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ONSOz

Proje mikrobiyal yontemler kullanilarak zeminlerin giclendiriimesi amaclanmistir. Bu kapsaminda
kalsiyum karbonat ¢dkelimi yapan Bacillus cinsi bakteri iceren sivi, laboratuvar ortaminda cesitli
hizlar altinda kumlu zemine enjekte edilmistir. Karbonat igeren bakterilerin kismen kendi formlarini
korudugu ancak yaygin olarak kalsit ve vaterit mineralleri ile amorf kalsiyum karbonat kutleleri
olusturdugu gézlenmistir. Taneler arasinda meydana gelen biyolojik karbonat ¢oékelimi sonucu tek
eksenli basma dayanimi deneyi ile P ve S dalga hiz 6élgimlerine tabi tutulan érneklerin mekanik ve
dinamik o&zelliklerinde 6nemli artislar goérlilmustir. Projeden elden edilen bulgu ve sonuclar
bakteriyel kalsiyum karbonat uygulamasinin kumlu dogal zeminlerin gtglendiriimesinde kullanma
potansiyelinin oldugunu ortaya koymustur. Bu calisma 113Y568 proje numarasi ile TUBITAK

tarafindan desteklenmisgtir.




ICINDEKILER

22 GHRIS ..ottt
2. LABORATUVAR CALISMALARI...... oo e
2.1. Mikrobiyolojik Calismalar ...............oiiiiiiiii e
2.1.1. Ornek Hazirlama ve YONEM .........cccoeeveeeeeeeeeeeee e
2.1.2. Kalsiyum Karbonat Mineralizasyonu Optimizasyonu....................
2.1.3. Optimizasyon Sartlarinda CaCO; Mineralizasyonu......................
2.1.4. S. pasteurii ATCC 6453'Gn CaCO; Cokelimi ..........ccoveevieiinnineens
2.2. Jeoteknik CallSmalar ..........coooiiiiiiiii e
2.2.1. Deney Diizenegi ve Zemin OzelliKIeri ............cooveeeevieeeiceeeeenn.
2.2.2. JeotekNiK DeNEYIEr ..........oovviiiiecee e
2.2.3. Birim hacim agirlik ..........oo oo
2.2.4. Tek Eksenli Basma Dayanimi...........cooooeviiiiiiiiiiiineii e
2.2.5. Elastisite MOAUIU ........ccuuiieiiiii e
2.2.6. SiSMIK OZEIKIET .......ocvveeeeeeeee e
2.3. Mineralojik CallSmalar ............ccoouiiiiiiie e
2.3.1. Laboratuvar Kosullarinda Uretilen Mikrobiyal Kalsiyum

Karbonat Olugsumlarinin Karakterizasyonu .............ccccccceeee.e.
2.3.1.1. X-Isinlari Kirnimi (XRD) incelemeleri................cccoveuenn.....
2.3.1.2. Taramali Elektron Mikroskop (SEM) incelemeleri...............
2.3.1.3. Termo Gravimetrik Analiz (TGA) incelemeleri....................

2.3.2. Kumlu Zemine Uygulanan Bakteriyel Kalsiyum Karbonat
Olusumlarinin Karakterizasyonu ..............coeooveeieiiiiiiiiiieenenn.
2.3.2.1. Optik Mikroskop Uygulamalari ..............ccccceeeieeiiieeeineeeen.
2.3.2.2. X-sinlari Kirinimi (XRD) incelemeleri...............cccuveueennn....
2.3.2.3. Taramali Elektron Mikroskop (SEM) incelemeleri...............
B I I 51 N
3.1. Mikrobiyolojik Bulgularin TartiSimasl.............coeoviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeees
3.2. Jeoteknik Bulgularin Tartisilmasi..........ccooeeiiiiiiiiiiii e
3.3. Mineralgjik ve Petrografik Bulgularin Tartisiimasi..........c....cccoooeennnn.
4. SONUGLAR ... e e ettt e e et e e e e e e e eean e e
5. KAYNAKLAR ...ttt et et e e e et e e e e et e e e e ae e eeaeaens




TABLO LIiSTESI

Tablo1. Toprak érnekleri ve izole edilen mikroorganizmalarin kodlari

Tablo 2: izolatlarin 16S rRNA sekans analiz sonuglari

Tablo 3: Bakterilerin maksimum kalsiyum karbonat miktarlari (mg/ml)

Tablo 4: Paenibacillus favisporus U3’uUn farkl Gre konsantrasyonlarinda kalsiyum karbonat
mineralizasyonu (mg/ml) (pH:6.5, sicaklik:37 °C)

Tablo 5: Farkli Ure konsantrasyonlarinda Lysinibacillus fusiformis U5 bakterisinin kalsiyum
karbonat mineralizasyonu (mg/ml) (pH:6.5, sicaklik:37 °C)

Tablo 6: Farkl Ure konsantrasyonlarda Bacillus mycoides U10 bakterisinin kalsiyum karbonat
mineralizasyonu (mg/ml) (pH:6.5, sicaklik: 37 °C).

Tablo7: Sicakhgdin kalsiyum karbonat mineralizasyonu Uzerine etkisi (mg/ml) (pH: 6.5)

Tablo 8: Kalsiyum karbonat mineralizasyonuna baslangi¢ pH’sinin etkisi

Tablo 9. Ureolitik bakterilerin en iyi kalsiyum karbonat mineralizasyon parametreleri

Tablo 10. Paenibacillus favisporus U3’Un optimal sartlarda kalsiyum karbonat mineralizasyonu
(mg/ml)

Tablo 11. Bacillus mycoides U10’un optimal sartlarda kalsiyum karbonat mineralizasyonu (mg/ml)

Tablo 12. Lysinibacillus fusiformis U5’in optimal sartlarda kalsiyum karbonat mineralizasyonu
(mg/ml)

Tablo 13. Ureolitik izolatlarin S. pasteurii ATCC 6453 ile CaCO3 iiretimi acisindan (mg/L)
karsilastiriimasi (a: 20 °C, pH 5.5, 300 mM Ure, b: 37 °C, pH: 6.5, 100 mM ure, c: 37 °C, pH 5.0,
350 mM Ure d: 42 °C, pH 5.0, 100 mM Ure)




SEKIL LiSTESI

Sekil 1. Pozitif kontrol (pembe) olarak kullanilan Proteus vulgaris ATCC 33420 ve negatif
kontrol (sar1) Micrococcus flavus’un Ureaz Agar besiyerindeki goériniimleri

Sekil 2. Ure agara ekilen toprak érneklerinde lireaz aktivitesi olan koloniler

Sekil 3. izolatlarin CaCO3; minerilizasyon ortaminda karbonat tretim gériiniimleri

Sekil 4. Sterilize edilmis #40 nolu elekten gegen ve #200 nolu elekte kalan tane boyu dagihmina
sahip zemin érnegi

Sekil 5. Taslak deney duzenegi

Sekil 6. Hazirlanan deney dizenegdi ve zemin drnegi ile deneye hazir hali

Sekil 7. Plexiglass tupler

Sekil 8 Filtre sabitleme ve numune ¢ikartma aparati

Sekil 9. Peristaltik pompa

Sekil 10. Serbest halde bakterili sivinin zemin drneginden gegisi

Sekil 11. 25d/d halinde bakterili sivinin zemin érnedinden gegisi

Sekil 12. Basing dlgiminde kullanilan manometre

Sekil 13. Birim hacim agirhigi hesaplanan érnekler

Sekil 14. Orneklerin birim hacim agirliklari

Sekil 15. Tek eksenli basma dayanimi deney diizenegdi ve yenilmis bir zemin drnegi

Sekil 16. Orneklerin tek eksenli basma dayanimi

Sekil 17. ideal elastisite modiilli (gerilme-gerinme) grafigi ve géreceli elastisite modilii tanimlari

Sekil 18. Orneklerin statik elastisite modiilii (Es)

Sekil 19. Dogal ve guglendiriimis 6rneklerin hizlarinin belirlenmesi igin kullanilan diizenek

Sekil 20. Orneklerin (Vp) hizlari

Sekil 21. Orneklerin (Vs) hizlari

Sekil 22. Bakteriyel kalsiyum karbonatli Grdnlerin X-iginlari kirinimi desenleri

Sekil 23. U2, U3 ve U5 oOrnekleri icin uygulanan farkli sire, konsantrasyon ve pH kosullarinin
kalsiyum karbonat konsantrasyonlari (mg/ml) Gzerine etkisi

Sekil 24. Mikrobiyal karbonat olusumlarinin SEM mikrofotograflari

Sekil 25. Mikrobiyal karbonat olugumlarinin SEM mikrofotograflari

Sekil 26. U2 ve U5 nolu 6rneklerde gézlenen vaterit, bakteri, EPS, kalsit ve membran (zerinde
gercgeklestirilen EDS analiz sonuglari

Sekil 27. Bakteriyel karbonat Grtnlerini TGA egrileri

Sekil 28. Bakteriyel karbonat uygulanan kumlu zeminlerin optik mikroskop goéranumleri

Sekil 29. Dogal (DZ1) ve bakteriyel karbonat cimentolamasi uygulanan (DZ2-5) kumlu zemin
orneklerin serbest ve farkll basing kosullarina gére mineralojik dagilimi.

Sekil 30. Dogal (DZ1) ve bakteriyel karbonat gimentolamasi uygulanan (DZ2-5) kumlu zemin
orneklerin 0.075 mm elek alti tane boyunun serbest ve farkli basin¢g kosullarina gore
mineralojik dagilimi.

Sekil 31. Bakteriyel karbonat uygulamasi yapilan kumlu zemin érneginin 0.063 mm elek alti ve kil
fraksiyonu (<0.002 mm, <2 um) mineralojik bilegimleri

Sekil 32. Kumlu zeminlerdeki bakteriyel karbonat gimentonun SEM-SE gorinumleri

Sekil 33. Bakteriyel karbonat cimentonun SEM-BSE gérindmleri, EDS analizi ve element
haritalamalari

Sekil 34. Bakteriyel karbonat cimentonun kalsit ve kuvars taneleri arasindaki SEM-BSE
gorunumleri, EDS analizi ve element haritalamalari

Sekil 25. Bakterili sivinin akis yénine gore karbonat miktarinin degisimi

Sekil 36. Karbonat miktarina bagli yenilme ve deformasyonlar




OzET

Jeoteknik muhendisliginde zeminlerin mihendislik parametrelerini iyilestirmek igin son yillarda ¢ok
saylda cagdas yontem ve malzeme ortaya cikmaktadir. Bunlar cevresel etki, nifuz derinligi,
iyilestirme homojenligi ve maliyet gibi konularda farkhliklar sunmaktadir. Basarili bir bakteriyel
zemin iyilestirmesi zemin-bakteri tlru, besiyer, cevresel ve jeolojik faktorler gibi ¢esitli faktorlere
baglidir. Bu projede bakteriyel kalsiyum karbonat ¢okelimi yardimi ile kumlu zeminlerin muihendislik
Ozelliklerinin iyilestiriimesi amaglanmistir.

Bu kapsamda bakteriyel kalsiyum karbonat olusumlarinin maksimum CaCOj; konsantrasyonlarinin
kosullarinin  belirlenmesi amaciyla c¢esitli bakteriler Uzerinde farkh Ure konsantrasyonlari,
inklibasyon sireleri ve baslangi¢ pH kosullari uygulanmistir. U3 nolu drnegdi temsil eden bakteriler
(Paenibacillus favisporus) tim kosullarda en yiksek CaCOj; Uretimini saglamistir. Bu nedenle
jeoteknik uygulamalarda U3 nolu &6rnek kullaniimis olup, optimum kosullar Ure
konsantrasyonu=100 mM, sicakhk=37 °C, baslangi¢ pH=6.5, inkiibasyon suresi=10 gin ve
maksimum konsantrasyon=2805 mg/ml olarak belirlenmistir.

Polarizan mikroskop goruntileri gimentolanmanin baglica kalsit ve kuvars minerallerinden olusan
taneler arasinda homojen bigimde dagildigi gézlenmistir. Optik mikroskopik verilere gore, kalsiyum
karbonat cimento 0.5 mm ye ulasan bogluklari doldurma kapasitesine sahip oldugunu ortaya
koymustur. XRD incelemelerine gére taneleri tutturan bakteriyel karbonat cimento vaterit
icermemektedir Taramali elektron mikroskop (SEM) incelemeleri bakteriyel kalsiyum karbonat
baglayicinin gézenekli-singerimsi gérindmll amorf yapida oldugunu goéstermistir. SEM element
haritalama verileri de, optik mikroskop verilerine benzer bicimde bakteriyel karbonat gimentonun
taneler arasinda homojen bir dagilim sundugunu gostermistir.

Dogal zemin 6rneginin birim hacim agirhgi 14.4 kN/m®, giiglendiriimis zeminin ise 14.5 kN/m? ile
14.6 kN/m®arasinda degismektedir. Giiglendirimis 6rneklerin tek eksenli basma dayanimi en
yuksek 25 d/d’da 204.1 kPa olarak ol¢iimus, 50 d/d ve 100 d/d ise sirasiyla 142.9 kPa and 85.2
kPa elde edilmistir. Gorindugu kadariyla peristaltik pompanin ylksek devirleri bakteri aktivitesini
azaltmaktadir. Elastisite moduli degerleri de 23.9 MPa and 89.4 MPa arasinda degdismektedir.
Go6zlenen en dluslk ve en yuksek hizlar ise Vp igin 601 m/s-985 m/s, Vs igin 167 m/s-443 m/s
arasinda degismektedir. Cimento ve kimyasal enjeksiyon gibi geleneksel zemin guglendirme
yontemlerinin gdrece kiguUk sahalarda yaygin olarak uygulanmasina karsin, mikrobiyal
glglendirmenin ise ulastirma projeleri gibi daha buylk sahalarin guglendirmesi cevresel ve
ekonomik agidan daha uygun gériinmektedir. Proje, bakteri mineralizasyonu ile yapilan zeminin
iyilestirmesi sonucu saglanan mihendislik parametrelerindeki olumlu yéndeki deger artiglarinin bu
projeler igin yeteri kadar iyi oldugunu gostermektedir. Sonug olarak, proje kapsaminda uygulanan
yontemin ilgili jeoteknik mihendisligi uygulamalarinda kullanilabilir oldugu ortaya konulmusgtur.

Anahtar Kelimeler: bakteri, Bacillus, biyo-mineralizasyon, zemin glgclendirme




ABSTRACT

In recent years, a large number of contemporary methods and materials are available in
geotechnical engineering to improve the engineering performance of soils. They are miscellaneous
in the matter of environmental impact, penetration depth, treatment uniformity, cost etc. Naturally,
they have benefits and drawbacks and researches are required on soil improvement to find out
new materials and methods. A successful bacterial soil improvement application is dependent on
some parameters including soil and bacteria types, media diversity, environmental and geological
parameters. This study is targeted to improve the engineering properties of the sandy soils using
by bacterial carbonate precipitation.

In order to determine optimum bacteria breeding conditions to get maximum CaCO;, several urea
concentrations, incubation periods and pH levels were tested on the selected bacteria. The
bacteria coded U3 (Paenibacillus favisporus) was the best one among the tested ones for CaCOs,,
production and it was employed for the geotechnical tests. The best conditions are; urea
concentration=100 mM, temperature=37 °C, starting pH=6.5, incubation time=10 days and
maximum concentration =2805 mg/ml.

Polarized microscopy images prove that the bacterial cementation was homogeneously distributed
among the calcite and quartz minerals. It was also presented by SEM element mapping. It was
able to fill the gaps up to 0.5 mm as seen on optical microcopy. XRD data suggest that there is not
any vaterite in the bacterial calcium carbonate. The appearance of this carbonate on SEM is
spongy, porous and amorphous.

The unit weight of the natural sand was 14.4 kN/m®. Bacterial treatment has not made a noticeable
change on the core samples and the values lie between 14.5 kN/m® and 14.6 kN/m®. UCS of the
tested core samples are varying in a quite large range from 66.8 kPa to 204.1 kPa. The UCS of the
25 rpm sample was the highest strength 204.1 kPa. Increasing the speed of the pump has not
helped to obtain higher values. The strength is 142.9 kPa and 85.2 kPa for 50 rpm and 100 rpm
respectively. The findings suggested that higher rotary speeds are increasing pressure in the test
cell which causes slower bacterium activity. The young modulus data of the samples were parallel
to the UCS values. The extreme values are 23.9 MPa and 89.4 MPa for free flow and 25 rpm
respectively. Young modulus has decreased to 40.7 MPa for 50 rpm and 33.6 MPa for 100 rpm
(Figure 6). In the same way, the sonic wave and mechanical test data are analogous. The lowest
Vp was measured on natural soil sample as a 601 m/s while the highest one was on the 25 rpm,
985 m/s. The Vs value has bounced from 167 m/s (natural soil) to remarkable 443 m/s (25 rpm).

Microbial improvement seems to be more convenient in terms of economy and environment for
large areas like transportation projects, factory sites etc. although the conventional soil
improvement methods like cement and chemical grouting may be more common in relatively small
areas. The improvement provided by the bacterial treatment is sufficient to support such project
loads. The method can be employed in the associated geotechnical engineering applications.

Key words: bacteria, Bacillus, bio-mineralization, soil strengthening




BILIMSEL GELISME RAPORU
(Proje No: 113Y568)

1. GIRIS

Artan nufus ve buna bagh olarak genigleyen kentsel alanlar nedeniyle problemli zeminlerle
karsilasma olasiligi artmakta ve bu tur zeminlerde iyilestirme yapma zorunlulugu ortaya
¢cikmaktadir. Bu tir zeminlerin Gzerinde mihendislik yapilarinin insa edilebilmesi icin iyilestiriimeleri
ve/veya gugclendiriimeleri gerekmektedir. Zemin iyilestirme/guclendirme ydntemleri yaygin olarak
tasima gucunin arttinimasi, sivilasma potansiyeli ve permeabilitenin azaltilmasi igin
uygulanmaktadir. Son yillarda tGlkemizde de uygulanmasli yayginlasan enjeksiyon ydntemi, zemin
iyilestirme acgisindan basarili bicimde uygulanmaktadir. Yapimi tamamlanmig binalarin zeminlerinin
glglendiriimesi ylksek ekonomik maliyet olusturmaktadir. Bununla birlikte, geleneksel zemin
iyilestirme yoéntemlerinin sinirli etki yaricapi, agir is makinalari gerektirmesi ve olumsuz cevresel
etkileri gibi gesitli zayif yonleri de bulunmaktadir. Bu agidan mikrobiyal yontemlerin uygulanmasiyla
yukarida siralanan olumsuzluklarin éniine gegilmesi mimkin olabilmektedir (DedJong vd., 2006;
Whiffin vd., 2007; lvanov ve Chu, 2008; Qabany vd., 2012; Akyol, 2012).

Jeolojik suregler ile mineral ve mikroorganizma arasindaki etkilesim jeomikrobiyolojinin ¢alisma
alanini olusturmaktadir. Adinda da anlasilacagi gibi jeomikrobiyoloji ¢ok disiplinli bir calisma alani
olup, mikrobiyal ekoloji, sedimanter jeoloji, jeokimya ve mineraloji gibi bilim dallarini icine
almaktadir. Buna ilave olarak uygulama alanina goére ¢evreden jeoteknige kadar ¢ok genis bir
yelpazedeki c¢alisma disiplinleri kapsayabilmektedir. Mikroorganizmalar oksidasyon indirgeme
reaksiyonlarinin bir pargasidir ve reaksiyon esnasinda enerji elde ederek buyir, hareket eder ve
diger faaliyetlerini gerceklestirirler. Bu reaksiyonlar araciligi ile mikroorganizmalar minerallerin
cokelmesine, ¢ozunmesine veya degisimine neden olabilir veya ortamin jeokimyasini degistirerek
bu sureclere dolayl olarak etki edebilirler (Karatas, 2008). 19. ylzyilin ikinci yarisinda baslayan
jeomikrobiyoloji ¢alismalarinda (Ehrlich, 2002) mikroorganizmalarin sadece indirgeme (redoks)
reaksiyonlarina katalizor olarak katilmadiklarini, ayni zamanda kalsiyum karbonat c¢okelimi
olusturduklari da belirlenmistir (Nadson, 1903). Sularda kalsiyum iyonlari fazla oldugunda, kalsit
mineralizasyonu dogal olarak olusmaktadir (Fauriel ve Laloui, 2012). Ureaz aktivitesine sahip gok
saylida bakteri, eger kalsiyum ve Ure bulunan bir ortamda ise Onemli Olcide kalsiyum
mineralizasyonu gerceklestirirler. Bu nedenle, B. pasteurii ve Bacillus cinsine ait diger Gyeler, ¢esitli
ortamlarda kalsiyum karbonat mineralizasyonuna etki eden faktorleri belirlemek igcin yapilan
calismalarda kullanilan model organizmadirlar (Stocks-Fischer et al. 1999). Mikroorganizmalar
Ozellikle ginimizde su ve topraktaki cevresel kirliligin etkilerinin azaltilmasinda oldukga yaygin

olarak kullaniimaktadir.




Uygun ortamlarda mikroorganizmalar kimyasal reaksiyonlari tetikleyerek ¢éziinme ve ¢okelme ile
inorganik minerallerin ¢okelmesine neden olabilmektedir. Mikrobiyal madde ¢dkelimi ile zeminlerin
fiziko-mekanik &zelliklerinin iyilestiriimesi amaciyla Bacillus turleri (Dick vd. 2006), Myxococcus
xanthus (Rodriguez-Navarro vd. 2003), Bacillus pasteurii (Bang vd. 2001), Halomonas eurihalina
(Rivadeneyra vd. 1998), Bacillus amyloliquefaciens (Lee 2003), Bacillus megaterium (Achal vd.
2011a, Lian vd. 2006), Kocuria flava (Achal vd. 2011b), Bacillus sphaericus (Cheng ve Cord-
Ruwisch 2012), Sporosarcina pasteurii (Whiffin vd., 2007; Qabany vd., 2012) Bacillus pasteurii
(Dedong vd., 2006), Caulobacter, Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Arcobacter,
Cytophaga, Flavobacterium, Pseudomonas ve Rhizobium (lvanov ve Chu, 2008) gibi bakterilerin
kullanimina yoénelik c¢alismalar bulunmaktadir. Bu c¢alismalarda cgesitli konsantrasyonlardaki
mikrobiyal sivi laboratuvar ortaminda genellikle tlp icerisine yerlestirilen drnekler icerisinden belirli
surelerle gegirilmis ve karbonat ¢okelimi ile 6érneklerin dayanim, permeabilite gibi parametrelere
etkileri arastiriimistir. Arastirma sonuglarina goére, “biyoekseksiyon” olarak da adlandirilan biyolojik

uygulamanin érneklerin dayanimini arttirdidi ve permeabilitesini azalttigi gézlenmigtir.

Mikroorganizmalar kalsiyum karbonat ¢dkelimi esnasinda c¢esitli  formlarda kristaller
olusturmaktadir. Bunlar arasinda en yaygin olanlarn vaterit ve kalsit kristalleridir. Kalsitin aksine
vaterit dogal ortamlarda ¢ok yaygin olarak gézlenmemektedir. Bu minerallerin kristaller yapilari,
blayUkleri gibi bazi &zellikleri birbirlerinden farkli oldugu icin, ¢imentolanmada bazi farklar
olusturabilir. Bu nedenle olugan kalsiyum karbonatin kimyasal ve fiziksel yapisi ile diger mineralojik

Ozelliklerinin belirlenmesi yararli olacaktir.

Jeolojik slrecglerde mikrobiyolojik etkilerle mineral olusumlarinin varligi (Ehrlich, 2002) ve drenaj
malzemeleri ile borularin zamanla tikandigi ¢ok iyi bilinmesine ragmen bu olusumun zeminin
tagima gucunun arttinimasi, sivilagsma potansiyeli ve gegirimliligin azaltiimasi gibi muhendislik

calismalarinda kullaniimasi ¢ok gindeme gelmemistir.

Mikrobiyal kaynakl karbonat ¢okelimi ile zemin gl¢lendirme konusunda cesitli calismalar 6n plana
cikmaktadir (Muynck et al. 2008). Bunlar arasinda Dedong vd. (2006), W hiffin vd. (2007), Karatas
(2008), Ivanov & Chu (2008) ve Van Paassen (2009) sayilabilir. DedJong vd (2006) yaptigi
¢alismada mikrobiyal olarak ¢imentolanmis gevsek kumlarin kesme dalgasi hizlarinin yaklasik 200
m/s’den 540 m/s’ye ulastigi belirtmiglerdir. Whiffin vd. (2007) kalsiyum karbonat ¢okelimi igin kum
ornekleri icerisine Ure, kalsiyum ve Ure-hidroliz bakterisi enjekte etmisler, hidroliz sivisinin
konsantrasyonuna bagli olarak ¢cimentolanma ve kesme dayaniminda iyilesmeler gézlemiglerdir.
Bu artisin kesme dayaniminda 8 kat, rijitlikte ise 3 katina kadar oldugunu bildirmiglerdir. Karatas’in
(2008) calismalari sonucu mikrobiyal kdkenli kalsiyum karbonat ¢cokeliminin kesme dayanimini

arttirdigini ancak zeminin mineral bilesimi, yapisi, tane boyu ve organik madde orani gibi




parametrelerin ¢cok etkili oldugunu ve bunun ayrica ¢alisilmasi gerektigini ortaya koymustur. lvanov
& Chu (2008) zemin enjeksiyonunun metrekip maliyetinin kimyasal maddeler kullanarak 2 ile 72
USD, mikrobiyal slrecle ¢cimentolanma saglandiginda 0,5 ile 9,0 USD arasinda olacagini ortaya
koymustur. Mikrobiyal yontemlerle zeminlerin mihendislik 6zelliklerinin iyilestiriimesine yodnelik en
kapsamli ¢alismalardan birisi arazi dlgeginde Van Paassen (2009) yapilmigtir. Hizli tren hatlarinda
zemin sikihgi ile tren hizi arasinda dogrudan bir iligki oldugu ve iyilesmenin trenleri %20 oraninda
hizlandirabileceg@i ortaya konulmustur. Calismada ayrica gézenekli kayalarda mikrobiyal iyilestirme

yaparak oda-topuk yontemiyle agilan madenlerde goguk riskinin azaldigini gézlemlemistir.

Mitchell ve Santamarina (2005) jeoteknik mihendisliginde biyolojik yontemler ile
mikroorganizmalar ve jeolojik surecler arasindaki iligkiyi degerlendirmiglerdir. Mikrobiyolojik
iyilestirmelerin genellikle zemin gegirgenligi ve iletimi ile oldugunu ortaya koymuslardir. Zemin
icerisine ticari olarak temin edilebilen cesitli biyofilm ve biyopolimerler ilave ederek zeminin hidrolik
iletkenligi (Komlos vd., 1998; MacLeod vd., 1988; Karimi, 1988; Dutta vd., 2005), kesme
dayanimini (Karimi, 1988; Perkins vd., 2000; Cabalar and Canakci, 2005) incelemislerdir. Bu
calismalarda hidrolik iletkenligin dikkat cekici sekilde azaldigi ancak kesme dayaniminda ciddi
artiglar olmadidi1 sonucuna variimistir. Sadece Cabalar ve Canakci (2005) % 1 ve %5’lik biyolojik
katki sonrasi ortalama kesme dayaniminin 30 kPa ile 190 kPa arasinda artis gdsterdigini
belirtmislerdir. Ancak dogal zemine ait veriler olmadigi icin iyilestirme sonrasi karsilastirma yapmak

mdmkun olmamistir.

Bu calismada karbonat¢ca zengin ortamlardan izole edilen Bacillus cinsi izolatlarin kalsiyum
mineralizasyonu kullanilarak, kumlu zeminlerin iyilestiriimesi amaclanmistir. Proje bu alanda
Ulkemizde vyapilan O6ncl calismalardan birisi olmasi nedeniyle sonraki calismalara temel

olusturacak niteliktedir.




2. LABORATUVAR CALISMALARI

Calismanin ilk alti aylik déneminde galisma takviminde belirtildigi gibi dncelikle gerekli olan cihaz

ve kimyasal madde alimi yapilmis ve ekte sunulan ¢alismalar gergeklestirilmistir.

2.1. Mikrobiyolojik Calismalar

2.1.1. Ornek Hazirlama ve Yoéntem

Calismamizin ilk déneminde Denizli Karci Dagi Bolgesindeki Israfil deresinden su 6rnegi ve
cevresinden de farkl derinliklerden aseptik kosullara uygun olarak alinan toprak numuneleri amber
renkli steril cam siseler igerisinde Bakteriyoloji laboratuvarina getiriimistir. Orneklerden (lireaz
aktivitesi pozitif olan mikroorganizmalar belirlenmesi ve izolasyonu yapilmistir. Ayrica Ureaz pozitif
izolatlarin kalsiyum karbonat minerilizasyon sartlarinin optimizasyonu yapilmistir. Optimizasyon
sartlari olarak pH (5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0) sicaklik (20, 25, 30, 37, 42 °C) inkiibasyon siiresi (5, 7, 10
ve 14. gln)ve Ure konsantrasyonu (100, 200, 250, 300, 333 ve 350 mM) belirlenmisgtir.

Ureolitik bakteri izolasyonu

Kalsiyum karbonatga zengin toprak orneklerinden Ureolitik aktiviteye sahip Bacillus cinsi bakteri
izolasyonu icin Ure Broth ve Ure Agar besiyerleri kullaniimistir. Besiyerindeki turuncudan pembeye
renk degisikligi Gre hidrolizini gdsterir. izolasyon agsamasinda pozitif kontrol olarak Proteus vulgaris
ATCC 33420 ve negatif kontrol olarak Micrococcus flavus susu kullaniimistir (Fujita et al. 2000).

Mikroorganizmalarin tanimlanmasi

izole edilen suslarin 16S rRNA sekans analizleri Gazi Universitesi Molekiiler Biyoloji Arastirma ve

Uygulama Merkezi’nde yaptiriimigtir.
Kalsiyum karbonat mineralizasyonu

20 g/L Ure ilaveli Nutrient Broth’ta gelistirilen hicreler %10’luk olacak sekilde ayarlanarak kalsiyum

mineralizasyon ortamina inokule edilmistir.

Kalsiyum mineralizasyon ortami, 3,0 g/l Nutrient Broth (Difco), 25 mM CaCl,, 25 mM NaHCO; ve

333 mM dUre ilave edilerek hazirlanmistir (Ferris vd. 1996). Besiyerinin baslangic pH'si 6.5'a
ayarlanmig ve filtre ile steril edilmistir (Whiffin vd. 2007).




Kalsiyum karbonat igeriginin belirlenmesi
Kaltardeki kalsiyum karbonat icerigi EDTA titremetrik ydnteme gore belirlenmistir (APHA 1989).

EDTA Titrimetrik Yéntemi:

a) Tampon Coézelti Hazirlanisi:

1,179 g Na,EDTA.2H,0 ve 780 mg MgSO, 7H,0 tartilir, 50 ml dH,O’da ¢6zilmesi sagdlanir. 16,9 g
NH4CI ve 143 ml yogun NH,OH ( amonyum ) ¢6zeltiye ilave edilerek distile su (dH,O) ile 250 ml'ye

tamamlanmistir.

b)indikatér Cozelti:

0,5 g Eriochrome Black T ile 100 g NaCl karistirilarak kullanima hazirlanmistir.

c)Standart EDTA Cézeltisi:

3,723 g EDTA disodyum tuzu dihidrat 1000 ml dH,O icerisinde ¢ozuldr.
Titrasyon Basamaklari:
e 25 ml numune Uzerine 1 ml Tampon Coézelti ilave edilerek pH 10.00 ayarlanir.

e Numune igersine toz halinde olan indikatér karisimindan spatiil ucunda eklenir (indikatér

numunede pembe renk olugturmaktadir).
o Standart EDTA Cozeltisi ile titrasyon islemi yapilir.
e Pembe olan numune rengi mavi renge donltsene dek titrasyona devam edilir.

e Harcanan EDTA miktari alinarak asagida verilen formul ile CaCO; miktari hesaplanir.

V1.M.1000
Va2

Hesaplama: Mg CaCO;-
V1: Harcanan EDTA
M: 1 ml EDTA= 0,96 mg CaCO;

V2: Alinan numune miktari (ml)




Kalsiyum karbonat mineralizasyonu optimizasyonu

izole edilen bakteriler arasindan en iyi sonug veren bakterilerin farkll tre konsantrasyonu (100,
200, 250, 300, 333, 350 mM), baslangi¢ pH’sI (5.0, 5.5, 6.0, 7.0, 7.5), sicaklik (20, 25, 30, 42 °C)

ve inkiibasyon suresinin kalsiyum karbonat mineralizasyonuna etkisi arastiriimistir.

Ureolitik bakteri izolasyonu

Calismada kullanilan bakteriler, Karci dagi-israfil deresinden alinan su ve toprak
orneklerinden izole edilmistir. Aseptik kosullarda alinan toprak ve su érnekleri steril siselere

konularak laboratuarda buzdolabinda +4 °C’de izole edilmek lizere muhafaza edilmistir.

Bacillus cinsinin tim turleri, endospor olusturan bakterilerdir. Toprak ve su drneklerindeki
diger istenmeyen bakterilerin 6lmesi amaciyla, drnekler bakteri izolasyonu 6ncesi sicak su
banyosunda 80 °C’de 20 dakika bekletilmistir. Orneklerdeki spor olusturmayan vejetatif
formdaki bakterilerin dlmesi saglanarak spor formlarin kalmasi saglanmigtir. Daha sonra
steril serum fizyolojik suda 10" - 10™"° oraninda seyreltmeler yapilmistir. Ornekler Ure Agar
besiyerine ekilerek 37 °C de 24-48 saat inkiibe edilmis ve besiyerinde gelisen renkli koloniler
mikroskopta incelenerek ¢ubuk ve spor iceren izolatlar Nutrient Agar yatik besiyerinde

stoklanmistir.

Stoklanan tim dre pozitif sporlu bakteriler daha sonra calisiimak Uzere Bacillus sp. olarak

kaydedilmistir. Bakterilerin izole edildigi toprak zonlari ve izolatlar Tablo 1’de verilmistir.

izolasyon calismalarinda Proteus vulgaris (pozitify ve Micrococcus flavus (iire negatif)
bakterileri kontrol olarak kullaniimigtir. Ure Agar'da gelisen pembe renkli koloniler ise (ireaz
pozitif olarak degerlendiriimistir (Sekil 1 ve 2). Pembe renkli kolonilerden rastgele koloniler,
gram boyama yapilarak basil ve spor morfolojisindeki izolatlar Nutrient Agar’da stoklanarak
+4 C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir (Tablo 1).




Sekil 1. Pozitif kontrol (pembe) olarak kullanilan Proteus vulgaris ATCC 33420 ve negatif

kontrol (sar1) Micrococcus flavus’un Ureaz Agar besiyerindeki gériinimleri

Tablo1. Toprak érnekleri ve izole edilen mikroorganizmalarin kodlari

Alinan Toprak Ozelligi izole Edilen Bakteri Kodu Ureaz Aktivitesi
U3 (T1-3) +++
Dip zon topragi (T1)
u10 (T1-11) +
Doldurulmus toprak alt zon
(T2) ] ]
Su kenari killi toprak (T3) - -
T4-5 +++
Doldurulmus toprak tst zon T4-3 +++
(T4) T4-12 ++
T4-7 +
Suya yakin toprak (T5) T5-2 +
U5 (T6-7) +++
Ust zon topragi(T6) T6-4 ++
T6-52 +

+++: ok iyi ++: iyi +:dlslk




Sekil 2. Ure agara ekilen toprak érneklerinde lireaz aktivitesi olan koloniler
Mikroorganizmalarin tanimlanmasi

Kalsiyumca zengin topraklardan Ureaz pozitif toplam 18 adet bakteri izole edilmistir. Izolatlar iginde
yiiksek iireaz aktivitesine sahip olan ve sporlu bakterilerden 10 tanesi secilerek Gazi Universitesi
Molekuler Biyoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde 16S rRNA sekans analizi yapilmistir.
Bakterilerin analiz sonuglari Tablo 2’de verilmigtir.

Kalsiyum karbonat igeriginin belirlenmesi

izole edilen sporlu basil suglari Tablo 2 de oldugu gibi 5, 7, 10 ve 14. giin inkiibasyon sirelerinde
EDTA titrimetrik yontemine dayali olarak kalsiyum karbonat miktari tespit edilmistir. Bakterilerin sivi

kaltar ortaminda CaCO; urettikleri gosteren erlenmeyerdeki gériinimleri Sekil 3’te verilmigtir.

Tablo 2: izolatlarin 16S rRNA sekans analiz sonuglari

Bakteri kodu Sus adi Genk Bank No Homolc:ij )YGZdeSi

o

T6-V22 Lysinibacillus fusiformis NR-042072.1 100

U2 (T4-5) Bacillus aerius KF861583.1 100
U3 (T1-3) Paenibacillus favisporus JN867753.1 99
T4-3 Bacillus megaterium KF717514.1 99

U5 (T6-7) Lysinibacillus fusiformis JQ900517.1 100
T6-V11 Bacillus atrophaeus CP002207.1 99

T6-4 Bacillus amyloliquefaciens | CP006952.1 100

T4-12 Bacillus tequilensis JN205343.1 100
T6-52 Bacillus licheniformis KF64695.1 99

uU10 (T1-11) Bacillus mycoides EF210306.1 100




Sekil 3. izolatin CaCO; minerilizasyon ortaminda karbonat tretim gériiniimleri

Tablo 3: Bakterilerin maksimum kalsiyum karbonat miktarlari (mg/ml)

Bakteri kodu 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
U3 (T1-3) 920.448 1181.57 1474.56 1372.80
T4-3 442.36 513.792 623.23 480.00

U2 (T4-5) 1295.232 1160.45 1304.06 712.70
U5 (T6-7) 122.11 420.10 591.74 581.38
T6-4 1751.04 1153.92 1087.68 1277.76
T4-12 917.76 1037.12 1104.64 1129.76
T6-52 1027.84 1024.64 1120.64 736.00
T4-7 952.00 857.60 1038.08 1165.76
T5-2 1048.00 415.36 1104.00 1188.80
u10 (T1-11) 920.64 1044.80 1280.00 1397.44

Tablo 3’teki sonuglara goére bu bakteriler icerisinden kalsiyum karbonat Urettigi tespit edilen

Paenibacillus favisporus U3, Lysinibacillus fusiformis U5 ve Bacillus mycoides U10 bakterileri

optimizasyon calismalarinda kullaniimak Uzere rastgele secilmisgtir.




2.1.2. Kalsiyum Karbonat Mineralizasyonu Optimizasyonu

Ure konsantrasyonunun etkisi

Ure konsantrasyonunun bakteriyel kalsiyum karbonat mineralizasyonu (zerine olan etkisinin
belirlenmesi amaciyla bes farkli Gre konsantrasyonu denenmistir. Bakterilerin gelisme ortamina
100-350 mM arahdinda farkli konsantrasyonlarda steril Ure ilave edilerek, arzu edilen Ure
konsantrasyonlarinda bakteri tarafindan Uretilen kalsiyum karbonat miktari degisimi incelenmisgtir.

Sonuglar Tablo 4,5 ve 6'da verilmistir.

Tablo 4: Paenibacillus favisporus U3'Un farkli Ure konsantrasyonlarinda kalsiyum karbonat

mineralizasyonu (mg/ml) (pH:6.5, sicaklik:37 °C)

Gin Ure 5. giin 7.giin 10. giin 14. giin
100 mM 2539,84 2630,4 mg 2805,12 mg 2794,4 mg
200 mM 2227,04 mg 2188,96 mg 2411,68 mg 2415,84 mg
250 mM 1744,16 mg 1532,51 mg 2229,6 mg 2075,04 mg
300 mM 1859,36 mg 1759,84 mg 2064,16 mg 2078,4 mg
333 mM 1933,76 mg 1889,92 mg 1807,68 mg 1708,32 mg
350 mM 1930,4 mg 1909,28 mg 1928,64 mg 1730,72 mg

Tablo 5: Farkh Ure konsantrasyonlarinda Lysinibacillus fusiformis US bakterisinin kalsiyum
karbonat mineralizasyonu (mg/ml) (pH:6.5, sicaklik:37 °C)

Gin  Ure 5. giin 7.gin 10. giin 14. giin
100 mM 722,88 741,28 756,64 847,04
200 mM 726,4 651,2 784,32 917,6
250 mM 665,12 675,04 503,68 790,72
300 mM 861,6 772,96 863,36 1056
333 mM 656 850,4 501,44 1120,96
350 mM 809,76 733,44 758,24 1189,76
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Tablo 6: Farkli Gre konsantrasyonlarda Bacillus mycoides U10 bakterisinin kalsiyum karbonat

mineralizasyonu (mg/ml) (pH:6.5, sicaklik: 37 °C).

Giin " " " "
Ore miktai 5. gun 7.gun 10. giin 14. giin
100 mM 1595,04 1327,04 1334,4 1554,08
200 mM 1279,2 1156,48 1148,16 1431,84
250 mM 1512,32 1451,04 1314,56 1260,64
300 mM 1513,6 1180,64 1388,64 1496,96
333 mM 1572,48 1448 1213,12 1402,56
350 mM 1243,04 1280,64 1135,2 1297 44

Sicakhigin etkisi

En iyi kalsiyum karbonat mineralizasyonunun saptandigi Ure konsantrasyonu ve inkibasyon
glnlerinde dort bakteri susu igin sicaklik taramasi yapilmig ve ortam pH'I 6.5e ayarlanmigtir.
Sicakhgin etkisinin belirlenmesi i¢in bakteriler en iyi kalsiyum karbonat mineralizasyonu yaptiklari
Ure konsantrasyonunda ve sirelerde inklibe edilmislerdir. Denenen sicaklik parametreleri ise 20,

25, 30, 37 ve 42 C olup, ilgili sonuglar Tablo 7’de verilmisgtir.

Tablo7: Sicakhdin kalsiyum karbonat mineralizasyonu Uzerine etkisi (mg/ml) (pH: 6.5)

Sicaklik (°C)
20 °C 25°C 30 °C 37°C 42 °C
Bakteri
Paenibacillus favisporus U3
. 1376 1256 1184 2805,12 1584
(100 mM, 10 giin)
Lysinibacillus fusiformis U5
. 193,28 198,08 259,2 1189,76 | 600,96
(350 mM, 14 giin)
Bacillus mycoides U10
. 1087,84 1002,24 1309,60 | 1595,04 | 1760,32
(100 mM, 5 giin)
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Baslangi¢ pH’sinin etkisi

En iyi kalsiyum karbonat mineralizasyonunun saptandidi Ure konsantrasyonu, zaman ve sicaklikta
dort bakteri sugunun, farkl baglangi¢ pH noktalarinda (5.0, 5.5, 6.0, 7.0 ve 7.5) kalsiyum karbonat
miktarlari saptanmistir. Kalsiyum karbonat ¢dkelimine pH’nin etkisinin sonuglari Tablo 8'de

verilmigtir.

Tablo 8: Kalsiyum karbonat mineralizasyonuna baslangi¢ pH’sinin etkisi

pH
Bakteri

5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5

Paenibacillus
favisporus 1192 1753,6 1872 2805,12 1435,52 1272

(U3)
Lysinibacillus
fusiformis 1559,36 280 186,24 1189,76 135,36 812
(US)
Bacillus
mycoides 142224 1278,72 1339,84 1595,04 934,56 905,6
(U10)

Not: Her bakteri en iyi Gre konsantrasyonlarinda galigiimistir.
2.1.3. Optimizasyon Sartlarinda CaCO; Mineralizasyonu

Bakterilerin en iyi Ure konsantrasyonu, en iyi sicaklk ve en iyi pH degerlerinde kalsiyum
minerliizasyonu arastirilmis ve karbonat ¢okelimi streye bagl olarak incelenmistir. Her bakterinin

optimum sartlari Tablo 9'da verilmistir.

Tablo 9. Ureolitik bakterilerin en iyi kalsiyum karbonat mineralizasyon parametreleri

.. Inkiibasyon
Bakteri adi Ure Konsantrasyonu Sicaklik pH .
siiresi
Paenibacillus
. 100 mM 37 °C 6.5 10. glin
favisporus U3
Lysinibacillus
fusiformis 350 mM 37°C 5.0 14. gln
us
Bacillus mycoides
U1o 100 mM 42°C 5.0 14. glin
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Optimum sartlarinda kalsiyum minerilizasyonu calismasi sonuglari ise Tablo 10, 11 ve 12'de

gOsterilmisgtir.

Tablo 10. Paenibacillus favisporus U3’Un optimal sartlarda kalsiyum karbonat mineralizasyonu

(mg/ml)
pH
) 5.0 5.5 6.0 6.5* 7.0 7.5
giin
5. giin 1853,28 2476,48 2590,72 2539,84 1769,92 1280
7. giin 2148,32 2139,2 1900,64 26304 1258,4 1015,84
10. giin 2128,32 2144 .48 2036,48 2805,1 1508,64 1221,44
14. giin 1192 1753,6 1872 2794 .4 1427,2 1272

Tablo 11. Bacillus mycoides U10’un optimal sartlarda kalsiyum karbonat mineralizasyonu (mg/ml)

pH
. 5.0 5.5 6.0 6.5* 7.0 7.5
giin
5. gilin 2089,28 1986,24 1453,12 | 2214,56 944,96 1064,32
7. giin 1884,16 1914,08 1709,12 1712,00 1173,92 1169,92
10. giin 1556,16 1601,44 1667,52 | 2159,84 1076,48 1064,48
14. giin 8925,00 6092,00 4465,00 | 2981,39 3935,00 4129,78

Tablo 12. Lysinibacillus fusiformis U5in optimal sartlarda kalsiyum karbonat mineralizasyonu

(mg/ml)
pH
) 5.0 5.5 6.0 6.5* 7.0 7.5
giin
5. glin 63,52 65,12 64,00 809,76 55,36 100,32
7. giin 71,36 30,72 44,64 733,44 49,6 42,72
10. giin 107,84 74,40 95,04 758,24 107,68 79,84
14. giin 1559,36 280,00 186,76 1189,76 135,36 812,00
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2.1.4. S. pasteurii ATCC 6453’iin CaCO; Cokelimi

Calismanin bu asamasinda yerel izolatlarimizin kalsiyum karbonat ¢dkelim miktar ile indikator bir
bakterinin kalsiyum karbonat ¢ékelimi miktari kiyaslanarak, yerel izolatlarimizin karbonat ¢ékelim

yetenekleri hakkinda bilgi edinilmesi hedeflenmisgtir.

Cevre dostu bakteriyal ¢imento olarak kabul edilen bakteriyal kalsiyum karbonatin cevre
korunmasina 6nemli katkilar saglayacagi kabul edilse de, hentiz hem maliyeti fazladir hem de tim
dinyada kabul goren uretici bir bakteri olmadigi bilinmektedir. Bu nedenle kalsiyum karbonat
¢okelimi ile ilgili arastirmalar, farkli mikroorganizmalarin mineralizasyon yetenegi, farkh ¢evrelerden
karbonat c¢okelimi yapan yeni mikroorganizmalarin izolasyonu, ¢okelim yaptigi bilinen
mikroorganizmalarin Ozelliklerinin iyilegtirilip Uretiminin arttinlmasina ya da cesitli optimizasyon

sartlarinin ortaya kondugu mikroorganizmalarin segimine yoneliktir.

Projede bu amagla izolatlarimizin kalsiyum karbonat ¢dkelim miktarlari ile indikatér bir sus olan S.
pasteurii ATCC 6453’Un karbonat ¢dkelim miktarlarini karsilastirdik. Calismada indikatdr bakteri
olarak kullanilan S. pasteurii ATCC 6453 bakterisi, Ureaz pozitif bir bakteridir. Bakterinin ¢dkelim
yaptigi kalsiyum karbonat miktari, her izolatin maksimum karbonat mineralizasyon yaptigi sartlar

dikkate alinarak mukayese edilmistir. Sonuclar Tablo 1’de gdsterilmisgtir.

Tablo 13’te de gorilecegi gibi S. pasteurii ATCC 6453 susunun kalsiyum karbonat Gretim miktari
yerel izolatlarimiz olan U2, U3, U5 ve U10’un kalsiyum karbonat miktarindan oldukga dislik
seviyededir. Genel olarak tim izolatlarin Gretim miktarlar indikatére kiyasla fazla olmakla birlikte P.

favisporus U3 bakterisi en iyi Gretimin saglandigi bakteri oimustur.

P. favisporus U3 bakterisi 37 °C, pH: 6.5, 100 mM Ure konsantrasyonunda gelistirildiginde kalsiyum
karbonat Uretim araliy1 2539,84-2805,1 mg/L’dir. S. pasteurii ATCC 6453 bakterisi ayni sartlarda
gelistirildiginde 551,52-1135,8 mg/L miktarinda kalsiyum karbonat ¢dkelimi yapmistir. Yerel izolatin
karbonat Uretimi yaklasik olarak 2 kattir. Bu durum diger bakterilerin gelistigi sartlar icin de gecerli
olup, izolatlarimizin mineralizasyon yeteneklerinin daha detayli calismalarda arastirmaya deger

olduguna karar verilmigtir.
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Tablo 13. Ureolitik izolatlarin S. pasteuri ATCC 6453 ile CaCO3 iretimi agisindan (mg/L)
karsilastiriimasi (a: 20 °C, pH 5.5, 300 mM dure, b: 37 °C, pH: 6.5, 100 mM dre, c: 37 °C, pH 5.0,

— S.
g g B. aerius | pasteurii | P.favisporus | S. pasteurii | L. fusiformis | S. pasteurii | B. mycoides S. pasteurii
g = U2 ATCC u3kb) ATCC 64530 U5k ATCC 6453¢ u10 ATCC 6453¢
64532

2483 485,65 2539,84
5 551,52 63,52 112,08 2089,28 514,68
+20,4 2,72 10 +46,4 +11,04

+207,12 +78,05 +33,65

2356,16 912,63 2630,4
7 935,4 71,36 75,72 1884,16 945,12
+24 +32,64 +10,44 +192,96 +12,48

174,72 52,7 +4,92

1951,04 1089,3 2805,1
10 1135,8 107,84 1914 1556,16 1142,76
+196,32 +48 +109,56 191,52 +49,92

+10,08 +28,1 +136,7

1825,76 1107,06 27944
14 700,92 1559,365 308,76 i 1447,32
+149,04 +269,76 +33,24 +39,84

+308,40 +31 +15,87

350 mM Ure d: 42 °C, pH 5.0, 100 mM (re)

2.2. Jeoteknik Calismalar

2.2.1. Deney Diizenegi ve Zemin Ozellikleri

Deneyde kullanilacak zemin o6rnekleri Denizli kent merkezinde yaygin

olarak bulunan kumlu

birimlerden secilmistir. Bu tlr zeminler Denizli kent merkezinin gineyinde bulunan metamorfik

kayalardan tliremekte olup oldukc¢a genis bir yayllima sahiptir. Laboratuvar ortaminda elek analizi

yapiimis, #40 nolu elekten gegen ve #200 nolu elekte kalan tane boyu dagilimina sahip érnekler

hazirlanmistir. Bu Orneklerin  kullanilacak bakterilerle etkilesime girmemesi ve/veya bagka

bakterilerin ortamda bulunmamasi icin zemin érnekleri sterilize edilmistir (Sekil 4). Bu érneklerden

yaklasik 10 kg hazirlanmistir.
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Sekil 4. Sterilize edilmis #40 nolu elekten gegen ve #200 nolu elekte kalan tane boyu dagilimina

sahip zemin drnegi

Proje onerisinde taslak cizimi (Sekil 5) verilen deney duzenegdi hazirlanmistir (Sekil 6). Plexiglass
tlpler 6 cm capinda ve 15 cm boyundadir. Filtreleme icin konulan aparatlardan sonra zemin
orneginin yerlestirilecedi uzunluk ortalama 12 cm’dir (Sekil 7). Filtre sabitleme ve diger aparatlar bu
tiplere uygun olarak yapilmistir (Sekil 8). Sabit basincin saglanmasi igin peristatik pompa
kullaniimigtir (Sekil 9). Sonu¢ olarak jeoteknik deney aparati ve zemin 6rnekleri hazir hale

getirilmis ve deney asamasina gelinmistir.
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Baghk —i |
sabitleme ¢ubugu

Metal bashk
Ty
e
Pleksiglass tlip

Sekil 6. Hazirlanan deney diizenegi ve zemin 6rnegi ile deneye hazir hali

17




Sekil 7. Plexiglass tlpler

Sekil 8 Filtre sabitleme ve numune ¢ikartma aparati

Sekil 9. Peristaltik pompa

18



2.2.2. Jeoteknik Deneyler

Jeoteknik deneyler dort farkli geriime altinda yapilmistir. ilk deney diizeneginde sivinin serbest
halde akabilmesi icin bakteri haznesi deney duzeneginden 50 cm yukarida hazirlanmis ve 3 litre
bakterili sivi hazirlanan zemin drneginden gecirilmistir (Sekil 10). Bu deney dlizeneginde yikseklik
farkindan olusan sivi basinci 5 kPa olmustur. Daha sonraki deney dizeneklerinde bakterili sivi
haznesi ve deney dizenedi ayni konumda olacak sekilde yerlestiriimis ve 3 litre bakterili sivi
sirasiyla 25 d/d (devir/dakika), 50 d/d ve 100 d/d altinda zemin érneginden gegcirilmistir (Sekil 11).
Farkl devirlerde deney tupunin gikisinda 5 kPa bdlimlemeli ve toplam kapasitesi 100 kPa olan
manometre ile basing dlgimu yapilmistir (Sekil 12). Zemin olduk¢a gegirimli oldugu ve ucu acik bir
sistem oldugu i¢in tipun c¢ikisinda basing olusmamistir. Ancak farkli devir/dakikalarda gegen sivi

miktari agagidaki sekildedir:

Motor hizi | Gegen sivi miktari
(d/d) (ml/d)
25 21
50 42
100 84

Ornekler 50°C’lik etiivde 48 saat kurulmus ve ayni deney iki defa daha tekrarlanmistir. Bdylece

her zemin érneginden toplam 9 litre sivi gegmistir.

Asagida degerleri verilen jeoteknik deneyler G¢ defa tekrarlanmig ve ortalamalari hesaplanmistir.
Elde edilen sonuglar ilgili grafiklerde 1, 2, 3 ve Ort. Bigciminde verilmistir.
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Sekil 11. 25d/d halinde bakterili sivinin zemin érneginden gegisi
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Sekil 12. Basing dlgiminde kullanilan manometre

2.2.3. Birim hacim agirlik

Zeminin birim hacim agirhgr en temel fiziko-mekanik Ozelliklerden birisini olusturmaktadir.
Birimlerin hacim agirhd ile dayanim arasinda genellikle dogrusal bir iliski s6z konusudur. Proje
kapsaminda yapilan deneylerde de dogal zemin ile igerisinden bakteri gecirilmis zeminlerin birim
hacim agirliklari élgtlmustir (Sekil 13). Dogal zemin tlp igerisine yerlestiriimis, hacim ve agirligi
belirlenmistir. Guglendirilmis zemin ise geometrik yapiya sahiptir ve ayni sekilde birim hacim
agirigr hesaplanmis ve elde edilen sonuglar Sekil 14'de gosterilmistir. Bu degerlerin 13,5 kN/m? ile
14,6 kN/m® arasinda degistigi goriilmektedir. En disiik deger 13,5 kN/m?® ile bakterinin serbest

halde akisina izin verilen érnektir.
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-b-

Sekil 13. Birim hacim agirigi hesaplanan érnekler a: dogal zemin, b: guglendirilmis zemin
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15,0
14,0
13,0
12,0

11.0

10,0

Dogal zemin (kN/m3)

16,0

15,0

14,0

13,0

12,0

11,0

10,0

Serbest (kN/m3)
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16,0

25 d/d (kN/m3)

15,5

15,0

14,5

14,0

13,5 -

16,0

50 d/d (KN/m3)

15,5

15,0

14,5

14,0 4

13,5 -
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50 d/d (kN/m3)
16,0

15.5

15,0

14,5

- l l I

13,5 ; . ' i

1 2 3 Ort

Sekil 14. Orneklerin birim hacim agirliklari: dogal zemin (a), serbest akis (b), 25 d/d (c), 50 d/d (d)
ve 100 d/d (e)

2.2.4. Tek Eksenli Basma Dayanimi

Kaya ve zeminlerin bilegen, yapi ve dokularindan dolayi 6zellikleri gok genis bir aralikta yer alir.
Bunlarin tanimlanabilmeleri i¢in indeks 6zellikleri denilen birgok élcim yapilmasi gerekir. Bunlarin
arasinda en yaygin olanlar porozite (bosluk ve kati kisimlarin birbirlerine gére goéreceli oranlari),
yogunluk (kutle miktari), permeabilite (sivi iletim yetenegi), dayanim (tanelerin bir arada tutunma
yetenegi), elastisite modull (deformasyon yetenegi) dur. Dayanim bu parametreler arasinda en
yaygin ve en ¢ok kullanilanlardan birisidir. Dayanim tek eksenli ve U¢ eksenli sartlar altinda elde
edilebilir. Bu proje kapsaminda ilgili diizenekle (Sekil 15) érneklerin tek eksenli basma dayaniminin

belirlenmesi hedeflenmistir. Tek eksenli basma dayanimi (o) asagidaki sekilde ifade edilir:

burada

o.=Tek eksenli basma dayanimi,
P= Kuvvet,

A= Alan.

Dogal deney érneginin kohezyonsuz kumdan olustugu g6z 6nine alinirsa, bu birimin belirli bir kat
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geometrik sekli olmadigi igin (Sekil 10.a) laboratuvarda tek eksenli basma dayanimini belirlemek
muUmkin degildir. Bakteri isleminden sonra dogal zemin 6rneginin kati bir geometrik forma girmesi
bile tek basina kohezyonun arttigini ve dolayisiyla dayanimin da artisini gosterecektir. Serbest
akig, 25 d/d, 50 d/d ve 100 d/d altinda elde edilen 6rneklerin tek eksenli basma dayanimi (o)
sonuglari asagida verilmigtir (Sekil 16):

* ZEHIRLI BN | iz
o (A<
w [l A
] IV-NA
s A |4
wu | A | <
= | 4] 4

Sekil 15. Tek eksenli basma dayanimi deney diizenegi ve yenilmis bir zemin érnegi
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o (kPa) Serbest

300,0

250,0

200,0

150.0

100.0

50,0 _] . . t
0,0 L T T
2 3 Ort

o (kPa) 25 d/d

300,0

2500

200,0
150.0
100.0
50,0 -
0,0 - . a 1
3 Ort
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o (kPa) 50 d/d
300,0

2500

200,0

1500
100,0
50,0 -
0,0 - 1 1
2 3 Ort

o (kPa) 100 d/d

300,0

250,0

200,0

150,0

100.0
0,0 _ T T T
1 2 3 Ort

-d-

Sekil 16. Serbest akis (a), 25 d/d (b), 50 d/d (c) ve 100 d/d (d) altinda elde edilen 6rneklerin tek
eksenli basma dayanimi

2.2.5. Elastisite Modiill

Elastisite modiili (E) kaya ve zeminlerin deformasyon yetenegini tanimlamada kullanilan en énemli

indeks ozelliklerinden birisidir ve asagidaki denklem ile ifade edilir:
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burada

E= Elastisite moduli

o.=Gerilme (tek eksenli basma dayanimi),

e= Gerinme (g =Al/l)

Al= Boydaki degisim

I= Deney Oncesi orijinal boy

ideal gerilme-gerinme grafigi asagidaki sekilde verilmistir. Burada izlendigi gibi iliski 6nce elastik ve
dogrusaldir. Gerilme yenilme sinirini astiginda elasto-plastik evreye gegilir ve grafik dogrusalliktan
uzaklasir (Sekil 17.a). Goreceli elastisite modulu tanimlari Sekil 17.b’de verilmistir. Buna gore
yuksek elastisite modulline sahip birimlerde daha az sekil degistirme ve/veya gerinme gdzlenecegi
sOylenebilir. Deneyde beklenen ise, deney 6rneginin baslangigta disuk, bakteri ile yapilan
islemden sonra daha yuksek elastisite moduline sahip olmasidir. Dolayisiyla zeminde yuk miktari
dedismezse gerinme azalacak veya tersine ifade ile ayni gerinmeyi elde etmek icin zemine daha
fazla yukleme yapilabilecektir. Dolayisiyla mikrobiyal iyilestirmeden sonra test edilen 6rnegin

elastisite modulinde artis olmasi beklenmelidir.

CA (oL 3 .
o~ = Yiksek
c & Elastisite Modulu
b
E
E
Gyenilme """"""""""""""""""" \ o
q Orta
Yenilme Elastisite Modiili
Diisiik
Oy Elastisite Modult
2 — >
Elastik evre Ex yikseiXorta Sxdusuk Gerinme €
Elasto-plastik evre
-a- -b-

Sekil 17. a:ideal elastisite moduilii (gerime-gerinme) grafigi, (b) géreceli elastisite modiilii tanimlari
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Serbest akig, 25 d/d, 50 d/d ve 100 d/d altinda elde edilen 6rneklerin statik elastisite modulu (Es)
sonuglari asagida (Sekil 18) verilmigtir:

E (MPa) Serbest
120,0
100,0
80.0
60,0
40,0
20,0 -
1 2 3 Ort
-a-
E (MPa) 25d/d
120,0
100,0
80.0
60,0
40,0 -
20,0
0,0 - , a :
1 2 3 Ort
-b-
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E (MPa) 50 d/d
120.0

100,0

80.0

60,0

40,0

aNN

0,0 1 1 :
1 2 3

E (MPa) 100 d/d

120.0

100,0

80,0

60.0

40,0
0,0 & T T T
1 2 3

-d-

Sekil 18. Serbest akis (a), 25 d/d (b), 50 d/d (c) ve 100 d/d (d) altinda elde edilen érneklerin statik
elastisite modulu (Es)

2.2.6. Sismik Ozellikler

Sismik yontemler kayalarin dinamik 6zelliklerinin belirlenmesinde sik¢a kullaniimaktadir (Sing ve
Sarma, 2008). Kaya-zemin tirli malzeme 6zelliklerinin tahribatsiz yontemlerle belirlenmesi
orneklerin baska deneylerde de kullaniimasi agisindan énemlidir. Kaya érneklerinin ultrasonik P

(boyuna) ve S (enine) dalga hizlari, kayanin yogunluk ve doku 6zelliklerine bagli olarak
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degismektedir. Laboratuvarda oélgulen P ve S dalga hizlari dlgllerek kaya érneklerinin gesitli
dinamik 6zelliklerini belirlemek muimkun olmaktadir (D’Andre vd. 1965; Deere ve Miller 1966;
Gardner vd.1974; Inoue ve Ohomi 1981; Gaviglio 1989).

Sonikmetre kullanilarak zemin orneklerinin P ve S dalga iletim hizlari élgtimustir (Sekil 19). Dogal
zemin bir tUp igerisine konulup gevresi yalitimli bir malzeme ile kapatilarak dlgiimler yapilmigtir
(Sekil 19.a). Diger drneklerin dlgimu ise normal kaya karotlarinin hiz élgimleri ile ayni olmustur

(Sekil 19.b). Orneklerin dlgiilen P dalga boyu (Vp) (Sekil 20) ve enine dalga boyu (Vs) hizlar (Sekil
21) asagida verilmigtir:

Sekil 19. Dogal ve guglendiriimis 6rneklerin hizlarinin belirlenmesi icin kullanilan diizenek
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Vp (Dogal zemin)
1400

1200

1000
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0 - T T
1 2 3 Ort
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400
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Vp (25 d/d)
1400

1200

1000

800 -
= Vp (m/s)

400 -

200 -

Vp (50 d/d)
1200

1000

800 -

600 -

400 -

200 -
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Vp (100 d/d)
1400

1200

1000

800

600

400

200

-e-

Sekil 20. Dogal zemin (a), serbest akis (b), 25 d/d (c), 50 d/d (d) ve 100 d/d (e) altinda elde edilen
orneklerin (Vp) hizlan

Vs (Dogal zemin)

—
o

Vs (m/s)
O = N W A L Oy 0D

1 2 3 Ort
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—
o

Vs (m/s)
© ~ W A Lo W O

Vs (Serbest)

1000

Vs (25 d/d)

900

800 -
700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -
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Vs (50 d/d)

1000
900
800
700 -
600
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

Vs (100 d/d)

1000
900
800
700

500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

Sekil 21. Dogal zemin (a), serbest akis (b), 25 d/d (c), 50 d/d (d) ve 100 d/d (e) altinda elde edilen

orneklerin (Vs) hizlari
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2.3. Mineralojik Galigmalar

2.3.1. Laboratuvar Kosullarinda Uretilen Mikrobiyal Kalsiyum Karbonat Olugumlarinin

Karakterizasyonu

2.3.1.1. X-Iginlan Kirimimi (XRD) Iincelemeleri

Mikrobiyal kalsiyum karbonat olusumlarinin kristal yapisini (kristalin, yari-kristalin, amorf) ve
mineralojik bilesimini incelemek amaciyla U2 (Bacillus aerius), U3 (Paenibacillus favisporus) ve U5
(Lysinibacillus fusiformis) numarali drneklerin farkli Gre konsantrasyonlari ve sire kosullarinda elde
edilen Urunlerin XRD incelemeleri yapilmis ve bunlarin kristalin (kalsit ve vaterit) ve amorf
(Ekstraselular Polimerik Substance: EPS) yapiya sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 22). XRD
verilerine gére U5 bltlnUyle kristalin malzemeden olusmakta, buna karsin U2 ve U3 nolu érnekte
amorf fazi temsil eden EPS olugsumlari gézlenmektedir. Karbonat mineral bilesimi agisindan U3
timayle vaterit, U2 ve U5 vaterit + kalsit bilesimine sahiptir. U3 érneginde yaygin olarak gézlenen
vaterit; dojada ender gobzlenen kalsiyum karbonat (CaCQO;) polimorfu olup, sulu dogal ve
laboratuvar ortamlarinda kalsit ile birlikte bakteri kdkenli (mikrobiyal) olusumlar seklinde yaygin
olarak bilinmektedir (Orn: Giralt vd. 2001; Mann, S., 2001; Braissant ve Verrecchia, 2002; Lee,
2003; Tong, 2004; Xu vd., 2004; Rautaray, 2005; Jimenez-Lopez vd., 2007; Rodriguez-Navarro
vd., 2007; Ouhenia, 2008; Qiao vd., 2008; Soldati vd., 2008; Leng et al., 2010; Chahal, 2011;
Njegi¢-DzZakula vd., 2011; Achal, 2014).

Mikrobiyolojik ¢alismalar béliminde ayrintili olarak belirtildigi gibi, bakteriyel kalsiyum karbonat
olusumlarinin maksimum (veya optimum) CaCO; konsantrasyonlarinin kosullarinin belirlenmesi
acisindan farkl Gre konsantrasyonlari, inkiibasyon sureleri ve baslangi¢ pH kosullari uygulanmigtir
(Sekil 23). CaCO; konsantrasyonunu etkileyen en 6nemli parametre bakteri turl olup, sure,
konsantrasyon ve pH kosullari ikinci derecede rol oynamaktadir. Ure konsantrasyonu en énemli
parametre konumunda olup, Ozellikle U3 o6rneginin CaCO; konsantrasyonunu o6nemli dlglide
etkilemektedir (Sekil 23a). inkiibasyon siiresi U3, sicaklik ise U2 ve U5 nolu érneklerde dnemli
olmaktadir (Sekil 23b-c). pH etkisi daha az olup, U3 ve U5 nolu o6rneklerde CaCO;
konsantrasyonunu kismen de olsa etkilemektedir.

U3 nolu 6rnegi temsil eden bakteriler (Paenibacillus favisporus) tim kosullarda en ylksek CaCO;
Uretimini saglamigtir. Bu nedenle jeoteknik uygulamalarda U3 nolu 6rnek (Paenibacillus favisporus)

kullaniimis olup, optimum kosullar asagidaki gibi belirlenmigtir:

38




Parametre Deger

Ure konsantrasyonu 100 mM
Sicaklik 37 °C
Baslangi¢ pH 6.5
InkUbasyon siresi 10 glin
Maksimum konsantrasyon 2805 mg/ml

Uygulanan farkli parametrelerin mineralojik farkhliklarinin belilenmesi amaciyla ek XRD
incelemeleri gerceklestirilmistir. (Sekil 22a-c). U3 nolu 6rnekte, artan Ure konsantrasyonuyla
birlikte, amorf faz azalmis ve blyulk Ol¢ide vaterit ile temsil olunan kristalin faz artmistir (Sekil
22b). U5 nolu 6rnekte ise artan sure ile birlikte hem amorf faz azalmig, buna kargin kalsitle temsil
edilen kristal orani artmistir (Sekil 22c¢). Mineralojik bilesim acgisindan Ure konsantrasyonu ve
nkibasyon suresi kristalin fazin artigina ek olarak kalsit/vaterit oranini da etkilemektedir. Azalan
Ure konsantrasyonu ve artan inklbasyon suresi kalsit oraninda bir artigsa vaterit oraninda ise

azalmaya neden olmaktadir.

V = Vaterit
C = Kalsit

Vaterit (V) = Kalsit (C)

Uz v o~
Vaterit > Kalsit + EPS 1 |
; | | U-5 (2. giin)

¥
} Vaterit (V) > Kalsit (C)
‘ o s U-3 (5. giin)
o .
AN A
U5 ) Vit ¥ Kt (€)
Caleite > Vaterite ‘ 1 U318, i 100 M) Kalsit (C) >> Vaterit (V)
w o o US (10.giin}
v 1 C oy
Amart fux Lo 3 g ’ ¢ g v
v oo L yeypv e, Wiy O ve el lg eale ¢ e
R i .
- 4 Eeyl fred T T T Trvrer T T T il T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 S0 55 ol 063 0 75 ‘0
5 0 15 20 25 30 35 48 45 S0 55 60 65 70 75 80 s o 15 2 25 30 35 40 45 50 55 6D &5 M TS M
20 CuKa 26 Cuk 28 CuKa

Sekil 22. Bakteriyel kalsiyum karbonatli Grtinlerin X-isinlari kirinimi desenleri. a) U2, U3 ve U5 nolu
orneklerin mineralojik bilesimleri, b) U3 nolu érnegdin farkl Gre konsantrasyonlari (100, 200 ve 330
mM) kosullarindaki degisimleri (gri alanlar amorf fazi-EPS temsil etmektedir), (b) U5 nolu drnegin

farkli strelerdeki (2, 5, 10 glin) mineralojik degisimleri.
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pH: 6.5, Sicaklik: 37 °C U2 pH: 6.5, Konsantrasyon: | U2 Sicaklik: 20 °C, 300

300 mM mM
U3 pH: 6.5, U3 Sicaklik: 37 °C, 100
Konsantrasyon:100 mM mM
US pH: 6.5, U5 Sicaklik: 37 °C, 350
Konsantrasyon:350 mM mM

Sekil 23. U2, U3 ve U5 oérnekleri igin uygulanan farkli stre, konsantrasyon ve pH kosullarinin
kalsiyum karbonat konsantrasyonlari (mg/ml) tizerine etkisi (a) Ure konsantrasyonu ve inkiibasyon

stresi etkisi, (b) inkiibasyon siresi ve pH etkisi, (c) inkiibasyon siresi ve sicaklik etkisi.

2.3.1.2. Taramali Elektron Mikroskop (SEM) incelemeleri

Mikrobiyal kalsiyum karbonatl olusumlarin kristalin ve amorf dogasini, dokusal ve kimyasal
Ozelliklerini incelemek amaciyla U2, U3 ve U5 numaral érneklerin SEM incelemeleri yapilmigtir
(Sekil 24 ve 25). SEM gorinumlerine goére U2 nolu érnek kiremsi vaterit, rombohedral kalsit ve
Ozsekilsiz-slingerimsi amorf topluluklar (Ekstraselular Polimerik Substance, EPS) gézlenmektedir
(Sekil 3.3). Kalsiyum karbonat Uretici bakteriler de yogun olarak gézlenmektedir (Sekil 24b, c, e, f).
U3 nolu 6rnekte ultra-mikrokristalin vateritlerin kiresel olusumlar sergiledikleri gézlenmistir (Sekil
25a-c). Kuremsi (sferulitik) vaterit olusumlarinin Gzerinde veya arasindaki bosluklarda ise ince
taneli (< 0.1 pym) amorf veya zayif-kristalin topluluklar izlenmigtir. Bu olusumlar, XRD
incelemelerindeki amorf faz olarak belirtlen EPS olusumlari seklinde tanimlanabilir. Nitekim
bakteriyel EPS olusumlari literatiirde yaygin olarak bilinmektedir (Ornegin, Tourney vd., 2008;
Tourney ve Ngwenya, 2009; Mota vd., 2013). Amorf veya zayif-kristalin topluluklar olarak
tanimlanan olusumlarda ¢ok ince kristalin vaterit veya ender olarak kalsitlerinde bulunabilmesi de
muimkundur. U5 nolu érnek blylk oélgtide iri ve dzsekilli kristalin kalsit olusumlariyla karakteristik

olup, ince taneli kristal olusumlari daha azdir (Sekil 25d-f).
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Sekil 24. Mikrobiyal karbonat olusumlarinin SEM mikrofotograflari. (a) Yuvarlagimsi-kiiremsi vaterit
(V), kristalin (tirgonal piramidal) kalsit (C) ve ince taneli polimerik (EPS) olusumlari, (b-e) 1 mikron
boyutlu bakteriler ile yuvarlagimsi-kiremsi vaterit (V) ve ince taneli polimerik (EPS) olusumlari (f)

Bakteriler, bakterilerce olusturulan tlipst olusumlar ve EPS Urlnleri.

U5 nolu 6rnegin SEM incelemeleri XRD incelemelerine gore kalsit olarak belirlenen olusumlarin ¢
farkh kristal sekli (trigonal piramit: Sekil 25d; trigonal prizma: Sekil 25e ve romboeder: Sekil 25f)

sergilediklerini gostermistir. Eser miktarda gbézlenen vateritlerin ise kiremsi topluluklar olusturan
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ince kristallerle temsil olundugu dusunulmektedir.

Kalsiyum karbonat olusumlarinin kimyasal bilesimlerinin belirlenmesi ve dogrulanmasi amaciyla
SEM goérunumleri elde edilen bilesenlerin EDS analizleri yapilmistir. EDS analizleri bakteri, vaterit,
kalsit ve EPS bilesenleri lzerinde gerceklestiriimis ve baskin olarak bunlarin CaCO; bilesimine
sahip olduklari saptanmistir (Sekil 26). Elde edilen bilesimler, farkli bilesenlere goére az da olsa
farkhliklar sunmaktadir. U2 érnegindeki vaterit ve kalsitler timuyle CaCO; bilesimli iken, kalsiyum
karbonata déntismus bakteriler ve EPS drlnleri ek olarak fosfat icermektedir. U5 nolu érnekte,
farkh kristal sekilleri sunan kalsitlerin de farkli bilesimler sundugu belirlenmistir. Rombohedral
kalsitler CaCO; bilesimli, buna kargin piramidal kalsitler ilave olarak az miktarda Mg icermektedir.

2.3.1.3. Termo Gravimetrik Analiz (TGA) incelemeleri

Thermogravimetrik analiz (TGA), sabit hizla artan sicaklikla birlikte maddenin fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerindeki degigimlerin termal analiz yontemidir. Bu yontem maddelerin oksitlenmesi,
yikilmasiyla iligkili kitle (veya agirlik) kayip ve kazanimlari veya ugucularin kaybi seklinde amorf ve
kristalin maddelerde yaygin kullanim alani bulmaktadir. ikinci ara rapor déneminde XRD ve SEM
incelemesi yapilan U2, U3 ve U5 nolu drneklere ait bakteriyel karbonat Grlnlerinin arasindaki
farkliliklarin belirlenmesi amaciyla TGA incelemeleri gergeklestiriimistir (Sekil 3.6). TGA egrilerine
gore drnekler 30-600 °C ile 600-800 °C olmak Uzere iki farkli agirlik kaybi sunmaktadir. Amorf ve
yari-kristalin fazlarin (EPS) yikilmasini isaret eden 30-600 °C arasinda, U3 en cok, U5 ise en az
agirhk kaybina ugramistir (Sekil 27a). 600-800 °C arasinda gelisen ani agirhk kaybi kristalin
fazlarin ((kalsit ve vaterit) yikilmasina karsilik gelmektedir. inkiibasyon siiresindeki artisla birlikte
30-600 °C arasinda agirlik kaybi belirgin bicimde azalmaktadir (Sekil 27b). Ure
konsantrasyonundaki degisimler TGA egrileri acisindan 6énemli farkliliklar sunmamakla birlikte,
azalan Ure konsantrasyonuyla birlikte agirhik kaybi ¢ok az da olsa azalmaktadir (Sekil 27¢c). TGA
incelemelerine gore farkl bakteri turleri ve Ureme kosullari EPS miktarindaki farkhliklar, agirhk

kaybi farkliliklarina yansimaktadir.
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Sekil 25. Mikrobiyal karbonat olusumlarinin SEM mikrofotograflari. (a-c) Yuvarlagimsi vateritler (V)
ve ince taneli polimerik (EPS) olusumlar, (d-f) trigonal piramit, trigonal prizma ve romboedrik
sekillere sahip 6zsekilli kalsit kristalleri ve ince taneli vateritler.
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Sekil 26. U2 ve U5 nolu 6rneklerde gbzlenen vaterit, bakteri, EPS, kalsit ve membran Uzerinde
gercgeklestirilen EDS analiz sonuglari.
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Sekil 27. Bakteriyel karbonat drtnlerini TGA egrileri. (a) Farkli bakteriyel karbonatli Grinlerin agirlik
kayiplari, (b) U5 nolu érnekte inklibasyon suresiyle agirlik kaybi iligkisi, (c) U3 nolu 6rnekte Ure
konsantrasyonuyla agirlik kaybi iligkisi.
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2.3.2. Kumlu Zemine Uygulanan Bakteriyel Kalsiyum Karbonat Olusumlarinin

Karakterizasyonu
2.3.2.1. Optik Mikroskop Uygulamalari

Bakteriyel karbonat uygulanan kumlu zeminlerin karbonat ¢imentolanmasinin belirlenmesi
amaciyla, karbonat ¢imentolu érneklerden ince-kesitler hazirlanarak alttan aydinlatmali polarizan
mikroskopta incelenmistir. ince-kesitlerin hazirlanmasinda karbonat gimentonun orijinal dokusunun
korunmasi igin epoksi yapistirict kullaniimigtir. 25 rpm basing altinda bakteriyel sollsyon
uygulanan kumlu zeminlerin optik mikroskop goérinUmleri, ¢imentolanmanin taneler arasinda
homojen bigimde dagildigini gdstermektedir (Sekil 28). Tanelerin buylk bir bolimunu kalsit ve
kuvars mineralleri olusturmakta, bu minerallere eser miktarda mika ve piroksen mineralleri eslik
etmektedir. Kalsiyum karbonat ¢imento 0.5 mm ye ulasan bosgluklari doldurma kapasitesine sahip
g6zukmekte olup, ¢cimento malzemesinin homojen dagilimi; 25 rpm basingli ortamda bakteriyel
sivinin zerk edilmesi sirasinda tanelerin cesitli alanlarda birikmesi problemine neden olmamis

gbzikmektedir.

2.3.2.2. X-Isinlart Kirinimi (XRD) Incelemeleri

Karbonat ¢cimentolu drneklerdeki ¢cimentonun tanimlanabilmesi amaciyla, karbonat ¢imentolanmig
orneklerde XRD incelemeleri gerceklestirilmistir. Farkli basing uygulamalarinin neden olacagi
muhtemel farkliliklarin belirlenmesi amaciyla karbonat ¢cimentolanma uygulanmamis dogal zemin
(DZ1), basingsiz ortamda (serbest) bakteriyel ¢dzelti uygulamasi yapilmis (DZ2) ve 25, 50, 100
rpm basing altinda bakteriyel ¢ézelti uygulamasi yapiimis (sirasiyla D3, D4, D5) drneklerin XRD
cekimleri yapilmistir (Sekil 29). XRD verileri karbonat mineralleri olarak kalsit ve dolomit gdzlenmis
olup, butindyle kirinti bilesenleri temsil etmektedir. Cimentolanma uygulanmamis zemin ile
¢gimentolu zemin arasinda énemli bir farklilik gézlenmemistir. Cimento bilesenlerinin ince taneli
olmasi nedeniyle ¢cimento bilesenlerinin zenginlestiriimesi amaciyla ornekler 0.075 mm elekten
gegcirilmistir. 0.075 mm elek alti érneklerinin XRD verileri (Sekil 30), yukarida elde edilen verilere
benzer sonu¢ vermistir. Karbonat c¢imentolu 6érnegin daha ince taneli elek alti (<0.063 mm)
bilesenler baslica kalsit, kuvars, dolomit ve Kkil/fillosilikatlardan olugsmaktadir. Dogal zemin
orneginden ayrilan kil fraksiyonunu bolluk sirasina gore illit, klorit, smektit paragonit ve pirofillit
olusturmaktadir (Sekil 31). Kil fraksiyonun olusturan bilesenlerin karbonat c¢imento ile birlikte
baglayici rol oynadigi dustuntlmektedir. Kumlu zemin orneklerinin kalsiyum karbonat bileseninin
XRD yoéntemiyle belirlenememesi iki nedenden kaynaklanmis gdézikmektedir. Birincisi ¢cimento

miktarinin % 5’in altinda olmasi ve muhtemelen kalsitten olusmasi nedeniyle ¢imentolanma
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uygulanmamis zemin o&rnegindeki kalsitten ayirt edilememesidir. Ikincisi ise az miktardaki
¢imentonun amorf karakterde olmasi ve bu nedenle herhangi bir pik vermemesidir. Optik

mikroskop incelemeleri baglayicinin kristalden ziyade amorf karaktere sahip goriinim sergiledigine

isaret etmektedir. Bu sorunun yaniti elektron mikroskop incelemeleriyle yanit bulacaktir.
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50 pm

Sekil 28. Bakteriyel karbonat uygulanan kumlu zeminlerin optik mikroskop goértinimleri. (a-b) Kum
taneleri arasinda homojen bicimde dagiimis sparitik gériinimla kalsiyum karbonat ¢imento (a-gift
nikol, b-tek nikol), (c-d) Catlak dolgusu gérinimlu dagiimis kalsiyum karbonat ¢cimento (c-cift nikol,
d-tek nikol), (e-f) Kuvars, kalsit ve piroksen tanelerini tutturan homojen dagiimis kalsiyum karbonat
cimento (e-cift nikol, f-tek nikol), (g-h) Kalsit, kuvars ve biyotit tanelerinin arasindaki kalsiyum
karbonat ¢cimento (g-¢ift nikol, h-tek nikol).
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Sekil 29. Dogal (DZ1) ve bakteriyel karbonat gimentolamasi uygulanan (DZ2-5) kumlu zemin
orneklerin serbest ve farkli basing kogullarina gére mineralojik dagilimi.
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Sekil 30. Dogal (DZ1) ve bakteriyel karbonat gimentolamasi uygulanan (DZ2-5) kumlu zemin
orneklerin 0.075 mm elek alti tane boyunun serbest ve farkli basing kosullarina gére mineralojik
dagilimu.
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Sekil 31. Bakteriyel karbonat uygulamasi yapilan kumlu zemin 6rneginin 0.063 mm elek alti ve kil

fraksiyonu (<0.002 mm, <2 um) mineralojik bilegimleri.
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2.3.2.3. Taramali Elektron Mikroskop (SEM) incelemeleri

Cimentolanma uygulanan o&rneklerin taramali elektron mikroskop-ikincil elektron gortinimleri
(SEM-SE), bakteriyel kalsiyum karbonat baglayicinin gozenekli-stingerimsi goriinimli amorf
yapida oldugunu gostermistir (Sekil 32). Taneler yar 6zsekilli ve 6zsekilli kristallerden olusmakta

ve slngersi karbonat ¢imento ile birbirine baglanmis gérinim sunmaktadir.

Karbonat ¢imentonun taneler arasindaki gérinUmlerinin ve elementsel bilesimlerinin ayrintili
incelenmesi amaciyla, ylzeyi parlatiimis &érnekler Gzerinde taramali elektron mikroskop-geri
sacinimli elektron goérinti (SEM-BSE) incelemeleri yapilmistir (Sekil 33 ve 34). Bu incelemeler
hem iki boyutlu dizlemde tane-gimento iligkisinin incelenmesine, hem de gimentonun kimyasal
karakteri de ortaya konulmustur. Bilesenlerin gérinimu ve element haritalama verilerine goére
karbonat ¢cimento taneler arasinda homojen bir dagilim sunmaktadir (Sekil 33). Bakteriyel karbonat

cimentonun yakin gérunuimu bunlarin yuvarlagimsi bigimli amorf karakterli oldugunu gdstermistir.

Sekil 32. Kumlu zeminlerdeki bakteriyel karbonat cimentonun SEM-SE gortinimleri.
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Sekil 33. Bakteriyel karbonat ¢imentonun SEM-BSE goérinUmleri, EDS analizi ve element
haritalamalari.
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Sekil 34. Bakteriyel karbonat cimentonun kalsit ve kuvars taneleri arasindaki SEM-BSE

gérandmleri, EDS analizi ve element haritalamalari
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3. TARTISMA

3.1. Mikrobiyolojik Bulgularin Tartigiimasi

Kalsiyum karbonat mineralizasyonu yapan ireolitik bakteriler Denizli iline bagh Karci dagi-israfil
deresinden alinan su ve toprak orneklerinden izole edilmistir. izolasyon ve bakteri stoklama
calismalarinda Ure Agar besiyeri kullaniimistir. Ure pozitif olan renkli koloniler mikroskopta
incelenmis; cubuk formunda ve endospor iceren bakteriler Ureolitik izolatlar Bacillus sp. olarak
Nutrient Agar yatik besiyerinde +4 C’de buzdolabinda stoklanmistir (Bknz. Tablo 1). Proteus
vulgaris pozitif kontrol ve Micrococcus flavus ise negatif kontrol olarak izolasyon asamasinda
kullaniimigtir (Bknz. Sekil 1 ve 2).

Calismamizda kalsiyumca zengin topraklardan Ureaz pozitif toplam 18 adet bakteri izole edilmistir.
Izolatlar arasindan ylksek Ureaz aktivitesine sahip endospor iceren 10 sus segilerek, tur teshis ve
tanimlamasi igin Gazi Universitesi Molekiler Biyoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde 16S
rRNA sekans analizi yaptiriimigtir. Suslarin tir teshis ve tanimlamalari i¢in kullanilan Gen Banka
Numaralari ve Homoloji yuzdeleri Tablo 2’de gdsterilmistir. 10 bakterinin 6’s1 %100, 4’'U ise %99
dogruluk pay! ile Bacillus cinsine ait farkli tirler olarak teshis edilmiglerdir. izolatlarimizin
Lysinibacillus fusiformis, Bacillus aerius, Paenibacillus favisporus, Bacillus megaterium, Bacillus
atrophaeus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus tequilensis, Bacillus licheniformis ve Bacillus
mycoides turlerinden olusmaktadir.

izole edilen Bacillus cinsi bakteri tirlerinin Kalsiyum Mineralizasyon Ortamr'nda (KMO) 5, 7, 10 ve
14 gUnlik inkibasyon sirelerinde EDTA titrimetrik yontemine dayali olarak kalsiyum karbonat
¢okelim miktarlari tespit edilmistir (Bknz Tablo 3). Kalsiyum karbonat tretim miktarlari ve gelisim
avantajlari gibi kriterler g6z 6nlnde bulundurularak, Paenibacillus favisporus U3, Lysinibacillus

fusiformis U5 ve Bacillus mycoides U10 bakteri tlrleri kalsiyum karbonat Gretimi icin segilmiglerdir.

Tdm mikroskobik canlilar dogal veya laboratuar ortamlarinda gelisimleri sirasinda, kimyasal,
fiziksel velveya cevresel faktérlerden etkilenirler. Codunlukla endustriyel Uretim icin ilgi duyulan
tum biyolojik UrGnler olan sekonder veya primer metabolitler, bakterilerin gelisme sartlarini
etkileyen cevresel etmenlerin etkisi altindadir. Ozellikle bu tiir metabolitlerin Gretimini etkileyen tiim
cevresel faktérlerin anlasiimasi, mikrobiyal aktivitelerin anlasiimasi, kontrol edilmesi ya da
arttirlmasina olanak saglamaktadir. Ozellikle Grlin Gretimi igin dnemli Uretim stratejilerinin dogru

olarak belirlenmesi en uygun optimizasyon sartlarinin ortaya konmasiyla dogrudan iligkilidir.
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Bu amacla segcilen 4 tirun kalsiyum karbonat Uretimini etkileyen sicaklik, pH, inklibasyon suresi ve

Ure konsantrasyonunun optimizasyon sartlari arastiriimistir.

Urenin kalsiyum karbonat mineralizasyonunda énemli bir etken oldugu bilinmektedir. Asagida
verilen denklemden de anlasilacagi gibi bakterinin bulundugu gelisme ortamina fazladan Ure ilave
edilecek olursa, bakteri enzimatik bir reaksiyon ile ortamdaki fazla kalsiyum iyonlarini amonyum ve

kalsiyum karbonat seklinde ¢dkeltmektedir.

CO(NH2)2 (ire) + 2H20 (su) + Ca 2+(ka|siyum) —>2NH** (amonyum) T CaCO3 (kaisiyum karbonat)

Yukarida verilen bilgiler dogrultusunda, bakteriye ait ve kalsiyum karbonat ¢okelimini
gerceklestirdigi bilinen tGreaz enzimin substrati olan Urenin farkli konsantrasyonlarda bakteri gelisim
ortamina ilavesi ile yiksek miktarlarda karbonat ¢okelimi saglanmaya galisiimistir. Bu amagla 100-
350 mM Ure konsantrasyonlari kullaniimigtir. Paenibacillus favisporus U3 bakterisi 100-200-250-
300-333 ve 350 mM dre konsantrasyonlari varliginda maksimum Kkalsiyum karbonat
mineralizasyonuna 10. giinde 100 mM’da ulasmis olup bakteri 2805.12 mg karbonat ¢okeltmistir
(Bknz. Tablo 4). Diger taraftan, Lysinibacillus fusiformis U5 bakterisinin en iyi kalsiyum karbonat
mineralizasyonu 14. gin 350 mM’' da 1189.76 mg olarak saptanirken, Bacillus mycoides U10
bakterisinin en iyi kalsiyum karbonat mineralizasyonu 5.gin 100 mM’'da 1595,04 mg olmustur
(Bknz Tablo 5 ve 6). Paenibacillus favisporus U3 ve Bacillus mycoides U10 bakterilerinin kalsiyum
karbonat mineralizasyonlarinda Ure konsantrasyonundaki artisa bagli olarak azalma gdsterirken
yani bakteriler dlslk Ure konsantrasyonlarinda daha iyi kalsiyum karbonat mineralizasyonu
yaparlarken, Lysinibacillus fusiformis U5 tarinin ylksek Ure konsantrasyonunu tercih ettigi

gOzlenmisgtir.

Sicaklik genel olarak canli organizmalarda enzimatik ve kimyasal tepkimelerin daha hizli olmasina
neden olmaktadir. Belli bir sicaklik araliginda Ureme ve metabolik iglemler artar. Dolayisiyla

optimizasyon sartlarinda sicaklik arastiriimasi gerekli bir diger parametredir.

En iyi kalsiyum karbonat mineralizasyonunun saptandigi Ure konsantrasyonu ve inkubasyon
gunlerinde secilen bakteri tlrleri icin sicaklik taramasi yapilmis ve ortam pH'1 6.5’e ayarlanmistir.
Sonug olarak en iyi kalsiyum karbonat miktari U10 bakterisi igin 42 C de elde edilirken, diger iki
bakteri 37 °C’ de en iyi mineralizasyonu saglamistir (Tablo 7). Sicakhdin, minerilizasyon Uzerine
etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan calismada inkiibasyon sureleri, bakterilerin en iyi Uretim
gerceklestirdikleri inkibasyon sureleri olarak belirlenmigtir. Buna gore U3 izolati igin 10. gun, U5
izolati icin 14. gun ve U10 izolati i¢in ise 5. gunlerde olgim yapilmigtir.
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Sonu¢ olarak, vyapilan calismalardan elde edilen verilere gbére, kalsiyum Kkarbonat
mineralizasyonunda farkli parametreler tespit edilmistir (Bknz. Tablo 9). Parametreler veya turler
arasinda dogrudan bir iligki tespit edilememistir. Ornegin, U3 bakterisi ve U10 bakterisi diisik (ire
konsantrasyonunu tercih etmelerine ragmen, sicaklik ve pH’larda ayriimistir. U3 ile ayni sicaklik
(837 C) degerinde maksimum mineralizasyon yapan U5 bakterisi U3’Un aksine yuksek
konsantrasyonda maksimum mineralizasyon gergeklestirmistir. U3 bakterisi baslangi¢c pH’si olarak
6.5 tercih ederken, diger iki bakteri pH 5 gibi olduk¢a asidik ortamda karbonat Gretmistir. Bu durum
bakterilerin tur farklihgindan kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla bu sonuglar bize bakterilerin her
birinin farkl ortamlarda kullanilabilirligini gdstermektedir. Ornegin, pH 5 gibi oldukca asidik ortamda
mineralizasyon yapan iki bakterinin asit yagmurlarinin yogun gorildigu topraklarda veya

bélgelerde, biyoremediasyon ¢alismalarinda kullanim potansiyeli oldugu fikrini vermektedir.
3.2. Jeoteknik Bulgularin Tartigiimasi

Deneylerden elde edilen sonugclarin bir kismi beklendidi sekilde gerceklesirken bazi ilging sonuglar

da elde edilmistir. Bu sonuclar asagida tartigiimigtir.

Deney dizenegi icerisinde bakterili sivinin giris bdlgesinde 3-4 cm’lik bdlimde yiksek oranda
kalsiyum karbonat ¢okelimi olurken, ¢ikis bdlgesinde bu miktar oldukga dusiuk gerceklesmistir
(Sekil 35). Bu yapi dogal olarak &rneklerin tek eksenli basma dayanimi ve statik elastisite
moduillerini dogrudan etkilemigstir. Clnkl 6rneklerin yenilmesi, karbonatin daha az oldugu bdlgede
gerceklesmistir (Sekil 36). Bu sonug oldukga ilging gorinmektedir. Clnki muhendislik

uygulamasinda iyilestirilebilecek zemin kalinli§i hakkinda temel olusturmaktadir.

Karbonatin
cok oldugu
kisim

Karbonatin
az oldugu
kisim

10 cm

Sekil 25. Bakterili sivinin akis yénune gore karbonat miktarinin degisimi
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Yiiksek dayamim
ve
diisgtik
deformasyon
bolgest

Diisiik dayanim
ve
tiksek
deformasyon
(erken yenilme)
bolgesi

Sekil 36. Karbonat miktarina bagli yenilme ve deformasyonlar

Deney yapilan érneklerin ortalama birim agirhgi 13,5 kN/m® iken bakteri iyilestirmesine maruz
kalan érneklerin birim hacim agirhginin 13,5 kN/m? ile 14,6 kN/m® arasinda degistigi goriilmektedir.
En dusiik degerin 13,5 kN/m? ile bakterinin serbest halde akisina izin verilen érnek olmustur. Diger
tiim 6rneklerde 14,6 kN/m® degeri lcliimustiir. Bu degerlere bakildiginda farkli degerin sadece bir
o6rnek grubunda oldugu anlasiimaktadir. Normal sartlarda en dislk degerin karbonat eklemesi
yapiimamis dogal zeminde olmasi beklenmelidir. Bu farklili§in laboratuvarda yapilan élgiimlerden
kaynaklandigi duglincesi 6ne ¢cikmaktadir. Diger 6rneklerdeki degerlere bakildiginda birim agihgin
14,6 kN/m® oldugu ve bakteriyel siirecin ise birim hacim agirlik {izerinde herhangi bir etkisinin

olmadigi goérilmektedir.

Tek eksenli basma dayanimi ortalama degerlerinin 66,8 kPa ile 204,1 kPa arasinda degismektedir.
En dusUk deger serbest bakteri akisinin oldugu érnekte 66,8 kPa olarak olgulmugstir. Normal
sartlar altinda peristaltik pompadaki artan devir sayisina bagli olarak gittikge artan basma dayanimi
degerlerinin elde edilmesi beklenmelidir. Ancak yapilan deneylerde tek eksenli basma dayaniminin
25 d/d altinda 204,1 kPa iken 50 d/d ve 100 d/d altinda sirasiyla 142,9 kPa ve 85,2 kPa degerleri
elde edilmistir. Bu degerler dikkate alindiginda en ylksek degerin 25 d/d altinda elde edildigi
g6rulmektedir. Daha yiksek hizlardaki sivi akisinin bakteri aktivitesini azaltmis olabilecedi ve buna

bagli dayanim azalmasinin olustugu distintlmektedir.

Statik elastisite modulu degerleri incelendiginde tek eksenli basma dayanimi degerlerine paralel
olarak en dusuk degerin serbest akis halindeki 6rneklerde ortalama 23,9 MPa, 25 d/d altinda en
yiuksek deger olan 89,4 MPa’'a ulasmistir. 50 d/d ve 100 d/d altinda sirasiyla 40,7 MPa ve 33,6
MPa degerleri elde edilmistir. Tek eksenli basma dayaniminda etkili olan faktorler statik elastisite

moduli Gzerinde de etkili olmustur.
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Orneklerin  yogunlugu ve dayanimindaki artisa paralel olarak sismik degerlerinin de artig
g6stermesi beklenmelidir. Vp hizlar beklendigi gibi dogal haldeki zeminde en distik 301 m/s
olarak oélgtlmustir. En ylksek Vp hizi ise 25 d/d akis hizinin saglandigi érneklerde gérilmus ve
ortalama 985 m/s olmustur. 50 d/d ve 100 d/d altinda sirasiyla 945 m/s ve 793 m/s deg@erleri elde
edilmistir. Bu degerler tek eksenli basma dayanimi ve statik elastisite moduli degerleri ile
uyumludur. Vs hizlari da tipki Vp hizlarinda oldugu gibi beklenen uyumda gézlenmis, en digik
deger dogal zeminde 217 m/s ve 25 d/d akis altinda en ylksek deger olan 843 m/s degerine
ulasmistir. 50 d/d ve 100 d/d altinda sirasiyla 790 m/s ve 672 m/s de@erleri dlgulmustur.

3.3. Mineralojik ve Petrografik Bulgularin Tartigiimasi

Zemin iyilestirme i¢in kullaniimasi planlanan mikrobiyal kalsiyum karbonat olugumlari, ilk asamada
laboratuvar ortaminda Uretilmis olup, bunlarin kristalin (kalsit ve vaterit) ve amorf yapiya sahip
oldugu belirlenmigtir. Vateritler; dogada ender gézlenen kalsiyum karbonat (CaCO3) polimorfu
olup, sulu dogal ve laboratuvar ortamlarinda kalsit ile birlikte bakteri kdkenli (mikrobiyal) olusumlar
seklinde olusumlari bilinmektedir (Orn: Giralt vd. 2001; Mann, S., 2001; Braissant ve Verrecchia,
2002; Lee, 2003; Tong, 2004; Xu vd., 2004; Rautaray, 2005; Jimenez-Lopez vd., 2007; Rodriguez-
Navarro vd., 2007; Ouhenia, 2008; Qiao vd., 2008; Soldati vd., 2008; Leng et al., 2010; Chahal,
2011; Njegi¢-Dzakula vd., 2011; Achal, 2014). Bakteriyel kalsiyum karbonat olusumlarinin bakteri
tard, dre konsantrasyonu, inkibasyon suresi ve pH kosullari iligkisi agisindan ele alindiginda,
CaCO3 konsantrasyonunu etkileyen en Onemli parametrenin bakteri tird oldugu; inkiibasyon
suresi, konsantrasyon ve pH kosullarinin ikinci derecede rol oynadidi belirlenmistir. Karbonat
mineral bilesimi agisindan U3 (Paenibacillus favisporus) timuyle vaterit, U2 (Bacillusaerius) ve U5
(Lysinibacillus fusiformis) vaterit + kalsit olusturmustur. Ure konsantrasyonu diger bir 6nemli
parametre olup, artan Ure konsantrasyonuyla birlikte, amorf faz azalmis ve blyuk 6l¢tide vaterit ile
temsil olunan kristalin faz artmistir. Ure konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi mineral bilegimlerini
de etkilemis olup, azalan Ure konsantrasyonu ve artan inkiibasyon stresi kalsit oraninda bir artisa
vaterit oraninda ise azalmaya neden olmustur. Vateritler kiremsi bicimli, kalsitler 6zsekilli trigonal
piramit, rombohedral ve trigonal prizma formlari sergilemekte, amorf (EPS) bilesenler siingerimsi
topluluklar seklinde go6zlenmigstir. Bakteriyel EPS olusumlari literatirde de yaygin olarak
bilinmektedir (Ornegin, Tourney vd., 2008; Tourney ve Ngwenya, 2009; Mota vd., 2013). EDS
analizleri bakteri, vaterit, kalsit ve EPS bilesenlerinin baskin olarak CaCO3 bilesimine sahip
olduklarini géstermistir. Karbonatlasmis bakteriler ve EPS Urlnleri az miktarda fosfat icermektedir.
U5 nolu 6rnekte, rombohedral kalsitler CaCO3 bilesimli iken piramidal kalsitler ilave olarak az
miktarda Mg icermektedir. Bu durum kristal formlarindaki farklihklarin kimyasal bilesim

farkliliklarina da yansidigini géstermistir. Termogravimetrik analiz (TGA) verilerine gore bakteriyel
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kalsiyum karbonat Grlinleri amorf fazlarin (EPS) yikilmasini isaret eden 30-600 °C ile kristalin
fazlarin ((kalsit ve vaterit) yikilmasina karsilik gelen 600-800 °C olmak tzere iki farkli agirhk kaybi
sunmaktadir. Artan Ure konsantrasyonuyla birlikte agirlik kaybi ¢cok az da olsa artmistir. TGA
incelemeleri, farkli bakteri tlrleri ve Ureme kosullari EPS miktarindaki farkhliklarin agirlk kaybi

farkhihklarina yansidigini géstermisgtir.

Bakteriyel karbonat uygulanan kumlu zeminlerin karbonat ¢imentolanmasi polarizan mikroskopta
incelenmis ve ¢imentolanmanin baslica kalsit ve kuvars minerallerinden olusan taneler arasinda
homojen bicimde dagildigi gdzlenmistir. Optik mikroskopik verilere gore, kalsiyum karbonat
¢imento 0.5 mm ye ulasan bosluklari doldurma kapasitesine sahip olup, zemin iyilestirme
c¢alismalari i¢in son derece uygundur. XRD incelemelerine goére taneleri tutturan bakteriyel
karbonat ¢imento vaterit icermemekte, olasilikla amorf karakter sergilemektedir. Nitekim taramali
elektron mikroskop (SEM) incelemeleri bakteriyel kalsiyum karbonat baglayicinin gézenekli-
stingerimsi gérinimliu amorf yapida oldugunu goéstermistir. SEM element haritalama verileri de,
optik mikroskop verilerine benzer bicimde bakteriyel karbonat cimentonun taneler arasinda

homojen bir dagilim sundugunu gostermistir.

Proje sonuclari muihendislik uygulamalari agisindan blytk bir potansiyel vaat etmektedir. Boyle bir
uygulama igin endustriyel dlgekte ekipmana ihtiyag vardir. Bunlar fermantor, sterilizasyon sistemi
ve aparatlari ile besiyer/kimyasal malzemelerden olusmaktadir. Bunlarin yaklasik maliyeti 650.000
TL'dir. Bu maliyet ile ortalama 50.000 m? alanin giiglendirimesi miimkiin olabilecektir. Ayni
bayuklikteki alanin geleneksel yontemlerle guglendiriimesi halinde maliyet yaklasik ¢ kat fazla
olacaktir. Tesis maliyeti sonraki uygulamalarda olmayacagi bu nedenle sadece besiyer/kimyasallar
dikkate alindiginda maliyet farki on kata kadar ¢ikacaktir. Bu nedenle yéntemin oldukg¢a ekonomik

olacagi soylenebilir.
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4. SONUCLAR

Bakteriyel  kalsiyum  karbonat olusumlarinin  maksimum (veya optimum) CaCOQO;
konsantrasyonlarinin kosullarinin belirlenmesi amaciyla U2 (Bacillusaerius), U3 (Paenibacillus
favisporus) ve U5 (Lysinibacillus fusiformis) bakterileri Uzerinde farkli Ure konsantrasyonlari,
inklibasyon streleri ve baslangi¢c pH kosullari uygulanmistir. CaCO; konsantrasyonunu etkileyen
en énemli parametre bakteri tlrl olup, inkiibasyon siresi, konsantrasyon ve pH kosullari ikinci
derecede rol oynamaktadir. Ure konsantrasyonu ikinci derecede en dénemli parametre konumunda

olup, CaCO; konsantrasyonunu 6nemli dlgtide etkilemistir.

Zemin iyilestirme i¢in kullaniimasi planlanan mikrobiyal kalsiyum karbonat olugumlari, ilk asamada
laboratuvar ortaminda Uretilmis olup, bunlarin kristalin (kalsit ve vaterit) ve amorf yapiya (EPS)
sahip oldugu belirlenmigtir. Karbonat mineral bilesimi acisindan U3 (Paenibacillus favisporus)
timayle vaterit, U2 (Bacillusaerius) ve U5 (Lysinibacillus fusiformis) vaterit + kalsit olusturmustur.
Ure konsantrasyonu diger bir dnemli parametre olup, artan lre konsantrasyonuyla birlikte, amorf
faz (EPS) azalmis ve buyiik 6lglide vaterit ile temsil olunan kristalin faz artmistir. Ure
konsantrasyonu ve inkibasyon suresi mineral bilesimlerini de etkilemis olup, azalan Ure
konsantrasyonu ve artan inkiibasyon suresi kalsit oraninda bir artisa vaterit oraninda ise azalmaya
neden olmustur. U3 nolu 6rnedi temsil eden bakteriler tim kosullarda en yiuksek CaCO; Uretimini
saglamistir. Bu nedenle jeoteknik uygulamalarda U3 nolu 6rnek kullaniimis olup, optimum kosullar
ure konsantrasyonu=100 mM, sicaklik=37 °C, baslangi¢c pH=6.5, inkiibasyon suresi=10 gin ve

maksimum konsantrasyon=2805 mg/ml olarak belirlenmistir.

EDS analizleri bakteri, vaterit, kalsit ve EPS bilesenlerinin baskin olarak CaCO; bilesimine sahip
olduklarini géstermistir. Karbonatlasmis bakteriler ve EPS Urlnleri az miktarda fosfat icermektedir.
Bakteriyel kalsiyum karbonat Grlnleri amorf fazlarin (EPS) yikilmasini isaret eden 30-600 °C ile
kristalin fazlarin ((kalsit ve vaterit) yikilmasina karsilik gelen 600-800 °C olmak Uzere iki farkli
agirhk kaybr sunmaktadir. Artan Ure konsantrasyonuyla birlikte agirlik kaybi cok az da olsa
artmistir. TGA incelemeleri, farkli bakteri tlrleri ve Greme kosullari EPS miktarindaki farkliliklarin
agirhk  kaybi  farkhliklarina  yansidigini  gostermistir.  Polarizan  mikroskop  goruntileri
gimentolanmanin bagslica kalsit ve kuvars minerallerinden olusan taneler arasinda homojen
bicimde dagildi§i1 gézlenmistir. Optik mikroskopik verilere gére, kalsiyum karbonat ¢imento 0.5 mm
ye ulasan bosluklari doldurma kapasitesine sahip olup, zemin iyilestirme g¢alismalar i¢in son
derece uygundur. XRD incelemelerine goére taneleri tutturan bakteriyel karbonat ¢cimento vaterit
icermemektedir Taramali elektron mikroskop (SEM) incelemeleri bakteriyel kalsiyum karbonat

baglayicinin gézenekli-stingerimsi gérindmli amorf yapida oldugunu goéstermistir. SEM element
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haritalama verileri de, optik mikroskop verilerine benzer bicimde bakteriyel karbonat gimentonun

taneler arasinda homojen bir dagilim sundugunu gdéstermigtir.

Deney yapilan érneklerin ortalama birim agirhdr 13,5 kN/m? ile 14,6 kN/m? arasinda degismektedir.
En disiik degerin 13,5 kN/m?® ile bakterinin serbest halde akisina izin verilen drnekte gdzlenirken
diger tim o6rneklerde 14,6 kN/m® degeri 6lgiilmistiir. Tek eksenli basma dayanimi ortalama
degerlerinin 66,8 kPa ile 204,1 kPa arasindadir. En dligslUk deger serbest bakteri akisinin oldugu
Ornekte 66,8 kPa olarak dl¢iimustlr. Tek eksenli basma dayanimi 25 d/d altinda 204,1 kPa iken
50 d/d ve 100 d/d altinda sirasiyla 142,9 kPa ve 85,2 kPa degerleri elde edilmistir. Statik elastisite
modull degerleri incelendiginde tek eksenli basma dayanimi de@erlerine paralel olarak en distk
degerin serbest akis halindeki drneklerde ortalama 23,9 MPa, 25 d/d altinda en ylksek deger olan
89,4 MPa’a ulagmistir. 50 d/d ve 100 d/d altinda sirasiyla 40,7 MPa ve 33,6 MPa degerleri elde
edilmistir. Orneklerin yogunlugu ve dayanimindaki artisa paralel olarak sismik degerlerinde de artis
olmus ve Vp hizlari beklendigi gibi dogal haldeki zeminde en distk 301 m/s olarak dl¢gtlmustir. En
yuksek Vp hizi ise 25 d/d akis hizinin saglandidi érneklerde gorilmis ve ortalama 985 m/s
olmustur. 50 d/d ve 100 d/d altinda sirasiyla 945 m/s ve 793 m/s degerleri elde edilmistir. Bu
degerler tek eksenli basma dayanimi ve statik elastisite moduli degerleri ile uyumludur. Vs hizlari
da tipki Vp hizlarinda oldugu gibi beklenen uyumda g6zlenmis, en disuk deger dogal zeminde 217
m/s ve 25 d/d akis altinda en ylksek deder olan 843 m/s degerine ulagsmistir. 50 d/d ve 100 d/d
altinda sirasiyla 790 m/s ve 672 m/s degerleri 6lglimustar.

Cimento ve kimyasal enjeksiyon gibi geleneksel zemin glclendirme ydntemlerinin gérece klguk
sahalarda yaygin olarak uygulanmasina karsin, mikrobiyal guc¢lendirmenin ise ulastirma projeleri
gibi daha blyuk sahalarin gliclendirmesi cevresel ve ekonomik agidan daha uygun gérinmektedir.
Proje, bakteri mineralizasyonu ile yapilan zeminin iyilestirmesi sonucu saglanan muhendislik
parametrelerindeki olumlu yondeki deger artiglarinin bu projeler igin yeteri kadar iyi oldugunu
g6stermektedir. Sonug¢ olarak, proje kapsaminda uygulanan yéntemin ilgili jeoteknik mihendisligi
uygulamalarinda kullanilabilir oldugu ortaya konulmustur. Proje sonuglari mihendislik uygulamalari
acisindan buyuk bir potansiyel vaat etmektedir. Yontem geleneksel ¢cimento enjeksiyonu ile yapilan

uygulamalara gére kiyaslandiginda oldukga ekonomik olacagi sdylenebilir.
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Jeoteknik mihendisliginde zeminlerin muhendislik parametrelerini iyilestirmek i¢in son yillarda
¢ok sayida cagdas yontem ve malzeme ortaya gikmaktadir. Bunlar gevresel etki, nifuz
derinligi, iyilestirme homojenligi ve maliyet gibi konularda farkliliklar sunmaktadir. Basarili bir
bakteriyel zemin iyilestirmesi zemin-bakteri tirl, besiyer, gevresel ve jeolojik faktorler gibi
cesitli faktorlere baglidir. Bu projede bakteriyel kalsiyum karbonat ¢okelimi yardimi ile kumlu
zeminlerin mihendislik 6zelliklerinin iyilestirilmesi amaglanmistir.

Bu kapsamda bakteriyel kalsiyum karbonat olusumlarinin maksimum CaCO3
konsantrasyonlarinin kosullarinin belirlenmesi amaciyla cesitli bakteriler Gzerinde farkl tre
konsantrasyonlari, inkiibasyon sureleri ve baslangi¢ pH kosullari uygulanmistir. U3 nolu
ornegi temsil eden bakteriler (Paenibacillus favisporus) tim kosullarda en yiksek CaCO3
Uretimini saglamistir. Bu nedenle jeoteknik uygulamalarda U3 nolu 6rnek kullaniimis olup,
optimum kosullar tre konsantrasyonu=100 mM, sicaklik=37 ?C, baslangi¢ pH=6.5,
inklibasyon suresi=10 glin ve maksimum konsantrasyon=2805 mg/ml olarak belirlenmistir.

Polarizan mikroskop goéruntileri gimentolanmanin baslica kalsit ve kuvars minerallerinden
olusan taneler arasinda homojen bigimde dagildigi gézlenmistir. Optik mikroskopik verilere
gobre, kalsiyum karbonat ¢imento 0.5 mm ye ulasan bosluklari doldurma kapasitesine sahip
oldugunu ortaya koymustur. XRD incelemelerine gore taneleri tutturan bakteriyel karbonat
cimento vaterit icermemektedir Taramali elektron mikroskop (SEM) incelemeleri bakteriyel
kalsiyum karbonat baglayicinin gézenekli-siingerimsi gérinimltu amorf yapida oldugunu
gostermistir. SEM element haritalama verileri de, optik mikroskop verilerine benzer bigimde
bakteriyel karbonat ¢cimentonun taneler arasinda homojen bir dagihm sundugunu géstermistir.

Dogal zemin érneginin birim hacim agirhidi 14.4 kN/m3, glclendirilmis zeminin ise 14.5 kKN/m3
ile 14.6 kN/m3arasinda degismektedir. Glglendiriimis drneklerin tek eksenli basma dayanimi
en yuksek 25 d/d?da 204.1 kPa olarak 6lgulmus, 50 d/d ve 100 d/d ise sirasiyla 142.9 kPa
and 85.2 kPa elde edilmistir. Gérindigu kadariyla peristaltik pompanin yiksek devirleri
bakteri aktivitesini azaltmaktadir. Elastisite modulu degerleri de 23.9 MPa and 89.4 MPa
arasinda degismektedir. Gézlenen en dislk ve en yilksek hizlar ise Vp igin 601 m/s-985 m/s,
Vs icin 167 m/s-443 m/s arasinda degdismektedir. Cimento ve kimyasal enjeksiyon gibi
geleneksel zemin gliclendirme ydntemlerinin gorece kiglk sahalarda yaygin olarak
uygulanmasina karsin, mikrobiyal gi¢lendirmenin ise ulastirma projeleri gibi daha blyuk
sahalarin gliclendirmesi gevresel ve ekonomik agidan daha uygun gérinmektedir. Proje,
bakteri mineralizasyonu ile yapilan zeminin iyilestirmesi sonucu saglanan muhendislik
parametrelerindeki olumlu yondeki deger artiglarinin bu projeler icin yeteri kadar iyi oldugunu
gostermektedir. Sonug olarak, proje kapsaminda uygulanan ydntemin ilgili jeoteknik
muhendisligi uygulamalarinda kullanilabilir oldugu ortaya konulmustur.
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