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Bu c¢alismada kalsiyumca zengin topraklardan (Israfil Deresi, Denizli)
izole edilen Bacillus amyloliquefaciens U17 susunun kalsiyum karbonat ¢cokelimi
ille tireaz ve karbonik anhidraz enzim aktivitesi arastirilmistir. B.
amyloliquefaciens U17, % 10 inokulasyon oraninda inkiibasyonun 5. giiniinde 25
mM iire, 25 mM CaCl, ve 25 mM NaHCOs; igeren ortamda 2248 + 74 mg/L
CaCOj; ¢okelimi yapmistir. En iyi cokelim yaptigr sicaklik 37°C ve baslangig
pH’s1 da 6.50°dir. KMO besiyerinde iireaz enzim aktivitesi 0,615%0,092
pmol/dk/mg ve karbonik anhidraz aktivitesi 1,315+0,021 nmol/dk/mg iken, LB-
iire besiyerinde iireaz aktivitesi 36,03+5.48 umol/dk/mg ve karbonik anhidraz
aktivitesi 28,82+3,31 nmol/dk/mg’dir. Ureaz B protein ekspresyon seviyesi
western blot ile ilk kez bu ¢alismada gosterildi. Mineralojik analizlerle dogrulanan
bakteriyel CaCOs’1n vaterit ve kalsit kristal varligi XRD, SEM, CRS ve EPMA ile
gosterildi. Caligmamizda farkli kalsiyum kaynaklarimin (Ca-kloriir, C-laktat, Ca-
nitrat ve Ca-asetat) cokelime etkisi de test edildi ve en etkili kalsiyum kaynaginin
Ca-nitrat (25 mM Ca-nitrat, 3282+10,0 mg/L CaCO;3) oldugu bulundu. Sahit
beton Ornekleri ve 5 giinliikk hiicre kiiltiiriiniin eklenmesi ile hazirlanan beton
ornekleri 28, 60 ve 90. giinlerde basing dayanimi ve 28. gilinde kilcal su emme
testlerine tabi tutuldu. Ince kesiti alinan beton 6rneklerinin mineralojik analizleri
SEM, CRS ve EPMA araciligiyla gerceklestirildi. U17°nin beton basing dayanimi
ve kilcal su emme kapasitesine herhangi bir etkisi bulunmamakla birlikte
bakteriyel beton Orneklerinde biyojenik wvaterit ve kalsit kristallerinin varlhigi
gosterildi. Yerel izolatimizin CaCOjs; ¢okelim potansiyelinin iyilestirilmeye deger
olduguna karar verildi.

ANAHTAR KELIMELER: Bacillus amyloliquefaciens, iireaz, karbonik

anhidraz, kalsiyum karbonat ¢okelimi, beton.



ABSTRACT

CALCIUM CARBONATE PRECIPITATION BY UREOLYTIC
BACTERIA BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS U17 AND ITS EFFECT
ON THE PHYSICAL PROPERTIES OF THE CONCRETE

PH.D THESIS
MERVE TEPE
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR:PROF. DR. NAZIME MERCAN DOGAN)
DENiZLi, SEPTEMBER 2021

In this research, calcium carbonate precipitation with urease and carbonic
anhydrase enzyme activity of Bacillus amyloliquefaciens Ul7 isolated from
calcium-rich soil (Israfil Stream, Denizli) were investigated. B. amyloliquefaciens
U17 precipitated 2248 + 74 mg/L. CaCOs on the 5t day of the incubation at the
rate of 10% inoculation in a medium comprising 25 mM urea, 25 mM CaCl, and
25 mM NaHCOs. Topnotch precipitation temperature is 37°C and initial pH is
6.50. As urease enzyme activity is 0,6154+0,092 pumol/min/mg and carbonic
anhydrase activity is 1,315+0,021 nmol/min/mg in CPM medium, urease enzyme
activity is 36,03+£5.48 pmol/min/mg and carbonic anhydrase activity is
28,82+3,31 nmol/min/mg in LB-urea medium. Urease B protein expression level
was shown with western blot for the first time in this research. Existences of
vaterite and calcite crystals of the bacterial CaCOs verified by mineralogical
analyses were shown by XRD, SEM, CRS and EPMA. Effects of different
calctum sources (Ca-chloride, C-lactate, Ca-nitrate, and Ca-acetate) on
precipitation were also tested in this research and the most effective calcium
source was found as Ca-nitrate (25 mM Ca-nitrate, 3282+10,0 mg/L CaCO:s).
Reference concrete samples and the concrete samples prepared by the addition of
5-days cell culture were subjected to compressive strength tests at 28" 60™ and
9™ days and capillary water absorption test at 28" day. Mineralogical analyzes ot
thin-sectioned concrete samples were carried out by SEM, CRS and EPMA.
While there is no effect of U17 on compressive strength and capillary absorption
of the concrete, presence of biogenic vaterite and calcite in bacterial concrete
samples were shown. It was decided that the CaCOj; precipitation potential of our
local isolate was worth to be improved.

KEYWORDS: Bacillus amyloliquefaciens, urease, carbonic anhydrase, calcium

carbonate precipitation, concrete.
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1. GIRIS

Organizmalarin ¢esitli sebeplerle, bulunduklar1 ortamda yahut biinyelerinde
inorganik bilesenler biriktirmeleri siireci biyomineralizasyon olarak tanimlanir. Diger
bir degisle, canli organizmalarin regiilasyonu altinda organik ve inorganik maddenin
birbiriyle birlestigi bir siirectir. Alg ve diatomlarca iiretilen silikatlar, omurgasizlarca
iiretilen karbonatlar, omurgali canlilarin ¢esitli viicut yapilarinda gozlemlenen fosfat
ve karbonat yapilar1 gibi birgok olusum biyomineralizasyon sonucunda gerceklesir
(Dhami ve dig 2013). Prokaryotlar tarafindan mineral olusumu “biyolojik olarak
kontrol edilen” ve “biyolojik olarak indiiklenen mineralizasyon” seklinde genel iki
sinifa ayrilir. Belirli bir konumda ve kosulda, hiicre i¢inde ya da disinda gerceklesen
mineral sentezi “Biyolojik Olarak Kontrol Edilen Mineralizasyon” olarak
degerlendirilirken, organizmalarin metabolik aktiviteleri dogrultusunda hiicre disinda
mineral olusturmalar1 dolayisiyla ortami regiile etmeleri ise “Biyolojik Olarak
Indiiklenmis Mineralizasyon” olarak tanimlanir (Lowenstam 1981; Lowenstam ve
Weiner 1989). Biyominerallerin hiicre dis1 olusumu, prokaryotlarin ¢esitli alanlarda
kullanim potansiyelini giindeme getirmistir. Bu nedenle giiniimiizde ¢ok sayida bilim
insan1 tarafindan bakteriyel biyomineralizasyon (bakteriyel ¢okelim-presipitasyon)

konusu yogun olarak arastirilir.

Ureolitik  bakteriler aracilifiyla gerceklestirilen mikrobiyolojik olarak
indiiklenmis kalsiyum karbonat (CaCOs) ¢okeliminin miihendislik, materyal bilimi
ve cevre alanindaki uygulamalar1 oldukca cesitlilik arz eder. Kendi kendini
onarabilen dental kompozitlerin iiretimi (Seifan ve dig. 2016), dis, kemik gibi viicut
yapilarmin onariminda kullanim potansiyelinin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla tireolitik
kalsifikasyon ile tretilen polimer hidrojellerin {iretimi (Rauner ve dig. 2014) gibi
tibbi materyal arastirmalarinin yani sira agir metallerin uzaklastirilmas: (Warren ve
dig. 2001), radyoniiklidlerin ortadan kaldirilmasi (Fujita ve dig. 2004), sularda
kalsiyum miktarmin azaltilmas1 (Hammes ve dig. 2003), atik sulardaki kirleticilerin
biyoayristirilmas: (Chaturvedi ve dig. 2006), karbondioksitin kalsiyum karbonata
cokelimi arastirmalar1 (Herzog ve Drake 1996; Shaffer 2010; Bhattacharya 2010)

gibi c¢evre arastirmalari, kalkerli tas malzemelerin restorasyonu (Tiano 1995;
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Castanier ve dig. 2000; Stocks-Fisher ve dig. 1999; Rodriguez-Navarro ve dig.
2003), arkeolojik kalintilarin bakteriyel CaCOs ¢okelimi ile konsolidasyonu (Jroundi
ve dig. 2014) gibi restorasyon caligmalari, kumlu zeminlerin iyilestirilmesi (Akyol ve
dig. 2017; Riveros ve Sadrekarimi 2020; Liang ve dig. 2019), beton iyilestirilmesi
(Pacheco-Torgal ve Labrincha 2013; Raut ve dig. 2014; Maheswaran ve dig. 2014;
Al-Ansari ve dig. 2017; Charpe ve dig. 2017) ve beton onarimmna (Dhami ve dig.
2013; Qiu ve dig. 2014; Lors ve dig. 2017; Gupta ve dig. 2018; Wang ve dig. 2018)

iliskin ¢ok sayida miihendislik alan1 aragtirmalar1 mevcuttur.

Insaat endiistrisinin kiiresel sera gazi emisyonunun yaklasik %7’sine sebep
oldugu bilinir (Hendricks ve dig. 2004). Bu endiistride kullanilan materyallerin ve
ham maddelerin yenilenebilir 6zellikte olmamalar1 nedeniyle siirdiiriilebilir yap1
elemanlar1 araciligiyla cevresel etkilerin azaltilmasi amaglandigindan, bu alandaki
arastirmalar giinden giine artis gosterir. Geleneksel beton iyilestirme, saglamlastirma,
onarma ve koruma yontemlerinin maliyet ve ¢evresel etkilerinin ortadan kaldirilmaya
calisilmasi, iireolitik toprak bakterilerinin beton ile ilgili calismalara dabhil
edilmelerine sebep olur. Giiniimiizde, bu caligmalardan elde edilen verilerin yenilik¢i
ingaat teknolojilerinde kullanilabilecek alternatif yontemler olabilecekleri kabul edilir
ve biyojenik siva ile beton onarimi (Sierra-Beltran ve dig. 2014; Amidi ve Wang
2015; Choi ve dig. 2017; Gupta ve dig. 2018; Xu ve Wang 2018; Jongvivatsakul ve
dig. 2019; Chen ve dig. 2020), kendi kendini iyilestirebilen beton uygulamalari
(Wang ve dig. 2014; Khushnood ve dig. 2020) ve dogrudan ya da immobilize edilmis
ireolitik  bakteriler eklenerek hazirlanan betonun fiziksel 6zelliklerindeki
degisimlerin arastirildig1 ¢alismalara (Tepe ve dig. 2019; Chahal ve dig. 2012; Bang
ve dig. 2001; Shaheen ve dig. 2019) agirlik verilir.

Bu calismada, Pamukkale Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Bakteriyoloji Laboratuvari stoklarinda bulunan, kalsiyum karbonat ¢okelimi
yapabildigi bilinen {reolitik yerel izolat Bacillus amyloliquefaciens Ul7 nin
kalsiyum karbonat ¢okelim yetenegi incelendi, iireaz ve karbonik anhidraz enzim
aktiviteleri ile mikrobiyal kalsiyum karbonat ¢okelimi arasindaki iligkinin
belirlenmesi amaglandi. X-Isinlar1 Kirmimi Analizi (XRD), X-Isinlar1 Floresans
Analizi (XRF), Confocal RAMAN Spektrofotometresi, Taramali Elektron
Mikroskobu Analizi (SEM) ve Elektron Prob Analizér (SEM-EPMA) araciligiyla



bakterilerin kalsiyum karbonat profilleri kiyaslandi. Ayrica yerel izolatimizin ingaat
sektortinde kullanim potansiyelinin belirlenmesi amaciyla, bakterinin {rettigi
CaCOj5’1n betonun kilcal su emme ve basing dayanimi 6zellikleri iizerine etkisi de

calisildi. Beton calismalarinda Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 kontrol olarak
kullanild.



2. TEZIN KONUSU VE LITERATUR TARAMASI

2.1 Tezin Konusu

2.1.1 Mikrobiyolojik olarak indiiklenmis kalsiyum karbonat (CaCQs3)

¢okelimi

Mikrobiyolojik olarak indiiklenmis kalsiyum karbonat (CaCO;) ¢okelimi
bakterilerin fotosentez (Thompson ve Ferris 1990; McConnaughey ve Whelan 1997),
nitrat ya da siilfat indirgenmesi (Warthmann ve dig. 2000), iire hidrolizi (Stocks-
Fischer ve dig. 1999; De Muynck ve dig. 2010; Dhami ve dig. 2013), biyofilm ve
ekstraselliiler polisakkarit (EPS) olusumu (Kawaguchi ve Decho 2020; Arias ve
Fermandes 2008) ve benzeri metabolik aktiviteleri dogrultusunda gergeklesir ve bu
aktiviteler sonucunda CaCO; ¢okelimi meydana gelir (Banzerara ve dig. 2011).
Genel olarak c¢okelim, iireolitik toprak bakterilerinin enzim aktivitesi ile ortamin
kimyasal kosullarinin degismesi sonucunda gerceklesir (Hammes ve Verstraete
2002). Diger bir deyisle, bakteri hiicrelerinin biyokimyasal aktivitelerine bagli olarak
asir1 doygun ortamlarda kalsiyum karbonat olusturmalar1 seklinde agiklanabilir ve bu
aktiviteler esnasinda organizmalar ortamdaki Ca™ iyonu ile reaksiyona girebilen bir
ya da daha fazla metabolik iriin (COs?) iiretebilirler. Bu aktiviteler iireaz ve
karbonik anhidraz enzimleri tarafindan gerceklestirilir ve ¢okelimi meydana getiren
siirecler karmasik biyokimyasal reaksiyonlar ile sekillenir (Achal ve dig. 2014). Bu

reaksiyonlar:

i, CONHy) 0 —=% 5 NH,COOH+NH;
i, NH,COOH+H,0— ™y NH, +H,CO;

iii. H,CO; +— > HCO;+ H'

iv. 2NH;3+2H,0 <— > 2NH, +20H

v. HCO;+H+20H<+— CO5?+2H,0

vi. Ca?+C0O;? «——» CaCo;



seklinde olup ilk asamada iire, bakteriyel iireaz varliginda karbamik asit ve
amonyuma indirgenir (i). Ardindan karbamik asit kendiliginden amonyum ve
karbonik asite doniisiir (ii) (Stocks-Fischer ve dig. 1999; Burne ve Chen 2000) ve
bunun sonucunda bikarbonata ayrisir (iii). Cozeltide bulunan hidroksit (OH") ve
amonyum iyonlarmin (NH4) ortam pH’im1 yiikseltmesi (iv ve v) karbonat (HCO3)
olusumuna sebep olur (Ferris ve dig. 1996; Mitchell ve Ferris 2005). Ortamda yeterli
kalsiyum (Ca"™) iyon doygunlugu bulunmasi durumunda (vi), bu yiiksek saturasyon
kosullar1 CaCO; ¢okeliminin olusumunu saglar (Qian ve dig. 2010; Phillips ve dig.
2013). Ortamda c¢oziinmiis inorganik karbon kaynagi olarak bikarbonat (HCOs)
bulunmasi1 durumunda, bikarbonat karbonik anhidraz enzimi aktivitesi sonucunda
(vii ve viii) CaCO; mineraline doniistiiriilir (Li ve dig. 2010). Ureaz enziminin
ortamin pH’1nim alkalinitesini koruyarak biyomineralizasyonu hizlandirdigi, karbonik
anhidraz enziminin ise karbondioksitin bikarbonata hidrasyonu gorevini iistlendigi

belirtilir (Dhami ve dig. 2014).

Karbonik
. Anhidraz
vi. HCO3" ———— » H,O+CO;,

viil. Ca+2HCO;” — CaCOs+H +HCO;” — CaCO; lJr H,O0+CO,

2.1.2 Mikrobiyolojik olarak indiiklenmis kalsiyum karbonat (CaCQs3)

cokelimini etkileyen faktorler

Mikrobiyal CaCOs ¢okelimi, kisa zaman diliminde yliksek miktarda CaCOs
mineralinin tretilebildigi, kolaylikla kontrol edilebilen bir siirectir (Dhami ve dig.
2013). Ureaz aktivitesi ve ¢dkelen CaCOs miktar1 bakteri tiirii, bakteriyel hiicre
konsantrasyonu, pH, sicaklik, iire ve ¢Oziinmiis Ca™ konsantrasyonuna baglhdir
(Mortensen ve dig. 2011; Qabany ve dig. 2012). Ureaz enzimi, biyomineral olusumu
ile iligkili kimyasal siireci pH, ¢oziinmiis inorganik karbon, kalsiyum ve karbonat
iyon konsantrasyonlar1 araciligiyla diizenlerken, bakteri konsantrasyonu yani
niikleasyon alanlarinin varligi ise devamli CaCOj3 ¢okelimini saglar (Phillips ve dig.

2013; Anbu ve dig. 2016).



Mikrobiyal kalsiyum karbonat ¢okelimi siiresince bakteri hiicrelerinin
niikleasyon alani olusturarak ortaya ¢ikan CaCOj; miktarina ve tiirtine etki ettikleri
bilinir (Douglas ve Beveridge 1998; Rodriguez-Navarro ve dig. 2012). Negatif yiiklii
bakteriyel hiicre yiizeyleri ortamdaki katyonlar1 (Ca™, Mg™ vb.) yakalayarak (Sekil
2.1) noétral bir ortam yaratmalar1 dolayisiyla CaCOs birikimi i¢in uygun niikleasyon
zonlar1 olusturur (Ferris ve dig. 1996; Ramachandran ve dig. 2001; DeMuynck ve
dig. 2010; Anbu ve dig. 2016).

Sekil 2.1: Ureolitik CaCO; ¢okelimi (De Muynck ve dig. 2010).

2.1.2.1 Bakteri Tiirii

Son yillarda basta tireolitik bakteriler olmak iizere birgok mikroorganizmada
bulunan iireaz enziminin kalsiyum karbonat ¢okelimini indiikleme kabiliyeti ¢ok
sayida arastirmact tarafindan  arastirilmaktadir. Bu  calismalar {ireolitik
organizmalarin tanimlanmasi, izole edilmesi ve tirettikleri CaCO;’lin niteligi, tiirii ve
kullanim potansiyellerinin belirlenmesi iizerine yogunlasmustir. Ornegin, Bacillus
aerius, Bacillus amyloliquefaciens, Synechococcus leopoliensis, Kocuria flava,
Bacillus licheniformis, Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis, Rummeliibacillus
stabekisii, Staphylococcus epidermidis, Diaphorobacter nitroreducens, Bacillus
megaterium, Desulfocella halophilia, Halmona seurihalina, Helicobacter pylori,
Methylocystis ~ parvum,  Proteus  mirabilis, = Pseudomonas  denitrificans,
Spoloactobacillus sp., Sporosarcina ginsengisoli, Sporosarcina pasteurii, Aerobacter

aerogenes, Myxococcus xanthus, Shewanella sp., Staphylococcus aureus,
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Pararhodobacter sp. ve bazi fungus tiirleri ile halotolerant bakteriler {ireaz
kapasitesine sahip olup kalsiyum karbonat ¢okelmesi yapabilen tiirlerdir (Mudgil ve
dig. 2018; Tepe ve dig. 2019; Bai ve dig. 2017; Omoregie ve dig. 2017; Ersan ve dig.
2015; Ganendra ve dig. 2014; Achal ve Pan 2014; Dhami ve dig. 2013; Gorospe ve
dig. 2013; L1 ve dig. 2013; Achal ve dig. 2011; Chen ve dig. 2009; Chekroun ve dig.
2004; Hammes ve dig. 2003; Stocks-Fischer ve dig. 1999).

Farkli bakteri tiirlerinin farkli miktarlarda iireaz enzim aktivitelerine ve
kalsiyum karbonat ¢okelim oranlarina sahip olduklari, mikroorganizma tiir ve sus
cesitliliginin kristal fazi, boyutu, yapis1 ve morfolojisi gibi 6zellikler {izerinde etkili
oldugu bilinir (Hammes ve dig. 2003). Tiirler/suslar ve iirettikleri kalsiyum karbonat
kristallerinin Ozellikleri arasindaki iligkinin anlasilmasi biiylik 6nem tasir. Bu
ozelliklerin bakteri hiicre yiizeyinde depolanan, farkli biyokimyasal yapilar1 sonucu
farkl 6zelliklerde kristaller olugsmasinda etkili olan EPS yapilar ile iligkili oldugu
distiniiliir (Ercole ve dig. 2007).

Diger bakterilere kiyasla daha yiiksek ¢evre adaptasyonu, daha spesifik hiicre
yiizeyi Ozellikleri, hiicreler arasinda daha diisiik kiimelenme ve yiiksek iire hidrolizi
oranmna sahip olmalar1 sebebiyle Bacillus ve Sporosarcina cinsi bakteriler daha
yiiksek tireolitik aktivite ve kalsiyum karbonat ¢okelim oranina sahiptirler (DeJong
ve dig. 2010; Jiang ve dig. 2016). Bu bakteri tiirleri, iire hidrolizi siirecinin yani sira,
solunum esnasinda iireyi enerji ve azot kaynagi olarak kullanmak suretiyle
karbondioksit elde ederek karbonata doniistiiriirler ve metabolizasyon sonucu
kalsiyum karbonat depolarlar (De Muynck ve dig. 2010; DeJong ve dig. 2006; Qian
ve dig. 2015).

2.1.2.2 Hiicre Konsantrasyonu

Yiiksek hiicre konsantrasyonunun (10°-10® hiicre/mL) artan iireaz
konsantrasyonu ve iire hidrolizi aracilifiyla iiretilen kalsiyum karbonat miktarini
arttirdig1 bilinir (Okwadha ve Li 2010; Zhao ve dig. 2019). Cesitli arastirmacilar iire
hidrolizi ile bakteriyel hiicre sayis1 arasinda dogrudan bir korelasyon oldugunu ve
bakterilerin niikleasyon alani teskil etmeleri sebebiyle hiicre yogunlugunun kalsiyum

karbonat ¢okelimi agisindan biiyiik 6nem arz ettigini ifade etmektedirler (Stocks-



Fischer ve dig. 1999; Ng ve dig. 2012). Ornegin, Andalib ve dig. (2016), 5 farkh
hiicre konsantrasyonunda (10x10°-50x10°cfu/mL) betona uyguladiklart Bacillus
megaterium bakterisi ile gergeklestirdikleri ¢alismalarinda bakteri konsantrasyonu ve
cokelim arasinda dogrudan bir iligki oldugunu ve en yliksek hiicre konsantrasyonu ile
hazirlanan betonun basing dayaniminda %24, en diisiik konsantrasyonla hazirlanan
betonun basmng dayaniminda ise %12.8 oraninda artis gozlemlendigini rapor
etmiglerdir. Benzer sekilde Bacillus licheniformis ve Bacillus sphaericus ile
gerceklestirilen mineral optimizasyonu calismalarinda hiicre konsantrasyonu artisi ile
birlikte, ¢Okelen kalsiyum karbonat miktarmin da lineer olarak arttigi gosterildi
(Seifan ve dig. 2016). Farkli konsantrasyonlarda Pararhodobacter sp. kiiltiiriiniin
kum kolonlarina tatbik edildigi bir ¢caligmada ise hiicre konsantrasyonundaki artiga
paralel olarak kum kolonlarinda solidifikasyon ve basing dayanimi artis1 gézlemlendi

(Amarakoon ve dig. 2017).

2.1.2.3pH

Kalsiyum karbonat ¢okelimi pH ile dogrudan iliskilidir; c¢ilinkii {ireaz
enziminin sadece belli pH araliginda iire hidrolizi yapabildigi bilinir. Kalsiyum
karbonat ¢okelimi ve iire hidrolizi i¢in besiyerinin optimum baslangic pH degeri her
sus i¢in farkhidir (Omoregie ve dig. 2017). Birgok arastirmaciya gore ilireaz enzim
aktivitesi i¢in optimum pH 8.0 olup, bunun {iistiindeki degerlerde enzim aktivitesi
azalmaktadir (Stocks-Fischer ve dig. 1999; Gorospe ve dig. 2013). pH amonyum
dretimi ve tire hidrolizi i¢in belirleyicidir ve amonyum {iretimi ile yiikselen pH
ortaminda aerobik bakterilerin hiicre solunumu ile karbondioksit salinimi artar (Ng
ve dig. 2012). Karbondioksit salinimi ile birlikte karbonat olusur ve dolayisiyla da
kalsiyum karbonat ¢dkelir. Ancak bu tersinebilir bir reaksiyondur ve diisiik pH
ortaminda kalsiyum karbonat ¢oziiniir (Marvasi ve dig. 2010). Mobley ve dig.
(1995), ¢okelimin optimum pH’sinin yaklasik olarak 7.0 oldugunu belirtirken, bazi
arastirmacilara gore kalsiyum karbonat olusumunun biiyiik ¢ogunlugu pH 8.7- 9.5
arasindaki alkali kosullarda gergeklesir (Stocks-Fischer ve dig. 1999; Ferris ve dig.
2003; Lee ve dig. 2003; Dupraz ve dig. 2009). Bacillus megaterium ve Bacillus
cereus, Sporosarcina pasteurii gibi bazi izolatlar 6.5-11.5 araligindaki pH

degerlerinde ¢okelim yapabilirken, Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis ve



Lysinibacillus fusiformis izolatlar1 i¢in bu aralik 6.0-10’dur (Dhami ve dig. 2013;
Vahabi ve dig. 2015). Halofilik ve alkalifilik iireolitik bakteriler pH 8.5 ve iizerinde
yiiksek konsantrasyonlarda c¢okelim yapabilirken (Stabnikov ve dig. 2013),
Sporosarcina pasteuriinin pH 11.0’e kadar genis bir pH araliginda ¢okelim
yapabildigi bilinir (Henze ve Randall 2018). Nitekim Sporosarcina pasteurii
izolatlar1 iizerine yapilan bir ¢aligmada, optimum pH NB33 i¢in 6,5; LPB21 i¢in 7,5
ve NB30 ile NB28 suslar1 i¢in ise 8,0 olarak rapor edilmistir (Omoregie ve dig.
2017).

Dogal ortamda kalsiyum baglanma alanlar1 (EPS) yani sira pH, Ca™ ve CO3”
ve bunlarin zamana bagli degisimi kalsiyum karbonat ¢okeliminde anahtar 6neme
sahiptir (Dupraz ve Visscher 2005; Dupraz ve dig. 2009). Ancak kalsiyum karbonat
cokelim ortaminin hiicre dis1 kalsiyum oranmin hiicre i¢i proton konsantrasyonlarina
kiyasla ¢ok yiiksek olmas1 (alkali pH sonucu) bakteri i¢in stres kosullarma sebep
olur. Bakteri, konsantrasyon gradientini dengelemeye ¢alistig1 esnada yiiksek ATP
harcayarak CO, ag¢iga cikarir ve ortamdaki asir1 kalsiyumu CaCOj; seklinde

cokelterek ortam pH’sin1 diisiirmeye ¢alisir (Hammes ve Verstraete 2002).

2.1.2.4 Sicakhk

Urenin katalizi, sicakliga bagli enzimatik bir reaksiyondur ve birgok bakteri
icin Ureazin optimal sicaklik araligi 20-37°C arasindadir. Ancak enzimatik
reaksiyonun optimum araligi, ¢evresel kosullar, bakteri tiirii ve sistemde bulunan
reaktant konsantrasyonu gibi faktorlerden dogrudan etkilenir (Okwadha ve Li 2010;
De Muynck ve dig. 2013). Ornegin, sicakligin 5°C (15-20°C) ve 10°C (10-20°C)
arttirildig ortamlarda iireaz aktivitesi sirasiyla 5 ve 10 kat artmaktadir (Mitchell ve
Ferris (2005). Bir diger arastirmada, taban suyundan izole edilen Bacillus
pasteurii’nin CaCOs ¢okeliminde iireazin optimal aktivitesinin 10-20°C araliginda
oldugu tespit edildi (Ferris ve dig. 2003). Diger taraftan Bacillus megaterium iireaz
aktivitesi 35°C’de stabil iken sicaklik 55°C’ye yiikseldiginde enzim aktivitesinin
yaklasik %47 azaldigi bildirilmistir (Dhami ve dig. 2014). Sicaklik, hem olusan
kristal miktarin1 hem de biyojenik kristallerin morfolojilerini etkiler (De Muynck ve
dig. 2013; Zamarreno ve dig. 2009). Sporosarcina pasteurii’nin iireaz aktivitesinin

sicaklik ile degisiminin belirlenmesi amaciyla farkli reaksiyon sicakliklarinda (5, 10,
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20, 30, 35, 40, 45 ve 50°C) kum kolonlarinda CaCO; ¢okelimi ile birlikte salinan
ortalama amonyum miktar1 2016 yilinda gelistirilen amonyum fiksasyonu yontemi

ile (Yu ve dig. 2016) hesapland1 ve Sporosarcina pasteurii igin optimal amonyum

fiksasyon oraninin (%67.97) 40°C’de gerceklestigi tespit edildi (Yu ve dig. 2019).

2.1.2.5 Ure ve Ca™ Konsantrasyonu

Ure, mikrobiyal iireaz varliginda ¢dziinmiis amonyum, inorganik karbon ve
karbondioksite ¢dzilinerek ortam pH’smi arttirir ve dolayisiyla kalsiyumca zengin
ortamda kalsiyum karbonat ¢dkelimine sebep olur (Fujita ve dig. 2008). Ayrica
ortamdaki tre, {iireolitik bakteriler tarafindan azot ve enerji kaynagi olarak
kullanildigindan bakteriyel aktivite icin de 6nemlidir (Mobley ve Hausinger 1989).
Artan iire konsantrasyonu, sadece ¢okelen kalsiyum karbonat miktarinda artisa neden
olmaz, aym1 zamanda irenin ilave edildigi besiyerinin bakteri hiicre ylizeyinin
niikleasyon i¢in daha saglikli bir ortam haline doniismesine ve dolayisiyla ytliksek
kalsiyum 1yonu baglama kapasitesine sahip daha fazla negatif hiicre ylizey alani
olusmasma da katki saglar (Ma ve dig. 2020). Bu nedenle ¢ok sayida bilimsel
arastirmada kalsiyum karbonat ¢okelimi i¢cin en uygun baslangi¢ lire konsantrasyonu
arastirilir (De Muynck ve dig. 2010; Okwadha ve Li 2010; Ducasse-Lapeyrusse ve
dig. 2017). Ornegin alkalofilik Sporosarcina pasteurii BNCC 337394 ile
gerceklestirilen bir c¢aligmada, artan iire konsantrasyonuna baglh olarak iireaz
aktivitesi ve kalsiyum karbonat ¢okeliminde artis olurken (Ma ve dig. 2020), Bacillus
sphaericus LMG 22557’nin kalsiyum karbonat c¢okelimi i¢in optimum iire
konsantrasyonu 0.5 M olarak rapor edildi (De Muynck ve dig. 2010). Diger taraftan
yiiksek iire konsantrasyonun Sporosarcina pasteurii ATCC 11859 susunun kalsit
cokelimini olumsuz etkiledigi bildirilen bir ¢alismada 0,05-0,25 M gibi diistik tire
konsantrasyonlarinda ¢dkelim miktarmim daha yiliksek oldugu ve c¢okelimin
ortamdaki ilire miktarimdan ziyade kalsiyum iyonu konsantrasyonuna bagli oldugu
bildirildi (Okwadha ve Li 2010). Aslinda Silver ve arkadagslar1 1975 yilinda kalsiyum
iyonunun metabolik siire¢lerde kullanilmadigini ve hiicre diginda yer alarak kalsiyum
karbonat seklinde ¢okeldigini iddia ettiler (Silver ve dig. 1975). Bu goriisiin aksine,

ortamda kalsiyum iyonu varliginin iireaz aktivitesini yaklagik 10 kat arttirdigi
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Hammes ve arkadaglar1 tarafindan 2003 yilinda kanitlanmistir (Hammes ve dig.

2003).

Son zamanlarda farkli kalsiyum kaynaklarmin kalsiyum karbonat ¢okelimi ve
mineral morfolojisine etkisini arastran c¢aligmalara da agirlik  verilmistir.
Biyomineralizasyon siirecinde CaCO;’iin, Ca™* iyonlarmmn hiicre dignda belli
kosullarda indiiklendigi belirtildi (Seifan ve dig. 2016). Arastirmacilar, Ca™
tyonlarmin Bacillus licheniformis ATCC 9789, Lysinibacillus sphaericus ATCC
4525, Bacillus subtilis ATCC 6633 ve Bacillus sphaericus NZRM 4381 suslarinin
biyomineralizasyonlar1 tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla diisiik, orta ve yiiksek
konsantrasyonlarda farkli kalsiyum kaynaklarini (kalsiyum kloriir, kalsiyum laktat,
kalsiyum nitrat ve kalsiyum asetat) kullanmiglardir. Calismada, yiiksek Ca™
konsantrasyonunun bakteri aktivitesini inhibe ettigi, diisiik konsantrasyonda ise
ortamda az miktarda elektron reseptorii bulunmasi sebebiyle ¢okelimin sinirh
kaldigi, tiim suslarda en yiiksek CaCO; ¢okeliminin kalsiyum klorid ile hazirlanan
besiyeri ortaminda gozlemlendigi bildirildi (Seifan ve dig. 2016). Buna ilaveten,
farkli kalsiyum kaynaklarmm CaCOs; mineral kompozisyonlarinda da farkliliklara
sebep oldugu bilinir. Ornegin, kalsiyum kloriir, kalsiyum laktat, kalsiyum asetat ve
kalsiyum glukonatin Sporosarcina pasteurii KCTC 3558 tarafindan indiiklenen
CaCOj; mineral morfolojisinin arastirildigi bir ¢alismada, tiim ortamlarda kalsit ve
vaterit kristalleri tespit edilmis ancak en yiiksek kalsit oraninin kalsiyum kloriir
ortaminda meydana geldigi belirtilmistir (Gorospe ve dig. 2013). Bacillus sp. CR2 ile
gerceklestirilen bir diger ¢alismada ise en yiiksek ¢okelim miktarina kalsiyum kloriir
iceren besi ortaminda ve en diisiik ¢cokelim miktarma ise kalsiyum oksit iceren besi
ortaminda ulasildi. Ayrica, kalsiyum nitrat ortaminda kalsiyum asetat ortamina gore
bir miktar daha fazla ¢cokelim oldugu ve kalsiyum asetath ortamda sadece kalsit
mineralleri bulunurken, kalsiyum kloriir, kalsiyum nitrat ve kalsiyum oksit ortaminda
kalsit, vaterit ve aragonit kristallerinin bulundugu bildirildi (Achal ve Pan 2014). Hi¢
kuskusuz kalsiyum karbonat kristal tipinin fiziksel dayanima nasil katki sagladigi da
arastirilmas1 gereken ©&nemli konulardan biridir. Ornegin, Bacillus cereus ile
gerceklestirilen kum iyilestirme caligmalarinda, kalsiyum asetat ve kalsiyum kloriir
ortaminda vaterit mineral tipi (swrasityla 2,5 ve 2,4 g/L) daha yogunken, kalsit
kristalinin rastlandig1 kalsiyum nitrat ortaminda (2,1 g/L kalsit) kum kolonundan

daha 1y1 bir 1yilesme saglanmasi dikkat ¢ekicidir (Pan ve dig. 2019).
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Ure hidrolozi sonucunda bakteriyel CaCO; ¢dkeliminin yani sira amonyum da
olusur. Ancak yiiksek miktarda amonyum konsantrasyonu toksik 6zellik gosterir ve
istenen bir O0zellik degildir (Harkes ve dig. 2010, Chaparro-Acufia ve dig. 2018).
Bir¢ok arastirmada ireolitik aktivitenin hesaplanmasi amaciyla amonyum
konsantrasyonu belirlenmesine ragmen (Cheng ve dig. 2014; Okyay ve Rodrigues
2014; Khamehchiyan ve dig. 2015; Gat ve dig. 2017; Algaifi ve dig. 2018; Hsu ve
dig. 2018; Phang ve dig. 2018; Tredici ve dig. 2018) amonyum konsantrasyonunun

minimize edilmesi amaciyla gerceklestirilen ¢alisma mevcut degildir.

2.1.3 Ureolitik Bakteriler ile Gerceklestirilen Beton Calismalar

Son yillarda endiistri, sanayi ve insaat sektoriindeki hizli gelismeler, beton
kullaninminin artmas1 ve bununla birlikte maliyet ve ¢evresel etki gibi bir¢ok sorunu
beraberinde getirdi. Beton {irlinlerinde dayaniklilik, kendi kendini iyilestirme, su
gecirmezligi, zararli atik barindirmama ve diisiik maliyetli tiretim/bakim ve dogal
yontemlerle bu 6zelliklerin elde edilebilmesi siklikla aranan 6zellikler haline geldi.
Ureolitik bakterilerin yap1 materyallerinde baglayici/giilendirici olarak kullanim
potansiyeline iligkin arastirmalar giinden giine yayginlasti. Beton elemanlarma iliskin
iireolitik bakteriler ile yapilan g¢alismalar genellikle beton c¢atlaklarinin onarimi
(Shaheen ve dig. 2019; Nguyen ve dig. 2019; Karimi ve Mostofinejad 2020),
gozenek tikama yoluyla porozite azaltilmasi (Noeiaghaei ve dig. 2017), beton
elemanlarinin yiizey bakimi (De Muynck ve dig. 2008; Amidi ve Wang 2015;
Bernardi ve dig. 2014), ve tugla {iretimi i¢in biyolojik ¢imento iiretimi (Bernardi ve
dig. 2014) konularinda yogunlasti. Bakteri ilave edilen ¢imento karisimlarinda kum
partikiilleri ve baglayicit materyallerin de etkisiyle dayanim artisinin saglanmasi (Ng
ve dig. 2012), yaslanma ve donma-¢oziinme siirecleri sebebiyle betonda olusan
catlaklarin bakteriyel biyomineralizasyon ile onarimi (Ramachandran ve dig. 2001;
Achal ve dig. 2013) ve kloriir iyonlar1 gibi zararli maddelerin girigini engellemesi
sebebiyle bakteri kullanarak betonun korunmasi (De Muynck ve dig. 2008) ile ilgili

calismalar iireolitik bakterilerin varligini 6nemli kilmaktadir.

Beton ortaminda besin tuzu erisiminin bakteriler i¢in oldukca giic olmas1
sebebiyle bu ortamin bakteriler i¢in ekstrem glicliikler barmndirdigi, bu kosullarin

beton iiretim siirecinin igerdigi yiiksek pH ve yiiksek sicaklik kosullari ile birlikte
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bakteriler i¢in kosullar1 daha da zorlu kildig1 bilinir (Jonkers ve dig. 2010). Ancak
bakteriler sporulasyon o6zellikleri sayesinde beton icerisinde olusabilecek aglik,
cevresel stres, uzamis dormansi gibi olumsuz kosullar1 tolere edebildikleri (Lee ve
Park 2018), bu kosullarda hayatta kaldiklar1 ve betonun kendi-kendine iyilesmesine
olanak sagladiklar1 bilinir (Jonkers ve dig. 2010; Wiktor ve Jonkers 2011).

Bakterilerin betona dogrudan eklenmesinden ziyade once kil igerisine fikse
edilerek yahut pelet halinde spor formunda eklenmelerinin bakterinin dayanikliligini
arttirarak betonun iyilesmesinde olumlu katki sunacagi bildirilirken (Jonkers ve dig.
2010; Wiktor ve dig. 2011), bakterinin beton harcina dogrudan konulmasi ile
bakterinin betonun ekstrem kosullar1 i¢erisinde dayanikliligini arttiracak bir materyal
ile immobilize edilerek konulmasi arasinda betonun fiziksel Ozellikleri acgisindan
farklar oldugu ve piring kabugu kiilii, silika tozu, duman kiili, krom ciirufu, cam
boncuk gibi materyallerin bu amacla kullanilabilecegi de ifade edilmistir (Zhang ve
dig. 2019; Achal ve dig. 2011; Shanmuga-Priya ve dig. 2019; Siddique ve dig. 2016).
Ornegin, Bacillus halodurans DSM 497 bakterisinin yaban tip ve mutant
suslarininin, ucucu kiil ile immobilize ederek beton karisimlarmma eklendigi
calismada, 28. gilinlin sonunda kontrol betonuna (34.4 MPa) gore %19 (yaban tip,
41.1 MPa) ve %26 (mutant, 43.3 MPa) daha yiiksek basin¢ dayanimma ulasilirken
(Zhang ve dig. 2019), yine ugucu kiil ile betona uygulanan Bacillus megaterium ile
hazirlanan beton 6rneginin kontrol beton 6rnegine gore 28. gliniin sonunda %19 daha
yiiksek basing dayanimi gosterdigi bildirildi (Achal ve dig. 2011). Silika tozu ile
immobilize edilen Bacillus sphaericus bakterisi ile hazirlanan beton karisimimin
basing dayaniminin ise kontrol betona gore 7. glinde %10.90, 28. giinde %13.32 daha
fazla oldugu kaydedildi (Priya ve dig. 2019). Benzer sekilde %10 piring kabugu kiili
ile immobilize edilen Bacillus aerius (10° hiicre/mL) ile hazirlanan betonun basing
dayaniminin 28. giiniin sonunda 40 MPa oldugu ve kontrol betonuna (36.1 MPa)
gore yaklasik %10 daha yiiksek basing dayanimina ulastigi tespit edildi (Siddique ve
dig. 2016). Diger taraftan besiyerinin dogrudan ¢imento harcina eklenmesinin
hidratasyon siirecini ve sertlesmeyi geciktirerek erken fazda diisiik basing
dayanimina sebebiyet verebilecegini (Bundur ve dig. 2015) veya ¢cimento karigimina
organik biyomineral bilesenleri ve bakteri eklenmesinin %10 oraninda dayanim
kaybma yol acabilecegini (Jonkers ve dig. 2010) bildiren bilimsel raporlarin aksine,
Chahal ve dig. (2012) tarafindan 10° hiicre/mL oraninda betona eklenen
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Sporosarcina pasteurii’nin betonun basm¢ dayanimini1 (24 MPa’dan 28 MPa’ya)

%22 oraninda arttirdig1 rapor edildi.

Ureaz aktivitesi, karbonasyon siirecleri, biyokalsifikasyon zamanlamas1 ve
tire Ozgii Ozellikler biyogementasyonda etkili olabilir. Yerel bir izolat olan
Sporosarcina sp. ile iiretilen biyo¢imentonun indikator bir sus olan Sporosarcina
pasteurii DSMZ 33 ile iiretilen biyo¢imentoya kiyasla %461 daha yiiksek basing
dayanimi gostermesi ve %120 daha fazla kalsiyum karbonat igerigi dikkat cekici
(Marin ve dig. 2020) olup, yerel tiir ve suslarin arastirilmasi gerekliliginin kanitini

sunar niteliktedir.

Catlak onarmmi, porozitenin ve geg¢irgenligin azaltilmas: ve kendi kendine
iyilesme oOzelliklerinin yani1 sira bakterilerin betonun mekanik o6zelliklerine
etkilerinin bir¢ok yonden ele alindigi calismalar mevcuttur. Bakteriyel betonun
mekanik o6zellikleri basing dayanimi (Algaifi ve dig. 2021; Priyom ve dig. 2021;
Vashisth ve Shukla 2020; Shahid ve dig. 2020; Chen ve dig. 2020; Suliman ve
Sarsam 2018), egilme dayanimi (Andalib ve dig. 2016), yarmada ¢ekme dayanimi
(Pachaivannan ve dig. 2020; Khushnood ve dig. 2020; Nain ve dig. 2019, Shaheen ve
dig. 2019), ezilme dayanimi (Chen ve dig. 2019) ve asmmma dayanimi (Prasad ve
Lakshmi 2018) testleri araciligiyla ortaya konulur. Calismamizda ise yerel izolatin
betonun mekanik 6zelliklerine etkisinin ilk defa arastirilmasi ve c¢alisma biitgesinin
kisithiligr gibi sebepler gz Oniinde bulundurularak, yerel izolatimiz ve kontrol
bakterisi ile hazirlanan betonlarm mekanik 6zelliklerinin test edilmesinde literatiirde

yaygin olarak kullanilan basing dayanimu testi tercih edilmistir.

2.2 Calismada Kullanilan Bakteriler ve Ozellikleri

Bacillus  amyloliquefaciens U17 ile gerceklestirilen ¢alismamizda
Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 beton caligmalarinda kontrol organizmasi olarak

kullanilmastir.

Bacillus amyloliquefaciens; bakteriler alemi, Firmicutes subesi, Bacillales
takimi, Bacillaceae ailesi ve Bacillus cinsinde yer alan, zorunlu aerob ve heterotrof

bir bakteridir. Ilk olarak Fukumoto tarafindan 1943 yilinda tanimlanmistir. Gram
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pozitif ve c¢ubuk sekilli bir bakteridir. Calismamizda yer alan Bacillus
amyloliquefaciens U17, Denizli ili, Pamukkale ilgesi, Israfil Deresi’nden izole
edilerek 16s rDNA analizi ile tanimlanmigtir. Optimum iireme sicaklig1 37°C olu, 24-

48 saat icerisinde iirer.

Sporosarcina pasteurii; bakteriler alemi, Firmicutes subesi, Bacillales takima,
Planococcaceae ailesi ve Sporosarcina cinsinde yer alan, zorunlu aerob ve heterotrof
bir bakteridir. Onceden Bacillus cinsine ait oldugu diisiiniilirken (Priest ve dig.
1993), Garrity (2005) tarafindan Sporosarcina cinsi altinda Sporosarcina pasteurii
olarak adlandmrilmistir. Gram pozitiftir. Dogada ¢ubuk seklindedir ve endospor

olusturabilir. Alkalifil bir bakteridir ve pH: 11,2’ye kadar canliligini koruyabilir.

Sporosarcina pasteurii ATCC 6453, Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonuna
kayitli mutant bir sustur. Gram pozitif ve ¢ubuk sekillidir. Mikrobiyolojik olarak
indiiklenmis kalsit ¢okelimi caligmalarinda model organizma olarak kullanilir
(Mahanty ve dig. 2013; Al-Salloum ve dig. 2017; Arpajirakul ve dig. 2021;) .

Optimum tireme sicakligi 30°C olup 48-72 saat i¢erisinde iirer.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1  Materyal

3.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Eriokrom Siyahi T (Sigma, 1787-61-7),Pepton from meat (Sigma), D (+)
Glikoz (SigmaAldrich, 50-99-7), Sodyum Kloriir (Merck, 106406), Potasyum
Dihidrojen Fosfat (Scharlau), Fenol Red (Merck, P3532),Bakir (II) Siilfat (Merck,
102790),Agar-Agar (SigmaAldrich, 05039), Tripton (Fluka, 70169), Soya Peptonu
(Sigma), Nutrient Broth (LabM, LAB068), Kalsiyum Kloriir (Sigma, 10043-52-4),
Sodyum Bikarbonat (VWR,144-55-8), Maya Ekstrat1 (LabM, MC001), Ure (Sigma,
57-13-6), Hidroklorik Asit (Sigma), Sodyum Hidroksit (Merck), Etilendiamin
Tetraasetik Asit Disodyum Tuzu Dihidrat (Sigma), Paranitrofenilasetat (Sigma),
Asetonitril (Merck), Potasyum Sodyum Tartarat Tehtahidrat (Merck, 108087),
Sodyum Karbonat (Merck, 106392), Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Sigma),
Fenilmetilstilfonilflorid (Sigma), Aminokaproik Asit (Sigma), Glisin (Sigma),
Trisma Base (Sigma), Nessler Amonyum Tayin Kiti (Hach, DOC316.53.01078),
Potasyum Fosfat (Scarlab, SO10060250), Amonyum Siilfat (Merck), Fenol
Hipokloriir (Sigma), Fenol Nitropiirissid (Sigma), Alkali Sodyum Hipokloriir
(Sigma), Sigir Serum Albiimini (Sigma), Sodyum Dodesil Siilfat (Sigma), Akrilamid
(Sigma), Metilen  bisakrilamid  (Sigma), @ Amonyum  Siilfat (Sigma),
Tetrametiletilendiamin (Sigma), Tween-20 (Sigma), Skim Milk (Fluka), Ethidium
Bromide (Sigma).

3.1.2 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Otoklav (Niive OT 4060V, Hiclave HVE-50), Orbital Shaker (Alfagen OS-
200), Santrifiij (Hettich Micro 220 R), Dikey Elektroforez (Scie-plus), Transfer
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diizenegi (BIO-RAD Trans Blot), Vorteks (Dragon Lab MX-F), Terazi (Radwag AS
220/C/2), Spektofotometre (Lange DR 5000), Gii¢ Kaynag1 (MS, MP-300X), Etiiv
(Niive EN120), Calkalamali Etiiv (ZHICHENG ZHWY-111B), Kuru Hava Steril
Firmi (Niive FN120), Sonikasyon Cihazi1 (Bandelin D-12207 UW 2070), Distile Su
Cihazi (Human- ZeneerPower 1 ), InelEquinox 1000 XRD Cihazi, ThermoDXR
Confocal Raman Spektrofotometresi, ZeissSupra 40 VP Alan Emisyon Taramali
Elektron Mikroskobu, JEOL FE-EPMA JXA-8530FPlus HyperProbe Elektron
Mikroskobu

3.2 Metod

3.2.1 Kalsiyum Karbonat Cokelim Sartlarinin Belirlenmesi

Bu calismada Pamukkale Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii  Bakteriyoloji Laboratuvar1 stoklarinda bulunan ve kalsiyum karbonat
¢okelim yetenegi bilinen Bacillus amyloliquefaciens U17 izolat1 (israfil Deresi,
Denizli, Tiirkiye) kullanildi. Bakterinin kalsiyum karbonat c¢okelimi sartlarinin
belirlenmesi amaglandi. Cokelim calismalarinda Ferris ve arkadaslar1 tarafindan
1996 yilinda gelistirilen standart kalsiyum mineralizasyon ortami (KMO, EK A)
kullanildi. Deneyler Tablo 3.1’de verilen tiim parametreler i¢in {i¢ tekrarl olarak

gerceklestirildi.

Tablo 3.1: Kalsiyum karbonat ¢okeliminde kullanilan deneysel parametreler

Parametre Adi Kosullar

pH 6.0, 6.50, 7.00, 7.50, 8.00, 9.00, 10.00

Ure Konsantrasyonu (mM) 25,50, 100, 200, 250, 333, 350

Sicaklik (°C) 20, 25, 30, 37, 42

CaCl, Konsantrasyonu (mM) 50, 100, 250, 500, 750, 1000

Inkiibasyon Siiresi (giin) 12. saat, 1,2, 3,4, 5,7, 10 ve 14. giin

Hiicre Inokulasyon Oran1 (%) 10, 15, 20

Calkalama Hizi1 (rpm) 100, 150

Kalsiyum Kaynaklar1 (25 mM) Kalsiyum nitrat, Kalsiyum asetat, Kalsiyum
laktat
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3.2.2 Kalsiyum Karbonat Miktarinin Belirlenmesi

Kalsiyum karbonat miktarmin belirlemesi amaciyla EDTA titrimetrik yOntemi
kullanildi (APHA, 1989). 25 mL 6rnegin pH’s1 1 ml tampon ¢ozeltisi ile 10.00’a
ayarlandiktan sonra 6rnege pembe rengini vermek i¢in az miktarda indikator ilave
edildi. Sonrasinda 6rnek rengi pembeden maviye doniinceye kadar standart EDTA
cozeltisi ile titrasyon yapildi ve kullanilan EDTA miktarma gore toplam CaCOs

miktar1 hesaplandi.

3.2.3 EDTA Titrimetrik Hesaplamalan

CaCOj; (mg/L): (V1.M.1000)/V,

V1: Titrasyon siiresince kullanilan EDTA (mL)

M: 1 mL EDTA= 0.96 mg CaCO;

V2: Titre edilen numunenin miktar1 (mL)

1000: Mililitre cinsinden ¢alisilan degerleri litre cinsine doniistiiren katsay1

Tampon Cozeltisi: 1,179 g Na,EDTA.2H,O (Sigma) ve 780 mg MgSO47H,0
(Merck) tartilarak 50 ml dH,O’da ¢oziildi. 16,9 g NH4Cl ve 143 ml NH,OH
hazirlanan bu c¢ozeltiye ilave edilmis ve toplam hacim dH,O ile 250 ml’ye

tamamlanda.
Indikator Cézeltisi: Mordant Black 11 Triturate (VWR Chemicals)

Standart EDTA Cozeltisi: 3,723 g EtilendiaminTetraasetik Asit (EDTA) disodyum
tuzu dihidrat (Sigma) 1000 ml dH,O igerisinde ¢6ziildii.

3.2.4 Bakteriyel Kalsiyum Karbonatin Kurutulmasi ve Saklanmasi

Bakteriler tarafindan iiretilen kalsiyum karbonat c¢okeltisi, sogutmali
santrifiij (10000 rpm/10 dk) ile toplandi ve pastor firminda 40°C’de kurutularak

analizlerde kullanilmak tizere derin dondurucuda saklandi.

18



3.2.5 Amonyum Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Siipernatanttaki Amonyum Azotu (NH3;—N) miktar1 Hach marka Nessler
Amonyum Tayin Kiti ile amonyum konsantrasyonu olarak mg/L cinsinden
spektrofotometrik olarak hesaplandi. Optimum sartlarda hazirlanan 6rnekler (50
mL), inkiibasyon siirelerinin sonunda santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant (25
mL) temiz bir falkon tiipe alind1 ve pH’1 SN HCI ve 5N NaOH ile 7.00’a ayarlandi.
Ornege 3 damla mineral sabitleyici eklenip karistirildi (1 defa up-down). Ardindan 3
damla polivinil alkol eklenen orneklere 1 ml Nessler Ayiraci ilave edilip
karistirildiktan sonra Hach DR 5000 spektrofotometrede kayitli programlardan 380N
numarali Ammonia, Ness. programi ile okuma yapildi. Cihazin kalibrasyonu i¢in kor
olarak 25 ml dH,O kullanilmis olup, 6rnekler i¢cin yapilan islemler kor icin de

uygulandu.

3.3  Mineralojik Analizler

3.3.1 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizleri

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile bakteriyel kalsiyum karbonatin
morfolojik &zellikleri incelendi. SEM analizleri Pamukkale Universitesi Ileri

Teknoloji Arastirma Merkezi’nde hizmet alimi seklinde gerceklestirildi.

3.3.2 Elektron Prob Mikro Analizor (EPMA) Analizleri

Elektron Prob Mikro Analizor (EPMA) taramali elektron mikroskobuna
eklenen 6zel bir atagman olup, goriintii iizerinde sec¢ilen nokta ya da alandaki 6rnegin
icerigini detayl1 bir sekilde analiz etmektedir. EPMA analizleri Ankara Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Jeoloji Miihendisligi Yer Bilimleri Arastrma Merkezi’nde
(YEBIM) JEOL FE-EPMA JXA-8530F Plus HyperProbe marka elektron
mikroskobu 1ile gergeklestirildi. Elektron prob analizér (SEM-EPMA) nokta
analizleri araciligiyla, elde edilen kalsiyum karbonat kristallerinin yapilar1 analiz
edildi.
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3.3.3 Konfokal RAMAN Spektrofotometresi

Raman sagilmasi kristal halindeki bir yapmin karakterizasyonu icin
kullanilabilir. Raman spektrometrelerinde dalga boyu ayiricilart olarak prizmalar
kullanilir. Prizmadan gegen 1sin demetleri bir fotograf filmi {izerine diisiiriiliir. Bu
teknik ile prensip olarak sulu ¢ozeltiler, tek kristaller ve polimerler incelenir.
Konfokal RAMAN Spektrofotometresi analizleri Ankara Universitesi Miihendislik
Fakiiltesi Jeoloji Miihendisligi Yer Bilimleri Arastrma Merkezi'nde (YEBIM)
Thermo DXR marka cihaz ve 785 nm lazer ile ger¢eklestirildi.

3.3.4 X-Isilar Kirinim

Bir kristalin atomik ve molekiiler yapisinin incelenmesi i¢in kullanilan ve
kristallesmis atomlarin bir X-151n1 demetindeki i1sinlarin kristale 6zgii kirmimi
prensibine dayanan bu yontemle kristaldeki atomlarin kimyasal baglari, kristal
yapidaki diizensizlikler ve bazi bagka bilgilerle birlikte ortalama konumlar: tespit
edilebilir. XRD analizleri i¢in Inel Equinox 1000 difraktometre ve XRF analizleri
icin de Spectro XLAB2000 spektrometre kullanildi. Analizler Ankara Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Jeoloji Miihendisligi Yer Bilimleri Arastrma Merkezi’nde
(YEBIM) yapildu.

3.4 Enzim Analizleri

3.4.1 Ureaz ve karbonik anhidraz aktivitesinin izlenmesi

Bacillus amyloliquefaciens Ul7°nin ireolitik aktivitesi i¢in Christensen
(1946) tarafindan gelistirilen {ire agar besiyeri (EK A) kullanildi. Bakteri ekimi
yapilan plakalar 24-48 saat 37°C’de inkiibe edildi. Besiyerinde turuncudan pembeye
dogru renk degisimi Treolitik aktivitenin varligmi gostermektedir. Bacillus
amyloliquefaciens Ul17’nin karbonik anhidraz enzim aktivitesi ise Ramanan ve
arkadaslar1 tarafindan gelistirilen metotla tespit edildi (Ramanan ve dig. 2009).
Triptik soy agara (Ek A) bakteriler ekildi (24-48 saat 37°C). Kolonilerin
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gozlenmesinin ardindan tizerlerine 10 mM p-nitrofenil asetat (p-NPA, EK B)
cozeltisi spreylendi. p-NPA’nin p-nitrofenol ve asetata ayrismasi ve dolayisiyla
karbonik anhidraz enzim aktivitesinin varligi, seffaf p-NPA’nin sar1 renge donmesi

ile gozlendi.

3.4.2 Analitik Metotlar

Toplam protein miktarmnimn tespit edilmesi amaciyla KMO besiyeri, ¢okelimin
gergeklesmedigi ortamda toplam protein miktarini tespit etmek i¢in 25 mM steril lire
iceren Lauria-Bertani (LB; Ek A) kullanildi. Kiiltiirler ¢alkalamali ortamda (48 saat
37°C) inkiibe edildikten sonra santrifiij (6000 rpm, 20 dk) ile ¢okeltildi ve peletler 2
mL liziz tamponu (EK B) icinde sonike edildi (120 saniye-5 tekrar). Pelet
icerigindeki tiim bakteri hiicrelerinin tirettigi ham enzim karigimi ependorf igerisinde

-80°C’de analizler i¢in saklandi.

3.4.2.1 Toplam Protein Miktarinin Belirlenmesi

Enzim ekstraktinin toplam protein konsantrasyonu Lowry metodu ile tespit
edildi (Lowry ve dig. 1951). Sigir Serum Albiimini (BSA) standart protein olarak
kullanildi. Bu metotta alkali ortamda bakir iyonu (Cu™ ) proteinlerdeki peptid
baglar1 ile bir kompleks olusturur ve Cue indirgenir. Indirgenmis bakir ve
proteinlerin yan zincirinde yer alan tirozin, triptofan ve sistein aminoasitleri Folin-
Ciocalteu fenol reaktifini indirgeyerek renk olusumuna neden olur. Olusan rengin
siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve 660 nm’despektrofotometrik

olarak ol¢iiliir.

Bu ¢aligmada 2,5 kat yarilanmis Lowry metodu (25 kat orijinal seyreltme
faktort, 1, 2 ve 4 kat tiip i¢i seyreltme) uygulandi. BSA’ nin kalibrasyon aralig1 0,02-
0,20 mg/L olarak belirlendi. 0.2 ml protein 6rneklerine 1 ml bazik bakir (EK B) ilave
edilerek 10 dk oda sicakliginda bekletildi. Ardindan 0.1 ml Lowry reaktifi (EK B2)
eklenerek 10 dk 50°C’de inkiibe edildi. Toplam protein miktar1 660 nm’de
spektrofotometrede Olciilerek BSA standart kalibrasyon egrisi (EK C) yardim ile
hesaplanda.
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3.4.2.2 Ureaz Enzim Aktivitesi

Ureaz enzim aktivitesi Weatherburn metodu modifiye edilerek hesaplandi
(Weatherburn 1967). Bu metotta, iireaz ile pargalanma sonunda olusan amonyum
miktar1 hesaplandi. Buna gore, 1/5 seyreltilmis 100 pul ham enzim, 500 pl reaksiyon
tamponu (50 mM iire iceren 100 mM potasyum fosfat tamponu, pH 8.0) ile
karstirilarak 37°C’de 30 dk siire ile inkiibe edildi. Bu karigimin 50 pl’si, 500 pl
fenol-nitroptirissid ve 500 pl alkali sodyum hipokloriir ile karistirilarak renk
degisiminin gerceklesmesi icin 30 dk oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda
ornekler 630 nm’de spektrofotometrede okundu. Kalibrasyon egrisi 5-50 mM

araliginda amonyum siilfat ile hazirland1 (EK C).

3.4.2.3 Karbonik Anhidraz Enzim AKktivitesi

Karbonik anhidraz aktivitesi, Armstrong ve arkadagslar1 tarafindan gelistirilen
metoduna gore belirlendi (Armstrong ve dig. 1966). 1/5 seyreltilmis 100 ul ham
enzim, 900 pl 100 mM fosfat tampon (pH:7.2) ve 100 pul 3 mM p-nitrofenil asetat ile
karistirildi. Renk degisimi en az 5 dk siire takip edildi ve 412 nm’de
spektrofotometrede okundu. Karbonik anhidraz enzim aktivitesinin hesaplanmasi

icin 5-100 mM araliginda p-nitrofenol standart kalibrasyon egrisi kullanildi (EK C).

3.4.2.4 Ureaz Protein Seviyesinin Belirlenmesi

Ureaz protein seviyesi, SDS-PAGE ve western blot ile Aring ve dig. (2007)
tarafindan gelistirilen metoda gore belirlendi. 75 pg sonike bakteriyel protein,
kesintili tampon sistemi ile %8 poliakrilamid jel elektroforezinde ayristirildi (10 mA,
100 V). Elektroforez jel icerigi asagidaki sekildedir.
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Jel icerigi

-Aywrma Jeli (%8.5, Toplam Hacim 10 -Yigma Jeli (%4, Toplam Hacim 5 ml)
ml)

dH,O (4.5 ml) dH,O (2.5 ml)

Akrilamid jel ¢cozeltisi (2.85 ml) Akrilamid jel ¢ozeltisi (750 ul)
Ayristirma tamponu (1.5 M Tris-HCl, pH  Ayristirma tamponu (0.5 M Tris-HCI, pH
8.8 2.5 ml) 6.8 1.25 ml)

%10 Sodyum Dodesil Siilfat (150 pl) %10 Sodyum Dodesil Siilfat (100 pl)

Amonyum persiilfat (%0.1 w/v, 50 ul) Amonyum persiilfat (%0.1 w/v, 20 ul)

Tetrametiletilendiamin (6.5 pl) Tetrametiletilendiamin (5 pl)

Jelde ayristirilan proteinler pH 8.3 metanolli sogutulmus (4°C) Tris-Glisin
tamponu igeren trans-blotelektroforetik hiicre sistemi (Bio-Rad) araciligiyla,
nitroseliiloz membrana transfer edildi (350 mA, 45 V, 120 dk). Nitroseliiloz
membrana gegen proteinler immiinokimyasal olarak boyandi. Bunun i¢in, membran
Tris-buffered salin (TBST, EK B) ile 1/1000 seyreltilerek hazirlanan primer
antikorda (Abcam anti-Helicobacter pylori urease B- ab127916) 1 gece (4°C’de)
bekletildi. Siire sonunda Tris Buffer Saline Tween 20 (TBST) ¢ozeltisinde 3 kez
yikandi. Daha sonra konjiige alkalin fosfataz goat-anti rabbit 1gG (TBST ile 1/5000
seyreltilmis) sekonder antikorda 1 saat siire (4°C’de) bekletildi. Iki antikor arasinda
ve Alkalin fosfataz (ALP) aktivitesinin belirlenmesinden 6nce 3’er defa 15 dk

boyunca TBST ile yikama iglemi yapildi.

Ey ve Ashman (1986) tarafindan tanimlanan metot ile ALP gerceklestirildi.
ALP c¢ozeltisi (EK B), karanlik ortamda nitroseliiloz membran iizerine tatbik edildi.
Protein bantlar1 belirgin hale geldikten sonra kagit membranin iizerindeki ¢ozelti
dokiildii ve membran kurumaya birakildi. Membranda gdzlenen protein bantlari

Scion Image Version Beta 4.0.2 yazilimi ile analiz edildi.
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3.5 Beton Cahsmalari ve Analizleri

3.5.1 Bakteriyel Kalsiyum Karbonatin Beton Dayanimina Etkisinin

Belirlenmesi

Calismamizin bu asamasinda Bacillus amyloliquefaciens Ul17 ve pozitif
kontrol i¢in Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 susunun taze betonda basing
dayanimi ve kilcal su emme iizerine etkisi arastirildi. Beton numuneleri, Ak¢a Beton
A.S. Hacieyiiplii (Denizli) beton santralinde TS EN 206 ve TS EN 12350-1

standartlarina uygun olarak hazirlandi.

Basing dayanimi ve kilcal su emme testleri, T.C. Cevre ve Sehircilik
Bakanligi Merkez Yap: Denetim Komisyonu Bagkanligi 02.06.2017 tarih ve 576
sayili izni ile akredite edilmis FEBLAB Yap1 Test ve Kalibrasyon Laboratuvarlari
San. ve Tic. Ltd. Sti. Laboratuvarlarinda TS EN 12350-1, TS EN 12390-2 ve TS EN

12390-3 standartlar1 uyarinca hizmet alimi ile gerceklestirildi.

Calisma Oncesinde bakteriler KMO besiyerinde optimum sartlarda gelistirildi.
U17 (5 giinliik) ve ATCC 6453 (7 giinliik) kiiltiirii, 200 kg/m’ taze beton igerisine
karstirildi (Sekil 3.1-3.4). Sahit numune olarak su ile hazirlanan taze beton igerigi

Tablo 3.2°de goriilmektedir.

Bakteri_kiiltiiriiniin_hazirlanmasi: Bacillus amyloliquefaciens U17 susu, 25
mM Ure, 25 mM Kalsiyum Kloriir, 25 mM Sodyum Bikarbonat ve 3g/L Nutrient
Broth igeren 500 mL KMO besiyerine %10 oraninda inokiile edildi ve 37°C’de 5 giin
inkiibe edildi. Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 susu ise, 333 mM Ure, 25 mM

Kalsiyum Kloriir, 25 mM Sodyum Bikarbonat ve 3 g/L. Nutrient Broth iceren 500 ml
KMO besiyerine %10 oraninda inokiile edildi ve 30°C’de 7 giin inkiibe edildi.
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Tablo 3.2: Katkisiz C8 Taze Beton Karisimi icerigi (1000 L; 2331 kg/m’ igin regete)

Kuru
Ham madde Ozellikleri Igézl’f;::( Hacim (It) | Miktar(kg/m®)
(kg/m’)

1 Cimento Denizli Cimento CEM 1 3,1 64,52 200
42,5R

2 Su* Su 1 200,00 200

3 Mineral Katki1 Soma Tip II 2,1 0,00 0

4 Kimyasal Katki | - 1,1 0,00 0

5 | Hava igerigi - - 17 -

Kuru
Ham madde Ozellikleri Igézl’f;::( Aﬁig)‘k ?ﬁ;‘;}*},‘;
(kg/m’)

6 | 0-3 mm agrega | Serinhisar Kirma 2,68 408,96 1096
(Kiregtasi)

7 | 0-4 mm agrega | Serinhisar Kirma 2,68 0 0
(Kiregtasi)

8 4-12,5 mm Serinhisar Kirma 2,68 122,68 330

agrega (Kiregtasi)
9 11,2-22,4 mm Serinhisar Kirma 2,7 187,04 505
agrega (Kiregtasi)
Taze Beton Birim Ozellikleri 1000,2 1t 2331 kg/m’

*Su yalnizca sahit beton numunelerine eklendi. Deney gruplarinda ayni Olgekte

bakteri kiiltiirleri kullanildi.

Sekil 3.1: Taze betona eklenmek i¢in hazirlanan bakteri kiiltiirleri
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Sekil 3. 2: Receteye gore bakteri kiiltiirii eklenen taze beton karisiminin fiziksel 6zelliklerinin

kontroli

Sekil 3.3: TS EN 206’ya uygun hazirlanan karigimlarm TS EN 12350-1 standardina uygun olarak

kaliplara dokiilmesi
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Sekil 3.4: 1 giin siire ile kalipta bekletilen ve kuruduktan sonra kiil havuzuna yerlestirilecek olan

numuneler

3.5.1.1 Beton Numunelerinin Mineralojik Analizi

Ince kesit haline getirilerek hazirlanan beton numuneleri mineralojik yonden
CRS, EPMA ve FESEM ile incelendi. CRS analizi 780 nm lazerli Thermo DXR
marka cihaz ve EPMA analizi JEOL FE-EPMA JXA-8530 FPlusHyperProbe marka
elektron mikroskobu ile yapildi. Orneklerin EPMA ve CRS analizleri, Ankara
Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Jeoloji Miihendisligi Yer Bilimleri Arastirma
Merkezi (YEBIM)’nde ve FESEM analizi ise Pamukkale Universitesi ileri Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde (ILTAM) Zeiss Supra 40 VP marka cihaz ile
yapild1

3.5.1.2 Beton Numunelerinin Analizi

Beton numunelerinin basing dayanimi analizleri FEBLAB Yapt Test ve
Kalibrasyon Laboratuvarlarinda UTest UTC 4730 cihazi ile yapildi (Sekil 3.5).
Kilcal su emme analizleri ise yine ayni laboratuvar personelleri tarafindan ilgili
standartlar dogrultusunda 28. Giin sonundaki agirlik degisiminin Olgiilmesi ile

hesaplandi.
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Sekil 3.5: Basing Dayanimi Testi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Yerel izolatin Teshis ve Tanimlanmasi

Calismamizda kullanilan Bacillus sp. Ul7 susunun tiir tayini Gazi
Universitesi Yasam Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkezi tarafindan yapilarak
Bacillus amyloliquefaciens (%100) olarak kaydedildi. Ayrica bakteri susumuz NCBI
(GenBank ulasim numarasi: MK878414) ’ya kaydedildi. Refik Saydam Ulusal
Kiiltiir Koleksiyonlar1 (Kod numarasi, RSKK 19001, RSKK, Ankara, Tiirkiye)
merkezinde stoklanan (Tepe ve dig. 2019) susumuzun sekans analizi asagida

verilmistir.

CGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGA
TTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAG
AACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCC
ATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCC
CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCT
GGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGA
CACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTC
CTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCT
TCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAG
TTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGC
ACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTAC
AGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCAC
CGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAA
TGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGC
GAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCG
GCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGC
CCTATTTGAACGGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAAC
CTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTC
CCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGA
TCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAA
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CTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATG
TCTGAACCATGCGGTTCAGACAACCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTT
ATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACA
TCAGGGAGCAAGCTCCCA

Sekil 4.1: Bacillus amyloliquefaciens U17 nin 16S rDNA baz dizilimi

4.2  Kalsiyum Karbonat Cokelimini Etkileyen Faktorler

Bakteriyel kalsiyum karbonat ¢Okeliminin bakteri tiirli, bakteriyel hiicre
konsantrasyonu, pH, sicaklik, iire ve ¢oziinmiis Ca™ konsantrasyonu gibi ¢ok cesitli
parametrelerden etkilendigi bilinir (Mortensen ve dig. 2011; Ng ve dig. 2012; Al-
Qabany ve dig. 2012). Bacillus amyloliquefaciens Ul7 susumuzun iireaz enzim
aktivitesi ve kalsiyum karbonat {iretim yeteneginin tespit edilerek yerel izolatimizin
bu alanda kullanim potansiyelinin ortaya c¢ikarilmasi amaglandi. Calismanm ilk
asamasinda Bacillus amyloliquefaciens Ul7’nin CaCO; ¢okelim sartlarmin
belirlenmesi amaciyla pH, ilire konsantrasyonu (mM), sicaklik (°C), inkiibasyon
siiresi (giin), hiicre inokulasyon orani (%), ajitasyon (rpm) ve organik kalsiyum

kaynaklarmin etkisi inkiibasyon siiresine bagli olarak arastirilda.

4.2.1 Bakteri Tiiriiniin Etkisi ve Yerel izolatin Onemi

Diinyada bizimle birlikte yasayan ve izole edilmemis ya da tanimlanmamis
milyarlarca cesitlilikte mikroorganizma tiirii oldugu diisiiniilir. Her organizmanin
bulundugu ortamdaki hem canli-canli hem de canli-cevre etkilesimi essiz
miilkemmellikte olup, bir diizen cercevesinde gorev ve sorumluklarini yerine
getirirler. Bu nedenle yeni tiirlerin veya izolatlarin teshisi ve tanimlanmasinin 6nemi
tarif edilemeyecek degerdedir. Mikroorganizma araciligiyla verimli kalsiyum
karbonat ¢okelimi i¢in iireaz enzim aktivitesi yiiksek olan yeni bakteri tiirlerinin ya
da izolatlarin se¢ilmesi bu tiir ¢alismalarin da temelini olusturur. Dolayistyla birgok
arastirmact Ureolitik mikroorganizmalar1 ¢esitli kaynaklardan izole eder ve yerel
izolatlarin kalsiyum karbonat ¢okelim kapasitelerini ve mineral tiplerini arastirirlar.

Farkli mikroorganizma tiirleri arastirilmakla birlikte Bacillus cinsine ait tiirler,
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kalsiyum karbonat ¢okeliminde en yaygin kullanilan bakterilerdir. Ornegin,
Sporosarcina pasteurii, agir metallerin giderimi, kirlenme, beton 1slah1 ve topragin
tyilestirilmesi i¢in siklikla kullanilan bir bakteri tliriidiir (Li ve dig. 2013; Phillips ve
dig. 2013, Whiffin ve dig. 2007). Benzer sekilde beton sertliginin ve ingaat
malzemelerinin dayanikliliginin arttirilmasma yonelik Bacillus megaterium ile

yapilmis deneysel ¢alismalar mevcuttur (Dhami ve dig. 2013; Soon ve dig. 2013).

Bizim de caligma bakteri tiirlimiiz olan Bacillus amyloliquefaciens’in kalsiyum
karbonat ¢okelim 6zelligi Lee ve arkadaslar1 tarafindan 2003 yilinda rapor ilk kez
rapor edildi. Calismada, mezofilik ve alkalifilik bir tiir olan B. amyloliquefaciens’in
optimal kalsit ¢cokelimini pH 8, sicaklik 30°C, ve % 0,4 maya ekstrakt, %0,5 glukoz
ve %I1,5 kalsiyum asetat iceren B4 besi ortaminda gerceklestirdigi ve SEM
mikrograflarina gore de, bakteri tarafindan iiretilen kalsit kristallerinin tipik
rombohedral polikristalin yapida oldugu tespit edildi (Lee ve dig. 2003). Yerel
izolatlar lizerine yapilan bir diger calismada ise Malezya Sarawak’taki limestone
magaralarindan yiiksek {ireaz aktivitesine sahip bakteri suslar1 izole edilerek
izolatlarm kalsiyum karbonat ¢okelimi ile ilgili sartlar optimize edildi (Omeregie ve
dig. 2017). Diger bir calismada ise Hindistan'in kirecli topraklarindan iireaz pozitif
Bacillus cinsine ait ¢cok sayida tiir (B. megaterium, B. thuringiensis, B. cereus, B.
Subtilis ve L. fusiformis) izole edilerek kayit altina alindi (Dhami ve dig. 2013).
Benzer sekilde Hindistan’da lale bitkisinin bulundugu topraklarm rizosfer
bolgelerinden ve alkali topraklardan izole edilen bakterilerin kalsiyum karbonat
cokelimleri incelenerek XRD ve EDX analizleri ile kalsit minerallerinin varlhigi
dogrulandi (Chahal ve dig. 2012). Termotolerant B. licheniformis S-86’nin kalsiyum
karbonat ¢okelimi ve mineral tipi Arjantin’den bildirilirken (Tourney ve Ngwenya
2009), Cin'deki maden ocaklar1 topragindan (Achal ve Pan 2014) ve Tsinghwa
Universitesi kres bahgesi topraklarindan kalsiyum karbonat ¢okelimi yapabilen
Spororsarcina suslari izole edilerek literatiire kazandirildi (L1 ve dig. 2013). Benzer
sekilde Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23350 Iran’m riizgar erozyonundan
etkilenen bolgelerinden alinan kum Ornekleri ile laboratuar Olgekli riizgar
tiinellerinde gergeklestirilen toz tutma calismalarinda bakteri uygulanan toprak
zeminin stabilize oldugu, riizgar erozyonu kaybmin kontrol orneklerine (2,7575

g/em’ ve 2,9375 g/em?) kiyasla bakterili drneklerde (0,0250 g/cm’ ve 0,6825 g/cm?)
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belirgin 6lgiide azaldig1 gosterildi ve SEM analizlerinde bakteriyel kalsit kristalleri
tespit edildi (Mohebbi ve dig. 2019).

Yukarida verilen bu bilgiler 1s181nda, yerel suslarimizin da enzim aktiviteleri ve
kalsiyum karbonat ¢okelim yeteneklerinin tespit edilerek bakterilerimizin bu alanda
kullanim potansiyellerinin ortaya dokiilmesi ve ilerde disa bagimliligin azaltilmasi
acisindan 6nemli olacaktir. Bu amagla kalsiyumca zengin topraklardan (Israfil deresi,
Denizli) izole edilen iireaz aktivitesine sahip yerel bir bakteri susunun (Bacillus

amiloliquefaciens U17) kalsiyum karbonat ¢okelimi arastirilmistir.

[k olarak izolatimizin (Bacillus amyloliquefaciens U17) iireolitik aktivitesinin
varligin1 dogrulamak i¢in Christensen (1946) tarafindan gelistirilen iire agar besiyeri
kullanildi. Bakteri ekimi yapilan plakalar 24-48 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Besiyerinde turuncudan pembeye dogru renk degisimi tireolitik aktivitenin varligini
gosterdi (Sekil 4.2). Bacillus amyloliquefaciens Ul17’nin karbonik anhidraz enzim
aktivitesinin tespiti ise Ramanan ve dig. (2009) tarafindan gelistirilen metotla
gergeklestirildi. Triptik soy agara bakteriler ekildi (24-48 saat, 37°C). Kolonilerin
gbzlenmesinin ardindan tizerlerine 10 mM p-nitrofenil asetat ¢ozeltisi spreylendi. p-
NPA’nm p-nitrofenol ve asetata ayrismasi ve dolayisiyla karbonik anhidraz enzim

aktivitesinin varhigi, seffaf p-NPA’nin sar1 renge donmesi ile gdzlendi (Sekil 4.3).

Sekil 4.2: Bacillus amyloliquefaciens U17 Ureaz Testi. U17 ekilen petri (solda). Ure agar besiyeri
(sagda)
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Sekil 4.3: Bacillus amyloliquefaciens U17 Karbonik Anhidraz Testi. U17 ekilen petri (solda). Triptik
soy agar (sagda)

4.2.2 pH’nin etkisi

Ureolitik aktivite ve kalsiyum karbonat ¢okeliminin ortam pH’1 ile dogrudan
iligkili oldugu ve her susun kendine 6zgii bir optimal pH degerinin oldugu bilinir
(Omoregie ve dig. 2017) ancak bu degerin yaklasik 8.0 oldugunu ifade eden
arastirmacilara ragmen (Stocks-Fischer ve dig. 1999; Gorospe ve dig. 2013), pH: 6.0-
11.00 araliginda bakteriyel kalsiyum karbonat c¢okelimini gdsteren c¢alismalar
mevcuttur (Stocks-Fischer ve dig. 1999; Ferris ve dig. 2003; Lee ve dig. 2003;
Dupraz ve dig. 2009; Dhami ve dig. 2013; Vahabi ve dig. 2015; Stabnikov ve dig.
2013). Bu nedenle kalsiyum karbonat ¢okeliminde kullanilacak olan herhangi bir

izolat, bakteri tiirii ya da susu i¢in pH araliginin optimize edilmesi gerekir.

Calismamizda KMO besiyeri baslangic pH’nin bakteriyel kalsiyum karbonat
¢okelimine etkisini belirlemede pH: 6.0-10.0 araligi test edildi. Genel olarak,
inkiibasyon siiresince bakterinin minimum ve maksimum kalsiyum karbonat ¢okelim
miktar1 pH:6’da 1517-1675 mg/L, pH: 6.5’de 1535-1954 mg/L, pH: 7°de 1358-1577
mg/L, pH:7.5’de 648-1161 mg/L, pH: 8’de 509-1149, pH: 9°da 85-774 mg/L ve pH:
10°da 40-321 mg/L olarak gozlemlendi. En yiiksek kalsiyum karbonat miktar1 pH:
6.50’de 5. giinde (1954+63,5 mg/L) gozlemlenirken, ilk pH’ nin 6.0 oldugu ortamda
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sonuglar oldukca yakin olarak kaydedildi. 5. giinden itibaren baslangic pH’min
7.50’y1 ast1g1 durumlarda kalsiyum karbonat miktarinda keskin bir azalma gézlendi.
Izolatimizin, pH: 6-10 gibi oldukga genis bir aralikta 14 giin boyunca (pH: 10.0
hari¢) dikkate deger oranda cokelim yaptigr tespit edildi. Kalsiyum karbonat
cokelimi i¢cin optimum baslangic pH’s1 6.5 olup, bu pH’da maksimum 1954 mg/L
CaCO; tiretilirken, en diisiik ¢okelim alkali pH’da (pH: 9.0 ve pH:10.0) ger¢eklesti.
pH: 8.0°den sonra CaCO; miktarindaki azalma ve pH: 10.0’da inkiibasyonun 14.
gilinlinde CaCO; ¢okelmesinin olmamasi, bakterinin enzimatik aktivitesinin yiiksek
pH’da azaldigin1 ve alkali ortamda ¢Okelim yapamadigini diisiindiirmiistiir (Tablo

4.1).

Bacillus amyloliquefaciens CMBO1 ile yapilan bir ¢alismada en yiiksek
cokelim oranina pH 8.0 ve pH 9.0°da ulasildig1 (sirasiyla 5,83 ve 4,16 mg CaCO;
/ODg0o), bu oranin pH 7.0 ve pH 10°da 2,42 ve 2,24 mg CaCOj; /ODggo, oldugu
bildirildi (Lee ve dig. 2003). Bacillus subtilis 168 ve Bacillus subtilis FBCS ile
gerceklestirilen bir calismada, pH:7.1 ve pH: 8.8 aralifinda modifiye edilen B4
besiyerinde tiim pH degerlerinde ve 30 giinliik inkiibasyon siiresi boyunca CaCO;
mineral olusumu gézlemlendi ve en yiiksek ¢cokelimin pH: 8’de gerceklestigi tespit
edildi (Marvasi ve dig. 2010). iran Damavand Bélgesi’nde yer alan {i¢ magaradan
izole edilen Bacillus sp. CT, Bacillus sp. LS1, Bacillus sp. CE1 ve Bacillus sp. CDI
suslar1 pH: 7.00, pH: 9.00 ve pH: 11.00 baslangic pH’sinda modifiye edilmis B4
besiyerinde 30°C’de 60 saat siire ile inkiibe edildi ve tiim suslarda pH: 7.00 ve
pH:9.00’da ortalama 10. saatten itibaren OD (600nm)’de artis gozlemlendi.
Baglangic pH’1 7.00 olan besiyerindeki OD artis1 tiim suslarda pH’1 9.00 olan
besiyerindeki artigin yaklagik 2 kati olarak tespit edilirken, pH’1 11.00 olan
besiyerlerinde tiim suslarda OD degisimi inkiibasyon siiresinde olduke¢a diisiik olarak
kaydedildi (Vahabi ve dig. 2015). Bacillus pasteurii ATCC 6453 ile ger¢eklestirilen
bir ¢alismada ise kalsiyum karbonat ¢okelimi i¢in ortam pH’ i 8.3 ve iizeri olmasi
gerektigi, ancak pH: 9.00’dan itibaren ¢okelimin hizla azalma trendine girdigi ifade
edildi (Stocks-Fischer ve dig. 1999). Bizim ¢alismamizda da baslangi¢ pH’larindan
bagimsiz olarak ortam pH’1 ilk giinden itibaren 8.0’1n iizerinde seyrederken, pH
degerinin 9.0’1 asmasiyla birlikte c¢okelim miktarinda keskin bir diisiis goriildii

(Tablo 4.1). Bu sonuglar arastirmacilarin bulgulari ile benzerlik arz etmektedir.
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Tablo 4.1. Bacillus amyloliquefaciens Ul7’nin kalsiyum karbonat ¢okelimine baslangi¢ pH’sinin
etkisi (CaCO; mg/L; 333 mM Ure, 25 mM CaCl,, 25 mM NaHCO;, t=37°C).

Kalsiyum Karbonat Miktar: (mg/L)

Basll)zﬁlglg 1. giin 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
6.0 16751190 | 1950+28,0 1644+67,0 1596+12,5 1517+8,5
6.5 1733+34,5 1954+63,5 1649+33.0 1535+25,5 1677+10,5
7.0 1473+22.5 1549+29.0 1577+9,0 1358+213,0 1550+2,5
7.5 1161+5,0 681+42,0 648+16,0 686+41,5 745+9.5
8.0 1149+23,0 625+61,0 611£5,5 524+14,0 509+0,0
9.0 774429,5 162+6,0 13549.0 11149.0 85+9,0
10.0 321+13,0 65+4,5 40+2,0 62+10,5 -

Son pH

Basll)zﬁlglg 1. giin 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
6.0 8,30+0,02 8,56+0,05 8,65+0,01 8,30+0,06 8,24+0,10
6.5 8,66+0,01 8,56+0,09 8,75+0,05 8,58+0,04 8,62+0,01
7.0 8,65+0,02 8,60+0,04 8,68+0,07 8,54+0,01 8,59+0,00
7.5 8,64+0,02 8,34+0,05 8,56+0,01 8,57+0,05 8,44+0,03
8.0 8,61+0,01 8,51+0,04 8,55+0,03 8,58+0,08 8,64+0,00
9.0 8,20+0,01 9,16+0,02 9,16+0,03 9,16+0,01 9,22+0,04
10.0 8,43+0,02 9,28+0,02 9,35+0,01 9,37+0,01 -

4.2.3 Sicaklik Etkisi:

Bakteriyel kalsiyum karbonat ¢dkeliminin enzimatik bir aktivite sonucu
meydana gelmesi sebebiyle sicakligin da pH gibi énemli bir faktor oldugu bilinir.
Urenin katalizinin tiire 6zgii enzimatik bir aktivite sonucu meydana gelmesi
kalsiyum karbonat ¢dkelimi ¢aligmalarinda optimal sicakligin tespit edilmesinin
onemini ve gerekliligini ortaya koyar. Birgok arastirmaci ¢alismalarinda sicakligin
iireaz aktivitesi lizerine etkisini arastirarak tire katalizinin tiire 6zgli optimal sicaklik
araligmi (Ferris ve dig. 2003; Mitchell ve Ferris 2005; Okdawha ve Li 2010; De
Muynck ve dig. 2013; Yu ve dig. 2019) ve sicakligin mineralize edilen kalsiyum
karbonat miktar1 ve kristal yapis1 tizerinde de dogrudan etkili oldugunu bildirmistir

(Zamarreno ve dig. 2009; Kim ve dig. 2018).

Literatiir bilgilerinin 1s181mnda yerel izolatimiz Bacillus amyloliquefaciens

Ul17’nin kalsiyum karbonat ¢dkeliminin optimal sicaklik degerinin tespit edilmesi
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amaciyla, baslangic pH’sma gore modifiye edilen kalsiyum mineralizasyon
ortaminda 20, 25, 30, 37 ve 42°C’de calisildi. Bacillus amyloliquefaciens U17 nin en
1yl kalsiyum karbonat ¢okelimini 5. giin ve 37°C’de gerceklestirdigi gozlemlendi
(Tablo 4.2). Bu sonuclara en yakin sicakliklar 20 ve 25°C olarak bulunurken, bu
sonuglar dogal olarak toprakta bulunan Ul7’nin dig ortam kosullarinda iireme
basarisin1 gostermesi acisindan Onemlidir. Nitekim Malezya’da yerel Bacillus
megaterium ile gergeklestirilen bir ¢alismada arastirmacilar, toprak bakterilerinin
toprak sicakligina kars1 daha az hassas oldugunu, ancak 30°C ve iizeri sicakliklara da
iireaz enzim aktivitesi i¢in bakterinin ihtiya¢ duydugunu bildirmislerdir (Ng ve dig.

2012).

Tablo 4.2°de goriildiigli gibi, Bacillus amyloliquefaciens U17 susu, 20°C’de
1668-1880 mg/L, 25°C’de 1734,5-1887 mg/L, 30°C’de 1391-1846 mg/L, 37°C’de
1535,5-1954 mg/L ve 42°C’de 1202-1832 mg/L oranlarinda CaCOj; firetti. Ul7
izolatinin 20 ve 25°C’de mineral ¢okelimi yapabilmesi ve bu sicakliklardaki mineral
miktarmin 30 ve 37°C’deki mineral miktari ile yarismast dikkat ¢ekicidir. Bilindigi
lizere, bakterinin izole edildigi Israfil deresinin bulundugu bdlge genel olarak serin
ve kalsiyumca zengin dere yatagidir. Dolayisiyla 20°C ve 25°C gibi diisiik
sicakliklarda bakteri tarafindan tiretilen CaCOs; miktarmin yiiksek olmasi, bakterinin

izole edildigi yer olan Israfil deresinin kalsiyumca zengin toprak yapistyla iliskilidir.

Ayrica, bakterimizin diisiik gelisim sicakliklarinda da kalsiyum karbonat
cokelim yetenegi acisindan iyi bir potansiyele sahip olmasi nedeniyle, ilerde daha
detayli optimizasyon c¢alismalar1 yapilarak soguk bolgelerde Ornegin kumlu
zeminlerin dayanimmin arttirilmasi gibi yerinde islah ¢aligmalarinda bu bakterinin
kullanim potansiyelinin arastirilmasi yeni bir ¢alisma konusunu da olusturmustur.
Nitekim laboratuvarimizda yapilan bir yiiksek lisans tez calismasinda yine Israfil
deresinden izole edilen yerel bir susun (Bacillus aerius U2) 20°C’de yiliksek miktarda

kalsiyum karbonat {iretimi rapor edilmistir (Sensoy ve dig. 2017).
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Tablo 4.2: Bacillus amyloliquefaciens Ul7’nin kalsiyum karbonat ¢okelimine asicakligin etkisi

(mg/L) (333 mM Ure, 25 mM CaCl,, 25 mM NaHCOs, pH: 6.5).

Kalsiyum Karbonat Miktart (mg/L)

°C 1. giin 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin

20 1808+52,0 1880+£116,0 1809+36,0 1668+97,0 1776+28,0
25 1786+18,0 1808+144,0 1887,5+4,0 1734,5+24,0 1871+33,0
30 1846+18,0 1391+79,0 1620+47,0 1535+70,0 1708,5+0,0
37 1733+£34,5 1954+63,5 1649+33,0 1535,5+25,5 1677+10,5
42 1773+£57,0 1202+130,0 1589,5+82,0 1658+85,0 1832+44,0

Son pH

°C 1. giin 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin

20 7,88+0,01 8,05+0,02 8,22+0,20 8,88+0,01 8,2340,40
25 7,88+0,01 8,95+0,01 8,76+0,06 9,06+0,02 8,87+0,04
30 7,84+0,02 9,11+£0,01 9,02+0,06 9,03+0,02 9,17+0,04
37 8,65+0,01 8,53+0,11 8,75+0,01 8,57+0,04 8,62+0,01
42 7,80+0,01 9,21+0,01 9,02+0,04 9,06+0,11 9,07+0,02

Ureaz hidrolizi i¢in optimal sicaklik, tiire 6zgiidiir ve 20-37°C arasinda
degisir (Ferris ve dig. 2004; Okwadha ve Li2010; Mitchell ve Ferris 2005; Omoregei
ve dig. 2017, Sensoy ve dig. 2017). Bacillus sphaericus, Sporosarcina ureae
DSM317, Sporosarcina psychrophilia ve Sporosarcina pasteurii, farkli sicakliklarda
(10°C, 20°C, 28°C ve 37°C) gelistirildi ve en yiiksek kalsiyum karbonat miktara
Bacillus sphaericus ve Sporosarcina psychrophilia ile 10°C’de, Sporosarcina ureae
DSM317 ile 20°C’de ve Sporosarcina pasteurii ile 37°C’de ulasild1 (De Muynck ve
dig. 2013). Sporosarcina pasteurii ile yapilan bir diger biyo¢imentolama
calismasinda kalsiyum karbonat ¢okelimi i¢in optimum sicaklik genis bir aralikta
arastirildi (5, 10, 20, 30, 35, 40, 45 ve 50°C) ve bakterinin en yiiksek ¢cokelim yaptigi
sicaklik 40°C olarak tespit edildi (Yu ve dig. 2019). Bacillus amyloliquefaciens
CMBOI1 susu ile ti¢ farkli sicaklikta kalsiyum karbonat ¢okeliminin arastirildigi bir
calismada ise 30°C’deki CaCOs miktarinin (6,4 mg/mL) 25 ve 37°C’dekinden daha

fazla oldugu (5,4 mg/mLve 5,9 mg/mL) bildirildi (Lee ve dig. 2003).

Bilindigi gibi mikroorganizmalarin gelisme ortam sicakligi, hem
mikroorganizmalarda morfolojik degisikliklere sebep olur hem de onlarmn enzim
salgilamas1 ve enzim stabilitesini etkiler. Ozellikle iireolitik bakterilerde dnemli olan
iireaz ve karbonik anhidraz aktivitesi tizerindeki etkisinden dolay: sicaklik, kontrol

edilmesi gereken kritik bir faktordiir. Clinkii iireaz enzim iiretimi bir organizmadan
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digerine degiskenlik gosterecektir. Sonug olarak, elde ettigimiz verilerimizle literatiir
bilgileri kiyaslandiginda, bakteri tiirlerindeki sicaklik derecelerindeki bu ¢esitlilik,
kalsiyum karbonat ¢okeliminde sicakligin tiire 6zgii oldugunu ve Ozellikle yerel
izolatlar basta olmak iizere her sus i¢cin optimizasyonun mutlaka yapilmasi

gerektigini de dogrular niteliktedir.

4.2.4 Urenin EtKisi

Dogada mikroorganizmalar tarafindan azot ve enerji kaynagi olarak
kullanilan iire, organizmalar tarafindan hidroliz edildiginde ortam pH’sinin artisina
sebep olmasi (Mobley ve Hausinger 1989; Fujita ve dig. 2008) ve yiiksek iyon
baglama kapasitesine sahip negatif ylizey alan yogunlugunu arttirarak kalsiyum
karbonat ¢okelimini olumlu yonde etkilemesi (Ma ve dig. 2020) nedeniyle oldukca
onemlidir. Ortam pH’smin artisinin, amonyak iiretimini tesvik ettigi ve bu sayede
mikro ¢evredeki fazla kalsiyumun CaCO; olarak ¢okelmesine neden oldugu bilinir
(Harkes ve dig. 2010). Bu nedenle mikroorganizmanin gereksinim duydugu {ire
konsantrasyonun bilinmesi 6nemlidir ve birgok arastirmaci tarafindan kalsiyum
karbonat ¢Okelimi i¢in en uygun baslangic ilire konsantrasyonu arastiriir (De
Muynck ve dig. 2010; Okwadha ve Li 2010; Ducassa-Lapeyrusse ve dig. 2017). Baz1
arastirmacilar ise, bakterilerce hidrolize edilerek karbonat iyonlarmin olusmasi ve
cokelime firsat tamimasit gibi 1yi1 Ozelliklerinin yani siwra amonyum iyonlari
olusturarak ortam pH’m1 ylikseltmesi ve toksik amonyum olusumu sebebiyle iire
konsantrasyonunun c¢ok dikkatli ayarlanmasi gerektigini vurgular (Jauberthie ve
Rendell 2003; Harkes ve dig. 2010; Ducassa-Lapeyrusse ve dig. 2017; Chaparro-
Acufia ve dig. 2018). Urenin bakteriyel protein iiretiminde azot kaynagi olmasi
sebebiyle iy1 bir yapi tasi teskil ettigi bilinse de (Hamzah ve dig. 2013), yiiksek iire
konsantrasyonunun bakteri biyokiitlesinde azalmaya sebep olmasi da miimkiindiir
(Cheng ve Cord-Rowish 2013). Calismamizda, tiim bu sebeplerle ve bakteriyel
kalsiyum karbonat ¢okeliminde tiire 0zgii etkiye sahip olmasi nedeniyle yerel
izolatimizin en 1y1 ¢okelim yaptig1 baslangi¢ lire konsantrasyonunun belirlenmesine

Onem verildi.

Bu amagla 25-350 mM iire igeren KMO besiyerinde Bacillus
amyloliquefaciens Ul7nin kalsiyum karbonat c¢okelimi test edildi. Tablo 4.3’te
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verilen sonuglara gore bakterimiz, 25 mM iire varliginda 1438-1843 mg/L, 50
mM’da 1245-1662 mg/L, 100 mM’da 1014-1723 mg/L, 200 mM’da 919-1790 mg/L,
250 mM’da 809-1704 mg/L, 333 mM’da 1535-1954 mg/L ve 350 mM’da 900-1418
mg/L kalsiyum karbonat iiretti. En yliksek CaCO3 miktarma ulasilan 5. giinde 25 mM
ve 333 mM iire konsantrasyonlarinda kalsiyum karbonat miktarlarinin birbirine yakin
olmasi sebebiyle (1863+18,5 mg/L ve 1954+63,5 mg/L) calismaya basit bir ortamda
25 mM fiire konsantrasyonu ile devam edilmesine karar verildi. Bu sayede amonyum
edilmesi Urenin

minimize amagland1.

ATCC 11859’nin

konsantrasyonunun  da yiiksek

konsantrasyonlarda Sporosarcina pasteurii susunun kalsit
cokelimini olumsuz etkiledigi ve 0,05-0,25 M gibi diisiik lire konsantrasyonlarinda
cokelim miktarinin daha yiiksek oldugu (Okwadha ve Li 2010), Bacillus sphaericus
LMG22557 nin kalsit ¢okelimi i¢in ise optimum {iire konsantrasyonunun 0.5 M

oldugu bildirilmistir (De Muynck ve dig. 2010).

Tablo 4.3: Bacillus amyloliquefaciens U17 nin kalsiyum karbonat ¢okelimine iire konsantrasyonunun

etkisi (mg/L) (pH:6.5, 25 mM CaCl,, 25 mM NaHCOs, =37°C).

Kalsiyum Karbonat Miktart (mg/L)

Ure (mM) 1. giin 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
25 1765+11,0 1863+18,5 1696+49,0 1420+£21,5 1438+8,0
50 1622+62,0 1487+42,5 1662+124,0 1490+1,5 12454470
100 1713£73,5 1130+38,0 1723+0,0 1402+75,0 1014+33,5
200 1518+8,5 1063+£73,5 1790+£37,5 1219+88,0 919+4,5
250 1493+13,0 1344+139,0 1704+9,0 1205+119,5 809+21,0
333 1733+£34,5 1954+63,5 1649+33,0 1535+25,5 1677+10,5
350 1418+10,0 1080+£5,5 1416+79,5 1171£18,5 900+3,5

Son pH

Ure (mM) 1. giin 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
25 8,79+0,01 8,58+0,10 8,58+0,02 8,48+0,01 8,72+0,13
50 8,77+0,05 8,80+0,01 8,66+0,12 8,58+0,01 8,83+0,15
100 8,65+0,15 8,89+0,00 8,65+0,00 8,72+0,13 9,00+0,02
200 8,85+0,01 8,84+0,01 8,60+0,15 8,88+0,01 9,01+0,02
250 8,85+0,01 8,64+0,20 8,70+0,03 8,84+0,01 8,91+0,00
333 8,65+0,01 8,54+0,11 8,75+0,01 8,57+0,04 8,60+0,01
350 8,85+0,01 8,85+0,02 8,67+0,04 8,89+0,02 8,87+0,01
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4.2.5 Kalsiyum Kaynaklan Olarak Kalsiyum Kloriir, Kalsiyum Laktat,
Kalsiyum Nitrat ve Kalsiyum Asetatin Etkisi

Bakteriyel ilireazin ortamdaki iireyi katalize ederek karbondioksit, bikarbonat
ve amonyum agiga ¢ikarmasi dolayisiyla pH artisina sebep oldugu ve bu esnada
negatif yiiklii hiicre zar1 sayesinde ¢Oziinmiis Ca™ iyonlarmi yakalayarak bir
niikleasyon alani1 olusturan bakteri hiicreleri vasitasiyla CaCOs c¢okeliminin
gergeklestigi bilinir (Achal ve Pan 2011). Dolayisiyla ortamdaki Ca™ iyonlarinmn
varligi, kalsiyum karbonat c¢okeliminin devamliligi i¢in olduk¢a Onemlidir
(Amarokoon ve dig. 2017). Bu nedenle, CaCOs; ¢okelim calismasinin
gergeklestirilecegi besiyeri ortamina eklenen farkl kalsiyum kaynaklarinin bakteriyel
cokelime etkisi birgok arastirmaci tarafindan arastirilir (Gorospe ve dig. 2013; Achal
ve Pan 2014, Xu ve dig. 2015; Zhang ve dig. 2015; Seifan ve dig. 2016; Lapeyrusse
ve dig. 2017; Seifan ve Berenjian 2018). Literatiirde kalsiyum iyonunun metabolik
siireglerde kullanilmadigmi (Silver ve dig. 1975), aksine ortamda kalsiyum iyonu
fazlaliginin ¢okelimi indiikledigini belirten ¢alismalarin yam sira (Seifan ve dig.
2016), artan kalsiyum konsantrasyonunun bakteriyel kalsiyum karbonat ¢ékelimini
arttirdigini belirten caligmalar da bulunur (Hammes ve dig. 2003; Okdawha ve Li

2010).

Bu bilgiler 151¢inda yerel izolatimizin CaCOj; ¢okelimine etkisini belirlemek
icin inorganik kalsiyum kaynagi olarak kalsiyum kloriir, kalsiyum asetat ve kalsiyum

nitrat ile organik kalsiyum kaynagi olarak kalsiyum laktat kullanilmigtir.

Bacillus amyloliquefaciens U17 nin kalsiyum karbonat ¢okeliminde baslangic
kalsiyum kloriir konsantrasyonunun etkisini tespit etmek amaciyla 25-1000 mM
CaCl, aralig1 test edildi. Minimum ve maksimum kalsiyum karbonat miktarlar1
sirasiyla; 25 mM’da 1535-1954 mg/L, 50 mM’da 856-1356 mg/L, 100 mM’da 777-
1660,5 mg/L, 250 mM’da 840-2035,5 mg/L, 500 mM’da 1073,5-2139 mg/L, 75
mM’da 1136,5-2306,5 mg/L ve 1000 mM’da 1339-2815,5 mg/L olarak tespit edildi
(Tablo 4.4). Bacillus amyloliquefaciens Ul17 en yiiksek kalsiyum karbonat
cokelimine (2815 mg/L CaCO;3;) 1000 mM CaCl, igeren KMO besiyerinde ulasmis
olmakla birlikte bakteriyel kalsiyum karbonat varligi mineralojik analizlerle
dogrulanamamistir. Ayrica yliksek tuz varliginda hiicre gelisimin olumsuz etkilendigi

de gozlenmistir. Dolayisiyla ¢alismada hesaplanan ¢okeltinin CaCOj;’tan daha ziyade
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besiyerindeki Ca™ olabilecegi diisiiniilmiistiir. Tekrar deneylerimizde hem stabil
olmas1 hem de bakteri gelisimine olumsuz etkisinin olmamasi nedeniyle en iyi

iiretimin gerceklestigi tuz konsantrasyonu 25 mM olarak kabul edilmistir (1954 mg/L

CaCO;, inkiibasyonun 5. giliniinde).

Tablo 4.4: Bacillus amyloliquefaciens Ul7’nin  kalsiyuam karbonat ¢okelimine CaCl,
konsantrasyonunun etkisi (mg/L) (pH:6.5, 333 mM Ure, 25 mM NaHCOj3, t=37°C).
Kalsiyum Karbonat Miktart (mg/L)
CaCl,(mM) 1. giin 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
25 1733 £34,5 1954 £63,5 1649 £33,0 | 1535+25,5 | 1677 10,5
50 1356,5+49,5 856+65,0 926+2,0 951,5+28,5 729,5+1,5
100 1660,5+56,5 846+9,0 1003,5+48,5 | 955,5+11,5 777+£33,0
250 2035,5+112,5 | 1064,5£15,5 1132+35,0 1134423,0 840+35,0
500 2139+£27,0 1326+58,0 1159,5+8,5 1168+44,0 | 1073,5£37,5
750 2306,5+57,5 | 1428,5£100,5 | 1364,5+£38,5 | 1684+£29,0 | 1136,5+£24,5
1000 2815,5+11,5 1558,5+49,5 1339+131,0 | 1996+37,0 1423+27,0
Son pH
CaCl,(mM) 1. giin 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
25 8,65+0,01 8,56+0,09 8,75+0,00 8,57+0,04 8,62+0,01
50 8,79+0,05 8,61+0,09 8,72+0,09 8,52+0,04 8,55+0,10
100 8,68+0,01 8,61+0,01 8,73+0,01 8,42+0,02 8,33+0,05
250 8,50+0,04 8,37+0,02 8,47+0,03 8,36+0,01 8,40+0,01
500 8,33+0,02 8,14+0,00 8,28+0,03 8,17+0,00 8,12+0,04
750 7,96+0,04 7,84+0,03 8,06+0,04 7,90+0,02 7,92+0,05
1000 8,11+0,04 7,89+0,01 8,12+0,00 8,14+0,11 7,94+0,13

Yiiksek kalsiyum kloriir konsantrasyonunun bakteriyel ¢okelime inhibisyon

etkisi (Seifan ve dig. 2016) ve yiiksek konsantrasyonlarda iire (20 ve 50 g/L) ve
kalsiyum kloriirtin (30 ve 75 g/L) hem enzimatik aktiviteyi ve hem de bakterilerde
gelisimi inhibe ettigi (Nemati ve dig. 2005) bazi ¢aligmalarla bildirilmistir. Ustelik
50 mg/L ve lizerinde kalsiyum konsantrasyonunun Sporosarcina pasteurii’nin iireaz
enzim aktivitesini %40-50 oraninda inhibe ederek ¢okelti miktarni azalttig1 da rapor
edilmistir (Gorospe ve dig. 2013). Literatiir bilgileriyle uyumlu olan ¢alismamizda,
SEM analizlerinde de yliksek konsantrasyonlarda kalsiyum kloriir varliginda mineral
morfolojisi yilizeyde kalin bir tabakanin olmasindan dolayr goézlenemedi ve
dolayistyla mineral tipi ve varlig1 tam olarak dogrulanamadi. SEM analizinden elde

edilen veriler 151ginda, kristal morfolojisinin rahatlikla tanimlanabildigi 25 mM
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CaCly’in sonuglarmin daha giivenilir oldugu sonucuna varildi ve optimizasyon

sartlar1 i¢in 25 mM CaCl, kullanilmasina karar verildi.

Kalsiyum karbonat morfolojisinin ve miktarinin besiyeri kompozisyonundan
etkilendigi bilinir (De Muynck ve dig. 2008). Ancak farkli kalsiyum kaynaklarinin
kullannminin  ¢okelim miktarina etkilerinin arastirildigr c¢alismalar  kisithdir.
Calismalar genellikle ortaya ¢ikan mineral profilleri (Van Tittelboom ve dig. 2010;
Achal ve dig. 2011; Gorospe ve dig. 2013; Achal ve dig. 2014; Xu ve dig. 2014;
Seifan ve dig. 2016; Otlewska ve Gutarowska 2016) ve farkli kalsiyum kaynaklari ile
hazirlanan ortamlardaki bakteriyel kalsiyum karbonat ¢okeliminin betonda catlak
onarimmi, siva iyilestirme ya da zemin iyilestirmede kullanim potansiyeli iizerine
yogunlagsmistir (Zhang ve dig. 2015; Lapeyrusse ve dig. 2017; Pan ve dig. 2019).
Kalsiyum klorid, kalsiyum laktat, kalsiyum nitrat ve kalsiyum asetatin bakteriyel
cokelime etkisinin test edildigi bir ¢alismada, Bacillus licheniformis ATCC 9789,
Lysinibacillus sphaericus ATCC 4525, Bacillus subtilis ATCC 6633 ve Bacillus
sphaericus NZRM 4381 suslar1 en yiliksek CaCO; miktarmna kalsiyum kloriir
varliginda ulasmistir (Seifan ve dig. 2016). Benzer bir baska c¢alismada kalsiyum
kloriir, kalsiyum oksit, kalsiyum nitrat ve kalsiyum asetat iceren besiyerinde
gelistirilen Bacillus sp. CR2’nin en 1iyi ¢okelim potansiyeli kalsiyum kloriir (2,32
mg/kuru hiicre agirlig1 mg) ile hazirlanan ortamda tespit edildi (Achal ve Pan 2014).

Calismada inorganik kalsiyum kaynagi olarak kalsiyum kloriir disinda
kalsiyum asetat ve kalsiyum nitrat, organik kalsiyum kaynagi olarak da kalsiyum
laktat kullanilmistir (Tablo 4.5) ve kalsiyum kaynaklar1t KMO ortamma 25 mM
oaraninda ilave edilmistir. Bacillus amyloliquefaciens Ul7’nin tim kalsiyum
kaynaklarinda en yiiksek ¢okelim oranima 5. giinde eristigi ve kalsiyum nitrat iceren
KMO besiyerinde inkiibasyonun 5. giliniinde ulastig1 belirlendi (3282+10,0 mg/L).
Diger taraftan, kalsiyum kloriir ve kalsiyum laktat ile modifiye edilen KMO
besiyerinde elde edilen CaCOs miktar1 birbirine yakinken (sirasiyla 1954+63,5 mg/L
ve 1822+79,0 mg/L), kalsiyum asetat ile modifiye edilen besiyerinde bu miktarin az
(1176£107,5 mg/L) oldugu gozlendi. Caligma sonuglarimizin aksine Bacillus cereus,
en yiiksek kalsiyum karbonat c¢okelimini kalsiyum asetat varhiginda (2,5 g/L)
gerceklestirmistir (Pan ve dig. 2019). Sonuglar arasindaki farkliliklarin hem tiir
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farkliligindan kaynaklandigi hem de kalsiyum asetatin ¢6ziiniirliigiiniin az olmasi ile

iligkili olabilecegi diistiniilmiistiir.

Tablo 4.5: Bacillus amyloliquefaciens U117 nin kalsiyum karbonat ¢okelimine kalsiyum kaynaklarmin
etkisi (mg/L) (25 mM Ure, 25 mM NaHCOs, t=37°C, pH: 6.50) ve son pH dereceleri.

Kalsiyum Karbonat Miktart (mg/L)

Kals1{2115mm1§/?)y nagt 1. giin 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
Kalsiyum kloriir 1733+34,5 | 1954+63,5 | 1649+33,0 | 15354+25,5 | 1677+10,5
Kalsiyum nitrat 2156+52,0 | 3282+10,0 | 3006+38,0 | 2518+30,0 | 2070+62
Kalsiyum laktat 1537+21,5 | 1822+79,0 | 1804+21,5 | 1480+38,0 | 1127+13,5
Kalsiyum asetat 864+24,5 | 1176+107,5 | 1093+£64,0 | 922+70,5 892+54,0

Son pH

Kalsiyum kaynagi 1. giin 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
Kalsiyum kloriir 8,65+0,00 | 8,54+0,11 8,75+0,00 | 8,59+0,06 | 8,62+0,01
Kalsiyum nitrat 8,12+0,04 | 8,14+0,03 | 8,25+0,02 | 8,33+0,03 | 8,55+0,07
Kalsiyum laktat 8,58+0,12 | 8,74+0,13 | 8,82+0,12 | 8,86+0,05 | 8,96+0,07
Kalsiyum asetat 7,75+£0,01 | 7,89+0,01 8,02+0,01 8,13+£0,04 | 8,25+0,02

4.2.6 Hiicre inokulasyon Oranimin Etkisi

Kalsiyum karbonat ¢okelim siirecinde bakterilerin iire hidrolizi ile ¢okelim
icin gerekli olan alkali ortam1 olusturdugu (Ferris ve dig. 1987) ve yiizeylerindeki
EPS ve negatif iyon gruplar1 ile kalsiyum karbonat kristallerinin tutunmasi ig¢in
niikleasyon zonlar1 olusturarak kristal miktar ve profilinde belirleyici rol oynadiklar:
(Al Salloum ve dig. 2017; Dhami ve dig. 2014) bilinir. Ayrica artan hiicre
konsantrasyonunun daha biiyiik kristal boyutu olusumunda etkisi oldugu da belirtilir
(Al Thawadi ve Cord-Ruwisch 2012). Bakteri hiicre boyutu, hiicre sekresyon orani,
hiicrenin organik ve inorganik materyaller ile etkilesimleri ve elektrostatik yiik
yogunlugu gibi tiire 6zgl bir¢cok faktoriin kristal morfolojiside etkili oldugu ifade

edilir (Tang ve dig. 2020).
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Tablo 4.6: Bacillus amyloliquefaciens Ul7’nin kalsiyum karbonat ¢okelimine hiicre inokulasyon

oranmin etkisi (mg/L) (pH:6.5, 25 mM Ure, 25 mM NaHCO;, t=37°C).

Kalsiyum Karbonat Miktart (mg/L)

cacl, | oK ) ) ) ) )
Oram 1. giin 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
(mM) (%)
10 1733£34,5 1954+63,5 1649+33,0 1535+25,5 1677+10,5
25 15 1420+51,0 | 1478,5£92,5 | 1671,5453,5 | 1568,5+41,5 | 1744+54,0
20 1385+24,0 | 1515,5+47,5 | 1683,5+84,5 | 1560+88,0 1576+11,0
10 2139427,0 1326+58,0 1159,548,5 1168+44,0 | 1073,5+£37,5
500 15 1232431,0 1454,5+2,5 | 1653,5+127,5 | 1384+0,0 1675+151,0
20 1451,5€75,5 | 1413,5£9,5 | 1350,5437,5 | 1276+32,0 | 1498,5+77,5
10 2815,5+11,5 | 1558,5+49,5 | 1339+131,0 | 1996+37,0 1423+27,0
1000 15 1683,5+87,5 | 2026,5+58,5 | 1947+£54,0 | 1605,5+48,5 | 2137,5+£58,5
20 1464,5£136,5 | 1847+17,0 | 2051,5+40,5 | 1864,5+£18,5 | 2140+44.,0
Son pH
CaCl, é‘;‘;ﬁl 1. giin 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
M | (2)
10 8,65+0,01 8,54+0,11 8,75+0,00 8,57+0,04 8,62+0,01
25 15 8,70+0,02 8,66+0,08 8,60+0,01 8,48+0,05 8,36+0,05
20 8,76+0,02 8,68+0,01 8,54+0,01 8,50+0,02 8,41+0,02
10 8,34+0,03 8,13+0,01 8,28+0,03 8,18+0,00 8,12+0,04
500 15 8,20+0,03 8,24+0,03 8,09+0,11 8,10+0,03 8,06+0,17
20 8,28+0,00 8,36+0,09 8,25+0,04 8,23+0,05 8,20+0,05
10 8,11+0,04 7,89+0,01 8,12+0,00 8,06+0,14 7,94+0,13
1000 15 7,99+0,06 7,98+0,01 7,99+0,01 7,86+0,06 7,96+0,02
20 8,09+0,01 8,08+0,02 8,10+0,03 7,95+0,00 7,98+0,03

Hiicre inokulasyon oraninin bakteriyel ¢okelime etkisinin test edilmesi igin,

KMO besiyerine bakteri kiiltiiriinden %10, %15 ve %20 oranlarinda inokiile edildi.

Ayrica kalsiyum kloriirin gergek etkisinin belirlenebilmesi amaciyla diisiik, orta ve

yiiksek tuz konsantrasyonu da test edildi. 500 mM ve 1000 mM tuz varliginda elde

edilen bakteriyel ¢okeltinin kalsiyum karbonat dogrulamasi mineralojik analizlerle

gosterilememistir. Bu nedenle buradaki ¢kelimin Ca™ varhgiyla iliskili oldugu daha

kuvvetli olarak kabul edilmistir (Tablo 4.6). Ayrica 25 mM tuz konsantrasyonunda

hiicre inokulasyon oranindaki artisa bagh olarak dikkate deger bir artis gostermemesi

de dikkati ¢ekmistir. Bizim bulgularimizin aksine, Sporosarcina pasteurii ATCC

11859’un inokulasyon orani ile CaCO; cokelim miktarinda lineer bir artis

44




bildirilmistir (Okdawha ve dig. 2010). Yine benzer sekilde Sporosarcina pasteurii ile
yapilan bir diger calismada %1, %2, %3, %4 ve %S5 oraninda artan hiicre

konsantrasyonu ile ¢okelti arasinda lineer iliski tespit edilmistir (Zhao ve dig. 2019).

4.2.7 Ajitasyonun etKisi

Calkalamali inkiibasyonun Bacillus amyloliquefaciens Ul7 nin kalsiyum
karbonat ¢Okelimine etkisi 100 rpm ve 150 rpm calkalama hizlarinda calisildi.
Yiiksek calkalama hizinin kalsiyum karbonat ¢okelimine olumlu yonde etki ettigi
gozlenirken, en yliksek ¢cokelim miktar1 150 rpm ¢alkalama hizinda 5. giinde 1513
miligram CaCOs/litre olarak hesaplandi (Tablo 4.7). Calkalama hizi arttiginda son

pH degerlerinde ve dolayisiyla ¢okelim miktarinda yiikselme oldugu goézlendi.

Tablo 4.7: Calkalama hizinin Bacillus amyloliquefaciens Ul7’nin kalsiyum karbonat ¢okelimine
etkisi (mg/L) (pH:6.5, 25 mM Ure, 25 mM NaHCO3, 25 mM CaCl,, t=37°C) ve son pH.

Kalsiyum Karbonat Miktart (mg/L)

AJ(I:;?;)O n 1. giin 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
100 1230+90 1368+100 119022 962+14 83666
150 1226+86 151337 1164+30 101648 920+64

Son pH

AJ(I:;?;)O n 1. giin 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
100 8,25+0,13 8,18+0,04 8,30+0,01 8,31+0,03 8,42+0,02
150 8,54+0,04 8,64+-10 8,72+0,02 8,80+0,01 8,77+0,01

Bu sonuglar Arthrobacter sulfureus W4/124, Bacillus atrophaeus 11/39/3 ve

Bacillus muralis 1/2/3 suslar1 ile 100-180 rpm araliginda gergeklestirilen ¢alismanin
bulgular1 ile paralellik gostermistir. Arastirmacilar artan ajitasyon hizinin Bacillus
muralis suslart hari¢ (%20 artig) tiim suslarda %60’a yakin oranda c¢okelim artisi
sagladigm bildirirlerken (Otlewska ve Gutarowska 2016), bulgularimiz ile uyumlu
bu sonuglar aerobik olan bakterilerde ajitasyonun kalsiyum karbonat ¢okeliminde

olumlu etki gosterdigini ortaya koymasi agisindan énemlidir.
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4.2.8 Amonyum Konsantrasyonu

Ure hidrolizine ek olarak kalsiyum karbonat ¢okeliminin gerceklesmesi
bakteri Kkiiltiir ortammin alkalilesmesi i¢in amonyum iiretimine de baghdir.
Atmosferik amonyagin insan sagligma ciddi zararlar teskil edebilecegi bilinir.
Dolayisiyla bakteriyel kalsiyum karbonat ¢okelimi ile yapilacak olan endiistriyel
uygulamalarda amonyum miktarinin fazlaligi istenmeyen bir sonugtur (Sutton ve dig.
2008). Aymi sekilde bakteriyel beton iiretiminde amonyum tuzunun varligi,
nitrifikasyon bakterilerinin etkisi ile amonyumun nitrik asite doniistiiriilmesi sonucu
beton yapilarinda tuz hasar1 olusturabilir ve betonda tuz hasari ile ilgili bazi riskler

ortaya ¢ikarabilir. (De Muynck ve dig. 2010).

Calismamizda siipernatanttaki amonyum konsantrasyonu, Hach marka
Nessler Amonyum Tayin Kiti ile spektrofotometrik olarak hesaplandi. Optimum
sartlarda hazirlanan 6rneklerde (50 mL) inkiibasyon siirelerinin sonunda amonyum

azotu (NH3—N) miktar1 mg/L cinsinden hesaplandi.

Tablo 4.8: Bacillus amyloliquefaciens Ul7 tarafindan yapilan ¢okelim sartlarinda amonyum azotu

(NH;—N) analiz sonuglar1 (mg /L).

Inkiibasyon | Amonyum Azotu
Siiresi (NH3;-N ) (mg/L)
12. Saat 4,345+0,045

1. glin 5,330+0,010
2. giin 5,43020,020
3. glin 5,345+0,055
4. giin 5.34020,030
5. giin 5,315+0,015
7. giin 5,290+0,020
10. giin 5,28520,015
14, giin 5.24020,030

Amonyum azotu miktarmin 12-24. saatler arasinda artis gosterdigi, 1. glinden
itibaren ise yaklasik olarak ayni miktarlarda seyrettigi tespit edildi. Amonyum azotu
miktar1 Diinya Saglik Orgiitii’niin ¢evre saglik kriterlerine uygun kabul ettigi
kriterlere uyumlu (Azami 17 mg NH3;—N/Litre; World Health Organization, 1986) ve
beton uygulamasi i¢in kabul edilebilir sinirlarin oldukca altinda oldugu tespit edildi.
Ote yandan ilk 12. saat igerisinde amonyum azotu varhigi iireolitik aktivitenin

inkiibasyonun ilk saatlerinde basladigini kanitlar nitelikteydi (Tablo 4.8).

46



Tim cokelim parametreleri incelendiginde bakterinin 25 mM iire, 25 mM
CaCl,, 25 mM NaHCOs;, 37°C sicaklikta ve pHpagange: 6,5°ta en iyi kalsiyum
karbonat cokelimi yaptig1 anlasildi. Bu parametrelerin bir arada kontroli ve

cokelimin dogrulanmasi amaciyla ¢caligma tekrar edildi (Tablo 4.9).

Tablo 4.9: Bacillus amyloliquefaciens Ul17’in ¢okelim parametrelerinde kalsiyum karbonat miktari

(25 mM fire, 25 mM CaCl,, 25 mM NaHCO;, %10 inokulasyon orani, sicaklik: 37°C, pHpaglangic: 6,5).

inkiibasyon siiresi | KOB/ml (x10™*) | CaCO; (mg/L) | Son pH
6. saat 9,21 828 £ 11,5 7,41
12. saat 12,44 1284 + 65,5 7,77
18. saat 16,79 1368 + 46,0 7,84
1. glin 18,02 1528 + 90,5 7,92
2. gilin 17,56 1770 + 25,5 8,07
3. giin 14,92 2008 £112,0 8,18
4. glin 12,74 2096 + 81,5 8,23
5. giin 10,91 2248 £ 74,0 8,28
7. giin 7,22 2072 +104,0 8,34
10. giin 4,09 1616 + 23,5 8,41
14. giin 1,73 1477 £ 56,0 8,52

Bacillus amyloliquefaciens Ul7°nin inkiibasyonun ilk anlarindan itibaren,
diisiik hiicre konsantrasyonuna ragmen kalsiyum karbonat ¢okelimi yapmaya
basladigi, 12. saatten itibaren pH ve ¢okelimin dogrusal artis gosterdigi tespit edildi
(Tablo 4.9). En yiiksek koloni olusturan birim sayisina 1 giin i¢inde ulagmasina
ragmen ortam pH’1 8’e¢ ulasana kadar ¢okelim miktarinin ayni 6lgiide artmadigi
gbzlendi. Bu durum iireolitik aktivitenin pH ile birlikte arttig1 ve kalsiyum karbonat
cokelimi i¢in optimum pH’mn 8.0 oldugunu ifade eden c¢aligmalar ile paralellik
gostermektedir (Stocks-Fischer ve dig. 1999; Gorospe ve dig. 2013). Ik 24 saatlik
gelisme periyodunda hiicre gelisimi diger inkiibasyon siirelerine kiyasla diisiik
olmasina ragmen, hiicrelerden salinan iireaz ve karbonik anhidraz enzimlerinin
miktari, kalsiyum karbonat ¢okelimi i¢cin yeterli olmustur. Calismamamizda ilk 4
gilinliik inkiibasyonda CaCO; miktarinda ve hiicre sayisinda diizenli bir artig
gozlendi. Bu artis genel olarak inkiibasyonun 5. ve 7. gilinlerinde kalsiyum karbonat
miktarinda maksimuma ulasmistir. Bu siireden sonra ise kalsiyum karbonat

cokeliminde diisiis gozlenirken, bu azalmanin hiicre tarafindan salman enzim
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miktarindan, ortamdaki kalsiyum miktarindan ve ortamin alkali pH'ya kaymas1 gibi

bircok faktorden kaynaklandigi diistiniildii.

Yerel izolatimiz Bacillus amyloliquefaciens U17, literatiirde {ireolitik
bakteriler araciligiyla kalsiyum karbonat ¢okelimini etkiledigi bilinen pH, sicaklik,
iire ve kalsiyum iyon konsantrasyonu, farkli kalsiyum kaynaklari, hiicre yogunlugu
ve ajitasyon faktorlerinin timii agisindan degerlendirildi. Yerel bir izolat olmasi
dolayisiyla son yillarda arastrmacilar tarafindan calisilan iireolitik bakterilerle
benzer ve farkli 6zellikler gosterdigi belirlendi. Bu durum iire hidrolizi ile kalsiyum
karbonat ¢okelimi ve bunu belirleyen faktorlerin tiire hatta zaman zaman susa 6zgii
olmas1 ile agiklanabilir. Nitekim ayni tilirtin farkli suslar1 olan Bacillus
amyloliquefaciens CMBO01 (Lee ve dig. 2003) ve Bacillus amyloliquefaciens ATCC
23350’ye (Mohebbi ve dig. 2019) kiyasla farkliliklar géstermesi bunun kanitidir. Bu
calisma Bacillus amyloliquefaciens U117 nin izole edilerek tanimlanmasi, kayit altina
almmasi, iireaz ve karbonik anhidraz enzim varliklarinin ve kalsiyum karbonat
cokelimi yapabildiginin tespit edilmesi, optimum kosullarda mineral profilinin
cikarilmast ve ilk defa beton uygulamasinda kullanilmasi sebebiyle onem tasir ve

Ozgiindiir.

4.3  Enzim Analizleri (Analitik Metotlar)

4.3.1 Toplam Protein Miktarinin Belirlenmesi

Bacillus amyloliquefaciens U17°den elde edilen enzim ekstraktlarinin toplam
protein konsantrasyonlar1 Lowry ve ark (1951) tarafindan gelistirilen metot ile
hesapland1 ve Sigir Serum Albiimini (BSA) standart protein olarak kullanildi. BSA
standart kalibrasyon egrisi EK C’te verildi. KMO ortami bakterinin ¢okelim
gerceklestirebildigi  kosullarinda, Lauria Bertani Miller ortami ise ¢dokelim

gergeklestirmedigi kosullarda toplam protein miktarinin belirlenebilmesi amaciyla
kullanildi.
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Tablo 4.10: Bacillus amyloliquefaciens Ul7’nin modifiye KMO ve LB-ire (25 mM iire)

besiyerlerinden ekstre edilen hiicrelerin toplam protein miktarlar

Besiyeri Prot. Mikt. (ug/mL) dH20 SDB
KMO 49,61 -0,39 16,54
LB 98,58 48,58 32,86
120 -
100 -
% 80
=
£ 60 -
E
g 40
20 -
0
KMO LB
Eksen Bashgi

Sekil 4.4: Bacillus amyloliquefaciens U17 nin modifiye KMO ve LB-iire (25 mM fiire)

besiyerlerinden ekstre edilen hiicrelerin toplam protein miktarlar

Bacillus amyloliquefaciens Ul7°nin modifiye KMO ortaminda {irettigi
toplam protein konsantrasyonun modifiye Lauria-Bertani Miller ortaminda tirettigi
total protein miktarinin yaklasik yarisi kadar oldugu tespit edildi (Tablo 4.10, Sekil
4.4).

Tablo 4.11: Bacillus amyloliquefaciens Ul7’nin farkli kalsiyum kaynaklar1 (25 mM) ve farkh
oranlarda maya ektsrakti ile modifiye edilen KMO besiyerlerinden ekstre edilen hiicrelerin total

protein miktarlari

KMO Prot. Mikt. (ng/mL) dH20 SDB
Ca-Kloriir 191,40 141,40 63,80
Ca-Laktat 184,95 134,95 61,65
Ca-Nitrat 178,21 128,21 59,40
Ca-Asetat 209,72 159,72 69,91

KMO (%7.5 Yeast) Prot. Mikt. (ug/mL) dH20 SDB
Ca-Kloriir 259,63 209,63 86,54
Ca-Laktat 249,54 199,54 83,18
Ca-Nitrat 236,16 186,16 78,72
Ca-Asetat 218,31 168,31 72,77

KMO (%10 Yeast) Prot. Mikt. (ug/mL) dH20 SDB
Ca-Kloriir 293,11 243,11 97,70
Ca-Laktat 291,41 241,41 97,14
Ca-Nitrat 254,61 204,61 84,87
Ca-Asetat 303,26 253,26 101,09
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Sekil 4.5: Bacillus amyloliquefaciens U17 nin farkli kalsiyum kaynaklar1 (25 mM) ve farkli oranlarda
maya ektsrakti ile modifiye edilen KMO besiyerlerinden ekstre edilen hiicrelerin total protein

miktarlar

Bacillus amyloliquefaciens U17’nin irettigi toplam protein konsantrasyonu
ve lireaz ve karbonik anhidraz enzim aktivitelerine farkli kalsiyum kaynaklarmin
etkilerinin tespit edilmesi amaciyla KMO besiyeri 25 mM oraninda farkl kalsiyum
kaynaklar1 kullanilarak modifiye edilmistir. Maya ekstraktmin protein miktar1 ve
enzim aktivitesine etkisinin anlagilmasi amaciyla 2 farkli konsantrasyonda (%7,5 ve
%10) ¢alisilmistir. Ayrica, deney besiyerine eklenmeden 6nce petriden nutrient broth
ortamma almarak aktiflestirilen bakteriler 1’er giin arayla 2 defa %10 oraninda
nutrient broth besiyerine alinarak aktiflestirme safhasi uzatilmis, bakteriyel

aktivitenin miimkiin olan en yiiksek oranma ulagmasi amaglanmigtir (Tablo 4.11,

Sekil 4.5).

4.3.2 Ureaz ve Karbonik Anhidraz Enzim Aktivitesi

Karbonik anhidraz ¢inko ig¢eren bir metalloenzimdir ve karbondioksit ve
bikarbonatin tersinir katalizinde rol alir. Ure bulunmayan ortamda yeterli
karbondioksit, kalsiyum iyonu ve niikleasyon zonu varliginda kalsiyum karbonat

cokeliminde gorev alir (Castro-Alonso ve dig. 2019). Bakteriyel kalsiyum karbonat
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cokelimi caligmalarinda nadiren arastirilmasina ragmen, literatiirde karbonik
anhidraz enzim aktivitesinin kalsiyum karbonat c¢okelimine etkisini arastiran
calismalar mevcuttur. Ornegin; Bacillus megaterium AP6, Bacillus sp. AP4 ve
Bacillus simplex AP9’un karbonik anhidraz enzim aktiviteleri sirasiyla 1,87 U/mg
protein, 1.41 U/mg protein 1.49 U/mg protein olarak hesaplandi ve ii¢ bakterinin
drettigi kristal yapilar1 XRD araciligiyla kalsit olarak tanimlandi (Achal ve Pan
2011). Hindistan’da mangrov sedimanindan izole edilen Bacillus altitudinis M3 ve
Bacillus altitudinis M8 in karbonik anhidraz enzim aktiviteleri sirasiyla 44 U/mg ve
76 U/mg olarak tespit edildi ve ¢okelen kalsiyum karbonatin kalsit formunda oldugu
belirtildi (Nathan ve Ammini 2019). Bu calismalarda elde edilen sonuglarin bizim
calismamizdaki karbonik ahidraz enzim miktarmdan farkli olmasi, CA enziminin de

tiire 6zgii 6zellikte olmasindan kaynaklanir.

Ureaz nikel iceren bir metalloenzimdir ve iirenin katalizinde rol alir. Ureaz
enzim aktivitesi pH, sicaklik, bakteri konsantrasyonu, bakteri tiirii gibi bir¢ok faktor
tarafindan regiile edilir ve iireaz bazli kalsiyum karbonat ¢dkelim caligmalarinda
siklikla kullamlir. Ornegin; Pararhodobacter sp. SOl’in iireaz enzim
karakterizasyon calismasinda aktivite 1,66 = 0,415U/ml olarak hesaplandi (Fujita ve
dig. 2017). Malezya’da kireg tagi magarasindan izole edilerek tanimlanan ve iireolitik
aktiviteye sahip oldugu belirlenen Sporosarcina pasteurii WIJ-4’lin iireaz enzim
aktivitesi 21,53 mol iire/dk ve CaCOj; mineral miktar1 17,26 mg/ml olarak hesaplandi
(Omoregie ve dig. 2018). Piezotolerant Bacillus sp. NIOTVJ5’in iireaz enzim
aktivitesi 554,03 U/ml ve kalsiyum karbonat miktar1 1,8 g/L’dir (Rangamaran ve
Shanmugam 2019).

Tablo 4.12°de sunulan sonuglara gore, Bacillus amyloliquefaciens U117 nin
iireaz enzim aktivitesi KMO besiyerinde 0,615 £ 0,092 pmol/min/mg ve LB-iire
besiyerinde ise 1,315 + 0,021 umol/min/mg’dir. Ureaz enzim aktivitesi KMO ile
karsilastirildiginda LB-iire besiyerinde yaklasik olarak 2 kat daha fazladir. Ureaz
enzim aktivitesine ilaveten karbonik anhidraz enzim aktivitesi de belirlenmistir.
Bakterinin karbonik anhidraz enzim aktivitesi KMO’da 36,03 £+ 5,48 nmol/min/mg
ve LB-iire besiyerinde ise 28,82 + 3,31nmol/min/mg olarak hesaplandi (Tablo 4.12,
Sekil 4.6). Sonuclarimiza benzer olarak, yiliksek enzim aktivitesine sahip Bacillus ve
Pseudomonas gibi birgok bakteri susu yiiksek miktarda CaCOs ¢okeltir (Dhami ve
ark., 2014; Nonakaran ve dig. 2015).

51



Ureaz enzim aktivitesi, azot icerigi gibi ¢evresel kosullar ile diizenlenir.

KMO ve LB'nin azot miktar1 farklidir. Bu nedenle, enzim aktivitesi iki ortamda farkli

olarak tespit edildi. Bu c¢alismada, yiiksek CaCOs; ¢okelimini gosteren Bacillus

amyloliquefaciens U17 susu, lireaz ve karbonik anhidraz enzim aktiviteleri i¢in iki

farkli ortamda test edildi. Sonuglar U17'min yiiksek iireaz ve karbonik anhidraz enzim

aktivitesine sahip oldugunu gosterdi. Bu sonuglara ek olarak, calismamizda ilk kez

bu enzim aktivitelerinin farkli ortamlarda degistigi gosterildi.

Tablo 4.12: Bacillus amyloliquefaciens Ul7’nin modifiye KMO ve LB-ire (25 mM iire)

besiyerlerinde iireaz ve karbonik anhidraz enzim aktiviteleri

Ureaz Enzim Aktivitesi Karbonik Anhidraz Enzim AKktivitesi
(umol/dk/mg) (nmol/dk/mg)
KMO LB-Ure KMO LB-Ure
0,615+0,092 1,315+0,021 36,03+5,48 28,82+3,31
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Sekil 4.6: Bacillus amyloliquefaciens U17 nin modifiye KMO ve LB-iire (25 mM iire) besiyerlerinde

iireaz ve karbonik anhidraz enzim aktiviteleri
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Tablo 4.13: Bacillus amyloliquefaciens Ul7’nin farkli kalsiyum kaynaklar1 (25 mM) ve farkli maya

esktrakti ile modifiye edilen KMO besiyerlerinde iireaz ve karbonik anhidraz enzim aktiviteleri

Ureaz Enzim Aktivitesi Karbonik Anhidraz Enzim Aktivitesi
(umol/dk/mg) (nmol/dk/mg)

Ca-Kloriir 9,980+0,184 Ca-Kloriir 13,375+0,290

Ca-Laktat 8,680+0,099 Ca-Laktat 8,705+0,148

Ca-Nitrat 10,560+0,240 Ca-Nitrat 11,375+0,757

Ca-Asetat 8,925+0,092 Ca-Asetat 9,125+0,431

Ca-Kloriir+%7,5 Yeast 7,380+0,099 Ca-Kloriir+%7,5 Yeast 13,340+0,311

Ca-Laktat+%7,5 Yeast 7,840+0,057 Ca-Laktat+%7,5 Yeast 27,075+0,389

Ca-Nitrat+%7,5 Yeast 4,765+0,134 Ca-Nitrat+%7,5 Yeast 29,010+0,467

Ca-Asetat+%7,5 Yeast 8,340+0,014 Ca-Asetat+%7,5 Yeast 38,435+0,516

Ca-Kloriir+%10 Yeast 8,300+0,057 Ca-Kloriir+%10 Yeast 25,690+0,453

Ca-Laktat+%10 Yeast 8,295+0,177 Ca-Laktat+%10 Yeast 25,620+0,453

Ca-Nitrat+%10 Yeast 4,55540,035 Ca-Nitrat+%10 Yeast 21,210+0,891

Ca-Asetat+%10 Yeast 6,595+0,049 Ca-Asetat+%10 Yeast 18,825+0,318
a5
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Sekil 4.7: Bacillus amyloliquefaciens U117 nin farkli kalsiyum kaynaklari (25 mM) ve farkli maya

esktrakti ile modifiye edilen KMO besiyerlerinde iireaz ve karbonik anhidraz enzim aktiviteleri
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Farkli kalsiyum kaynaklar1 (25 mM) ve farkli oranlarda maya ekstraktinin
(%7,5 ve %10) Bacillus amyloliquefaciens Ul7’nin ilireaz ve karbonik anhidraz
enzim aktivitelerine etkilerinin arastirildigi caligmada, Ul17°nin maya ekstrakti
eklenmeyen ortamda en yiiksek {ireaz enzim aktivitesini kalsiyum nitrat ile
hazirlanan besiyerinde (10,560+0,240 umol/dk/mg), en yiiksek karbonik anhidraz
enzim aktivitesini ise kalsiyum kloriir ile hazirlanan besiyerinde (13,375+0,290
nmol/dk/mg) gosterdigi goriildii. Artan maya ekstrakti konsantrasyonunun U17’nin
iireaz enzim aktivitesini azalttig1, karbonik anhidraz enzim aktivitesini ise tiim deney
gruplarinda arttirdigi gézlemlendi. Ancak bu artis tiim deney gruplarinda ayni1 sekilde
gbzlenlenmemis, karbonik anhidraz enzim aktivitesinin kalsiyum kloriir besiyerinde
%10 maya ekstrakti ile hazirlanan besiyerinde (25,690+0,453 nmol/dk/mg) %7,5
maya ekstrakti ile hazirlanan besiyerindeki (13,340+0,311 nmol/dk/mg) aktiviteye
gore daha yiiksek oldugu, bunun aksine %7,5 maya ekstrakti ile hazirlanan kalsiyum
laktat, kalsiyum nitrat ve kalsiyum asetat besiyerlerindeki karbonik anhidraz enzim
aktivitelerinin (Swrastyla 27,0754+0,389 nmol/dk/mg, 29,010+0,467 nmol/dk/mg ve
38,435+0,516 nmol/dk/mg), %10 maya ekstrakti ile hazirlanan kalsiyum laktat,
kalsiyum nitrat ve kalsiyum asetat besiyerlerindeki karbonik anhidraz enzim
aktivitelerine  kiyasla (Swrasiyla 25,620+0,453 nmol/dk/mg, 21,210+0,891
nmol/dk/mg ve 18,825+0,318 nmol/dk/mg) daha yliksek oldugu gézlenlendi (Tablo
4.13, Sekil 4.7).

Bacillus sp. CR2’nin farkl kalsiyum kaynaklar1 (kalsiyum kloriir, kalsiyum
nitrat, kalsiyum oksit ve kalsiyum asetat) ile modifiye edilen ortamlardaki {ireaz
enzim aktiviteleri arastirildi ve en yiiksek iireaz enzim aktivitesi kalsiyum kloriir
besiyerinde (432 U ml") kaydedilirken bunu sirasiyla kalsiyum nitrat (418 U ml™),
kalsiyum asetat (401 U ml") ve kalsiyum oksit besiyerlerindeki (389 U ml™) iireaz
enzim aktivitelerinin takip ettigi tespit edildi (Achal ve dig. 2014).
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4.3.3 Ureaz Protein Seviyesinin Belirlenmesi

Calismamizda enzim aktivitelerinin farkli ortamlarda gosterdigi degisimler
western blot c¢aligmalar1 ile de dogrulandi ve Ul7 iireaz protein seviyesi,
immiinokimyasal olarak western blot ile belirlendi. Deneylerimizde Helicobacter
pylori lireaz enzimine kars1 hazirlanmis poliklonal antikor kullanildi (Sekil 4.4). Bu
calismada, KMO besiyerinde gelistirilen hiicrelere kiyasla LB-iire'de gelistirilen
hiicrelerin immiinoreaktif lireaz bandinin boyanma yogunlugunda bir artis gozlendi.
Western blot sonuclarinin densitometrik taramasina gore iki ortamda yaklasik 5 kat
fark gdzlendi. Ureaz alt biriminden biri olan Ureaz B, LB besiyerine kiyasla KMO
ortaminda indiiklendi (Sekil 4.8 A).

Calismamizda farkli kalsiyum kaynaklarinin {ireaz protein seviyesine etkisi
arastirildi. 25 mM kalsiyum kloriir, kalsiyum laktat, kalsiyum nitrat ve kalsiyum
asetat ile modifiye edilen KMO besiyerinde iireaz bantlar1 tespit edildi. Ancak
dansitometrik taramalar sonucunda farkli kalsiyum kaynaklar1 ile modifiye edilmis
KMO ortamlarinda iireaz B indiikkleme oraninda belirgin farklar gozlemlenmedi

(Sekil 4.8 B).

Calismamizda her ne kadar farkli besiyerlerinde (KMO ve LB-iire) ve farkli
kalsiyum kaynaklar1 ile modifiye edilen KMO besiyerlerinde iireaz bantlarinin
gozlemlenmesi ile iireaz protein seviyeleri tespit edilse de lireaz indiiksiyonunun
altinda yatan mekanizmalar1 ¢ozmek i¢in gelecekte daha detayli g¢alismalarin

yapilmas1 gerektigi diistiniilmektedir.
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UreazB

UreazB

Sekil 4.8: Ureaz B protein bantlari. Western blot ile analiz edilmistir. A) Bacillus amyloliquefaciens
U17 KMO ve LB-iire ortaminda gelistirilmistir. Hatlar: 1, Protein marker, 2, LB-iire besiyerinde U17
iireaz B proteini, 3, KMO besiyerinde U17 iireaz B proteini, 4, protein marker. B) Bacillus
amyloliquefaciens U17 nin farkli kalsiyam kaynaklar1 (25 mM) ve farkli maya ektrakti ile modifiye
edilen KMO besiyerlerinde iireaz protein seviyesi. Hatlar: 1 Kalsiyum asetat KMO besiyerinde U17
iireaz B proteini, 2 Kalsiyum nitrat KMO besiyerinde U17 iireaz B proteini, 3 Kalsiyum laktat KMO
besiyerinde U17 iireaz B proteini, 4 Kalsiyum klorid KMO besiyerinde U17 iireaz B proteini, 5)
Molekiiler kiitle standardi
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4.4  Mineralojik Analizler

Bakteriyel kalsiyum karbonat ¢okelimi ve potansiyel endiistriyel ve gevresel
kullanim alanlarina iliskin ¢ok sayida ¢alisma yapilmasina ragmen ve bakteriyel
kalsiyum karbonat ¢okeliminde kristal polimorfizmasmna iliskin bilgiler oldukca
sinirliyken, son yillarda mineral faz1 ve morfolojisinin tiire (ya da susa) 6zgii oldugu
(Hammes ve dig. 2003) ve EPS’de yer alan proteinlere 6zgii farkliliklar gostermesi
dolayisiyla bakteri genetigi ile dogrudan alakali oldugu bilinir (Ercole ve dig. 2012).
Bakteri, bir yandan enzim aktivitesi sonucu ortamin saturasyon oranini arttirken, ote
yandan niikleasyon zonu teskil eden yiizeyi ile heterojen bir ¢okelim ortami meydana
gelmesine sebep olur. Bu esnada kimyasal olarak birbirinin aynisi olan fakat
gortiniimleri farklh olan polimorflarin meydana gelmesini saglar (Schultze-Lam ve
dig. 1996). Kristal olusumundaki morfolojik farkliliklarin iireaz aktivitesindeki
farkliliklar nedeniyle susa 6zgii olabildigi gibi, bakterilerin gelisme ortami veya

icerigi de kristal tipini etkilemektedir (Tepe ve dig. 2019; Akyol ve dig. 2017).

Aragonit, kalsit ve vaterit en yaygin CaCOj; mineral tipleridir. Vaterit, kalsit
olusumunda gecis formudur; dogal ¢evrelerde ve laboratuvar sartlarinda bakteriler
tarafindan yaygin olarak sentezlenir. Kalsit ise bakteriyel CaCO;'in termodinamik
olarak stabil formudur (Tourney ve Ngwenya 2009, Wang ve Becker, 2009).
Kalsiyum karbonati 3 adet anhidrik kristalin (kalsit, aragonit ve vaterit) ve 3 adet
amorf fazi (monohidrokalsit, amorf kalsiyum ACC) mevcuttur (Antony ve dig.
2011). Bu tg¢ kristal faz polimorf arasinda termodinamik acidan en stabil olan kalsit

iken, en az stabil olan ise vaterittir (Wu ve dig. 2004).

Literatiirde farkli bakteri tiirleri ve ¢dkelim ortamlar1 ile farkli amaglarla
gerceklestirilmis ¢ok sayida calisma mevcuttur. Bacillus pasteurii ATCC 6453 ile
gerceklestirilen bir calismada, kalsiyum karbonat c¢Okeliminin artan hiicre
konsantrasyonu ve baslangic kalsiyum iyon konsantrasyonu ile dogru orantili olarak
artis gosterdigi ve ortaya ¢ikan minerallerin kalsit oldugu bildirildi (Stocks-Fischer
ve dig. 1999). Idaho nehir yataginda agir metal remediyasyonunda yerel izolat
Bacillus pasteurii’nin ¢evresel kosullar1 iyilestirdigi ve kalsit ¢okelimi yaptigi
belirtildi (Fujita ve dig. 2000). Porlu medya gecirgenliginin azaltilmasinin

amaclandig1 bir diger c¢alismada Proteus vulgaris bakterisi farkhi iire ve sicaklik
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kosullarinda ¢alisildi ve artan iire konsantrasyonu ve sicaklik ile ¢okelim artis1 ve

gozenekli yapida %12 ye kadar azalma tespit edildi (Nemati ve Voordouw 2003).

Bacillus sphaericus ile gercgeklestirilen beton ve siva yiizey onarimi
calismalarinda, gaz ve sivi gecirgenliginde belirgin Olciide azalma ve bakteri tatbik
edilen yiizeylerde karakteristik rhombohedral kalsit kristalleri tespit edildi (De
Muynck ve dig. 2008). Bacillus pasteurii NCIM 2477, Bacillus lentus NCIB 8773 ve
Brevibacterium ammoniagenes ATCC 6871 kiiltiirlerinin uygulandig1 briketlerde su
emme kapasitesi kontrol oOrne§ine gore %11 az tespit edilirken (%]14),
gerceklestirilen SEM analizlerinde kalsit kristalleri tanimlandi (Sarda ve dig. 2009).
Hindistan Andha Pradesh bolgesinden izole edilen ve 16s rDNA ile tanimlamasi
yapilan 5 izolatta bakteri tiiriiniin kalsiyum karbonat c¢okelimine etkisi arastirildi,
tiimiinde kalsiyum karbonat ¢okelimi tespit edilirken (kalsit) farkl izolatlarda kalsit
morfolojisinde ¢esitlilikler tespit edildi (Dhami ve dig. 2013). Yunanistan’da mermer
yiizeyin 1iyilestirilmesinde Bacillus pumilus ACA-DC-4061 kiiltiirii kullanildi ve
mermer ylizeyinin vaterit kristalleri ile kaplandigi SEM analizleri ile ispatlandi

(Daskalakis ve dig. 2015).

Farkli seviyede siva catlaklarina Bacillus sphaericus kiltiiri uygulamasi
yapilan ¢alismada, tiim catlaklarda ve catlaklarin su gegirgenliginde belirgin dlciide
azalma gozlenirken hekzagon sekilli kalsiyum karbonat kristalleri tespit edildi (Choi
ve dig. 2017). Bir diger ¢alismada Bacillus sphaericus’un iireolitik aktivite sonucu
drettigi kalsiyum karbonat kristallerinin XRD analizinde %37,57 oraninda kalsit,

%56,17 oraninda vaterit ve %6,25 oraninda karbon tespit edildi (Azmi ve dig. 2018).

Calismamizda ise Bacillus amyloliquefaciens U17 susu tarafindan daha 6nce
calisilan optimal kosullarda tiretilen bakteriyel iirtin kurutularak toz haline getirildi
ve CaCOs’n mineral yapisini dogrulamak icin XRD, XRF, CRS, SEM ve EPMA
analizleri yapildi. XRD analizinde karakteristik kalsit ve vaterit pikleri gozlendi
(Sekil 4.9). Si (%0,1598), P (%3.9), Cl (%1,26), Ca (%29,25), Mg (%0,011), Zn
(242,2 ppm), Sr (11,2 ppm), Zr (10,3 ppm), Ba (13,9 ppm) ve U (17,7 ppm)
elementlerinin, XRF analizindeki diger elementlere kiyasla biraz daha fazla oldugu
kaydedildi. U17 susu tarafindan {iretilen toz numunenin CRS analizi ile Raman
kaymalarma gore benzersiz CaCO; pikleri gosterildi (Sekil 4.10). SEM analizi

sonucunda da kalsit ve vaterit mineralleri agik¢a gozlemlendi (Sekil 4.11). Bacillus
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amyloliquefaciens CMBO1 ile gergeklestirilen calismada pH: 8.00 ve 30°C’de
iretilen kalsiyum karbonatin rhombohedral prokristalin yapida kalsit oldugu
bildirilirken (Lee 2003), Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23350 ile kum
erozyonunun laboratuar 6lgegindeki stabilizasyon c¢alismasinda, kum oOrneklerinde
karakteristik kalsit piklerine rastlandi (Mohebbi ve dig. 2019). Literatiir bilgilerine
gore laboratuvar kosullarinda bakterilerin genel olarak kalsit veya vaterit mineral

tiplerini Uirettigi gériilmektedir.
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Sekil 4.9: 25 mM kalsiyum kloriir igeren KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17
tarafindan iiretilen CaCOjs kristallerinin XRD profili (25 mM Ure, 25 mM NaHCOs, %10 inokulasyon

orani, t=37°C, pH: 6.50)
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Sekil 4.10: 25 mM kalsiyum kloriir igeren KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17
tarafindan iiretilen CaCOjs kristallerinin CRS analizi (25 mM Ure, 25 mM NaHCO3, %10 inokulasyon
orani, t=37°C, pH: 6.50)
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Sekil 4.11: 25 mM kalsiyum kloriir igeren KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17
tarafindan iiretilen CaCOjs kristallerinin SEM analizi (25 mM Ure, 25 mM NaHCOs, %10 inokulasyon
orani, t=37°C, pH: 6.50)
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Sekil 4.12: 25 mM kalsiyum kloriir iceren KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17
tarafindan iiretilen CaCOjs kristallerinin EPMA analizi (25 mM Ure, 25 mM NaHCOs, %10

inokulasyon orani, t=37°C, pH: 6.50)

Tablo 4.14: 25 mM kalsiyum kloriir iceren KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17
tarafindan iiretilen CaCO; kristallerinin EPMA kantitatif analizi (Sekil 4.12ye ait veri)

Formiil Nokta 001 Alan 002 Alan 003 Nokta 004
Kiitle | Atom | Kiitle | Atom | Kiitle | Atom | Kiitle | Atom
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Ca 96,4 95,05 | 94,65 | 93,02 | 85,80 | 83,18 | 97,47 | 96,81
Cl 0,70 0,79 0,69 0,76 1,02 1,12 0,32 0,36

P 3,25 4,17 4,01 5,11 11,08 | 13,90 | 2,21 2,84
Na - - 0,65 1,11 0,48 0,81 - -
Cu 1,62 0,99

Toplam | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00
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Sekil 4.13: 25 mM kalsiyum kloriir iceren KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17
tarafindan iiretilen CaCOjs kristallerinin EPMA analizi (25 mM Ure, 25 mM NaHCOs, %10
inokulasyon orani, t=37°C, pH: 6.50)

Tablo 4.15: 25 mM kalsiyum kloriir iceren KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17
tarafindan iiretilen CaCOs kristallerinin EPMA kantitatif analizi (Sekil 4.13¢ ait veri)

Formiil Nokta 001 Nokta 002 Nokta 003
Kiitle | Atom | Kiitle | Atom | Kiitle | Atom
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Ca 98,12 | 97,65 | 98,40 | 97,94 | 95,77 | 94,60

Cl 0,27 0,31 - - - -

P 1,58 2,04 1,60 2,06 4,23 5,40
Toplam | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00

Ayni numunenin iki farkli boliimiinden yapilan EPMA nitel analizleri (Sekil
4.12 ve 4.13; Tablo 4.14-4.15) ile CaCOs ve rhombohedral vaterit kristalleri, ilgili
sekillerde agikca gdzlendi. Nokta ve alan analizi sonuglarina gore yiiksek oranda Ca
elementi ve Ozellikle disiik Cl orani tespit edildi. Mineralojik analizlerimiz bir
onceki deney sonuglarimizi dogrular niteliktedir. Diger bir degisle, yerel izolatimizin
enzim aktivitesinin bir sonucu olarak ortamdaki CaCl,’in, kalsiyum karbonat
kristallerine doniistiiriildiigii kanitlandi. Bakteriyel ¢okeltini (kalsiyum karbonat)
yapisinda Na, P ve Cu oranlarinin diisiik oldugu bulundu. Cu varligmin, kalsiyum
karbonat c¢okeliminde gorev alan enzimlerinin yapisindan kaynaklanirken Na ve

P’nin bakterinin kendi genetik yapisindan dolay1 ortamda mevcut oldugu diisiiniildii.
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Mineralojik analizlere Bacillus amyloliquefaciens Ul7’nin  optimum
kosullarinda organik kalsiyum kaynaklar1 ile (25 mM) modifiye edilmis KMO
besiyerlerinden (25 mM Ure, 25 mM NaHCOs, %10 inokulasyon orani, t=37°C, pH:
6.50) elde edilen minerallerin CRS (Sekil 4.10-4.15) ve EPMA (Sekil 420-4.24;
Tablo 4.17-4.19) analizleri ile devam edildi. Modifiye edilen KMO’lardan toplanan
mineral ornekleri 2’ser noktada analiz edildi. Kalsiyum laktat (Sekil 4.14-4.15) ve
kalsiyum nitrat (Sekil 4.16-4.17) KMO orneklerinde kalsit ve vaterit CRS pikleri
tespit edilirken, kalsiyum asetat KMO 6rneginin analiz edilen 2 noktasinda da (Sekil
4.18-4.19) sadece vaterit CRS pikleri kayit altma alindi. Ayn1 6rneklerin ¢ok sayida
nokta ve alan iizerinde gergeklestirilen EPMA analizlerinde (Sekil 4..20-4.24; Tablo

4.17-4.19) tiim 6rneklerde katmanli kalsit ve kiiresel vaterit kristalleri tespit edildi.

Tablo 4.16: Bacillus amyloliquefaciens Ul7 tarafindan farkli kalsiyum kaynaklar1 ile hazirlanmis

besiyerinde ¢okelimi gerceklestirilen CaCOj; miktar1 (mg/L, min-maks. ) ve tiirii

Kalsiyum Uretilen CaCO; Uretilen CaCO;
Kaynag Miktar (mg/L) Tiiri
Ca-klortir 1528-2248 Kalsit/Vaterit
Ca-laktat 2070-3282 Kalsit/Vaterit
Ca-nitrat 1127-1822 Kalsit/Vaterit
Ca-asetat 864-1176 Vaterit

Kalsiyum klortir, kalsiyum laktat, kalsiyum nitrat ve kalsiyum asetat ile
hazirlanan KMO ortamlarindan elde edilen bakteriyel ¢okeltilerin kalsiyum karbonat
kristal tipini dogrulayan mineralojik analizlere Sekil 4.9-4.24 ve Tablo 4.14-4.19°da
yer verilmistir. Tablo 4.16’da ise daha Onceki optimizasyon g¢alismalarindan elde
edilen, farkli kalsiyum kaynaklar1 ile hazirlanan besiyerlerinde Bacillus
amyloliquefaciens U17 tarafindan iiretilen CaCO; miktar1 (mg/L) ve mineralojik

analizler sonucu ortaya ¢ikan CaCOj kristal tiirii toplu olarak sunulmustur.

Bu bulgular literatiirdeki bazi ¢aligmalar ile paralellik gostermistir. Ornegin,
Sporosarcina pasteurii ile yapilan ¢alismada kalsiyum kloriirli ortamda sadece kalsit
mineral tipi belirlenirken, kalsiyum laktat, kalsiyum asetat ve kalsiyum glukonat
varliginda ise sadece vaterit yapilar1 SEM araciligiyla gézlemlendi (Gorospe ve dig.
2013). Bacillus sp. CR2 susu ise kalsiyum klortir, kalsiyum oksit, kalsiyum asetat ve
kalsiyum nitratin kalsiyum kaynaklar1 olarak kullanildigi calismada mineralojik

analizler sonrasinda (XRD, SEM, FTIR) tiim ortamlarda belirgin kalsit kristalleri,
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kalsiyum asetat ortaminda ise kalsit kristallerine ilaveten daha az oranlarda vaterit ve

aragonit kristalleri olusturmustur.

Farkli kalsiyum kaynaklarina gore mineral morfolojisi de degisebilir.
Ornegin; kalsiyum asetat marul benzeri veya lamellar seklinde vateriti indiiklerken,
kalsiyum laktat ve kalsiyum glukonat kiiresel formda vaterit olusturmaktadir (Tai ve
Chen 1998). Bir diger ¢alismada Sporosarcina pasteurii ATCC 6453’iin farkl
kalsiyum karbonat kaynaklari ile (kalsiyum kloriir, kalsiyum nitrat, kalsiyum asetat)
hazirlanan biyojenik siva Orneklerinde kalsiyum nitrat ve kloriir ile iyilestirme
yapilan siva Orneklerinde kalsit, kalsiyum asetat ile hazirlanan siva 0rneginde ise
aragonit ve vaterite rastlanmistir (Zhang ve dig. 2014). Benzer ¢okelim ortamlarinda
calisilan bakterilerin olusturduklar1 kalsiyum karbonat kristallerinin birbirinden farkl
olmasi1 bakteriyel kalsiyum karbonat ¢okeliminin tiire ve susa spesifik 6zellikleri ile

acgiklanabilir.
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Sekil 4.14: 25 mM kalsiyum laktat iceren besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan
iiretilen CaCOj; kristallerinin CRS analizi (A) ve kalsit pikleri (B) (25 mM Ure, 25 mM NaHCO3, %10
inokulasyon orani, t=37°C, pH: 6.50)
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Sekil 4.15: 25 mM kalsiyum laktat iceren besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan

iiretilen CaCOj; kristallerinin CRS analizi (A) ve vaterit pikleri (B) (25 mM Ure, 25 mM NaHCO;,
%10 inokulasyon orani, t=37°C, pH: 6.50)
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Sekil 4.16: 25 mM kalsiyum nitrat i¢eren besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan
iiretilen CaCOj; kristallerinin CRS analizi (A) ve kalsit pikleri (B) (25 mM Ure, 25 mM NaHCO3, %10
inokulasyon orani, t=37°C, pH: 6.50)
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Sekil 4.17: 25 mM kalsiyum nitrat iceren KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17
tarafindan iiretilen CaCOjs kristallerinin CRS analizi (A) ve vaterit pikleri (B) (25 mM Ure, 25 mM
NaHCO;, %10 inokulasyon orani, t=37°C, pH: 6.50)
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Sekil 4.18: 25 mM kalsiyum asetat igeren besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan
iiretilen CaCOj; kristallerinin CRS analizi (A) ve vaterit pikleri (B) (25 mM Ure, 25 mM NaHCOs,
%10 inokulasyon orani, t=37°C, pH: 6.50)
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Sekil 4.19: 25 mM kalsiyum asetat igeren besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan
iiretilen CaCOj; kristallerinin CRS analizi (A) ve vaterit pikleri (B) (25 mM Ure, 25 mM NaHCOs,
%10 inokulasyon orani, t=37°C, pH: 6.50)
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Sekil 4.20: 25 mM kalsiyum laktat KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan
iiretilen CaCOj; kristallerinin EPMA analizi (25 mM Ure, 25 mM NaHCOs, %10 inokulasyon orant,
t=37°C, pH: 6.50)

001

120.0

100.0

80.0

60.0

Counts[x1.E+3]

a
40.0 -
20.04—4 i
0.0—-‘-I a

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
keV

Sekil 4.21: 25 mM kalsiyum laktat KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan
iiretilen CaCOj; kristallerinin 1 nolu nokta EPMA analizi (flgili diger noktalar EK-D’te sunulmustur)

Tablo 4.17: 25 mM kalsiyum laktat iceren KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17
tarafindan iiretilen CaCO; kristallerinin EPMA kantitatif analizi (Sekil 4.20’ye ait veri)

Formiil Nokta 001 Nokta 002 Nokta 003 Nokta 004 Nokta 005 Alan 006

Kiitle Atom Kiitle Kiitle Kiitle Atom Atom Atom Kiitle Atom Kiitle Atom
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Na,O 2,36 2,17 1,22 1,12 0,49 0,45 0,34 0,31 4,20 2,01 2,54 2,35

P,0s 2,34 0,94 2,37 0,95 1,89 0,75 1,12 0,45 8,79 3,67 4,18 1,69

SO3 1,44 1,02 - - 0,51 0,36 1,21 0,89 1,45 1,04

Cl 0,96 1,55 - 0,27 0,43 0,12 0,20 1,41 2,36 1,57 2,54

CaO 92,91 94,33 96,41 97,93 97,35 98,36 97,91 98,69 84,89 89,08 90,25 92,37

Toplam | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00
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Sekil 4.22: 25 mM kalsiyum nitrat KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan
iiretilen CaCOj; kristallerinin EPMA analizi (25 mM Ure, 25 mM NaHCOs, %10 inokulasyon orant,
t=37°C, pH: 6.50)
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Sekil 4.23: 25 mM kalsiyum nitrat KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan

3

Counts[x1

iiretilen CaCOj; kristallerinin 1 nolu nokta EPMA analizi (flgili diger noktalar EK-D’te sunulmustur)

Tablo 4.18: 25 mM kalsiyum nitrat igeren KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17
tarafindan iiretilen CaCO; kristallerinin EPMA kantitatif analizi (Sekil 4.22ye ait veri)

Formiil Nokta 001 Nokta 002 Nokta 003 Nokta 004 Nokta 005 Alan 006

Kiitle Atom Kiitle Kiitle Kiitle Atom Atom Atom Kiitle Atom Kiitle Atom
%) %) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Na,O 17,20 19,80 1,14 1,04 - - 1,5 1,62 1,23 1,13 1,76 1,62

P,0s 10,43 5,24 1,75 0,70 3,20 1,29 2,70 1,08 2,48 0,99

SO3 45,00 40,12 0,90 0,63 1,34 0,96 0,47 0,34

Cl - - 0,34 0,55 - - 0,33 0,54 1,17 1,87 0,30 0,48

CaO 27,37 34,83 96,78 97,72 99,10 99,37 93,38 95,59 94,90 95,93 94,99 96,57

Toplam | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00
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Sekil 4.24: 25 mM kalsiyum asetat KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan
iiretilen CaCOj; kristallerinin EPMA analizi (25 mM Ure, 25 mM NaHCOs, %10 inokulasyon orant,
t=37°C, pH: 6.50)
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Sekil 4.25: 25 mM kalsiyum asetat KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan

iiretilen CaCOj; kristallerinin 1 nolu nokta EPMA analizi (lgili diger noktalar EK-D’te sunulmustur)

Tablo 4.19: 25 mM kalsiyum asetat iceren KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17
tarafindan iiretilen CaCOs kristallerinin EPMA kantitatif analizi (Sekil 4.24’¢ ait veri)

Formiil Nokta 001 Nokta 002 Nokta 003 Alan 004
Kiitle | Atom | Kiitle | Kiitle | Kiitle | Atom | Atom | Atom
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Na,O 0,30 0,28 0,80 0,73 0,41 0,37 20,60 | 20,44
P,0s 2,30 0,93 1,81 0,72 1,67 0,67 17,26 7,48
SO; 1,38 0,99 0,97 0,69 1,33 0,94

Cl - - 0,30 0,48 - - 8,51 14,77
Si0, - - - - - - 2,40 2,45
K,O - - - - - - 3,01 1,97

CaO 96,01 | 97,81 | 96,13 | 97,38 | 96,60 | 98,01 | 48,21 | 52,88
Toplam | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00
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4.5 Beton Analizleri

Yap1 elemanlarinin baglayiciligini ve dayanikliligini arttirmak amaciyla son
yillarda yogun bir sekilde alternatif, siirdiiriilebilir ve c¢evreci ¢oziim arayislarinin
siirdiigli glinlimiizde, mineral iiretebilme ve kimyasal maddelerle etkilesime gegmek
suretiyle baglayici 6zelliklere sahip olabilmeleri sebebiyle iireolitik bakteriler siklikla
beton calismalarinda kullanilir (Achal ve Kawasaki 2016). Genellikle betonda catlak
onarmmi, betonun porozitesinin azaltilmasi, zemin biyocementasyonu ve kendi
kendini iyilestirebilen biyolojik beton iiretimi calismalarina agirhik verilir (Wu ve
dig. 2019; Shanmuga-Priya ve dig. 2019; Wu ve dig. 2020; Noeiaghaei ve dig. 2017;
De Muynck ve dig. 2008; Bernardi ve dig. 2014).

Calismamizin bu asamasinda; kalsiyum karbonat c¢okelimi ve enzim
aktivitesini etkileyen faktorleri titizlikle calisarak optimize ettigimiz, literatiire
kiyasla yiiksek enzim aktivitesi ve kalsiyum karbonat ¢okelimine sahip oldugunu
bildigimiz Bacillus amyloliquefaciens Ul17 yerel izolatimizin betonun basing
dayanimi ve kilcal su emme 6zelliklerine etkisi arastirildi. Kontrol bakterisi olarak

Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 kiiltiirti kullanild.

Oncelikli olarak beton ornekleri hazirlanarak basing dayanimi ve kilcal su
emme analizleri gerceklestirildi. Beton numunelerinin petrografik ve mineralojik

analizleri (CRS, EPMA, FESEM, FESEM-EDS) gerceklestirildi.

4.5.1 Beton Ornekleri CRS Analizleri

Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 28. giin beton 6rnegi
CRS analizlerinde beton bilesenlerinden karakteristik dolomit (CaMg(COs),) pikleri
(Sekil 4.26) ve biyojenik kaynakli olabilecegi diisiiniilen kalsit pikleri tespit edildi.

Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 28. giin beton
ornegi CRS analizinde kalsit piki gozlemlenirken (Sekil 4.27) sahit beton
numunesinde ortorombik fayalit kristalleri ve chalk (kalsit) kristalleri tespit edildi

(Sekil 4.28).
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Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 60. giin beton 6rnegi
CRS analizlerinde biyojenik kaynakli olabilecegi diisliniilen kalsit pikleri tespit
edilirken, dolomit benzeri beton elemani yapilarma rastlanmadi (Sekil 4.29).
Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 60. giin beton 6rnegi CRS
analizinde kalsit piki gozlemlenirken (Sekil 4.30), sahit beton numunesinde beton
numunelerinde gdzlenmesi beklenen, betonu olusturan elemanlarda dogal olarak
bulunabilen siderit (FeCOs) kristalleri tespit edildi (Sekil 4.31). Yapilan mineralojik
analizlerde siderit kristallerine bakteri ilaveli beton Orneklerinde rastlanilmamasi
dikkat c¢ekicidir. Ayrica analizler bakteri ilaveli beton orneklerinde bakteriyel kalsit

olusumunun varligini dogrular niteliktedir.

Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 90. giin beton 6rnegi
CRS analizlerinde karbonat (CaCOs) yapilart tespit edilmis olmakla birlikte bu
yapilar1 dogrudan bakteri etkisi ile betonda gergeklesen yapilar olarak adlandirmak
miimkiin degildir. Bu karbonat yapilarmin biyojenik kaynakli olup olmadigi ya da
betonun dogal yap1 elemanlari ile iliskili olup olmadiklarina dair somut bir ¢ikarimda

bulunulamamaktadir (Sekil 4.32).

Ote yandan Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 90. giin
beton 6rnegi ve 90. giine ait sahit beton 6rneginin CRS analizlerinde kalsit pikleri net

bir bicimde gdézlenmistir (Sekil 4.33 ve 4.34).
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Sekil 4.26: Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 28. giin beton 6rnegi CRS analizi
(A) ve tespit edilen dolomit pikleri (B)
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Sekil 4.27: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 28. giin beton 6rnegi CRS
analizi (A) ve tespit edilen karakteristik kalsit pikleri (B)
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Sekil 4.28: Sahit beton drneginin 28. giin CRS analizi (A) ve tespit edilen karakteristik fayalit pikleri
(B)
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Sekil 4.29: Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 60. giin beton 6rnegi CRS analizi

(A) ve tespit edilen karakteristik kalsit pikleri (B)
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Sekil 4.30: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 60. giin beton 6rnegi CRS

analizi (A) ve tespit edilen karakteristik kalsit pikleri (B)

80



1105.60
1085.87

819.57
282.04

Raman Intensity (cps)

1000 © " 80 " e0 T T 200
Raman shift (cm-1)

A

I o e s

File Edt Vew Sewch Tools Help

|l 82| ala] e le| Bl 2] LR 2

§1-1.Hokta SPC. *Thu Apr

AV
WV

Lt

Raman Intensty.

A
\ , A
P P e Pk A e AP i ittt i P N |

T — —
1000 800 600 400 200

T Quaty [ Litiame Lbircar. Spwchumn Teinio
T i minka Siderite

0 rinisbrd & Cats

= frriiat T

frsrds rna Ssris
ragerk Basar, Pama, hay MFCaE03 Val
Marnicca. Ry

e

Urkrow e\ e s Byko et 04| A7 S0 -1 192 |, 2\l ek Lt e 4l oervsepe VI D4 8\u7 S05uriab# .ok | Showng 1 1| Cumed 515 | Smweh Lbxates From: Lol Machne
- & [

B

Sekil 4.31: 60. giin sahit beton 6rnegi CRS analizi (A) ve tespit edilen karakteristik siderit pikleri (B)
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Sekil 4.32: Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 90. giin beton 6rnegi CRS analizi
(A) ve tespit edilen CaCO; pikleri (B)
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Sekil 4.33: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 90. giin beton 6rnegi CRS
analizi (A) ve tespit edilen karakteristik kalsit pikleri (B)
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Sekil 4.34: 90. giin sahit beton drnegi CRS analizi (A) ve tespit edilen kalsit pikleri
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4.5.2 Beton Ornekleri EPMA Analizleri

Bacillus amyloliquefaciens U17 ve Sporosarcina pasteurii ATCC 6453
eklenerek hazirlanan 28. giin beton 6rneklerinin EPMA analizlerinde beton yapisinda
bulunmasi beklenen Na, Mg, S, Si, Al, Fe yani1 sira karbonat yapilar1 da tespit edildi.
28. giin sahit beton 6rnegi EPMA analizinde ise belirgin farkliliklar g6zlemlenmedi.
Ortaya cikan mineral ve bilesenlerin biyojenik kaynakli olup olmadiklar1 ya da
betonda dogal olarak bulunan elemanlar olup olmadiklar1 net olarak karar
verilememis olmakla birlikte bakteriyel karbonat varligt CRS analizleriyle
dogrulandi. EPMA analizlerinin, FESEM-EDS analizleri ile paralel sonuglar igerdigi
gortldi (Sekil 4.35-4.39, Tablo 4.20-4.22).

Bacillus amyloliquefaciens U17 ve Sporosarcina pasteurii ATCC 6453
eklenerek hazirlanan 60. giin beton 6rneklerinin EPMA analizlerinde beton yapisinda
bulunmasi beklenen Na, Mg, S, Si, Al, Fe yam sira Fe oksit yapilar1 ve yiiksek
oranda kalsiyum karbonat yapilar1 tespit edildi, U17 60. giin beton 6rneginde Fe
oksitlerinin yam1 swra Ti ve Cr oksitlerine de rastlanmis, bu yapilarmm biyojenik
kokenli olabilecekleri diisiiniilse de ortaya ¢ikan mineral ve bilesenlerin biyojenik
kaynakli olup olmadiklar1 ya da betonda dogal olarak bulunan elemanlar olup
olmadiklarma iliskin belirgin bulgular 60. giin 6rneklerinde de tespit edilemedi (Sekil

4.41-4.44, Tablo 4.22 ve 4.23).

Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 90. giin beton 6rneginin
EPMA analizlerinde tiim noktalarda yiiksek miktarlarda CaCOj igerigine, bunun yani
sira beton yapisinda rastlanilmasi beklenen Mg, S, Si, Al elementlerine de rastland1
(Sekil 4.45 ve 4.46, Tablo 4.25). Bununla beraber Sporosarcina pasteurii ATCC
6453 eklenerek hazirlanan 90. giin beton orneklerinin EPMA analizlerinde beton
yapisinda bulunmasi beklenen Na, Mg, S, Si, Al, oksit yapilar1 ve yiiksek oranda
kalsiyum karbonat yapilar1 tespit edildi ancak analizlerde tespit edilen Zn elementi
beton yapilar1 yahut biyojenik kokenli bir olusum ile iligkilendirilemedi (Sekil 4.47
ve 4.48, Tablo 4.26). 90. giin sahit beton numunesinin EPMA analizleri sonucunda
yiiksek oranda karbonata ve dogal beton elementlerine rastland1 (Sekil 4.49 ve 4.50,
Tablo 4.27). Tiim bu EPMA sonuglar1 beraber incelendiginde, U17 ve ATCC beton
numuneleri ile sahit beton numunesi arasinda belirgin bir fark tespit edilemedi (Sekil

4.35-4.50, Tablo 4.20-4.27).
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Sekil 4.35: Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 28. giin beton 6rnegi EPMA analizi
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Sekil 4.36: Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 28. giin beton 6rnegi EPMA 1 nolu

nokta analizi (flgili diger nokta EK-D’te sunulmustur)

Tablo 4.20: Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 28. giin beton &rnegi EPMA

kantitatif analizi (Sekil 4.35°¢ ait veri)

Formiil Nokta 001 Nokta 002
Kiitle | Atom | Kiitle | Kiitle
(%) (%) (%) (%)
Na,O 2,33 2,11 - -
MgO 1,55 2,16 - -
Si0, 0,72 0,68 - -
SO; 2,49 1,75 - -
Cl 0,63 1,00 - -
CaO 92,27 | 93,31 | 100,00 | 100,00
Toplam | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00
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Sekil 4.37: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 28. giin beton 6rnegi EPMA

analizi
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Sekil 4.38: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 28. giin beton 6rnegi 1 nolu
nokta EPMA analizi (lgili diger nokta ve alanlar EK-D’te sunulmustur)
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Tablo 4.21: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 28. giin beton drnegi EPMA
kantitatif analizi (Sekil 4.37’ye ait veri)

Formiil Nokta 001 Nokta 002 Alan 003 Nokta 004 Nokta 005
Kiitle | Atom | Kiitle | Atom | Atom | Kiitle | Kiitle | Atom | Atom | Atom
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
MgO 1,16 1,61 2,93 4,16 2,75 3,92 2,64 3,64 1,00 1,39
SiO, 3,43 3,21 17,58 16,72 19,14 | 18,26 1,04 0,96 0,50 0,47
P,0Os 0,44 0,17 - - - -
SO; 0,35 0,25 1,72 1,23 1,56 1,12 - - - -

ALO, - - 2,47 1,39 2,02 1,13 - - - -

Na,O - - - - 0,40 0,37 - - - -

TiO, - - - - 0,50 0,36 - - - -

FeO - - 3,32 2,64 2,86 2,28 - - - -
Cl 0,81 1,30 0,38 0,61 -

CaO 94,62 | 94,76 | 71,17 | 72,56 | 70,38 | 71,94 | 96,31 | 95,39 | 98,50 | 98,15
Toplam | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00

: _ oy
10pm JEOL 4/5/2018
20.0kV COMPO NOR WD 10.5mm 11:39:03

Sekil 4.39: 28. giin sahit beton 6rnegi EPMA analizi
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Sekil 4.40: 28. giin sahit beton 6rnegi 1 nolu alan EPMA analizi (lgili diger noktalar Ek D’te

sunulmustur)

Tablo 4.22: 28. giin sahit beton 6rnegi EPMA kantitatif analizi (Sekil 4.39’a ait veri)

Formiil Alan 001 Nokta 002 Nokta 003
Kiitle | Atom | Kiitle | Atom | Atom | Kiitle
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

MgO 9,44 13,49 4,20 6,63 - -

Si0, 26,31 | 2522 7,00 7,40 - -
P205 - - - -

SO, 2,27 1,63 0,73 0,58 - -
Al,O4 5,92 3,34 17,03 | 10,61 - -
Na,O - - 0,30 0,30 - -
TiO, 1,61 1,16 1,67 1,33 - -
FeO 5,01 4,02 20,52 | 18,15 - -

Cl 0,63 1,02 - - - -

CaO 48,81 | 50,13 | 48,54 | 55,00 | 100,00 | 100,00

Toplam | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00
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Sekil 4.41: Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 60. giin beton 6rnegi EPMA analizi
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Sekil 4.42: Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 60. giin beton 6rnegi 1 nolu nokta

EPMA analizi (flgili diger noktalar EK 4’de sunulmustur)
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Tablo 4.23: Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 60. giin beton 6rnegi EPMA
kantitatif analizi (Sekil 4.41°¢ ait veri)

Formiil Nokta 001 Nokta 002 Nokta 003 Nokta 004
Kiitle | Atom | Atom | Kiitle | Kiitle | Atom | Atom | Kiitle
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
MgO 0,58 0,81 2,85 4,13 3,19 4,61
Si0, 0,50 0,46 15,50 | 15,05 | 35,95 | 34,88 | 17,78 | 17,64
K,O - - 2,06 1,27

SOs - - 1,53 1,12 3,65 2,66
Al O; 0,29 0,16 5,67 3,24 2,32 1,33 8,23 4,81
Na,O - - 2,30 2,17 - - 3,01 2,90
Cr,05 - - - - 0,44 0,17
TiO, - - - - 0,51 0,37
FeO - - - - 2,78 2,26 3,47 2,88
Cl - - 0,18 0,29 0,88 1,45

CaO 98,63 | 98,56 | 69,91 | 72,73 | 50,28 | 52,28 | 67,50 | 71,77
Toplam | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00

- - - .
10pm JEOL 3/z20/2018
X 1,100 20.0kV COMPO NOR WD 10.5mm 16:01:3

Sekil 4.43: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 60. giin beton 6rnegi EPMA
analizi
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Sekil 4.44: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 60. giin beton 6rnegi 1 nolu

nokta EPMA analizi (lgili diger nokta ve alan analizleri EK D’te sunulmustur)

Tablo 4.24: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 60. giin beton drnegi EPMA
kantitatif analizi (Sekil 4.41’e ait veri)

Formiil Nokta 001 Nokta 002 Nokta 003 Nokta 004
Kiitle | Atom | Atom | Kiitle | Kiitle | Atom | Atom | Kiitle
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
MgO 1,03 1,43 0,58 0,81 3,22 4,44 - -
SiO, 1,24 1,15 0,68 0,63 2,55 2,36 - -

SO, | 0,60 | 042 ; ; 0,69 | 0,48 _ _

ALO; | 0,35 | 0,19 - - - - - -

Na,0 - - - - - - - -

FeO - - - - - - - -
Cl ; ; ; ; ;

CaO 96,78 | 96,80 | 98,74 | 98,56 | 93,54 | 92,72 | 100,00 | 100,00
Toplam | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00

Tablo 4.24 (devamm): Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 60. giin beton 6rnegi
EPMA kantitatif analizi (Sekil 4.41¢ ait veri)

Formiil Nokta 005 Nokta 006 Nokta 007 Alan 008
Kiitle | Atom | Atom | Kiitle | Kiitle | Atom | Atom | Kiitle
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
MgO 2,76 3,83 5,11 7,70 2,79 3,86 2,60 3,67
Si0, 1,56 1,45 39,34 | 39,78 1,97 1,83 16,16 | 15,32
SO, 0,67 0,47 1,29 0,98 0,99 0,69 - -
ALO; 0,79 0,43 13,01 7,75 - - 3,32 1,86

Na,O - - 0,65 | 0,63 } : _ 3
FeO - - 477 | 4,03 - - - -
Cl _ - 048 | 0,83 - - - -

CaO 94,22 | 93,82 | 35,35 | 38,30 | 94,24 | 93,62 | 77,92 | 79,15
Toplam | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00
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Sekil 4.45: Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 90. giin beton 6rnegi EPMA analizi
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Sekil 4.46: Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 90. giin beton 6rnegi 1 nolu nokta

EPMA analizi (flgili diger nokta analizleri EK D’te sunulmustur)
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Tablo 4.25: Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 90. giin beton &rnegi EPMA
kantitatif analizi (Sekil 4.45°¢ ait veri)

Formiil Nokta 001 Nokta 002 Nokta 003 Nokta 004
Kiitle | Atom | Atom | Kiitle | Kiitle | Atom | Atom | Kiitle
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

MgO - - 045 | 0,62 | 126 | 1,74 - -
SiO, - - - - 0,67 | 0,62 - -
SO, - - 0,59 | 04l - - - -

ALO; - - - -

CaO 100,00 | 100,00 | 98,97 | 98,97 | 98,07 | 97,63 | 100,00 | 100,00
Toplam | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00

Tablo 4.25 (devam): Bacillus amyloliquefaciens Ul7 eklenerek hazirlanan 90. giin beton drnegi
EPMA Kkantitatif analizi (Sekil 4.45°¢ ait veri)

Formiil Nokta 005 Nokta 006 Nokta 007
Kiitle | Atom | Atom | Kiitle | Kiitle | Atom
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

MgO - - 0,99 1,37 2,51 3,54
Si0, - - - - 9,65 9,13
SO; - - - - - -

Al O; - - - 3,73 2,08

CaO 100,00 | 100,00 | 99,01 | 98,63 | 84,10 | 85,24
Toplam | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00

4/5/2018
20.0kV COMPO 3 WD 10.5mm 11:14:17

Sekil 4.47: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 90. giin beton 6rnegi EPMA

analizi
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Sekil 4.48: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 90. giin beton 6rnegi 1 nolu
nokta EPMA analizi (lgili diger nokta analizleri EK D’te sunulmustur)

Tablo 4.26: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 90. giin beton drnegi EPMA
kantitatif analizi (Sekil 4.47’ye ait veri)

Formiil Nokta 001 Alan 002 Nokta 003 Nokta 004 Nokta 005 Nokta 006

Kiitle Atom Kiitle Kiitle Kiitle Atom Atom Atom Kiitle Atom Kiitle Atom
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Na,O 0,72 0,65 - - - - 1,62 1,52 0,55 0,50 0,51 0,47

MgO 1,64 2,29 0,53 0,73 0,41 0,57 3,06 4,41 4,21 5,85 1,12 1,56

AlLO; 1,02 0,56 0,48 0,26 1,70 0,95 5,56 3,17 1,78 0,98 0,77 0,42

SiO, 5,40 5,06 1,71 1,60 2,90 2,73 22,55 21,82 6,14 5,72 5,32 4,99

SO3 0,89 0,63 0,34 0,24 - - 1,82 1,32 1,05 0,74 0,90 0,63
Cl 0,20 0,32 0,08 0,12 - - 0,59 0,96 0,15 0,24 0,09 0,15
ZnO - - - - 1,23 0,88 - -

CaO 90,14 90,50 96,87 97,04 94,62 95,49 63,57 6591 86,12 85,98 91,29 91,77

Toplam | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00

— 100pm JEOL 3/20/2018
20.0kV COMPO NOR WD 10.5mm 15:35:3

Sekil 4.49: 90. giin sahit beton 6rnegi EPMA analizi
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Sekil 4.50: 90. giin sahit beton 6rnegi 1 nolu alan EPMA analizi (lgili diger noktalar EK D’te

sunulmustur)

Tablo 4.27: 90. giin sahit beton 6rnegi EPMA kantitatif analizi (Sekil 4.49°a ait veri)

Formiil Alan 001 Nokta 002 Nokta 003
Kiitle | Atom | Kiitle | Atom | Atom | Kiitle
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
MgO 0,47 0,66 0,47 0,65 1,06 1,47
SO, - - 1,02 0,72 - -

Cr,0; - - 0,68 0,25 - -

Na,O 0,23 0,21 - - - -

CaO 99,29 | 99,13 | 97,84 | 98,38 | 98,94 | 98,53
Toplam | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00
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4.5.3 Beton Ornekleri FESEM Analizleri
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Sekil 4.51: Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 28. giin beton 6rnegi FESEM
goriintiisii (A) ve EDS analizi (D); Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 28. giin
beton 6rnegi FESEM goriintiisii (B) ve EDS analizi (E); 28. giin sahit beton 6rnegi FESEM goriintiisii
(C) ve EDS analizi (F)

Bacillus amyloliquefaciens U17 ve Sporosarcina pasteurii ATCC 6453
eklenerek hazirlanan 28. giin beton 6rneklerinin FESEM goriintiileri incelendiginde,
her iki numunede ve sahit betonda beton elemanlarindan, priz 1sis1 ile ortaya ¢ikan
etrenjit kristalleri ve karbonat yapilar1 gozlemlendi ancak bunun disinda belirgin

farkliliklar tespit edilemedi (Sekil 4.51).
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4.5.4 Basin¢ Dayanim ve Kilcal Su Emme Analizleri

Akc¢a Beton A.S. Hacieyiiplii (Denizli) beton santralinde TS EN 206 ve TS
EN 12350-1 standartlarma uygun olarak hazirlanan beton numunelerinin basing
dayanimi ve kilcal su emme testleri, FEBLAB Yapi1 Test ve Kalibrasyon
Laboratuvarinda yapildi. Bacillus amyloliquefaciens U17 ve Sporosarcina pasteurii
ATCC 6453 eklenerek hazirlanan Orneklerin basmng dayanimi testinin sonuglari
incelendiginde U17 ile hazirlanan betonun basing dayanimimin sahit numuneye ve
ATCC 6453 ile hazirlanan numuneye gore daha diisiik oldugu tespit edildi. U17 ile
hazirlanan betonun basing dayanimi 28. giinde 11,45 MPa (10,90-12,00), 60. giinde
12,39 MPa (11,89-12,89) ve 90. giinde 12,83 mPA (12,33-13,4) ayn1 anda dokiilerek
analize tabi tutulan sahit betonun basing¢ dayanimi 28. giinde 13,94 MPa (13,50-
15,26), 60. giinde 14,71 MPa (13,88-15,54) ve 90. giinde 15,54 mPA (14,87-16,23)
hesaplanirken, 28. giin kilcal su emme sonuglar1 U17 i¢in % 0,83 (%0,82-0,85) iken
sahit beton Ornegi i¢in %0,72 (0,66-0,78) olarak kaydedildi. ATCC 6453 ile
hazirlanan betonun basing dayanimi 28. giinde 15,75 MPa (15,23-16,27), 60. giinde
16,71 MPa (16,15-17,46) ve 90. giinde 18,39 MPa (17,93-18,69) aym anda
dokiilerek analize tabi tutulan sahit betonun basing dayanimi 28. giinde 15,86 MPa
(15,22-16,37), 60. giinde 16,87 MPa (16,19-18,10) ve 90. giinde 18,75 MPa (18,42-
19,03) hesaplanirken, 28. giin kilcal su emme sonuglart ATCC i¢in % 0,78 (%0,75-
0,82) iken sahit beton 6rnegi icin %0,72 (0,66-0,78) olarak kaydedildi (Tablo 4.26-
4.29).

Bizim bulgularimizin aksine Bacillus subtilis MTCC 441 kiiltiirii ile hiicre
konsantrasyonunun betonun basing dayanimima etkisinin 3 farklh konsantrasyonda
(10°-10°-107 hiicre/mL) arastirildig1 calismada en yiiksek basing dayaniminin kontrol
6rnegi ve diger konsantrasyonlarda hazirlanan betonlara kiyasla 10° hiicre/mL
bakteri kiiltiirii ile hazirlanan beton 6rneginde (28. giinde, S0MPa) tespit edildigi; 3.,
7. ve 28. glinlerde yapilan Olglimlerin tiimiinde en diisiik su emme oraninin ayni
beton 6rneginde gézlemlendigi ve 28. giin sonunda su emme oraninin %27 azalma
gdsterdigi bildirildi (Mondal ve Gosh 2018). Benzeri bir calismada 30x10° cfu/mL
oraninda betona eklenen Bacillus megaterium ile hazirlanan beton 6rneginin basing
dayanimmin kontrol Ornegine gore %25 daha yiliksek oldugu tespit edilirken

(Andalib ve dig. 2016), Bacillus subtilis ile hazirlanan betonun 28, 56, 90 ve 150.
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glinde yapilan basing dayanimi ve kilcal su emme analizleri sonucunda bakteriyel
betonun sahit betona kiyasla %5,5 daha yiiksek basing dayanimina ve %44,3 daha az

kilcal su emme oranina sahip oldugu bildirildi (Salmasi ve Mostofinejat 2020).

Tablo 4.28: Bacillus amyloliquefaciens U17 ile hazirlanan bakteriyel betonun basing dayanimi

Analiz ile ilgili Bilgiler | Basin¢ Dayanimi Sonuclar (MPa)
Giin U17 SAHIT
Nu 1. 11,07 15,26
Nu 2. 11,60 13,76
Nu 3. 12,00 13,50
28 Nu 4. 11,83 14,09
Nu 5. 11,51 13,54
Nu 6. 10,90 13,51
Ort. 11,45 13,94
Nu 1. 11,89 15,54
60 Nu 2. 12,89 13,88
Ort. 12,39 14,71
Nu 1. 12,33 16,23
Nu 2. 12,70 14,87
20 Nu 3. 13,47 15,53
Ort. 12,83 15,54

Tablo 4.29: Bacillus amyloliquefaciens U17 ile hazirlanan bakteriyel betonun su emme analizi

Analiz ile Kilcal Su Emme Analizi Sonuc¢lar (%)
ilgili Bilgiler
Giin U17 SAHIT
Doygun Doygun
K K K K
Numune Vuru ,}lru % Su Vuru Pru % Su
Agirhk | Yiizey Agirhk | Yiizey
. .~ | Emme . | Emme
28 (gr) Agirhgi (gr) Agirhgi
(gr) (gr)

Nul. | 7792,2 | 7856,2 | %0,82 | 7831,0 | 7883,0 | %0,66

Nu 2. | 7698,0 | 7763,5 | %0,85 | 7433,0 | 7491,3 | %0,78
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Tablo 4.30: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 ile hazirlanan bakteriyel betonun basing dayanimi

Analiz ile ilgili Basin¢g Dayanmimu Sonuclar (MPa)
Bilgiler
Giin ATCC 6453 SAHIT
Nu 1. 15,23 16,27
Nu 2. 15,81 16,21
Nu 3. 16,27 16,02
28 Nu 4. 15,85 15,07
Nu S. 15,28 16,37
Nu 6. 15,97 15,22
Ort. 15,75 15,86
Nu 1. 17,46 16,32
Nu 2. 16,15 16,19
00 Nu 3. 16,52 18,10
Ort. 16,71 16,87
Nu 1. 17,93 19,03
Nu 2. 18,69 18,42
20 Nu 3. 18,56 18,81
Ort. 18,39 18,75

Tablo 4.31: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 ile hazirlanan bakteriyel betonun su emme analizi

Analiz ile Kilcal Su Emme Analizi Sonuc¢lar (%)
ilgili
Bilgiler
Giin ATCC 6453 SAHIT
Doygun Doygun
Numune I%uru K:lru % Su I%uru K:lru % Su
Agirhk | Yiizey Agirhk | Yiizey
. .. | Emme . ° | Emme
28 (gr) | Agirhgr (gr) Agirhg
(gr) (gr)
Nu 1. 7797,0 | 7855,1 | %0,75 | 7799,0 | 7846,6 | %0,61
Nu 2. 7732,0 | 7795,3 | %0,82 | 7898,0 | 79359 | %0,48
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Betonun durabilitesi acisindan gegirimsizlik biiyiik 6nem arz eder. Hem U17
hem de ATCC 6453 ile hazirlanan 28. giin beton numunelerinde % su emme oranlar1
sahit betona gore bir miktar (swrasiyla %17 ve %40) daha yiiksektir. Bu sonuglar
1s181nda test ve kontrol organizmalarimiz ile modifiye edilen betonlarin sahit betona
kars1 tistiinliigli gézlemlenememistir (Tablo 4.28 ve 4.30). Bizim bulgumuzun aksine,
arastirmacilar tiire 6zgii olan bir 6zellik olan iireaz aktivitesinin ¢imentasyon i¢in
onemli bir faktér oldugunu ifade ederek Bacillus pasteuri’nin diistik Tre
konsantrasyonunda daha fazla kalsiyum karbonat birikimi yapmasi dolayisiyla daha
giiclii ve daha az su emme oranina sahip olan (%14 daha az) bir beton iirettiklerini

bildirdiler (Chunxiang ve dig 2009).

Bacillus sphaericus bakterisinin ¢imento betonuna eklendigi bir diger
calismada, konvensiyonel beton karisiminin basing dayanimii %13,75, %14,78 ve
%18,35 oraninda ve beton sertligini de %30,76, %46,15 ve %32,21 oranlarinda
arttig1 bildirildi (Gavimath ve dig. 2010). Ayrica, Bacillus sp. sporlarinin dogrudan
eklendigi beton oOrneklerinde 4 aym sonunda por genisliginin 1 pm azaldig1r ve
Bacillus  cinsi  bakterilerin  kendisini  1yilestiren beton uygulamalarinda
kullanilabilecegi ifade edildi (Jonkers ve dig. 2010). Bacillus subtilis JC3 model
bakterisi ile gergeklestirilen bir calismada ise bakteri inokulumu yapilan beton
karisimi Orneklerinin basing dayaniminda artig oldugu bildirildi (Reddy ve dig.
2010). Ucucu kiillii beton karisimlar: tizerinde gergeklestirilen mikrobiyal kalsiyum
karbonat ¢okelimi arastirmasinda, Sporosarcina pasteurii inokule edilen deney grubu
orneklerinin 28 giiniin sonunda %22 oraninda daha yiiksek basing dayanimina sahip
olduklar1 ve su gecirgenliginde ise 4 kat azalma tespit edildigi bildirildi (Chahal ve
dig. 2012).

Son yillarda mikrobiyolojik yollarla catlak onarmmi iizerine yogunlasan
calismalarda iimit vaad edici sonuglar elde edildigi bilinir. Ornegin, Bacillus sp. ile
biyog¢imento c¢atlaklarinda 27.2 mm’lik iyilesme ve basing dayaniminda kontrol
grubuna gore %40 artis saglanabilirken (Achal ve dig. 2013), mikrokapstillii bakteri
sporlar1 araciligiyla kendini iyilestirebilen beton iizerine yapilan arastirmalarda,
Bacillus sphaericus LMG 22557 inokiile edilen numunelerin artan inokulasyon
oranlarinda 28. giinlin sonunda % 48-80 oranlarinda iyilesme gosterdikleri
(maksimum c¢atlak genisligi 970 um) ve su gegirgenliginin 10 kat azaldig1 tespit
edildi (Wang ve dig. 2014). Bir diger calismada 16S rRNA ile tanimlanan bakteri
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izolatlar1 (Bacillus megaterium BSKAU, Bacillus licheniformis BSKNAU ve
Bacillus flexus BSKNAU) Bacillus megaterium MTCC 1684 ile kalsiyum karbonat
cokelimi ozellikleri ile beton catlaklarini iyilestirebilme potansiyelleri agisindan
kiyaslanarak, basing dayaniminin bakterilere gore sirasiyla %12,1, %10,6 ve %6,1
arttig1 ve taramali elektron mikroskop analizleri sonucunda 28. giiniin sonunda her ii¢
izolatta da ¢atlak iyilestirme 6zelligi ve ¢atlaklarin kalsit kristalleri ile dolduruldugu

tespit edildi (Krishnapvira ve dig. 2015).

Calisma sonuglarimiz literatiirde verilen bilgilerle kiyaslandiginda basarili bir
sonu¢ elde edilmemis olarak goriilmekle birlikte ozellikle 90. giine ait SEM
gortintiisiinde hala bakterilerin varligmmn goriilmesi (Sekil 4.52), bakterilerin beton
ortami gibi oldukga zor sartlarda canli kalabildiklerini gostermistir.
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System Vacuum = §.98e 007 mbar

Sekil 4.52: Bacillus amyloliquefaciens U17 ilaveli beton drneginin 90.glin sonunda SEM analizi

(yogun ¢ubuk formunda bakteri hiicreleri net olarak goriilmektedir)

Bakteri tiirti, tipi, sporlu olup olmamasi, inokulasyon orani ya da kullanilan
beton tipi bu tiir ¢aligmalarin sonuglarmi etkileyebilir. Diger taraftan, CRS, EPMA
ve FESEM analizleri ile beton 6rneklerinde bakteriyel kalsit varliginin tespit edilmis

olmas1 bakterilerin C8 betonunda az da olsa kalsiyum karbonat c¢okelimi
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yapabildiklerini de gostermistir. Bir diger olumlu sonu¢ da Bacillus
amyloliquefaciens Ul7'nin kalsiyum karbonat ¢okelimi sonucunda aciga ¢ikan
amonyum oraninin Diinya Saglik Orgiitii’'niin kabul ve tavsiye ettigi smirlarin

oldukga altinda kalmasidir.

Bacillus amyloliquefaciens Ul7'nin yliksek {ireaz enzim aktivitesine sahip
olmasi, yiiksek miktarda kalsiyum karbonat ¢okelimi yapabilmesi ve 90. giin beton
orneginde varliginin tespit edilmesine ragmen betonun fiziksel 6zelliklerinde belirgin
bir iyilesme gosterememesinin sebepleri diistiniildiigiinde, bakteri kiiltiiriiniin beton
karisimima dogrudan tatbikinin beton karigiminda normalde su ve ¢imento etkilesimi
ile gerceklesen hidratasyon siire¢lerini olumsuz etkilemis olabilecegi yahut bu kiiltiir
iceriginin betonda beklenen sertlesme zamanlamasii geciktirmesi dolayisi ile diisiik
basing dayanimi gosterdigi diisiiniilebilir. Bunun yam sira beton karisimina ilave
edilen besiyerindeki bakteri konsatrasyonunun basing dayaniminda belirgin
degisiklikler ortaya ¢ikarabilecek miktarm altinda kalmis olabilecegi yorumlanabilir.
Yine bakteri acisindan disiiniildiigiinde, beton icerinde varhigini koruyabilmis
olmasina ragmen, besiyerinin ¢imento karisimina ilavesi sonrasinda, bakterinin
thtiya¢ duydugu besin tuzlarma erisimde gii¢clik yasamis olmasi da basing
dayaniminda belirgin bir fark gozlemlenememis olmasmin sebeplerinden biri

olabilir. Bu nedenle daha detayli caligmalara ve analizlere ihtiya¢ duyuldugu aciktir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada kalsiyumca zengin Israfil dere yatagindan izole edilen yerel bir
izolat olan Bacillus amyloliquefaciens susu Ul7'in CaC0; {iretimi, ilireaz ve
karbonik anhidraz enzim aktiviteleri arastirildi. B. amyloliquefaciens U17’nin, 37°C
sicaklikta, 6.5 baslangic pH’inda, % 10 inokulasyon oraninda, inkiibasyonun
5.gliniinde, 25 mM iire, 25 mM CaCl, ve 25 mM NaHCOs igeren ortamda 2248 + 74
mg/L CaCOs ¢okelimi yaptigi tespit edildi. Calismada, CaCOs ¢okeliminin hiicre
gelisiminin ilk asamasinda basladigi ve iissel biiylime asamasinda da kalsiyum
karbonat miktarmin arttig1 goriildii. Bakteriyel CaCOs ¢okeliminin gelisimin duragan
ve 0liim asamalarinda da devam ettigi gozlendi. Bakteriyel ¢cokeltinin CaCOs oldugu
XRD, XRF, CRS ve EPMA analizleri ile dogruland1 ve kii¢iik kalsitlerle birlikte
vateritlerin baskin oldugu goriildii. Bu sonuclara ek olarak, iki farkli ortamdaki
(KMO ve LB-iire) iireaz ve karbonik anhidraz protein seviyesinin spesifik aktiviteleri
western blot analizi ile dogrulandi. Yerel susumuzun ve kontrol organizmasinin
betonun basing dayanimina ve kilcal su emmeye olan etkisi arastirildi. Her iki

bakterinin de beton dayanimina olumlu ve belirgin bir etkisi tespit edilemedi.

Sonug¢ olarak, yerel izolatimiz, kalsiyum karbonat c¢okelimi ve enzim
aktivitesi agisindan literatiirde ilgili ¢alismalardaki bakteriler ile yarisir 6zellikte
olup, kalsiyum karbonat ¢dkelimi agisindan iyi bir potansiyele sahiptir. Ozellikle
gelisimin erken evresinden itibaren kalsiyum karbonat ¢okelimi yapmasi, hizli enzim
aktivitesini gostermistir. Beton ¢alismasinda belirgin bir etki tespit edilmemesine
ragmen, dogrudan betona ilave edilmek yerine immobilize sistemler gelistirilerek
kendi kendini iyilestiren beton arastirmalarinda, siva/catlak onariminda, yiizey
kaplamada veya tarihi yapi restorasyonu gibi uygulama alanlarinda yerel

izolatlarimizin kullanim potansiyellerinin ortaya konmasi gerektigini diislinmekteyiz.
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7. EKLER

EK A-Cahsmada Kullanilan Besiyerleri

Ure Agar Besiyeri

1 g/L Pepton from meat, 1 g/L D (+) Glikoz, 5 g/ Sodyum Klortir, 2 g/L. Potasyum
Dihidrojen Fosfat, 0.012 g/L. Fenol Red, 12 g/L. Agar-Agar ile hazirlanan besiyeri
otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilir. Otoklav sonrasi 45°C’ye sogutulup,
iizerine 50 mL/L hesabiyla 0,22 pm caplh siringa filtresi ile steril edilmis %40 iire

cozeltisi eklenir, karistirilir ve steril petrilere dokiiliir.
Triptik Soy Agar

15 g/L Pepton from kazein, 5 g/L. Soya peptonu, 5 g/L Sodyum Klortir, 15 g/L. Agar-
Agar ile hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilir.

Kalsiyum Mineralizasyon Ortam

3.0 g/l Nutrient Broth, 2,77 g/L Kalsiyum Klortir, 2 g/ Sodyum Bikarbonat ve 333
mM {ireden olusur. Ancak iire 1s1 etkisi ile bozulacagindan besiyerine otoklav sonrasi

45°C’ye sogutulup eklenir. Besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilir.
Lauria-Bertani Besiyeri

10 g/L Tripton, 10 g/L Sodyum Kloriir, 5 g/l Maya Ekstrakti ile hazirlanan besiyeri
otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilir.
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EK B-Calismada Kullanilan Reaktif ve Kimyasallar

Stok Ure Cozeltisi

120,12 g iire 1 L dH,O igerisinde ¢oziilerek hazirlanir. 0,22 pm gézenek genisligine

sahip steril siringa filtreden gegirilerek steril edilir.

SN Hidroklorik Asit (HCI) Cozeltisi

104,2 mL %37 saflikta HCI toplam hacim 250 ml olacak sekilde dH,O ile hazirlanir.
SN Sodyum Hidroksit (NaOH) Cozeltisi

20 g Sodyum Hidroksit 80 mL dH,O i¢inde ¢oziiliir.

KMO Tampon Cozeltisi

1,179 g Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) Disodyum Tuzu Dihidrat
(Na,EDTA.2H,0, Sigma) ve 780 mg Magnezyum Siilfat Heptahidrat (MgSO4 7H,0,
Merck) tartilarak 50 mL dH,0’da ¢oziiliir. 16,9 g Amonyum Kloriir (NH4CI) 143 mL
yogun Amonyum Hidroksit (NH4OH, Merck) ¢ozeltisine ilave edilerek 250 mL’ye

dH,O0 ile tamamlanir.
Standart EDTA Cozeltisi

3,723 g FEtilendiamintetraasetik Asit (EDTA) Disodyum Tuzu Dihidrat
(Na,EDTA.2H,0, Sigma) 1000 mL dH,O igerisinde ¢oziiliir.

10 mM Paranitrofenilasetat Cozeltisi (p-NPA)

0,091 g 4-nitrofenil Asetat (p-NPA, Sigma) 50 mL %100 Asetonitril (C,H3N, Sigma)

icerisinde ¢oziilerek hazirlanir.

Bazik Bakar Cozeltisi (1 pay reaktif 1, 1 pay reaktif 2 ve 100 pay reaktif 3)
Reaktif 1: %2 CuS0O4.5H,0

Reaktif 2: %2 NaKC4H406.4H,O

Reaktif 3: %2 Na,COs (0,1 N NaOH i¢inde)

Lowry Reaktifi (1:1 oraninda dH,O: Folin-Ciocalteu Fenol Reaktif1)
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Liziz Tamponu

I mM Fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF proteaz inhibitdrii), | mM Aminokaproikasit
(E-ACA) iceren potasyum fosfat tamponudur.

Tris-GlisinTamponu
144 g/L Glisin, 30 g/L Tris iceren tampondur.
Tris-buffered salin (TBST)

20 mL 1 M Tris-HCl ile pH 7.4’e ayarlanir 29,44 g/I. NaCl, 0,5 ml Tween 20, % 5

yagsiz siit tozu eklenerek dH,O 1000 mL’e tamamlanir).

ALP Cozeltisi

2,67 mL TRIS tamponu (1.5 M Tris-HCI, pH 8.8)

4 mL 1M NaCl

820 ul MgCl, (100 mM)

40 ul ZnCl, (100 mM)

96 ul Diethanolamin

0,0122 g NBT (Nitrobluetetrazoliumchloride)

dH,0 (40 mL’ye tamamlanarak sature TRIS ile ph: 9,55’e ayarlanir)
0,0054 g BCIP (5-brmo-4-chloro-3-indolyl)

0,0020 g Fenozin (1 mL dH,O igerisinde ¢oziiniir, 270 pl ¢dzeltiye eklenir, 1s18a

kars1 hassastir)
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EK C-Enzim Deneylerinde Kullanilan Standart Kalibrasyon Egrileri
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y=0,006398x
R==0,998071

Abs

¢ Seril
——Dogusal (Seril)

0 20 40 60 80 100 120

p-nitrofenol (imM)

P-nitrofenol Standart Kalibrasyon Egrisi

*Seri 1: Farkli konsantrasyonlarda spektrofotometrik olarak okunan absorbans

degerleri

**Dogrusal Seri 1: Artan konsantrasyonlarda spektrofotometrik olarak okunan

absorbans degerlerinin lineer artisini gosteren dogru
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EK D-EPMA Nokta ve Alan Analizleri

Farkh Kalsiyum Kaynaklan ile Hazirlanan KMO Besiyerinde Bacillus
amyloliguefaciens U17 Tarafindan Uretilen CaCO; Kristallerinin EPMA Nokta

ve Alan Analizleri
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25 mM kalsiyum laktat KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan iiretilen CaCO;
kristallerinin 2 nolu nokta EPMA analizi (Sekil 4.20’ye ait veriler)
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25 mM kalsiyum laktat KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan iiretilen CaCO;
kristallerinin 3 nolu nokta EPMA analizi (Sekil 4.20’ye ait veriler)

004

120.0

100.0

80.0

60.0

400 a

Counts[x1.E+3]

20.0 ‘

0.0-{~A ‘

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
keV

25 mM kalsiyum laktat KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan iiretilen CaCO;
kristallerinin 4 nolu nokta EPMA analizi (Sekil 4.20’ye ait veriler)

130



005

100.0

Counts[x1.E+3]

20.0 L oy

o.o—Jll a— P

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12,00 14.00
keV

Na b U a
|

25 mM kalsiyum laktat KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan iiretilen CaCO;
kristallerinin 5 nolu nokta EPMA analizi (Sekil 4.20’ye ait veriler)
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25 mM kalsiyum laktat KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan iiretilen CaCO;
kristallerinin 6 nolu alan EPMA analizi (Sekil 4.20’ye ait veriler)
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25 mM kalsiyum nitrat KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan tiretilen CaCO;
kristallerinin 2 nolu nokta EPMA analizi (Sekil 4.21’¢ ait veriler)
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25 mM kalsiyum nitrat KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan tiretilen CaCO;
kristallerinin 3 nolu nokta EPMA analizi (Sekil 4.21’¢ ait veriler)
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25 mM kalsiyum nitrat KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan tiretilen CaCO;
kristallerinin 4 nolu nokta EPMA analizi (Sekil 4.21’¢ ait veriler)
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25 mM kalsiyum nitrat KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan iiretilen CaCO;

006

kristallerinin 5 nolu nokta EPMA analizi (Sekil 4.21’¢ ait veriler)

Counts[x1.E+3]

> — §

4.00

6.00

8.00
keV

10.00 12.00 14.00

25 mM kalsiyum nitrat KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan tiretilen CaCO;

kristallerinin 6 nolu alan EPMA analizi (Sekil 4.21 ¢ ait veriler)
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25 mM kalsiyum asetat KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan tiretilen CaCO;
kristallerinin 2 nolu nokta EPMA analizi (Sekil 4.24’¢ ait veriler)
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25 mM kalsiyum asetat KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan tiretilen CaCO;
kristallerinin 3 nolu nokta EPMA analizi (Sekil 4.24’¢ ait veriler)
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25 mM kalsiyum asetat KMO besiyerinde Bacillus amyloliquefaciens U17 tarafindan tiretilen CaCO;
kristallerinin 4 nolu alan EPMA analizi (Sekil 4.24’¢ ait veriler)
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Beton Orneklerinin Kristallerinin EPMA Nokta ve Alan Analizleri
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Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 28. giin beton 6rnegi EPMA 2 nolu nokta analizi

(Sekil 4.35’¢ ait veri)
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Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 28. giin beton 6rnegi 2 nolu nokta EPMA
analizi (Sekil 4. 37 ye ait veri)
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Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 28. giin beton &rnegi 3 nolu alan EPMA
analizi (Sekil 4. 37 ye ait veri)
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Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 28. giin beton 6rnegi 4 nolu nokta EPMA
analizi (Sekil 4. 37 ye ait veri)
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Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 28. giin beton 6rnegi 5 nolu nokta EPMA
analizi (Sekil 4. 37 ye ait veri)
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28. giin sahit beton 6rnegi 2 nolu nokta EPMA analizi (Sekil 4.39’a ait veri)
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28. giin sahit beton 6rnegi 3 nolu nokta EPMA analizi (Sekil 4.39’a ait veri)
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Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 60. giin beton 6rnegi 2 nolu nokta EPMA analizi

(Sekil 4.41°¢ ait veri)
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Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 60. giin beton 6rnegi 3 nolu nokta EPMA analizi

(Sekil 4.41°¢ ait veri)
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Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 60. giin beton 6rnegi 4 nolu nokta EPMA analizi

(Sekil 4.41°¢ ait veri)
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Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 60. giin beton 6rnegi 2 nolu nokta EPMA

analizi (Sekil 4.41°¢ ait veri)
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Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 60. giin beton drnegi 3 nolu alan EPMA
analizi (Sekil 4.43’¢ ait veri)
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Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 60. giin beton 6rnegi 4 nolu nokta EPMA
analizi (Sekil 4.43’¢ ait veri)
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Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 60. giin beton 6rnegi 5 nolu nokta EPMA

analizi (Sekil 4.43’¢ ait veri)

137



006

25.0

20.0

15.0 Al

10.0 n ll:n MG! d .
eKesC e
| FeKe Fe F

Counts[x1.E+3]

5.0+

|
0.0+ et
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00

Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 60. giin beton 6rnegi 6 nolu nokta EPMA
analizi (Sekil 4.43’¢ ait veri)
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Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 60. giin beton 6rnegi 7 nolu nokta EPMA
analizi (Sekil 4.43’¢ ait veri)
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Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 60. giin beton drnegi 8 nolu alan EPMA
analizi (Sekil 4.43’¢ ait veri)
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Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 90. giin beton 6rnegi 2 nolu nokta EPMA analizi

(Sekil 4.45’¢ ait veri)
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Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 90. giin beton 6rnegi 4 nolu nokta EPMA analizi

(Sekil 4.45’¢ ait veri)
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Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 90. giin beton 6rnegi 5 nolu nokta EPMA analizi
(Sekil 4.45’¢ ait veri)
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Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 90. giin beton 6rnegi 6 nolu nokta EPMA analizi
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Bacillus amyloliquefaciens U17 eklenerek hazirlanan 90. giin beton 6rnegi 7 nolu nokta EPMA analizi

(Sekil 4.45’¢ ait veri)
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Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 90. giin beton drnegi 2 nolu alan EPMA
analizi (Sekil 4.47’ye ait veri)
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Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 90. giin beton 6rnegi 3 nolu nokta EPMA
analizi (Sekil 4.47’ye ait veri)
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Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 90. giin beton 6rnegi 5 nolu nokta EPMA
analizi (Sekil 4.47’ye ait veri)
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Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 eklenerek hazirlanan 90. giin beton 6rnegi 6 nolu nokta EPMA
analizi (Sekil 4.47’ye ait veri)
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90. giin sahit beton drnegi 2 nolu nokta EPMA analizi (Sekil 4.49’a ait veri)
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90. giin sahit beton drnegi 3 nolu nokta EPMA analizi (Sekil 4.49’a ait veri)
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