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OZET

UREAZ VE KARBONIK ANHIDRAZ URETEN LYSINIBACILLUS
FUSIFORMIS U1 BAKTERISI iLE MIKROBIYAL KALSIiYUM
COKELIMI
YUKSEK LiSANS TEZI
MURAT CAN AKDEMIR
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJIi ANABiLi'M DALI )
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. NAZIME MERCAN DOGAN)

DENIZLi, AGUSTOS - 2019

Mikroorganizmalar tarafindan gerceklestirilen kalsiyum karbonat
(CaCO0O3) ¢okelimi, dogal ortamda ve laboratuvar sartlarinda yaygin bir olaydir.
Kalsiyum karbonat, ¢evre dostu bir {iriin olup kalsiyum mineralizasyonu ig¢in
cesitli sayida mikroorganizma arastirilmaktadir. Bu yiizden bu arastirmanin
amaci, yerel bir izolat olan Lysinibacillus fusiformis Ul susunun kalsiyum
karbonat c¢cokelimi kapasitesini arastirmaktir. Bu amacla, iki kiiltiir ortam
(standart KMO ve LB-mineralizasyon) kullanilmigtir. Calismada her iki
besiortamina %35 oraninda yeast ekstrakt da ilave edilmistir. Ayrica bakterinin
iireaz ve karbonik anhidraz enzim aktiviteleri de belirlenmistir. CaCOs3 ‘in
morfolojik yapist ve mineral tipi SEM-EDX ve FTIR ile karakterize edilmistir.
Calismanin sonuglarina gére, KMO besiyerinde CaCO3z miktar1 inkiibasyonun
96.saatinde 172.80 mg/L iken, LB mineralizasyon ortami 24 saatlik inkiibasyon
sonunda 163.20 mg/L’dir. FTIR and SEM-EDX analiziyle de kalsit kristallerinin
varlig1 dogrulanmastir.

ANAHTAR KELIMELER: Mikrobiyal Kalsiyuam Karbonat Cékelimi, Ureaz,
Karbonik Anhidraz, Bacillus



ABSTRACT

MICROBIAL CALCIUM MINERALIZATION FROM UREASE AND
CARBONIC ANHYDRASE PRODUCING LYSINIBACILLUS FUSIFORMIS Ul
MSC THESIS
MURAT CAN AKDEMIR
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. NAZIME MERCAN DOGAN)

DENIZLi, AUGUST 2019

Calcium carbonate precipitation by microorganisms is a common
process in natural environment and laboratory conditions. The bacterial calcium
carbonate is an environmentally friendly product and numerous microorganisms
are being investigated for calcium mineralization. The aim of this research was
therefore to investigate the efficiency of calcium carbonate precipitation of local
isolate Lysinibacillus fusiformis U1. For this reason, two culture media (standard
CMP and LB-mineralization) were used in our study. And 5% yeast extract was
added in CMP and LB-mineralization. Urease and carbonic anhydrase enzyme
activities were also determined. The morphological characterization of CaCO3 and
its mineral type were analysed by Scanning Electron Microscope (SEM-EDX) and
Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (FTIR). As a result of our study,
the amount of CaCO3z was 172.80 mg/L in KMO medium at 96th hours and
163.20 mg/L at 24 hours in LB mineralization medium. The calcite crystals were
verified by FTIR and SEM-EDX analysis.

KEYWORDS: Microbial Calcium Mineralization, Urease, Carbonic Anhydrase,
Bacillus
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1. GIRIS

Biyomineralizasyon, canli organizmalarin olusturdugu tiim ya da kismi
minerallesme demektir. Glinlimiizde biyomineralizasyon yontemi canli organizmalar
ile biyolojik onarim, biyo¢imentolama, zemin iyilestirme gibi birgok alanda
kullanilmaktadir. Mikroorganizmalar, diinyada gergeklesen tiim biyojeokimyasal
dongiilerde onemli rollere sahiptirler. Yasamsal siire¢lerinde c¢ok cesitli
mineralizasyon olaylarinda aktif olduklar1 gibi minerallerin depolanmasina da
katilirlar. Dogal yasamlarinda mikroorganizmalar karbon dioksit ile kalsiyum iyonu
arasindaki temastan kaynaklanan karbonat minerallerinin biyolojik c¢okeltilmesine
aracilik ederler. Canlilar tarafindan minerallerin olusumu olan biyomineralizasyon
hemen hemen yeryiiziinde yasayan tiim canlilarda gergeklesen dogal bir olay olmakla
birlikte her organizma mineral sentezinde farkli mekanizma kullanir. Yer kabugu,
traverten, inci, toprak ve mercanlarin kabuguna kadar bir¢ok yerde bulunan kalsiyum
karbonat, biyomineralizasyon ile iiretilen en yaygin mineraldir (Yildirim ve dig.
2016). Birgok c¢alisma olmakla birlikte, bakterilerin karbonat ¢okelimindeki rolleri
heniiz tam olarak anlasilamamistir. Biyomineralizasyonda mikroorganizmalarin
faaliyetlerinin ¢6ziimlenmesi ile traverten korunmasi ve temizlenmesi (Morales ve
dig. 2019), anitsal kalker taglarinin korunmasi ve arkeolojik tiriinlerin onarimi (Dick
ve dig. 2006), catlak dolgu materyali (Bachmeier ve dig. 2002), insaat ve g¢evre
biyoremediyasyon (Tittelbooom ve dig. 2010) gibi endiistriyel alanlarda
kullanilabilecek ¢ok yonlii malzemelerden birinin ekonomik ve ucuz olarak
tiretilmesi miimkiin olacaktir. Mineralizasyon olay1, dogada kendiliginden meydana
gelen biyolojik ve kimyasal olaylardir. Biyomineralizasyon olay1 ise minerallesme
olarak belirtilmekte ve bu 6zellikle prokaryot canlilar tarafindan meydana getirilir.
Biyomineralizasyon siirecinde kalsiyum iyonu (Cay") ile olusturulan biyopolimerler
ozellikle Caz(POg); (kalsiyum fosfat), CaSO, (kalsiyum siilfat), CaCOj3 gibi mineralli
bilesiklerdir (Knoll 2003). Mikrobiyal CaCOj3 ¢okelimi, toprak, su ve denizlerde
kendiliginden gergeklesen yaygin bir prosestir (Canaveras ve dig. 2001).

CaCOg; ¢imento, plastik, kirtasiye, miirekkep, floresan markor ve kauguk gibi
(Yoshida ve dig. 2010) cesitli uygulamalarda da MICP yontemi ile elde edilebilir

1


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0169131719300961#!
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(Dhami ve dig. 2013). Mikroorganizmalarin onarim konusunda dogada kendi
kendine yaptigi iyilestirmenin yani sira laboratuvar ortaminda da onarim caligmalari
yapilmaktadir. Mikrobiyal mineral c¢okelme teknolojisi, aslinda kum siitunlarin
birlestirilmesinde (Stocks-Fischer ve dig. 1999), kalker (kiregtasi) anitlarin
onariminda (Dick ve dig. 2006; Rodriguez-Navarro ve dig. 2003) ve sinirli olmakla

birlikte beton g¢atlaklarin iyilestirilmesinde kullanilmaktadir (Bang ve dig. 2001).

Belirlenen farkli besiyeri kosullarinda farkli ireme ve biyomineralizasyon
sonuclart ortaya g¢ikmaktadir. Ortamda mevcut olan maddelere gore degisen ve
gelisen sartlar olusmaktadir. Besiyerindeki madde miktar1 ve ¢esidine gore

biyomineralizasyon oranlar1 degismektedir.

Diinya’nin kendi kendini iyilestirme 6zelligi vardir. Bu da biinyesinde tasidigi
canlilarin metabolik faaliyetleriyle dogal olarak baglantilidir. Topragin olusumundan
insan barsak sisteminin dengeli ¢alismasina dek sayilamayacak dnemli olaylarda kilit
noktalarda mutlaka mikroorganizmalar mevcuttur. Onemli olan bu canlilarin en
verimli olaninin tespit edilerek endiistriyel uygulamalarda insanoglunun hizmetine
sunulmasidir. Bu amagla yapilan son yillardaki giincel ¢alismalardan biri de tireolitik
bakterilerle kalsiyum karbonat ¢okelimi olup, zemin iyilestirme, beton giiclendirme,
mikrobiyal catlak dolgusu, kendi kendini temizleyebilme, su gecirmezligi, zararl
atik barindirmama gibi bakteriler kullanilarak endiistride ihtiya¢ duyulan kaynaklarin
diisiik maliyetlerle tiretimidir. Cheng ve Cord-Ruwish (2012), Bacillus sphaericus ile
zemin iyilestirmeyi amaglamigtir. Bunun i¢in hazirladiklar1 saf silika kumundan
yapilmis kolonlardan, bakteri kiiltlirii ve saf su igeren siviyr ge¢irmiglerdir. Deney
tamamlandiginda toplam amonyum nitrojen konsantrasyonu, kalsiyum iyonlarinin
varligi, biyokiitle konsantrasyonu ve {ire aktivitesinin miktarinin ol¢iilmesi gibi
parametreler saptanmigtir. Zemin iyilestirmye olumlu yonde etkisi oldugu rapor
edilmistir. Ay sekilde, Ferris ve dig. (1996) da yaptiklart mikrobiyal iyilestirme
sonucu permeabilitenin %15 ila %20 oraninda azaldigini tespit etmisleridir. Benzer
bir diger ¢alismada ise Whiffin ve dig. (2007) ise %22-%75 arasinda permeabilitede
bir azalma gozlemlemislerdir. Dejong ve dig. (2006) ise mikrobiyolojik olarak
direnci arttirirlarken zemin oturmada azalma rapor etmislerdir. Dejong ve dig. (2010)
zemin iyilestirme deneylerinde permeabiliteyi 10 ve sikistirilabilirligi 10 oraninda

azaltirlarken, rijitligi ve kayma direncini 10% kat arttirmuslardir. Paassen (2009)’a


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0959652618320900#bib14

gore, 60 kg/m? kalsiyum karbonat konsantrasyonuna kadar zemin direncinde anlaml

farklilik goriilmezken bu degerin iistiindeki direnglerde 6nemli iyilesmeler olmustur.

Kiiclik fabrikalar olarak diisilen mikroorganizmalarin gelisme kosullar
iyilestirilerek {iretilen kalsiyum karbonat miktar1 ve f{retim zamani istenilen
seviyelere ¢ekilebilir. Gliniimiizde bu amagla o6zellikle lireaz aktivitesine sahip

Bacillus cinsi bakteriler siklikla kullanilmaktadir.

Diinya ve Tiirkiye’de artan niifus beraberinde bir¢cok sorunu da ortaya
cikarmaya devam etmekte ve gilinlimiizde niifus artisinin sebep oldugu sorunlarin
basinda barinma sorunu gelmektedir. Barinma sorununu ortadan kaldirmak icin her
yeni giinde yeni yapilagsmalar baslamakta ve bu da dogaya ve ¢evreye zarar veren
beton, ¢cimento, demir gibi maddeler ile olmaktadir. Bilindigi gibi, ¢imento {iretimi
yapan fabrikalarin ¢evreye olan olumsuz etkisine ragmen fabrikalarin ¢evre koruma
bilincine gore aldig1 onlemler yetersizdir. Cimento tiretiminde sicaklik, toz, toksik ve
alerjik kimyasal maddeler, agir metaller ve atik gazlar ¢evreye ¢ok zarar vermektedir
(Marlowe ve Mansfield 2002; Al Smadi ve dig. 2009; Kiigiik, 2009).



2. TEZ KONUSU VE LITERATUR TARAMASI

Bakteriyal kalsiyum karbonat mineralizasyonu konusunda yapilan ¢aligsmalar
son yillarda artis gostermektedir (Achal ve Mukherjee 2015; Bang ve dig. 2001;
Ghosh ve dig. 2005; Jonkers ve Loosdrecht 2010; Muynck ve dig. 2008*"). Kalsiyum
karbonat mineralizasyonu, kimyasal bir siirectir. Kiiltiir ortaminda bakterilerin
gerceklestirdigi reaksiyon sonucunda dncelikle amonyum ve karbonat olusmaktadir.
Sonrasinda kiiltiir ortamina belirli miktarda CaCl, eklendiginde ise karbonat ve
kalsiyum iyonlar1 arasindaki reaksiyon sonucunda pH seviyesinin yiikselmesi ile

kalsiyum karbonat ¢okelimi gergeklesir (Cheng ve Cord-Ruwisch 2013).

PVC iiretiminde ve seramik sektoriinde de yapt malzemesi olarak
yararlanilabilmektedir. Saglik alaninda kronik bobrek yetersizliginde besinlerdeki
fosforu baglayarak fosfatli bilesiklerin dengelenmesinde kullanildigi da bilinir
(Cozzolino ve dig. 2005). Ayrica gida sektoriinde ise kalsiyum karbonat E170 adinda
bir katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Aguilar ve dig. 2011).

Bagimsiz ¢evre kosullarina gore kalsiyum karbonat minerali sentezlenir.
Kontrolli. mineralizasyon Ornekleri arasinda magnetotaktik bakterinin manyetit
olusturmasi (Bazylinski ve dig. 2007); Coccolithophores ve diatomlarin olusturdugu
silisler ornek olarak verilebilir (Barabesi ve dig. 2007). Tuzluluk ve ortamin
kompozisyonu gibi abiotik faktorler kadar bakteri tipi de kalsiyum karbonat
minerilizasyonuna 6nemli boyutlarda katki saglamaktadir (Rivadeneyra ve dig. 2004,
Muynck ve dig. 2008%). Bakteriler tarafindan iiretilen kalsiyum karbonat indiiklenmis
olarak kabul edilmekte ve iiretilen kalsiyum karbonat mineralinin tipi biiyiik 6l¢iide

cevre kosullarina baglidir (Rivadeneyra ve dig. 1994).

CaCOg3 minerilizasyonu, yeterli miktarda kalsiyum ve karbonat iyonlarina
gereksinim duyar. Karbonat iyon konsantrasyonu, sucul sistemin pH’s1 ve ¢6ziinmiis
inorganik karbon konsantrasyonu ile iligkilidir. Buna ek olarak, ¢6zlinmiis inorganik
karbon konsantrasyonu, sicaklik ve karbon dioksit kismi basinci gibi ¢esitli ¢evresel
parametrelere de baghdir. Kalsiyum karbonat ¢okelmesi, genel olarak dort ana faktor

tarafindan yonetilen kimyasal bir islem olup oldukg¢a basittir. Bunlar; 1-kalsiyum
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konsantrasyonu, 2-¢oziinmiis inorganik karbon konsantrasyonu, 3-pH ve 4-

¢ekirdeklenme alanlarinin durumu seklindedir (Hammes ve Verstraete 2002).

Mikrobiyal aktivite ile iiretilen kalsiyum karbonat, hem dogal hem de yapay
olmak iizere iiretilen katilastirma (¢imentolasma) maddesidir. Onerilen bakteriyel

kalsiyum metabolizmasi semas1 ve sonrasindaki olusan CaCO3; ¢okelimi Sekil 1°de

gosterilmistir.
(A) Asitlenme
: H'< ey . Organikmadde ™
Ca2+ Pasif akis
_’ Ay
Ca?*2H* Metabolizma ~\_ * COo,
i Caz*
Bakteri hiicresi Aktif cikarma .
\ Ca¥*/2H* l
MI kro-cevre \'_: A Cat*
! Alkali H* ;
L siin (B):
Makro-gevre Rt S EERES SSUUPIIISI IR Dres a4 ;
(©) v v

Karbonat Cokelimi Ca**+ HCOy = CaCOy + H*

Sekil 1: Bakteri hiicresinde kalsiyum karbonat mineralizasyonu (Achal ve dig. 2015)

Mikrobiyal mineral c¢okelme teknolojisi, aslinda kum siitunlarin
birlestirilmesinde (Stocks-Fischer ve dig. 1999), kalker (kirectasi) anitlarin
onariminda (Dick ve dig. 2006; Rodriguez-Navarro ve dig. 2003), sinirli olmakla
birlikte beton ¢atlaklarin iyilestirilmesinde (Bang ve dig. 2001; Bachmeier ve dig.
2002), kumlu zeminlerin iyilestirme (Akyol ve dig. 2017), kendi kendini
temizleyebilme (Morales ve dig. 2019), su gecgirmezlik (Wang ve Liapis 2012),
antimikrobiyal etki (Khezerlou ve dig. 2018) ve dogal yollarla onarim saglama
(Tittelboom ve dig. 2010) gibi bir ¢cok konuda kullanilmaktadir. Bu nedenle tireolitik
bakteriler, son zamanlarda arkeoloji, insaat, jeoloji ve ¢evre miihendisligin bir¢ok
boliimiinde giindemdedir ve bu tiir bakterilerle ¢evre dostu materyallerin iiretimi ile

ilgili bilimsel ¢aligsmalar yogun ilgi gérmektedir.

Kalsiyum karbonat ¢okelimini indiiklemek tireazin dogadaki bagka bir 6nemli
islevidir. Siireg; lire hidrolizinden iiretilen karbonat iyonlar1 ve reaksiyon sirasinda
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artan pH miktar1 sayesinde ortamda bulunan Ca iyonlar1 varliginda CaCOj3 ¢okelmesi
meydana gelir. Ureaz dogada bir¢cok dneme sahip olmasi disinda biyomimetrik bir
sekilde gergeklesir ve iireaz destekli bir CaCO3; mineralizasyonu yaparsa hafif
miithendislik kosullar1 altinda ¢evre dostu, iyilestirme amaciyla kullanilan yenilik¢i

bir uygulama sunmaktadir (Krajewska ve dig. 2018).

Mikrobiyal mineral ¢okelme; mikroorganizma tipi, iz yol ve ortam
cesitliligine baglidir. Ureolitik bakteriler iireaz enzimi ile kalsiyum karbonati
cokeltmektedirler. Bu enzim, lireyi karbondioksit ve amonyaga katalizleyerek pH nin
ve Kkarbonat konsantrasyonunun artisina neden olmaktadir. Yiiksek oranda
doygunluga ulasildiktan sonra, bakteriyel hiicre duvarlarinda heterojen bir
¢ekirdeklenme ile kalsiyum karbonat kristalleri mineralize olmaktadir. Abdul Khalil
ve dig. (2018), dort farkli kum numunesinin kantitatif analizlerini
degerlendirmislerdir. Calismada kumun ana bileseni olan kuvarsin en bol bilesik
oldugu tespit edilmistir. Bakteri tarafindan tikanmis kolonun toplam agirliginin %
30,2'sinin kalsit oldugu belirlenirken canli bakteri hiicresi olmayan kolonda kalsite
rastlanmamistir. Bununla birlikte, 6lii hiicrelerin bulundugu siitunda glenititin
¢okeltildigi, canli hiicrelerde ise kalsitin ¢okeltildigi bulunmustur. SEM analizinde de
sediment numunelerinde ve kalsit kristallerinin ortasinda bozulmamis basil olarak
fosillesmis bakteri hiicrelerini gozlemlemislerdir. Sonug¢ olarak arastirmacilar
bakterilerle iligkili kristal kalsit varligimin bakterilerin mineralizasyon sirasinda
cekirdeklenme bolgeleri olarak gorev yaptigini rapor etmislerdir (Abdul Khalil ve
dig. 2018).

Diinyada en ucuz ve en bol bulunan minerallerden biri olan kalsiyum
karbonat, kalsit, vaterit ve aragonit olmak iizere li¢ polimorf yapidan olugmaktadir.
Polimorflarindan biri olan kalsit, kagit, boya, plastik, kaucuk, ila¢ ve tarim

endiistrilerinde yaygin olarak kullanilan bir dolgu maddesidir (Yoshida ve dig.
2010).

Dogal bir minarel olan kalsiyum karbonat ¢ogu zaman kayalardan elde
edilmektedir. Uretim siirecinde ortaya cikan ses, hava ve su kirliligi gibi problemler
onemli cevresel sorunlar yaratmaktadir. Istenmeyen bu tiir cevresel etkiyi azaltmak
icin mikrobiyal kaynakli kalsit ¢okeltme (MICP) dogal ve siirdiiriilebilir bir yaklagim

icin bir alternatif olabilir Hiicre konsantrasyonu, sicaklik, pH, iire ve kalsiyum
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konsantrasyonlar1 gibi ¢esitli ¢evresel faktorlere gore bakteriyel mineralizasyonunun

kontrol edilebilmesi 6nemli bir avantajdir (Anbu ve dig. 2016).

Son on yildan beri, deniz yosunu yiiksek potansiyel biyopolimerlerden biri
olarak kabul edilir (Abdul Khalil ve dig. 2018). Deniz yosunundan biyolojik olarak
pargalanabilir CaCOj3 dolgulu bir kompozit film iiretmislerdir. Kompozit materyelin
SEM analizi ile mikrobiyal CaCO3; ve kimyasal CaCOs’in olusturdugu kalsiyum,
oksit ve karbon varligi dogrulanmis ve mikrobiyal CaCOj3’deki Ca oraninin atomik
olarak kimyasal CaCOj’den daha iyi oldugu kanitlanmistir. Ayrica arastirmacilar
FTIR sonuglarina gore, mikrobiyal CaCO3’in kimyasal CaCOjz’dan daha ¢ok su

tutma kapasitesine sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Kalsiyum karbonat presipitasyonu, hiicre igi veya hiicre disi inorganik ve
organik bilesiklerin katilasmasini sagladigi i¢in 6nemli bir biyojenik siiregtir. Bu
nedenle mikrobiyal CaCOs’a giiniimiizde “biyo¢imento” denilmektedir. Cevre dostu
olmasi agisindan yesil ¢imento da denilen bu tiriin, bilim camiasinda dikkat ¢ekmistir

(Rong ve Qian 2012).

Giintimiizde iizerinde fazlaca durulan ve mikrobiyoloji miihendisliginin
ortaya c¢ikmasina neden olan biyogimento teknigi, bina yapilarinda dayaniklilik
arttirmak i¢in uzun vadeli onarim araci olarak son derece umut vericidir (Achal ve
Mukherjee 2015; Bang ve dig. 2001; Ghosh ve dig. 2005; Jonkers ve dig. 2010;
Muynck ve dig. 2008%). MICP ile saglanan basar1 bu siirecin cesitli alanlardaki
kesfine ilk adim  olmustur. Agr metallerin ve  radyoniiklitlerin
biyoremediyasyonunda (Kang ve dig. 2016), petrol rezervlerinden petroliin tekrar
kazaniminin gelistirilmesinde (Stocks-Fischer ve dig. 1999) ve kum siitunlarinin

giiclendirilmesinde (Dejong ve dig. 2006) basariyla uygulanabildigi kayit edilmistir.

Bakteriler metabolik aktiviteleri sonucu, kalsiyum karbonat {iretir ve
catlaklar1 onarip 1iyilestirir. Karbonatin ¢okelmesine neden olabilecek birgok
mikrobiyal islem vardir. Halen, birgok ¢alisma, iircaz enzimi tarafindan iire
hidrolizine odaklanmaktadir (Le Metayer-Levrel ve dig. 1999) Catlaklar tamamen
kalsiyum karbonatla doldurulduktan sonra, bakteri uyku haline geri doner. Gelecekte

ise herhangi bir ¢atlak olusursa, bakteriler aktif hale gelir ve catlaklar1 doldurur. Bu
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yontem bize bakteriler uzun siireli iyilestirici bir ajan mekanizmasi olarak hareket

edebildiklerini gostermistir (De Belie ve dig. 2016).

Bazi mikroorganizmalar, kalsiyum karbonati {ireaz yoluyla ¢okeltme
kabiliyetine sahiptir. Literatiir taramalari bazi bakterilerin mikrobiyal ¢okelme
yaptiklarin1 ortaya ¢ikarmustir. Bacillus subtilis bakterileri, hafif agrega ve grafit
nano plateletlerle betonun giiciinii artirabilir (Khaliq ve dig. 2016). Bacillus aerius
bakterileri piring kabugu kiilii betonda incelenmis ve betonun dayanikliliginin arttigi
goriilmiistiir (Siddique ve dig. 2016). Bacillus megaterium bakterileri ise betonda
kullanilmis ve sonuglar %24 basing dayaniminda artis oldugunu gostermistir
(Andalib ve dig. 2016), diger yandan da betonda kalsiyum karbonatin Bacillus
sphaericus tarafindan biriktirilmesi, betonun dayanikliligin1 artirdigi orataya
cikmistir (Wang ve dig. 2014). Ugucu kiil betonunda kullanilan Sporoscarcina
pasteurii bakterileri, ugucu kiil betonunun kendi kendini iyilestirici etkisi ile
dayaniklilik ve dayaniklilikta 6nemli gelisme oldugunu gostermistir (Chahal ve dig.
2012). Silika duman betonunda kullanilan ~ Sporoscarcina pasteurii  bakterileri
sayesinde silika duman betonunun kendi kendini iyilestirici etkisi ile dayanikliliginda
ve saglamliginda bir iyilesme oldugu tespit edilmistir (Chahal ve dig. 2012). Bacillus
sphaericus bakterileri, ylizey islemlerini kontrol etmek igin betonda kullanilmis ve
sonuglar, bakteriyel karbonat ¢okeltmesinin beton i¢in alternatif bir ylizey islemi

olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur (Muynck ve dig. 2008").

Bakteri sporu tozunun betona eklenmesi, saglanan kalsiyum kaynagina baglh
olarak betonun sertlesme stiresini hizlandirir. Bakterilere besleyici maddeler olan
kalsiyum laktat, kalsiyum nitrat ve kalsiyum format formunda verilir. Kalsiyum
laktat ilavesi, sertlesme siiresini geciktirebilir, kalsiyum format ve kalsiyum nitrat,
betonun sertlesme siiresini hizlandirdig tespit edilmistir (Luo ve dig. 2015; Zhang ve
dig. 2015).

Vijay ve dig. (2017) g¢alismanin 6nemini, betondaki catlaklarin iyilesmesinde
Bacillus subtilis, Bacillus pasteuri tiirleri gibi iireaz ireten bakteri izolatlari
kullanilmast sayesinde oldugunu sdylemektedir. Calisma, catlaklari iyilestirmede
kullanilabilecek farkli bakteri tiirlerini gézden gecirmistir. Ayn1 zamanda basing
dayanimi i¢in bakterilerin olumlu bir etkiye sahip oldugunu belirlemistir. Su

penetrasyonunu ve klorlir iyonu gecirgenligini azaltmasindan dolay1 bakteri
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kullanmanin daha avantajli oldugunu vurgulamistir. Bu ¢alismanin sonuglari,
mikrobiyal beton kullanmanin, alternatif ve kaliteli bir beton i¢in sizdirmazlik
maddesi olabilecegini 6ngormektedir. Uygun maliyetli, ¢evre dostudur ve sonug
olarak yap1 malzemelerinin dayanikliliginda iyilesmeye yol acacagin1 ortaya

koymustur diye agiklamistir (Vijay ve dig. 2017).

2.1  Cahsmanin Amaci

Bu calismada iireolitik toprak bakterisi olan Lysinibacillus fusiformis U1 susu
ile bakteriyal kalsiyum karbonat c¢okelimi (CaCOs3) amaglanmistir. Bunun igin
kullanilan Ul susu yerel bir izolat olup bakterinin CaCOj3 ¢okelim kapasitesi
arastirilmistir. Calismada, bakterinin iireaz ve karbonik anhidraz enzim aktivitesi de
belirlenmis, yeast ekstract ilavesinin hem enzim aktivitesi hem de kalsiyum ¢okelimi
tizerine etkisi arastirilmistir. Bakteriyal CaCO3’tin morfolojisi ve mineral tipi SEM

ve FTIR ile karakterize edilmistir.
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3. YONTEM

3.1  Materyaller

3.1.1 Cahsmada kullamilan kimyasallar ve ¢ozeltiler

Amonyum Kloriir (VWR,470300-194), Magnezyum Siilfat (Merck, 106067),
Amonyum (Merck, 109162), Eriokrom Siyah1 T (Sigma, 1787-61-7), Sodyum Klorit
(Merck, 106406), Sodyum Bikarbonat (VWR,144-55-8), Kalsiyum Kloriir (Sigma,
10043-52-4), Ure (Sigma, 57-13-6), Disodyum Fosfat (Merck, 7558-79-4), Mono
Potasyum Fosfat (Scarlab, SO10060250), Glukoz (SigmaAldrich, 50-99-7), Agar
(SigmaAldrich, 9002-18-0), NutrientAgar (Merck, N9405-500G), Nutrient Broth
(LabM, LABO068), Fenol Red (Merck, P3532), Bakir (II) Siilfat (Merck, 102790),
Sodyum Potasyum (Merck, 108087), Sodyum Karbonat (Merck, 106392), Folin
(Sigma), Yeast extract (LabM, MCO001), Tripton (Fluka, 70169), Agar
(SigmaAldrich, 05039), Meat Extract (Merck, 103979).

Bu calismada kullanilan diger tiim kimyasal maddeler analitik derecede ve

yiiksek saflikta olacak sekilde ticari kaynaklardan elde edilmistir.

3.1.2 Cahsmada Kullamlan Cihazlar

Santrifiij (Hettich Micro 220 R), Otoklav (Niive OT 4060V), (Hiclave HVE-
50), Dikey Elektroforez Aparati (Scie-plus), Transfer diizenegi (BIO-RAD Trans
Blot), OrbitalShacker (Alfagen 0S-200), Vorteks (Dragon Lab MX-F),
Spektofotometre (Lange DR 5000), Terazi (Radwag AS 220/C/2), Mikrodalga Firin
(SHOV M7017-P), Gii¢ Kaynagi (MS, MP-300X), Etiiv (Niive EN120), Calkalamali
Etiiv (ZHICHENG ZHWY-111B), Kuru Hava Steril Firnm1 (Niive FN120),
Sonikasyon Cihaz1 (Bandelin D-12207 UW 2070), Distile Su Cihazi (Human-

ZeneerPower | ), FTIR (Perkin Elmer- Spectrum Two).
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3.1.3 Kullanilan Bakteri

Calismada kullanilan {ireolitik Lysinibacillus fusiformis Ul susu, Pamukkale
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Bakteriyoloji Laboratuvar1 stoklarindan temin

edilmistir.

3.1.4 Kullanilan Besiyerleri

Calismada kullanilan besiyerleri ve igerikleri agagida verilmistir:

Ure Broth-Agar besiyeri (g/L):

Pepton 1
NaCl 5
Na;HPO, 1,2
KH,PO, 0,8
Glukoz 1
Fenol red 0,012

Yukarida verilen maddeler belirtilen miktarlarda tartilarak distile suda
¢oziilmiis ve pH 7’ye ayarlanmistir. 115°C’de 20 dakika otoklavda steril edildikten
sonra igine Sartorius marka 0,22 um c¢aph filtre ile steril edilen %40’lik {ire
stogundan 100 ml besiyerinde 5 ml olacak sekilde iire ilave edilmistir. Kat1 besiyeri

icin de s1v1 besiyerine 17 g/L Agar ilave edilmistir.

LB, LB iire ve LB mineralizasyon besiyeri (g/L)

Tripton 10
NaHCO; 2,10
Yeast extract 5
CaCl, 2,77
NaCl 10

11



Yukarida verilen maddeler belirtilen miktarlarda tartilarak distile suda
¢oziilmiis ve pH 7’ye ayarlanmistir. 115°C’de 20 dakika otoklavda steril edildikten
sonra igine Sartorius marka 0,22 um ¢apli filtre ile steril edilen 2M’lik {ire stogundan
333mM olacak sekilde iire ilave edilmistir. Enzim aktivitesi lizerine iirenin etkisinin

anlasilmas1 amaciyla LB iire besiyerinden NaHCO3 ve CaCl; ¢ikarilmistir.

LB-iire besiyerinde mineralizasyon c¢alismasi sirasinda yukarida

belirtilen besiyerine NaHCO3 (2,10 g/L) ve CaCl, (2,77 g/L) ilave edilmistir.

Kalsiyum Mineralizasyon Besiyeri (KMO) g/L cinsinden Pepton From
Meat 1,875; Meat Extract 1,125, NaHCO3 2,1003 ve CaCl, 2,7748 tartilarak distile
suda ¢oziilmiistiir. Besiyerinin pH’s1 7°ye ayarlanarak 115°C’de 20 dakika steril
edildikten sonra igine filtre ile steril edilen 2M’lik iire stogundan 333 mM olacak
sekilde iire ilave edilmistir (Ferris ve dig. 1996; Whiffin ve dig. 2007).

Her iki besiyerine de %5 yeast exract ilave edilmistir.

3.2 Metodlar

3.2.1 Ureaz  Aktivitesinin  Belirlenmesi  (Phenol-Hypochloride,
Weatherburn 1967-Smith ve dig. 1993).

Ureaz aktivitesini belirlemek icin Weatherburn tarafindan verilen
laboratuvarimizda optimize ettigimiz fenol-hipoklorit yontemi kullanilmistir
(Weatherburn, 1967). Kisaca, fosfat tamponu (0,1 M, pH 7,0), 50 mM iire ¢ozeltisi
ve bakteri siipernatanti karistirilarak hazirlanan ¢ozelti 25 °C'de 30 dakika boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda ¢ozeltiye oncelikle 500 pl fenol
reaktifi eklenmis ve 500 pl alkali hipoklorit ¢ozeltisi ilave edilerek vorteks ile

karistirilmastir.

Son olarak elde edilen ¢ozelti 50-60 °C'de 5 dakika inkiibasyonun ardindan
sogutularak 630 nm'de spektrofotometrede Ol¢iildii. Enzim aktivitesi (NH4),SO, ile

olusturulan standart egri yardimiyla belirdi.
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Fenol Reaktifin Hazirlanmast:, Reaktif A ve reaktif B' nin 1:1 oraninda
karistirllmasiyla elde edilmektedir. Reaktif A; 25 ml distile suda 2,5 gr fenoliin
¢Oziinmesiyle hazirlanir. Reaktif B ise 25 ml distile suda 0,0125 gr Nanitroprussid'in

¢Oziinmesiyle elde edilmektedir.

3.2.2 Karbonik Anhidraz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Karbonik anhidraz aktivitesi, laboratuvarimizda optimize edilen ve
Armstrong ve dig. (1966) tarafindan agiklanan yonteme gore p-nitrofenol miktarinin
Ol¢iilmesi ile tespit edilmistir. Kisaca, 0,9 ml 100 mM fosfat tamponunun pH 7,2 ve
3 mM p-nitrofenil asetat karisimina 100 pl enzim eklenmis ve renk degisimi en az 5
dakika 412 nm'de Olgiildii. Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda p-nitrofenol

standartlar1 kullanilarak olusturulan standard egri kullanildu.

Ureaz ve Karbonik anhidraz enzim aktivitesini belirlemek icin; KMO, LB ve
LB-mineralizasyon besiyerleri kullanilmistir. Bu besiyerline; yeast extract ilavesinin
enzim aktivitesine etkisini belirlemek i¢in, %5, %7,5 ve %10 oranlarinda yeast

extract ilave edilmistir.

3.2.3 Kalsiyum Karbonat Miktarinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi 6n ¢alismalarinda besiyerlerine eklenen %S5, %7,5, %10
yeast extractin ilave edilmesi sonuglarina gore; enzim aktivitesinde anlamli bir
degisiklik olmamasindan dolay1 bakteriyal CaCO3 ¢okelimi ¢alismalarinda %35 yeast
extract kullanilmistir. KMO Yeast ve LB mineralizasyon ortamlarina %5 oraninda
ekimi yapilan Lysinibacillus fusiformis U1, 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen
bakteriler 12 saat, 24 saat, 36 saat, 48 saat, 60 saat, 72 saat, 96 saat, 120 saat, 168
saat ve 240 saat olmak {iizere birgok saat araliginda bekletilerek rettikleri kalsiyum

karbonat miktarlart EDTA titrimetrik yonteme gore belirlenmistir (APHA 1989).
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3.2.3.1 Analitik Yontem

Titrasyon Basamaklari: 25 ml numune alinir ve lizerine 1 ml Tampon
Cozelti ilave edilerek son pH 10.00’a ayarlanir. Numune igerisine toz halinde
bulunan indikator karisimindan spatiil yardimi ile ¢ok az miktarda alinir ve eklenir
(pembe renk olusturmaktadir).Standart EDTA (Cozeltisi ile titrasyon islemi
baslatilir.Pembe olarak baglayan titrasyon rengi mavi renge doniisence titrasyon

durdurulur. Harcanan EDTA miktar1 alinir ve asagidaki denklem kullanilarak CaCO3

V1.M.1000
V2

miktart hesaplanir. CaCOg3 -

Tampon Cozelti Hazirlamisi: 1,179 g NaEDTA.2H,O ve 780 mg
MgSQ, 7H,0 tartilir, 50 ml distile suda (dH,0) ¢oziliir. 16,9 g NH4CI ve 143 ml
yogun NH;OH (amonyum) ¢ozeltiye ilave edilerek distile su ile 250 ml’ye

tamamlanir.

Indikator Cézelti: 0,59 Eriochrome Black T ve 100g sodyum kloriir (NaCl)

karistirilarak hazirlanmgtir.

Standart EDTA Cozeltisi: 3,723 g EDTA disodyum tuzu dihidrat 2000 ml
distile su (dH,0) ile birlikte ¢oziiliir.

3.2.4 Amonyum Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Siipernatanttaki amonyum konsantrasyonu, Hachmark Nessler Amonyum
Tayin Kiti ile spektrofotometrik olarak hesaplanmistir. Optimum sartlarda hazirlanan
ornekler (50 ml) inkiibasyon siirelerinin sonunda santrifiij edilmistir. 25 ml
slipernatant ayr1 bir falkona alinarak pH’1t 5N HCI ya da 5N NaOH ile 7,00’a
ayarlanmistir. Ornege 3 damla mineral stabilizer eklenip bir defa ters-yiiz edildikten
sonra 3 damla PolyvinylAlcohol eklenip karigtirilmistir. 1 ml NesslerReagent
eklenen Ornekler, Hach DR 5000 spektrofotometrede 380N numarali Ammonia,
Ness. programi yardimiyla Amonyum azotu (NH3—N) miktar1 mg/L cinsinden

okunmustur.
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3.25 Lowry ile Protein Tayini

Protein konsantrasyonu belirlemek igin Lowry metodu kullanilmistir (Lowry
ve dig. 1951). Bu metodda enzim kaynagi 25 kez seyreltilmistir. Orijinal seyreltmeye
ek olarak, test tiipleri i¢inde 0,05 ml, 0,1 ml ve 0,2 ml alikotlar halinde tekrar
seyreltme yapilmistir. Bunlarin miktarlart daha sonra distile su ile 0,2 ml son hacime
tamamlanmistir. Daha sonra 1 ml alkalin bakir reaktifi (%2’lik bakir siilfat, %2’lik
sodyum potasyum tartrat ve 0,1 N NaOH ihtiva eden %20’lik sodyum karbonat
1:1:100 oraninda) ile karistirilmistir. Biitiin tiipler vortekslenmistir. Alkalin ortamda
bakir reaksiyonu gergeklesmesi i¢in 10 dakika oda sicakliginda beklenmistir.
Bekleme siiresince 2 N Folin Fenol Reaktifi (1 ml Folin ve 1ml dH20O 1:1 oraninda)
hazirlanmis olup her tiipe eklenmistir. Vorteks ile tekrar karistirilan tiipler oda
sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Renk degisimi spektrofotometre ile 660 nm
dalga boyunda Olgiim yapilmistir. Kristal sigir serum alblimini kullanilarak
hazirlanan standartlar (0.02, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 mg/ml) i¢in de yukaridaki tim
basamaklar yapilmistir. Elde edilen degerler sayesinde bir standart egrisi olusturulup

egim elde edilmistir. Protein konsantrasyonu (Sekil 2) asagidaki formiil yardimiyla

hesaplanmustir.
. ODsso Tap Igi Orijinal
Protein Konsantrasyonu = ——— x Seyreltme x Seyreltme
Egim Faktori Faktorii

Sekil 2: Protein Konsantrasyonu Formiilii

3.2.6 Protein Seviyesinde Eksresyon Diizeylerinin Tayin Edilmesi:

Western Blot

Elektroforez, iki fazli akrilamid jel iizerinde gergeklestirilmistir. 1.faz jel
%8,5” luk ayrigma jeli ve 2.faz %4’liik yiikleme jeli, Tablo 1°de belirtildigi sekilde

hazirlanmuastir.
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Tablo 1: Western Blot jel icerikleri (Mutlu 2015)

Jel icerigi Ayristirma jeli (%8,5) Yiikleme jeli (%4)
Akrilamid/Biaskrilamid 2,85 ml 0,75 ml
Distile su 4,5ml 2,5ml
Tris-HCL pH:8.8 2,5ml
Tamponu pH:6.8 1,25 ml
%10 SDS 0,15 ml 0,1 ml
APS 0,05 ml 0,025 ml
TEMED 0,0065 ml 0,005 ml

Cam plakalar, jelin dokiilecegi standlara yerlestirilip plakalar arasina 6nce 1.
Jel olan ayristirma jeli arkasindan 2.jel olan yiikleme jeli dokiilmiistir ve oda
sicakliginda sirastyla 50 ve 20 dakika olmak iizere donmaya birakilmistir. Ardindan
ilk kuyucuga molekiil agirhigim bildigimiz proteinlerden olusan markir, digerlerine
de protein miktarlari Lowry yontemiyle belirledigimiz numuneler yiiklenerek
elektroforez islemi baslatilmistir. 1X elektroforez tamponu eklenen diizenek,
numunelerin ayrisma jeline kadar ayni anda toplanabilmesi i¢in ilk olarak 10 mA
akima daha sonra gergek ayrigmanin olmasi i¢in 15 mA’e yiikseltilerek elektroforez
islemi yapildi. Elektroforez sonrasinda iki cam plaka arasindan alinan jel, 1X transfer
tamponu igerisinde konulan nitroseliiloz membran ile sandvi¢ modeli yapilmistir. Bu
esnada kullanilacak olan nitroselilloz membran, siingerler ve filtre kagitlar1 1X
transfer tamponu ile dnceden 1slatilarak doyuruldu. Sandvi¢ modeli igin, katottan
anota dogru sirayla siinger, filtre kagidi, jel, nitroseliiloz membran, filtre kagid1 ve
siinger sandvi¢ aparati igerisinde Ustii liste yerlestirildi ve aparat sikica kapatildi.
Hazirlanan sandvigin anot ve katot kutbunun dogru kutuplara takilmasina dikkat
edilerek Hoefer Mini VE transfer tankina yerlestirildi. Transfer iglemi 1X tamponu
icerisinde +4C%de 45 V ve 350 mA’de 90 dakika siiresince gerceklesti. Transfer
sonucunda sandvi¢ aparatinin iginden aliman membran, Once nonspesifik
baglanmalarin olmamasi amaciyla %5’lik blok soliisyonu ile oda sicakliginda 60
dakika inkiibe edildi. Daha sonrasinda membran H. pylori iirecaz B (ab127916)
primer antikoruna alinarak +4°C’de bir gece bekletildi. Sonrasinda isaretleyici
enzim-alkali fosfataz (6rnegin; anti-rabbit Goat- ALP konjugati) ile bagli olan ikincil
antikorlarla 60 dakika inkiibe edildi. Membran gériintiilenmesi sebebi ile, antikor
baglanan proteinlerin tespiti icin Ey ve Ashman (1986) tarafindan tanimlanan
Alkalen Fosfataz (ALP) substrat ¢ozeltisi (1,5 M Tris-HCI (pH 8.8), 1 M NaCl, 100
mM MgCl,, 100 mM ZnCl,, Dietanolamin, NBT (Nitrobluetetrazolium), PMS ve
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BCIP (5-bromo-4-kloro-indol-fosfat)) ile inkiibe edilmistir. Goriintii elde edildikten

sonra blot kurutularak folyoda saklandi.

3.2.7 Taramah Elektron Mikroskop (SEM) Analizleri

Bakteriyel kalsiyum karbonatli olusumlarin dokusal ve kimyasal 6zelliklerini
incelemek ve bakterilerin kalsit mineralizasyonu yaptigini dogrulamak amaciyla
SEM analizleri de yapilmistir. Altin malzeme ile kaplanan ornekler, Pamukkale
Universitesi Ileri Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (ILTAM) QUANTA
FEG 250 Scanning Elektron Mikroskop kullanilarak incelenmistir.

3.2.8 Fouirer Transform Infrared Spektrofotometre (FTIR) Analizleri

Bakteriyel kalsiyum karbonatli olusumlarin kizilotesi (IR) spektroskopisi
sayesinde maddenin olugmasini saglayan atomlar arasindaki baglarin titresimleriyle
olusan frekanslara karsilik gelen absorpsiyon piklerini gérmek ve kalsiyum varliginm
dogrulamak igin Pamukkale Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii’nde

FTIR (Perkin Elmer- Spectrum Two) analizi yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Ureaz Aktivitesi

Bu kisimda Lysinibacillus fusiformis Ul baktersinin Phenol-Hypochloride,
Weatherburn (1967)-Smith ve dig. (1993) metoduna gore 360 nM’de yapilan
okumalarda yeast extract ilaveli KMO besiyeri igin Tablo 2’de ki sonuglar bulunmus
ve LB Mineralizasyon besiyeri i¢in de Tablo 3’deki sonuglar bulunmustur. Standart

kalibrasyon egrisi Sekil 3’te verilmistir.

0,35
0,3

0,25

o
N)

0,15

Absorbans (nm)

o
=

y = 0,0065x

0,05 R2=0,9926

0 10 20 30 40 50 60

Konsantrasyon

Sekil 3: Standart (Amonyum siilfat) kalibrasyon egrisi

Tablo 2: Lysinibacillus fusiformis U1’in yeast extract ilaveli KMO besiyerindeki tireaz aktivitesi
Olglim degerleri (umol/dk/ml).

Ureaz Aktivitesi Sonucu _— L.
(umol/dk/ml) Olgiim Degeri (30. dk)
Lysinibacillus fusiformis Ul 20,671

Tablo 3: Lysinibacillus fusiformis U1’in LB Mineralizasyon besiyerindeki iireaz aktivitesi 6l¢iim
degerleri (umol/dk/ml)

Ureaz Aktivitesi Sonucu _— L.
(umol/dk/ml) Olgiim Degeri (30. dk)
Lysinibacillus fusiformis Ul 4,808
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4.2 Karbonik Anhidraz Enzim Aktivitesi

Karbonik anhidraz aktivitesi, laboratuvarimizda optimize edilen ve Armstrong
ve dig. (1966) tarafindan agiklanan yonteme gore p-nitrofenol miktarinin 6lg¢lilmesi
ile tespit edilmistir. Yeast extract ilaveli KMO besiyerindeki karbonik anhidraz
Olgim degerleri (nmol/dk/mg) ve LB Mineralizasyon besiyerindeki karbonik
anhidraz ol¢lim degerleri (nmol/dk/mg) Tablo 4° de gosterilmistir. Standart

kalibrasyon egrisi Sekil 4’te verilmistir.
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Sekil 4: Standart (p-nitrofenol) kalibrasyon egrisi

Tablo 4: Lysinibacillus fusiformis U1’in yeast extract ilaveli KMO ve LB Mineralizasyon
besiyerindeki karbonik anhidraz 6l¢tim degerleri (nmol/dk/mg).

Karbonik Anhidraz

Sonuglar1 (nmol/dk/mg) 60 sn 120sn |1'Olgiim | 180sn |1'Olgiim | 240 sn | 1'Ol¢iim

Yeast extract KMO 60,91 63,75 31,87 107,66 35,89 131,74 32,94

LB Mineralizasyon 40,92 58,28 29,14 69,44 23,15 102,93 | 25,73

4.3 Bakteriyal CaCO3; Cokeltilmesi

Lysinibacillus fusiformis Ul, 5 g/L yeast extract ilaveli KMO ve LB
mineralizasyon besiyerine inkiibasyon oran1 %5 olacak sekilde ekilmis ve 37°C’de
inkiibe edilmistir. Bakterinin 12-240 saat inkiibasyon sonunda irettikleri kalsiyum

karbonat miktar1t EDTA titrimetrik yontemle hesaplanmistir (APHA 1989). Genel
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olarak yeast extract ilaveli KMO besiyerinde bakterinin 64-172,80 mg/L
miktarlarinda CaCOgj direttigi  gbzlenirken (pH: 9,12-9,49), bu oran LB
mineralizasyon ortaminda 70,40-163,80 mg/L (pH: 9,31-9,41) araliginda olmustur.
Yeast extract ilaveli KMO besiyerinde yapilan 6lgiimler sonucunda inkiibasyonun
96. saatinde kalsiyum karbonat miktart maksimum 172,80 + 25,6 mg/L iken LB
mineralizasyon besiyerinde yapilan 6lgiimlerde maksimum sonug 24.saat sonunda
163,20 + 32 mg/L olarak belirlenmistir. Sonuglar Tablo 5 ve 6’da verilmistir.
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Sekil 5: Lysinibacillus fusiformis U1l bakterisinin yeast extract ilaveli KMO ve LB mineralizasyon
ortamlarinda iirettigi kalsiyum karbonat halkalar seklinde erlen cidarlarinda goriilmektedir.

Tablo 5: Lysinibacillus fusiformis U1’in yeast extract ilaveli KMO besiyerinde iirettigi CaCO3 miktari
(mg/L) ve son pH degerleri.

I“kﬁbzzg;‘) Siresi | -2c0, Miktar (mg/L) pH
12 108,80+25,6 9,12
24 64,00+12,8 9,42
36 69,44+1,92 9,38
48 83,20+25,6 9,23
60 96,00+25,6 9,13
12 99,20+44,8 9,5
96 172,80+25,6 9,49
120 121,60+25,6 9,48
168 124,80+6,4 9,4
240 128,00+38,4 9,2
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Tablo 6: Lysinibacillus fusiformis U1’in LB Mineralizasyon besiyerinde tirettigi CaCO3 miktar1
(mg/L) ve son pH degerleri.

Inkiibzz:gg?) Siiresi CaCO; Miktar1 (mg/L) pH
12 153,60+25,6 9,37
24 163,20+32 9,38
36 147,20+£51,2 9,34
48 140,80+12,8 9,33
60 99,20+32 9,31
72 99,20+19,2 9,36
96 89,60+25,6 9,35
120 70,40+12,8 9,41
168 96,00+25,6 9,35
240 83,20+25,6 9,35

4.4 Amonyum Konsantrasyonu

Lysinibacillus  fusiformis Ul, 5 g/L yeast extract ilaveli KMO ve LB
mineralizasyon besiyerie inkiibasyon oran1 %5 olacak sekilde ekilmis ve 37C’de
inkiibe edilmistir. Optimum sartlarda hazirlanan ornekler (50 ml) inkiibasyon
stirelerinin sonunda santrifiij edilmistir.25 ml siipernatant ayr1 bir falkona alinarak
pH’1 5N HCI ya da 5N NaOH ile 7.00’a ayarlanmistir. Ornege 3 damla mineral
stabilizer eklenip bir defa ters-yiiz edildikten sonra 3 damla PolyvinylAlcohol
eklenip karistirilmistir. 1 ml NesslerReagent eklenen o6rnekler, Hach DR 5000
spektrofotometrede 380N numarali Ammonia, Ness. programi yardimiyla Amonyum
azotu (NH3—N) miktari mg/L cinsinden okunmustur.Yapilan okumalarda yeast
extract ilaveli KMO besiyeri i¢in 168.saat 5,43 mg/L degeri Tablo 7’°de gosterilirken,
LB Mineralizasyon besiyerinde maksimum deger 96.saat 0,80 mg/L olarak Tablo 8’

de gosterilmistir.
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Tablo 7: Lysinibacillus fusiformis U1’in yeast extract ilaveli KMO besiyerindeki amonyum

konsantrasyonu (mg/L).

Tablo 8: Lysinibacillus fusiformis U1’in LB Mineralizasyon besiyerindeki amonyum konsantrasyonu

Inkiibasyon Siiresi Amonyum
(saat) Konsantrasyonu
24 5,05
48 5,295
96 5,125
168 5,43
240 521

(mg/L).
Inkiibasyon Siiresi Amonyum
(saat) Konsantrasyonu
24 0,49
48 0,3
96 0,8
168 0,68
240 0,7

45  Western Blot Sonuglar

Elektroforez diizenegi kurulduktan sonra protein eksprese edilip edilmedigine
bakilmak tizere ilk kuyucuga ladder ikingi kuyucuga yeast extract ilaveli KMO besi
ortaminda gelistirilip Lysinibacillus fusiformis U1 ile hazirlanmis olan drnek, tiglincii
kuyucuga ise LB Mineralizasyon besi ortaminda gelistirilen Lysinibacillus fusiformis
U1 vyerlestirilip jel diizenegi baslatilmistir. Jel diizenegindeki farkli besi ortamlarina
ait (Lysinibacillus fusiformis U1) Helicobacter pylori iirecaz B (ab127916) primer
antikorunda +4°C’de bir gece bekletilmistir. Daha sonra isaretleyici enzim-alkali
fosfataz (anti-rabbitGoat- ALP konjugati) ile bagli olan ikincil antikorlarla 1 saat
inkiibe edilmistir. Analiz sonunda protein bandina rastlanmistir (Sekil 6). Western
blot analizinde kullanilan antikor, H. pylori {ireaz enzimine karsi hazirlanmis bir
antikor olup enzimin B alt birimine sipesifiktir. Dolayisiyla H. pylori iireaz1 ile
Lysinibacillus fusiformis U1 {ireaz alt birimlerinin farkli olmas1 kullanilan antikorun

bakterimizin iireaz enzimini tanimamasina neden olmus olabilir. Diger taraftan
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transfer sirasinda kullanilan enzimin bozulmus olmasi western blot analizinin

olumsuz sonug¢lanmasinin nedeni olabilir.

Sekil 6: Lysinibacillus fusiformis Ul baktersinin Western Blot Jel goriintiisii (ALP goriintiileme
metodu ile).

4.6  Taramah Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Lysinibacillus fusiformis Ul bakteri 6rnegindeki mikrobiyal kalsiyum karbonatla
olusmus kristalin, amorf dogasin1 ve dokusal 6zelliklerini incelemek amaciyla SEM
analizleri yapilmistir. Bakteriyel olusumun kiiresel, yar1 kiiresel ve hekzagonal kalsit
kristal yapisinda olduklar1 goriilmektedir. SEM-EDX analiziyle de bakteri tarafindan
tiretilen irilinlin yiiksek oranda Ca, C ve O elementlerinden olustugu ve yapinin

kalsiyum karbonat oldugu anlagilmistir (Sekil 7).
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Sekil 7: Bakteriyel CaCO5’iin SEM-EDX analizi.

4.7 Fouirer Transform Infrared Spektrofotometre
(FTIR) Incelemeleri

Lysinibacillus fusiformis Ul bakterisinin yeast extract ilaveli KMO ve LB
Mineralizasyon ortamlarinda gelistirilen kiiltiirlerin kalsiyum karbonat varligini
dogrulamak igin Pamukkale Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimii’nde
FTIR analizi yapilmistir. FTIR sonuglart Sekil 8 ve 9°da verilmistir. Yeast extract
ilaveli KMO besiyerinde bakterinin trettigi CaCO3z’in FTIR analizi sonunda elde
edilen 871,4 cm™ ve 712,49 cm™ pikler kalsiyum karbonat varligim gostermektedir
(Sekil 8). LB mineralizasyon besi ortaminda ise 872,73 cm™ piki kalsiyum karbonat
pikidir (Sekil 9).
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Sekil 8: Yeast extract ilaveli KMO besiyerinde CaCO3’in FTIR analizi (96 saatlik inkiibasyon)
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Sekil 9: LB Mineralizasyon besiyerinde CaCO3’in FTIR analizi (24 saatlik inkiibasyon)
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5. TARTISMA

Kalsiyum karbonat ¢okelmesi, 1-kalsiyum konsantrasyonu, 2-¢6ziinmiis
inorganik karbon konsantrasyonu, 3-pH ve 4-cekirdeklenme alanlarmin durumu
olmak tizere dort ana faktor tarafindan yonetilir (Hammes ve Verstracte 2002).
CaCOg3 minerilizasyonunun gerceklesmesi i¢in yeterli miktarda kalsiyum ve karbonat
iyonlarina gereksinim duyulur. Karbonat iyon konsantrasyonu, sucul sistemin pH’s1
ve ¢oziinmiis inorganik karbon konsantrasyonu ile iligkilidir. Buna ek olarak,
¢Oziinmiis inorganik karbon konsantrasyonu, sicaklik ve karbon dioksit kismi basinci
gibi ¢esitli gevresel parametrelere de baghdir. Ureaz enzimi bakteriyal kalsiyum
karbonat mineralizasyonuna etki eden dnemli bir diger faktdrdiir. Bu nedenle enzim
aktivitesinin belirlenmesi, kalsiyum karbonat biyomineralizasyonu ile enzim

arasindaki iliskiyi aciklamada oldukca 6nemlidir.

Bakteriyel kalsiyum mineralizasyonunda énemli rolii oldugu bilinen iireaz ve
karbonik anhidraz enzim aktivitelerini etkileyen fiziksel ve kimyasal parametrelerin
detayli olarak arastirilmasi, bakteriyel kalsiyum karbonat ¢okeliminin anlagiimasi
icin onemlidir. Literatiir bilgilerine gore bakteri tiirline gore biyomineralizasyon ve

mineral tipi degiskenlik gostermektedir.

Birgok farkli bakteri ile CaCO3 ¢okelim ¢alismasi yapilmistir. Kullanilan her
bakteri ve ortama gore CaCOs; ¢okelim miktarlari, amonyum degerleri, lireaz
aktivitesi degerleri degisim gostermektedir. S. pasteurii bakterisinden izole edilmis
bir sus ile CaCOj3 ¢okelimine bakmistir (Canakci ve dig. 2015). Bir baska ¢alismada
B. pasteurii ATCC 6453 bakterisini Tris-YE besiyerinde kullanarak CaCOj3 ¢okelimi
aragtirtlmistir (Stocks-Fischer 1999). Xu ve dig. (2015)’de Sporosarcina pasteurii
bakterisini kullanarak EDTA titrimetrik yontemiyle CaCO3 miktar1 incelenmistir (Xu
ve dig. 2015).

Besiyeri igerigi veya besiyeri g¢esitliliginin mineralizasyona olan etkisi,
tizerinde durulan bilimsel arastirma konularindan biridir. Bu calismada, literatiirde
bakteriyel kalsiyum karbonat mineralizasyonunda standart olarak kullanildig: bilinen
Kalsiyum Mineralizasyon Ortami (KMO) ile Luria Bertani (LB) besiyerinin

mineralizasyona etkisi arastirildi. Ayrica her iki besiyerine farkli miktarlarda Yeast

26


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038080615001225#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071799000826#!

Extract ilave ederek hem enzim aktivitesine hem de CaCOj ¢okelimine etkisi

incelendi.

Bu amagla, Lysinibacillus fusiformis U1l bakterisinin EDTA titrimetrik 6l¢iim
metodu ile kalsiyum karbonat ¢okelim miktari, amonyum konsantrasyonu, iireaz ve
karbonik anhidraz aktiviteleri analiz edilmistir. SEM-EDX ve FTIR analizleri ile

kalsiyum karbonatla dogrulanmis ve bakteriyal CaCOj3’in mineral tipi belirlenmistir.

Lysinibacillus fusiformis U1 bakterisi yeast extract ilaveli KMO besiyerinde
inklibasyonun 96.saatinde maksimum 172,80 + 25,6 mg/L oraninda ¢okelim
gerceklestirmigtir. Bakteri LB mineralizasyon besiyerinde maksimum tdiretimi ilk 24

saatlik stirede gergeklestirmis ve 163,20 + 32 mg/L oraninda CaCOj3 iiretmistir.

KMO besiyerindeki kalsiyum karbonat miktar1 64,00-172,80 mg/l
arasindayken, LB besiyerinde 83,20-163,20 mg/I’dir. Tiim inkiibasyon saatleri
incelendiginde KMO besiyerinde karbonat ¢okeliminin LB’ye gore daha yiiksek
oldugu goriilmistiir. Ayrica KMO besiyerinde inkiibasyon siiresi arttikga karbonat
¢cokelimi miktarinda artis olmustur. Maksimum karbonat ¢okeliminin gerceklestigi

96 saat sonra az da olsa karbonat iiretiminde azalma olmustur.

Canakci ve dig. (2015) yaptigt mukavemet ¢aligmasinda kalsiyum karbonat
¢okelimini artirmak igin S. pasteurii kullanmis ve gelisim ortamina beef extract
(1g/L) ilave etmistir. Beef extract ilaveli iire agar igerisinde gelismis olan S.
pasteurii’nin CaCOj iiretimi normal besiyerine gore %20 artis gostermistir (Canakci
ve dig. 2015). Besi ortamina eklenen azot kaynagi farkliligt CaCO3; miktarinda
degisime neden olmustur. Ortamdaki azat kaynagi farklilifida iireaz enzim
aktivitesini etkilemektedir. Bu sebeple secilecek olan besiyeri 6nem arz etmektedir.
Kullanilan ~ besiyerlerindeki ~ CaCO;  miktarlarindaki ~ farklilik,  besiyeri
kompozisyonuna bagli oldugu gibi ortamdaki azot ve enerji kaynag: farkliligindan da
ileri gelmistir. Calismamizda Lysinibacillus fusiformis U1 bakterisi, azot ve enerji
kaynag1 olarak yeast extract kullanildiginda KMO besiyerinde LB besiyerine gore
daha iyi CaCOj3 iiretmistir. Yeast extract ilavesi bakteri olusumunu olumlu y6nde
etkilemistir. Hiicre sayisindaki artiga bagl olarak hiicreden agiga ¢ikan iireaz enzim

hizinda bir yiikselis ve dolayisiyla CaCOj3 ¢okeliminde artisa neden olmustur.
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Xu ve dig. (2015) yaptiklart galismada CaCOs; ¢Okelimi olmasi igin
besiyerinde kalsiyum kaynagi olarak kalsiyum kloriir yerine kalsiyum nitrat ve
kalsiyum laktat kullanmislardir. Ortamlarin CaCOs; miktarlarini belirlemek ig¢in
EDTA titrasyon metodu ile 6l¢iim yapmislardir. Yapilan olgtimlerde kalsiyum nitrath
ortamda 0,574 k (h—1) bulunmus ve kalsiyum laktat i¢eren ortamda da 1,239 k (h—1)
bulunmustur. Yapilan deneyler sonucunda CaCO3 miktarlar laktatli ortamda nitrat

igeren ortama kiyasla daha yiiksektir (Xu ve dig. 2015).

B. pasteurii  ATCC 6453 c¢alismasi boyunca Tris-YE besiyeri
kullanilmistir. Besiyerine kalsiyum kaynagi olarak direkt kalsiyum eklemistir.
Kalsiyum oranlar1 12.6, 25.2 ve 504 mM olarak farkli konsantrasyonlarda
yapilmistir. CaCOj3 ¢okelim sonuglart kalsiyum konsantrasyonlarina gore sirayla
0.76, 0.77, 0.72 p (h—1) olarak bulunmustur (Stocks-Fischer 1999). Besiyeri, bakteri
farklilig1 ve kullanilan kalsiyum kaynagina bagli olarak her CaCOj3 ¢okelimi farkli

sonuclar gbz Oniine sermektedir.

Bu c¢alismada standart KMO ve LB besiyerleri ile yeast extract ilaveli
KMO, LB Mineralizasyon besiyerinde CaCO3 ¢okelimi aragtirtlmigtir. KMO besiyeri
igerisine eklenen yeast extract ve LB besiyerine mineralizasyon 6zelligi kazandirmak
amaciyla ekledigimiz NaHCOj3; ve CaCl,, bakterinin CaCOgj iiretimini olumlu y6nde
arttirmustir. Bakteriyal CaCO3 miktart KMO besiyeri igin maksimum 172,80 mg/I
iken LB besiyeri i¢in bu miktar 163,20 mg/l olarak tespit edilmistir. Her iki besiyerin
de icerigi ve madde miktarindaki farklilik; bakterinin farkli miktarlarda CaCOg3

iiretmesine neden olmustur.

Ureolitik bakteriler kullanilarak, bakteriyel karbonat mineralizasyonu
lizerine ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir. Nitekim bu bakteriler iireaz enzimi
tireterek, kalsiyum karbonati ¢okeltmektedirler. Bu enzim, {ireyi karbondioksit ve
amonyaga katalizleyerek pH’in ve karbonat konsantrasyonunun artisina neden
olmaktadir. Yiiksek oranda doygunluga ulasildiktan sonra, bakteriyel hiicre
duvarlarinda heterojen bir ¢ekirdeklenme ile kalsiyum karbonat kristalleri mineralize
olmaktadir (Stocks-Fischer ve dig. 1999). Tiim iireazlar iirenin hidrolizi olan bir
katalitik  fonksiyon gosterir ve ayni katalitik mekanizmayr takip eder.
Barbara Krajewska’nin yaptigi ¢alismada  deney ortamimin pH’s1 9,2'ye kadar

ulasmis ve bu ortamimin pH'sindaki artig, iireazlarin etkisinin bir sonucu olarak
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arttigin1 gostermistir. (Krajewska 2018). Bu sonuglara ek olarak bizim laboratuvar
ortaminda calistigimiz iki farkli besiyeri lizerinde de pH Olglimleri yapilmistir ve
Yeast extract ilaveli KMO ve LB Mineralizasyonu ortamlarinda yapilan ¢aligsmalarda
pH artisim1 goriilmiistiir. Yeast extract ilaveli KMO’da maksimum CaCO3; miktarini
elde ettigimiz 96. saatde ki pH 9,49 olarak goriiliirken tiim saatler iginde maksimum
pH 72. saatde 9,5 olmustur. Diger besiyerimiz olan LB Mineralizasyon ortaminda ise
maksimum CaCOj miktarin1 elde ettigimiz 24.saatte ortamin pH’s1 9,38 iken tiim
saatler icinde maksimum pH 120.saatte 9,41 olarak kaydedilmistir. Bazi
aragtirmacilar tarafindan bakterilerin kalsit ¢okeltmesi i¢cin pH degerlerinde ideal
araligin 8.3 ile 9.3 arasinda oldugu bildirilmistir (Stocks-Fisher ve dig. 1999; Dejong
ve dig. 2010). Bu degerler bize ortam pH’sinin CaCO; miktarindaki artisa baglh
olarak yiikseldigini desteklemis fakat CaCOj3; miktarinin en yiiksek oldugu saatte

pH’ninda maksimum degerde olmas1 gerekmedigini gostermistir.

Ure, alkolofilik mikroorganizma tarafindan iiretilen iireaz enzimi ile birlikte
biyokimyasal reaksiyona girerek 1 mol NH3; ve 1 mol NH, COOH (karbamik asit)
olusturmakta ve bu maddeler ise kendiliginden 1 mol NH4 + ve 1 mol H2CO3
(karbonik asite) dontismektedir (Hall-stoodley ve dig. 2004; Patro ve dig. 2015;
Yildirim ve dig. 2016) Ortamda kalsiyum karbonat tiretiliyorsa bu ortamda amonyum
bulunmasi beklenir. Bulunan degerler kalsiyum karbonat biyomineralizasyonunu
desteklemektedir. Sonug olarak yeast extract ilaveli KMO besi yerinde maksimum
deger 168. saatte 5,43 mg/L olarak bulunmus ve LB Mineralizasyon besi yerinde ki
maksimum degeri ise 96. saatte 0,80 mg/L olarak belirlenmistir. LB ortamda
amonyum miktarmin diigiikliigii bakteri tiirli ve besiyeri kaynakli olarak diisiik
belirlenmistir. Ciinkii amonyum degeri 0,80 pmol/dk/ml iken CaCO3 miktar1 ise
83,20-163,20 pmol/dk/ml’dir. Amonyum degerlerini besiyerine ekledigi laktat ve
nitratli ortamlarda tarayan Xu ve dig. (2015) nitrat i¢ceren ortamda amonyum degerini
0,137 k (h™Y) olarak bulurken laktat igeren ortamda ise 0,174 k (h™*) bulmustur (Xu
ve dig. 2015). Xu ve dig. (2015)’nin yaptigi ¢alisma ve bizim ¢alismamizdaki veriler
gosteriyor ki besiyerinde kullanilan farkli maddeler amonyum miktarlarinda
degismeye neden olmaktadir. Bu nedenle de LB ortaminda CaCOj3 degerleri yiiksek
bulunurken amonyum degeri diisiik bulanabilmektedir. Bilindigi gibi amonyak toksik
ozelliginden dolay1 insan saghgma zarar vermektedir. Ozellikle insaat sektdriinde

amonyum kirliligi istenmeyen bir 6zelliktir. Bakterinin CaCOg3 ¢okelimi sirasinda
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ortama verdigi amonyum azotunun miktarinin diisiik olmasi ilerde Lysinibacillus
fusiformis Ul susumuzun insaat sektoriinde kullanilmak tizere gelistirilebilecegini

diistindiirmiistiir.

Yapilan iircaz aktivitesi taramalarinda ise yeast extract ilaveli KMO besi yeri
icin bulunan absorbans degeri 20,671 iken LB Mineralizasyonbesi yeri igin
absorbans degeri 4,808 olarak tespit edilmistir. Ureaz aktivitesi kalsiyum karbonat
biyomineralizasyonu ile enzim arasindaki iliskiyi agiklayan en temel asamadir. Elde

edilen degerler biyomineralizasyonu destekler niteliktedir.

Karbonik anhidraz tarafindan katalize edilen ¢Okeltme 0,2-2,0 U/mL
araligindaki enzim konsantrasyonlarina olumlu  sonuglar  verirken enzim
konsantrasyonu 8.0 U/mL oldugu zaman belirli bir seviyeye kadar inhibe olmus ve
bir siire sonra deger yiikseldikge CaCOj3 igin elverisli olmamustir (Li ve dig. 2013).
Lysinibacillus fusiformis U1l bakterisi i¢in yapilan karbonik anhidraz olgiimii
degerleri dakika bazinda olup yeast extract ilaveli KMO besiyeri igin 2. dakikada
31,87 (nmol/dk/mg), 3. dakikada 35,89 (nmol/dk/mg) ve 4. dakikada 32,94
(nmol/dk/mg) olarak bulunmus ve LB Mineralizasyon besiyeri iginse bu degerler 2.
dakikada 29,14 (nmol/dk/mg), 3. dakikada 23,15 (nmol/dk/mg) ve 4. dakikada 25,73
(nmol/dk/mg) olarak bulunmustur. Enzim aktivitesi sonuglari, Lysinibacillus
fusiformis U1 susunun yeast ilaveli KMO besiyerinde ¢ok daha iyi CaCO3 iiretimi

gerceklestirmesini aciklar niteliktedir.

CaCOg3 ¢okelimi sonucunda kalsiyum karbonatin polimorfu olan kalsit veya
vatarite rastlanir (Xu ve dig. 2015). FTIR analizi verilerine gére 712 cm™ ve 875 cm’
! deger arahgindaki pikler, kalsit varligini gosteren pikler oldugunu gostermektedir
(Bosch ve dig. 2002). FTIR analizinde 708 cm-1 ile 883 cm -1 pik degerleri aralig
CaCO 3 varligin1 gosteren deger araligidir. (Plavsi¢c ve dig. 1999). Pamukkale
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boéliimii’nde yapilan FTIR analizleri
verilerine gore yeast extract ilaveli KMO besi yerinin 96 saatlik inkiibasyonunda
871,4 cm™ ve 712,49 cm™ pikler tespit edilmis ve LB Mineralizasyon besiyerinde 24
saatlik inkiibasyon sonrasinda 872,73 cm™ pik bulunmustur. Elde edilen verilere gore
96 ve 24. saatlerde kalsiyum karbonatin varligi kanitlanmistir. Bu sonuglar bakterinin

kalsiyum karbonat1 dogal yollarla iirettigini gézler 6niine sermektedir.
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Tirkolaei ve Bilsel (2015) yaptigit FTIR analizi sonunda deneylerde
kalsiyum karbonat polimorflarinin ¢okelmesini gdstermistir. Kiiresel bir vaterit ve
cubuk seklindeki kristallerin varligina rastlanmistir. Vaterit varligt CaCO3 ¢okelimini
desteklemistir (Tirkolaei ve Bilsel 2015). Vahabi ve dig. (2015) yaptikari
calismalarda CaCO3 ¢okelimini bulmuslardir. SEM ve FTIR analizlerinde kalsiyum
polimorfu olan kalsit mineraline rastlamislardir (Vahabi ve dig. 2015). Tirkolaei ve
Bilsel (2015) calismasinda CaCO3 ¢okelimi sonucunda vaterit bulurken, Vahabi ve
dig. (2015) calismalari sonunda kalsit bulmustur. Biz ise yaptigimiz ¢alismalar
sonunda kalsiyum karbonat polimorfu olan kalsit mineralini bulduk.

CaCOj; ¢okelimi sonrasinda yapilan SEM analizlerinde laktat ve nitrat varligi
tespit edilmistir. Kalsiyum nitrattan olan ¢okeltilerde kiiresel ve partikiil seklinde
yapilara rastlanmistir. Kalsiyum laktatdan olusan c¢o6keltinin goriintiisiinde ise
nispeten kalsiyum nitrata gore daha biiyiik partikiiller ve kristal yapilar goriilmiistiir
(Xu ve dig. 2015). Abdul Khalil ve dig. (2018) de mikrobiyal CaCO3 ve kimyasal
CaCO;3‘n SEM analizlerinde kalsiyum (Ca), oksit (O) ve karbon (C) varlig1 tespit
etmis ve goriintiilemistir. Mikrobiyal yolla iiretilen CaCOs3 ‘in atomik orani kimyasal
CaCOj3 dan daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. (Abdul Khalil ve dig. 2018).
Mikrobiyal yolla iirettigimiz CaCOj3 i¢in yapilan SEM-EDX analizi, CaCOj3 varligini
gostermis olup bu CaCOs‘in Lysinibacillus fusiformis Ul bakterisi tarafindan
tiretildigini kanitlamigtir.  Lysinibacillus fusiformis U1 bakterisinin EDX analiz
sonucunda ortamda %53,96 Ca, %14,80 O ve % 5,57 C bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Giintimiizde iyi bir kalsiyum karbonat ¢okelimi yapan mikroorganizma ya da
¢okelim sartlarinin tam olarak belirlenmesi amaciyla optimizasyon arastirtlmaktadir.
Genellikle {ireolitik toprak bakterilerinin iircaz ve karbonik anhidraz enzim
aktivitelerinin yiiksek olmas1 bakteriyel kalsiyum karbonat mineralizasyonu i¢in bu
bakterileri onemli kilmaktadir. Bu amagla yapilan ¢alismada kalsiyum karbonat
¢okelimi yaptig1 bilinen bir tireolitik toprak bakterisi olan Bacillus cinsi yerel izolatin
CaCOg ¢okelimine besiyeri etkisi arastirilmistir. Calismada kullanilan Lysinibacillus
fusiformis U1 susu bu alanda ilk kez calisilmis olup CaCOs lizerindeki etkisi ortaya
konmustur. Bir tarama niteligi tasiyan bu arastirmada genel olarak KMO ve LB besi
yerlerine yapilan yeast extract ilavesiyle CaCOs; miktarlarinda bir artis oldugu
goriilmistiir. Calisilan modifiye besi yerlerindeki pH Olclimleri CaCO3 miktarina
bagl olarak ortamm pH’smin arttigmi da desteklemistir. Ureaz aktivitesi, karbonik
anhidraz aktivitesi ve Olgiillen amonyum miktarlar1 ortamda kalsiyum karbonat
biyomineralizasyonu oldugunu goéstermektedir. Bakteriyal tiriniin FTIR ve SEM-
EDX analizleri CaCO3z mineral tipinin kalsit oldugunu dogrulamustir. ilerde daha
detayli caligmalarla optimizasyon yapilarak en iyi sartlarin elde edilmesine karar

verilmistir.

Bu calisma sonucunda Pamukkale Universitesi Biyoloji Boliimii
Bakteriyoloji Laboratuvarinda stoklarinda bulunan Lysinibacillus fusiformis Ul’in
cesitli alanlarda (beton ve zemin iyilestirme, kum siitiinlarinin birlestirilmesinde,
kalker anitlarinin onariminda vb.) kullanilma potansiyeli olmakla beraber daha ileri

teknikler ile bunun test edilmesi gerekmektedir.
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