekstrem kosullarda yasayabilmeleri
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ve bulunduklar1 ortamlardaki maddeleri kullanabilme yetenekleri zenginlestirme
calismalarinda dogal floranin kullanilmasinin énemini arttirmaktadir. Yine bu alandaki
literatiirlere bakildiginda farkli kaynaklardan izole edilen mikroorganizmalarin da
zenginlestirme calismalarinda kullanilabilecegi fakat farkli kaynaktan izole edilen
mikroorganizmalarin madenin kendinden izole edilen mikroorganizmalara gore ortama
daha ge¢ adaptasyon sagladiklart ve etkilerinin bu nedenle daha diisik oldugu

gozlemlenmistir (Sever 2006).

Tiim bu veriler 1s1¢inda, manyezit madeninin kendi florasindan izole edilen
mikroorganizmalarin, manyezitin yapisinda bulunan 6nemli kirleticilerden kalsiyum ve
magnezyumu ¢ozme yetenegine sahip olabilecegi ongoriilebilir. Bununla birlikte hem
iilkemiz hem de diinya literatiirlerinde manyezit zenginlestirme teknolojilerinin
gelistirilmesi i¢in benzer yaklasimlarin sayisinin oldukca az olmasi, literatiirdeki ve

teknolojideki bu eksikligin doldurulmasi ihtiyacinit dogurmaktadir.

Bu ihtiyacin giderilmesine katki saglamak maksadiyla yapilan ¢calismamiz ile Kiitahya-
Eskisehir sinirlar1 igerisinde yer alan KUMAS isletmelerine ait Turaocag: ve Ortaocak
manyezit maden ocaklarindan cevher Ornekleri alinmis ve bu Orneklerden
mikroorganizmalar izole edilmistir. Elde edilen toplam 60 bakteri ve 40 fungus
izolatinin her birinin CaCO3’in biylojik ¢ozlinmesindeki etkileri 6zel hazirlanan
besiyerlerine ekilerek arastirilmigtir. Yapilan ekimler sonucunda toplamda 20 bakteri ve
15 fungus izolatinin CaCO3’1 etkin bir bigimde ¢ozdiigii gozlemlenmistir. Aktiviteleri
gozlenen bu mikrobiyal izolatlarin tanilama calismalar1 ¢esitli klasik ve molekiiler

tekniklerle yapilmustir.

CaCOg3’1n uzaklastirilmasinda rol oynayan 21 bakteri izolatlart ilk olarak sivi ve kati
besiyerlere inokiile edilerek gelistirilmis ve olusan geng kiiltilirlerin boyamalar yapilarak
morfolojik 6zellikleri ortaya konmustur. Elde edilen veriler sonucunda yalnizca NSH 22
kodlu bakteri izolatinin hiicre seklinin kok, diger 21 bakteri izolatinin ise gubuk

seklinde oldugu tespit edilmistir. Bu izolatlardan NSH 14 disinda hepsinin endospor
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olusturabildikleri ve NSH 4, NSH 10, NSH 14, NSH 16, NSH 18, NSH 20, NSH 21,
NSH 23, NSH 25 disindakilerin hareketli olduklar1 gdzlemlenmistir.

Bakteri izolatlarinin fizyolojik 6zelliklerinden sicaklik ve pH istekleri belirlenmistir. Bu
amagcla 10°C’den baslayip 50°C’ye kadar devam eden ¢esitli sicakliklar kullanilmistir.
Orneklerin tamami 10°C’de ¢ok az gelisim gosterirken 50°C’de gelisimin tamamen
durdugu gozlemlenmistir. Genel olarak ise bakteri izolatlarinin 27-32°C araliginda ¢ok
1yi gelistikleri tespit edilmistir. pH araliginin belirlenmesine yonelik yapilan ¢aligmada
ise izolatlar 5-11 pH araligindaki besiyerlerine inokiile edilmis ve inkiibasyon siiresi
sonunda pH 6l¢iimleri alinmustir. Olgiimler sonucunda NSH 3, NSH 6, NSH 14 ve NSH
20 izolatlarinin pH 5 alt limit degerinde gelisebildigi ve NSH 6, NSH 12, NSH 14, NSH
20 izolatlarmin pH 9 st limit degerinde gelisebildikleri gézlemlenmistir. Ayrica tiim
orneklerin pH 7°de cok iyl gelisim gosterirtken pH 11°de canlilik faliyetlerini

stirdiiremedikleri tespit edilmistir.

Elde edilen izolatlarin baz1 biyokimyasal 6zelliklerine bakildiginda ise; NSH 2, NSH 12
ve NSH 14 kodlu izolatlarin Gram negatif, digerlerinin ise Gram pozitif; tiim izolatlarin
katalaz pozitif; NSH 13, NSH 20, NSH 24 ve NSH 25 kodlu izolatlarin oksidaz pozitif,

digerlerinin ise oksidaz negatif oldugu belirlenmistir.

Calismamizda, bakteri izolatlarinin tan1 ve karakterizasyonu amaciyla uygulanacak olan
konvensiyonel testlerin identifikasyonda tek basina yeterli olmamasindan dolay1 (Baris
2008), bu testlere ek olarak molekiiler yontemlerden 16S rRNA dizi analiz yontemi de
kullanilmistir. Bu amagla izolatlarin 16S rRNA bolgeleri PCR yardimiyla ¢ogaltilmis ve
sekans analizleri yaptirilmistir. Analiz sonucunda; izole edilen bakterilerden 3’ {iniin
Bacillus sp, 2’sinin Arthrobacter sp, 3’tiniin Bacillus atrophaeus, 1’inin Bacillus
drentensis, 2’sinin  Paenibacillus sp. 1’inin Bacillus thuringiensis, 1’inin
Microbacterium schleiferi, 1’inin Bacillus circulans, 1’inin Streptomyces sp. 1’inin
Terribacillus aidingensis, 3’tiniin Bacillus simplex, 1’inin  Bacillus endophyticus,
1’inin Bacillus idriensis oldugu tespit edildi (Sezgin 2007; Madigan and Martinko
2010).
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Bu asamaya kadar yapilan tiim konvensiyonel test sonuglarinin verileri ile molekiiler
tan1 ¢aligmalarindan elde edilen sonuclar kiyaslanmis ve elde edilen tani bilgilerinin
birbirini destekleyerek literatiir verileriyle uygunluk gosterdigi ortaya konulmustur
(Wieser and Busse 2000; Brettar et al. 2002; Friihling et al. 2002; Rodrigues et al.
2006; Louboudy et al. 2007; Cai et al. 2008; Chamkha et al. 2011; Gérmez 2011).

alismamizin  bir diger mikrobiyal unsuru olan fungus izolatlarinin tam1 ve
karakterizasyonuda da benzer sekilde konvansiyonel tani yontemleri ve molekiiler
yontemlerden 18S rRNA dizi analiz yontemi kullanilmistir. Bu analizler sonucunda elde
edilen veriler de benzer sekilde birbirini desteklemis ve literatiir bilgileri ile uygunluk
gostermistir (Hasenekoglu 1991). Yapilan bu ¢alismalar sonucunda fungal izolatlardan
3’tintin Aspergillus alliaceus, 1’inin Penicillium chrysogenum, 4’iiniin Penicillium sp.
2’sinin Fusarium tricinctum, 2’sinin Aspergillus flavus, 1’inin Aspergillus leporis ve

1’inin Aspergillus nomius oldugu belirlendi.

Bu tez kapsaminda elde edilen bulgular incelendiginde, izole edilen
mikroorganizmalarin endiistriyel uygulama alanlarinda manyezit zenginlestirme
calismalar1 i¢in olduk¢a biiyilk 6neme sahip oldugu agikca goriilmektedir. Yine bu
mikroorganizmalarin tanilanmasi ve Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii — Molekiiler Biyoloji ve Bakteriyoloji Arastirma Laboratuvar: biinyesinde stok
Kiiltiirlerinin saklanmasi ile ulusal nitelikli bir kiiltiir koleksiyonunun olusturulmast,
yapilan arastirmanin 6zgilin degerini ortaya koymaktadir. Literatiirde benzer ¢alisma
sayisiin az olmasi ve ¢aligma konusunun biyomineralizasyonda kullanilabilecek dogal
bakteri izolatlarina ilaveten fungal izolatlar1 da igerecek sekilde kurgulanmasi bu
aragtirmanin bilimsel onemini ortaya koymaktadir. Bu baglamda calismamizdan elde
edilen mevcut veriler 1s18inda gelecekte yapilabilecek yeni ¢aligmalarla, manyezit
cevherinin yapisindaki kirletici kalsiyum karbonatli bilesiklerin uzaklastirilabilecegi ve
bu sayede hem konvansiyonel zenginlestirme metotlarinin kullanimi sonucu acgiga ¢ikan
cevre kirliliginin azaltilabilecegi hem de bu yontemlerin dezavantajlarinin sebep oldugu

ekonomik zararin 6niine gegilebilecegi 6ngoriilmektedir.
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