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Kalsiyum karbonat, mikrobiyal aktivite ile hem dogal hem de yapay yolla
tiretilebilen baslica katilastirma (¢imentolasma) maddesidir. Mikrobiyolojik
kalsiyum karbonat c¢okelmesi, kalsiyum acgisindan zengin cevrede karbonatin
iretilmesi ile mikrobiyolojik aktivite sonucu ¢esitli proseslerden olugsmaktadir.

Calismamizda Denizli Karct Dagi’nda bulunan Israfil Dere’sinden alian
toprak numunelerinden izole edilen iireolitik aktiviteye sahip olan Bacillus aerius
U2 ile kalsiyum karbonat mineralizasyonu {izerine farkli gelisme parametrelerinin
etkisi (lire konsantrasyonu, sicaklik ve baslangi¢c pH’s1) incelenmis olup belirlenen
parametrelerle optimizasyon saglanmistir. Ayrica yapilan optimizasyon
caligmalart ile elde edilen numunelere Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), X-
Isinlart Kirinimi (XRD) ve Termogravimetrik (TGA) analizler uygulanarak susun
olusturdugu mineralin yapisi, fiziksel 6zellikleri belirlenmistir. Caligmanin diger
kismi olan zemin iyilestirme c¢alismalart ise jeoteknik uygulamalarla
belirlenmistir.

Bacillus aerius U2 ile yapilan optimizasyon sonucunda en iyi veri 5. giinde
300 mM iire konsatrasyonunda, 20 °C ve pH 5.5’te 2483,36+207,12 mg/L olarak
belirlenmigstir. XRD verilerine gore; bakteriyel kalsiyum karbonat olusumlari
cogunlukla kristalin (kalsit ve vaterit), daha az da amorf (Ekstraselular Polimerik
Substance: EPS) yapiya sahiptir. SEM analizi ile de olusan yapimin daha ¢ok
vaterit igerdigi dogrulanmustir.

ANAHTAR KELIMELER: Bacillus, KALSIYUM KARBONAT, ZEMIN
IYILESTIRME, OPTIMIZASYON



ABSTRACT

CALCIUM CARBONATE PRECIPITATION BY UREOLYTIC BACTERIA AND
USE OF SOIL IMPROVEMENT
MSC THESIS
TUGBA SENSOY CANDOGAN
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BiOLOGY

(SUPERVISOR:Prof. Dr. Nazime MERCAN DOGAN)
(CO-SUPERVISOR: Assoc. Prof. Dr. Erdal AKYOL)
DENIZLI, DECEMBER 2015

Calcium carbonate is a solidification substance and it is produced by
microbial activity both natural and artificial ways. Microbiological calcium
carbonate precipitation is consisted of various processes in calcium rich
environments.

In this study, Bacillus aerius U2 (a ureolytic bacterium) was used. It was
isolated from calcium rich soil in Israfil Creek (Karct mountain, Denizli). The
effects of different growth parameters such as (urea concentration, temperature
and initial pH) on calcium carbonate mineralization were examined and the
mineralization parameters were optimized. Also, the type of carbonate minerals
and properties of physical were determined by XRD and TGA. The other parts of
the work that soil improvement works were determined by geotechnical
applications.

According to results of optimization, the maximum calcium carbonate
amount was 2483.36 = 207.12 mg / L in 300 mM urea concentrations on day 5 at
20°C and pH 5.5. Pure calcium carbonat sample was analysed by XRD and it was
found that bacterial calcium carbonate were consisted of crystalline structure
(types of calcite and vaterite minerals) and amorphous (extracellular polymeric
Substance: EPS). SEM analysis was proved that the calcium carbonat content was
vaterite.

KEYWORDS: Bacillus, CALCIUM CARBONATE, GROUND
IMPROVEMENT, OPTIMIZATION
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1. GIRIS

Son yillarda endiistri, sanayi ve insaat sektoriindeki hizli gelismeler
sonucunda imara yeni yerler agilmis, insaat sahalar1 genislemis boylece problemli
zeminler lizerine yapilar insa edilmek zorunda kalinmistir. Bu zayif zeminler
beraberinde bir¢ok sorunu giindeme getirmistir. Zeminlerin, yapidan gelen yiikleri
giivenle tasiyabilmesi i¢in projede degisikliklere gidilmesi, mevcut zeminin tagima
giicli yliksek bir zeminle yer degistirilmesi, zeminlerin iyilestirilmesi gibi yontemlere
basvurulmustur. Yer se¢imi, mevcut zeminin degisimi gibi segenekler fazla maliyet
gerektirdiginden zeminlerin iyilestirilmesi binlerce yildir kullanilmaktadir. Genelde
zeminlerde sivilagsma, sisme, dolgu ve sev stabilitesi, erozyon kontrolii, oturma ve
mukavemet gibi Ozelliklerinin 1iyilestirilmesi amaglanmaktadir. Zeminlerin
iyilestirilmesinde her yontem zemine ait farkli parametreleri iyilestirmeye yoneliktir.
On yiikleme, kompaksiyon, zemin kaziklari, mevcut zeminin degistirilmesi, katki
malzemeleri kullanarak iyilestirme, 1s1l iglemler gibi bircok uygulama zeminin

ozelliklerinin iyilestirilmesi i¢in kullanilmaktadir.

Son yillarda ise mikrobiyal ¢imentolama (mikrobiyolojik kalsiyum karbonat
¢okelmesi) g¢alismalarmin hizla arttgm gérmekteyiz. Ozellikle, bakteriler gibi
biyolojik ajanlar kullanilarak toprak ve sulardaki kirliligin biyolojik olarak
giderilmesinde, kalkerli taglarin restorasyonunda, betonun gii¢lendirilmesinde
kullanilmaktadir. Mikrobiyolojik kalsiyum karbonat ¢okelmesi, kalsiyum agisindan
zengin cevrede karbonatin {liretilmesi ile mikrobiyolojik aktivite sonucu ¢esitli

proseslerden olugmaktadir.

Bakteri ve topraktaki besin konsantrasyonu diizenlenerek, mevcut toprak
matriksinin kalsiyum karbonat tabakasi, bakteriyel olarak indiiklenmis yeni bir
miihendislik materyali olarak gelistirilmektedir. Ozellikle giiniimiizde {izerinde
durulan o6nemli caligma konularindan olan bu teknik, topragin gegirgenlik ve
sikigtirilabilirlik ~ 6zelligini  azaltmak ve toprak giliclinii arttirmak igin
kullanilmaktadir. Kalsiyum karbonat ¢okelmesi bakterilerin biyokimyasal prosesler

sonucunda kalsit olusturmasi durumudur. Olusan kalsitler zeminde bosluklarin
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doldurulmasi, zemin tanelerinin birbirine baglanmasi, tane ylizeylerinin filmle
kaplanarak su gecirgenliginin azalmasi gibi etkiler gdstermektedir. Bunun sonucunda
zeminin gecirgenlik, mukavemet, oturma gibi 0&zellikleri iyilestirilmektedir.
Giliniimiizde mikrobiyal kalsiyum ¢okelmesi olduk¢a 6nem kazanmistir. Yapilan ¢ok
sayida arastirma, treolitik bakterilerin kalsiyum ¢okelme siirecinde etkili oldugunu

gostermistir.
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2. LITERATUR TARAMASI

Insaat miihendisligi uygulamalarinda zemin kosullarinin, miihendislik
tasarimlar1 ve yapim yontemlerinin se¢imi iizerinde Onemli etkileri oldugu
bilinmektedir. Zemin kosullar1 bazi durumlarda projenin uygulanabilirligini tayin
edebilecek kadar problemli olabilmektedir. Bu durumlarda zemin 6zelliklerinin
iyilestirilmesi gerekebilir. Zemin iyilestirilmesi yapilmasi planlanan miihendislik
uygulamalarina yonelik olarak zeminlerin belli 6zelliklerinin fiziksel, biyokimyasal
ya da biyolojik yontemler kullanilarak iyilestirilmesidir. Zeminlerin iyilestirilmesi
yerine ¢ogunlukla islahi, stabilizasyonu ve modifikasyonu gibi esanlamli terimler
kullanilmaktadir (Ozaydin 2012). Yapilarin insas1 asamasinda ve sonrasinda gelen
yikler sonucunda zeminde olusan gerilmeler, zemin tarafindan gilivenle
karsilanmalidir. Fakat zeminler her zaman bu gerilmeleri karsilamayabilir. Bu gibi

durumlarda bazi 6nlemler alinmasi gerekir. Bunlar;
- Mevcut zemine gore proje liretmek,
- Zayif zemin kaldirilarak yerine tasima giicli yiiksek zemin yerlestirilerek,
- Tagima giicii diisiik zemini geg¢ip daha saglam zeminlere insa ederek,

- Zemin Ozelliklerini arazide iyilestirmek seklinde siralanabilir (Ozdemir ve

Ozdemir 2006).

Zeminlerin iyilestirilmesinde hedeflenen baslica amaglar sunlardir:
- Mukavemet — tasima giicii artisi,

- Oturmalarin azaltilmasi,

- Gerilme altinda sekil degistirmenin azaltilmasi,

- Sisme — biiziilme potansiyelinin azaltilmasi,
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- Cevresel etkiler (donma — ¢o6ziilme, 1slanma — kuruma) sonucunda

olusabilecek fiziksel ve biyokimyasal etkilerin 6nlenebilmesi,

- Su gecirgenligi ve s1zint1 sularinin kontrolii,

- Erozyona karsi olan direncin arttirilmasi,

- Deprem gibi yiikler altinda sivilasma, dayanim gibi 0Ozelliklerinin

giiclendirilmesi,

-Yiizey bozulmalarina kars1 olusan direncin arttiriimasi (Ozaydin 2012).

Gegtigimiz elli yil igerisinde bir¢ok farkli zemin 1iyilestirme teknigi

gelistirilmistir. Insanlar i¢in uygun alanlarin olusturulmasi icin bu teknikler daha da

gelistirilmis ve revize edilmistir. Bu metotlar ISSMGE Zemin lyilestirmesi Teknik
Kongresinde siniflandirilmistir (Tablo 2.1) (Briaud 2013).

Tablo 2.1: Zemin iyilestirme metotlariin siniflandirilmasi (Che ve dig. 2009)

Kategori Metot Calisma Prensibi
A. Al. Dinamik Grantiler zeminlerin
Kohezyonsuz kompaksiyon sikilagtirtlmast  igin -~ agirhigin

zeminlerde yada
dolgularda
katkisiz  zemin

tyilestirilmesi

zemine serbestge diisiiriilmesi.

A2.
Vibrokompaksiyon

Graniiler zemin icerisinde

vibrasyon aleti kullanilarak

zeminin sikilastirilmasi.

A3. Patlatmali Grantiler zeminlerde
kompaksiyon patlamanin olusturdugu sok
dalgalar1 ve titresimler ile zeminin

oturmast.
A4. Elektrik Elektrik akimi tarafindan

Titresimli kompaksiyon

tiretilen ultra-yiiksek voltaj altinda
olusan elektrik sinyalleri ve sok
dalgalar1 kullanilarak zeminlerin

sikistirtlmast.
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AS. Yiizey Farkli kompaksiyon
kompaksiyonu makineleri ile ylizey veya yiizeye
yakin zemin veya dolgularin

sikistirilmasi.

B. B1l. Yerinden Kot zemini kazma yoluyla
Kohezyonlu ¢ikarma, yerine koyma c¢ikarma veya zemin veya kayayla
zeminlerde yer  degistirme. Bazi  hafif
katkisiz ~ zemin malzemeler toprak basinci ve yiik
tyilestirilmesi azaltmak i¢in kullanilabilir.

B2. Dolgu ile

Onyiikleme (diisey drenler

Gelecekteki yiikler altindaki

sikisabilirligi azaltmak i¢cin

kullanilarak) dolgularla zemin sikilastiriimasi.

B3. Vakum 90 kPa basingta uygulanan

kullanilarak 6n yiikleme vakum ile prenkosolide sikisabilir
zeminlerde sikisabilirligin
azaltilmasi.

B4. Drenajli Dinamik kompaksiyon ile
dinamik konsolidasyon | benzerdir ancak burada yatay ve
(vakum ile) diisey direnler (yada vakum ile)

kullanilarak kompaksiyon boyunca
bosluk basinci olusturulur.

B5. Elektro-osmoz Zemin sularma ya da
yada elektrokinetik | soliisyonlarda, zemin igerisine
konsolidasyon yiklenen DC akim ile anotlardan

katotlara dogru su  akisinin
saglanmasi.

B6. Dondurma, Zeminin  fiziksel  yada
isitma  yolu 1ile termal | mekanik 6zelliklerinin 1sitma yada
stabilizasyon dondurma yolu ile gegici yada

kalic1 olarak degistirilmesi.

B7. Su fiskirtma Cokebilir zeminlerin (16s)

kompaksiyonu

sondaj boyunca islatma ve patlatma

ile sikigtirilmasi.
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C.
Katkilar ya da
dahil etmeler ile
zemin

tyilestirilmesi

Cl. Titresimli Yumusak, ince  taneli
degistirme ya da tas | zeminlerde, yogun c¢akil ya da
kolonlar zeminlerin bosluklara doldurularak

kolon olusturulmasi.

C2. Dinamik yer Ince ve iri agregalarin
degistirme yiiksek enerji ile dinamik etki

kullanilarak zemine yerlestirilmesi
ve kolon olusturulmasi. Bu dolgu
ya kum, cakil, tas ya da enkaz
molozlari olabilir.

C3. Kum Kumun zemin igerisine

kompaksiyon kaziklari

sondaj borusu ile vibrasyon ve

dinamik etkiler altinda

yerlestirilmesi  ve  sikistirilmasi

sonucunda kolon olusturulmasi.

C4. Geotekstil ile

cevrelenmis kolon

Alt1 kapali silindirik

geotekstil igerisine kum

kullanilarak kolon olusturulmasi.

C5. Rijit dahil etme

Kolonlar, yar1 sert yada sert

cisimler yada kaziklar kullanilarak

yumusak zeminlerin
giiclendirilmesi.

C6. Geosentetik Kaziklar, sert yada yari sert
giiglendirilmis kolonlar | kolonlar ve geosentetik kusatmalar
yada kazik destekli dolgular | kullanilarak stabilitenin artirilmasi

ve dolgularda oturmalarin
azaltilmasi.

CrT. Mikrobiyal Mikrobiyal materyaller
metotlar kullanilarak zeminlerin

dayaniminin arttirtlmasi ve

permeabilitesinin azaltilmasi.

C8. Diger metotlar

Geleneksel olmayan

metotlar.
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D.
Enjeksiyon

katkisi ile zemin

DI. Partikiil

enjeksiyonu

Cimento yada diger

partikiillerin  graniiler zeminlere

yada zeminlerin ve kayalarin oyuk

tyilestirme ve catlaklarina enjeksiyonu ile
zemin dayanimininin  artirilmasi
yada permeabilitenin azaltilmasi.

D2. Biyokimyasal Birden fazla biyokimyasalin

enjeksiyon zemin bosluklarinda reaksiyona
girerek jel olusturmasi sonucunda
zemin dayaniminin artmasi ve
permeabilitenin azalmasi.

D3. Karigtirma Zayif zemine ¢imento kireg

metodlart gibi baglayict maddelerin zemine
katilmadan  Once  karistirilarak
uygulanmasi.

D4. Jet enjeksiyon Yiksek hizli jetler ile
zemine enjeksiyonu vererek kolon
yada paneller olusturulmasi.

D5. Kompaksiyon Cok  katt  enjeksiyonun

enjeksiyonu zemin bosluklarina enjekte
edilmesi ve geriye kalan homojen
kiitlenin ~ yogunlastirilmas1  veya
oturmus zeminin kaldirilmasi.

D6.Telafi Orta-ytiksek viskoziteli

enjeksiyonu partikiil silispansiyonunun zemin
icerisine yer alt1 kazisi ile enjekte
edilmesi ile devam etmekte olan
kazinin yapida olusturacagi
oturmayr azaltmak yada etkisiz
hale getirmek.
E. El. Geosentetikler Gerilme dayanimi
Yerylizii ve mekanik olarak | kullanilarak farkli geosentetikler

saglamlastirilmis yiizey

yada ¢elik materyaller ile, kesme

16




giiclendirilmesi dayanimi, zemin ve yollarin
stabilizasyonu, temeller, sevler ve

istinat  duvarlarin  kapasitesini

arttirmak.
E2. Zemin givileri Ankraj ve gomiilii ¢ivilerin
ile ylizey sabitleme cekme gerilmesi kullanilarak istinat
duvarlarinin veya sevlerin

stabilitesini artirmak.

E3. Bitkiler ile Bitki kokleri kullanilarak

biyolojik metotlar sev stabilitesini arttirmak

2.1  Mikrobiyal Metot

Bu metot kalsiyum karbonat ¢okelmesi reaksiyonu olarak da anilmaktadir.
Kalsiyum karbonat ¢okelmesi, ¢ozeltide bulunan kalsiyum veya karbonatin artmasi
veya karbonatin ¢oziinebilirliginin azalmasi ile dogal ortamlarda olusabilmektedir.
Kalsit ¢okelmesi sicaklik ve basing degisimleri veya mikroorganizmalarin hareketleri

ile fiziksel olarak meydana gelmektedir (Ural 2011).

Ug ana grup mikroorganizmalar ile mikrobiyolojik kalsiyum karbonat
¢okelmesi reaksiyon siireci olusturulabilir: (i) siyanobakteri ve yosun gibi
fotosentetik mikroorganizmalarda CO; uzaklastirilarak, (ii) katabolik siilfat
indirgenmesinden sorumlu siilfat indirgeyen bakteri ile, (ii1) nitrojen cevrimi ile
iliskili ¢esitli mikroorganizmalar yardimiyla (Hammes ve Vestraete 2002; Castanier
ve dig. 1999).

Kalsiyum karbonat ¢okelmesinde, en ¢ok sucul ¢evrede bulunan mikroalg ve
siyanobakteri gibi fotosentetik bakteriler arastirilmaktadir (Mc Connaughey ve dig.
2000). Proteobakteri, gram pozitif bakteriler ve arkeler (Frankel ve Bazylinski 2003)
siilfat indirgeyerek anaerobik olarak kalsiyum karbonat c¢okeliminde biiylik rol
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oynarlar. Siilfat indirgeyen bakteri olan Desulfovibrio, algidan siilfati kaldirarak
kalsit {iretir (Atlas ve Rude 1998). Farkli ¢evrelerde kalsiyum karbonat ¢okelmesine
en 6nemli ilgiye sahip olan azot dongiisiinde bulunan bakteri grubudur. Bu bakteriler
kompleks biyobiyokimyasal tepkimelerin bir serisi olarak kalsiyum karbonat
indiikleyen iireaz enzimini (Ure amidohidrolaz; EC 3.5.1.5) iiretir. Bu tepkime
karbonat tiretimi i¢in baglica kalsiyum kaynagina karsin substrat olarak iire gerektirir.
Bakteriyal {ireaz aktivitesi sirasinda, harcanan 1 mol {ire 1 mol amonyak ve karbamat
(2.1) ve karbamatin hidrolizi ile de amonyak ve karbonik asit (2.2) olusumuna
katkida bulunur. Bu iiriinler daha sonra bikarbonat olusturmak i¢in suda dengelenir
ve 2 mol amonyum ve hidroksit iyonlar1 (2.3) ve (2.4) pH artis1 ile sonuglanarak
sonunda karbonat iyonlarinin olugmasina sebep olan bikarbonat esitligi degisir (2.5).
Hiicredeki pH artis1 sonucu yiiksek hiicre dist kalsiyum iyon konsantrasyonu ve
diisiik hiicre dist proton konsantrasyonu karbonat iyonlarmin salgilanmasi igin
gerekmektedir. Bu durum altinda, bakteriler protonlarin asir1 atilmasi ve kalsiyum
birikmesinin akin etmesi sonucuyla elektrobiyokimyasal gradiyent sebebi ile stres
altinda kalir. Bu gibi durumlarda bakterinin hayatta kalmasi kayip protonlarin telafisi
ve aktif kalsiyum tasinmasi gibi faktorlerle baglidir. Bu aktivasyonlar i¢in gereken
enerji, kalsiyum karbonat ¢okelmesini saglayan mikro ¢evrede ¢oziinmiis inorganik
karbon seviyesindeki artisa katkida bulunan metabolik CO2 tarafindan
gerceklestirilebilir (Hammes ve Verstraete 2002). Yiiksek pH kosulu HCOs™ ‘den
CO3% olusumunu tercih eder (Knoll 2003). Sonug olarak, karbonat konsantrasyonu

2+

¢Ozlinen Ca varliginda hiicre etrafinda CaCOs c¢okelmesine neden olan

¢oziinebilme seviyesinde bir artisin olmasiyla artacaktir (2.6) ve (2.7).

CO(NH2)z + H20 = NH2COOH + NHs (2.1)
NH2COOH + H20 = NH3 + HoCO3 (2.2)
H,COs € HCOs™ + H* (2.3)
2NHs + 2H20 €= 2NH,* + 20H (2.4)

HCOs + H* + 2NH4* + 20H" €= CO3% + 2NH4* + 2H,0  (2.5)
Ca %" + hiicre = hiicre — Ca®* (2.6)

Hiicre- Ca % + CO3% - Hiicre-CaCOs3 2.7)
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2.1.1 Mikrobiyal Indiiklii Kalsiyum Karbonat Cokelmesi (MICP)

Kalsiyum karbonat, mikrobiyal aktivite ile hem dogal hem de yapay yolla
iiretilebilen baslica katilastirma (¢imentolasma) maddesidir. Onerilen bakteriyal
kalsiyum metabolizmast semas1 ve sonrasindaki CaCOs cokelmesi Sekil 1°de

gosterilmigtir.

Kisaca, MICP bes 6nemli faktor tarafindan yonetilen basit bir biyokimyasal
siirectir:  (a) kalsiyum konsantrasyonu, (b) ¢0ziinmiis inorganik karbon
konsantrasyonu, (c¢) pH, (d) ¢ekirdeklenme alanlarinin ulasilabilirligi ve (e) nikel

igeren metalo enzim; lireaz.

Ureaz aktivitesi farkli mikroorganizma gruplarinda yaygin olmasma karsin,
tireaz genleri en fazla Bacillus pasteurii (daha sonra Sporosarcina pasteurii olarak
adlandirildi) gibi Bacillus cinsi bakterilerde c¢aligilmistir (Hammes ve dig. 2003).
MICP aktif kalsiyum metabolizmasi potansiyel olarak benzersiz ¢okelme kosullari
yaratan mikrobiyal kalsiyum metabolizmasi altinda dogal bir olgudur ve karbonat
¢okelmesi biyokimyasal olarak bakterinin hayatta kalmas: ve c¢ogalmasi igin
gereklidir (Perito ve Mastromei 2011).

Ureazin yani sira baska bir enzim olan karbonik anhidraz da, MICP’de
onemli rol oynar. Bununla birlikte, bu enzimin rolii detayli olarak ¢alisilmamustir.
Karbonik anhidraz (CA) E.C. 4.2.1.1 1, bakterilerde her zaman bulunur ve
fotosentez, solunum, CO2 ve iyon tagimasi, kalsifikasyon ve asit-baz dengesini

igeren birgok biyolojik proseslerde esastir (Smith ve Ferry 2000).
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Sekil 2.1: Bakteriyel kalsiyum karbonat ¢okelimi (Achal ve dig. 2015)

Kalsiyum karbonat ¢okelmesi, hiicre i¢i veya disi inorganik bilesikler ve
kismen ¢Oziinmiis organik {irlinler tarafindan segici katilasmadaki katkilarindan
dolay1 6nemli biyojenik karbonat ¢okelmelerinden biri olarak kabul edilir. Boyle bir
bilesik "biyo¢imento" terimine neden olan ¢imentolu bir malzeme olarak islev goriir.
Biyogimento fazla dikkat ¢ekmistir ¢linkii mikrobiyal indiikli kalsiyum karbonat
¢Okelmesine dayanan gergek bir ‘yesil malzeme’dir (Rong ve Qian 2012).
Giiniimiizde iizerinde durulan ve mikrobiyoloji miihendisliginin dogmasina neden
olan biyo-¢imento teknigi, bina yapilarinda dayaniklilik arttirmak i¢in uzun vadeli
iyilestirme araci olarak son derece umut vericidir (Achal ve Mukherjee 2015; Achal
ve dig. 2011%P, 2012a; Jonkers ve dig. 2010; Park ve dig. 2010; De Muynck ve dig.
20082; Ghosh ve dig. 2005;Bang ve dig. 2001; Ramachandran ve dig. 2001). MICP
basarist bu prosesin ¢esitli alanlardaki kesfine onderlik etmistir. Agir metallerin ve
radyoniiklidlerin biyoremediyasyonunda (Achal ve dig. 2012°¢; Fujita ve dig. 2004) ,
petrol rezervlerinden petrol geri kazaniminin gelistirilmesinde (Nemati ve Voordouw
2003) ve kum siitunlarinin giiglendirilmesinde (Qian ve dig. 2010; Achal ve dig.
2009a; De Jong ve dig. 2006) basariyla uygulanabildigi rapor edilmistir.
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Kalsiyum karbonat ¢okelmesi reaksiyonu, bir dizi biyokimyasal prosesler
sonucunda ger¢eklesmektedir. Sivi besiyerinde bakteri araciligi ile gerceklesen
reaksiyon sonucunda amonyum ve karbonat olusmaktadir (2.8) (Cheng ve Cord-
Ruwisch 2013).

CO(NHy)2 + 2H,O s 2NH** + CO3% (2.8)

Kiiltir ortamma CaCly stok ¢ozelti eklendiginde (Sekil 2.2) gergeklesen
reaksiyon sonucunda olugan karbonat iyonlar1 kalsiyum ile reaksiyona girerler ve pH
degerinin yiikselmesi ile kalsiyum karbonat ¢okelmesi meydana gelir (2.9) (Cheng ve
Cord-Ruwisch 2013).

Ca?* + COz> mmmmm) CaCOs(K) (2.9)

Sekil 2.2: Bakteri hiicre duvarinda kalsiyum karbonat olusumu (Siddique ve Chahal 2011)

Reaksiyon sonucunda farkli kristal yapiya sahip kalsit (CaCOz3) olusumunu
tespit etmek amaciyla SEM ve XRD analizleri yapilmaktadir. SEM analizleri
sonucunda bakterilerde kalsit, vaterit ve aragonit varligi dogrulanmistir (Sekil 2.3)
(Lippmann 1973).
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Sekil 2.3: (A) kalsit, (B) aragonit, (C) vaterit (Lipmann 1973)

Kalsiyum karbonat c¢okelmesi reaksiyonu sonucunda zemin partikiilleri
arasinda bulunan bosluklar dolarak biyolojik tikanma, partikiillerin bir araya gelmesi
ile de biyolojik ¢imentolanma meydana gelmektedir. Zemin ¢imentolanmasi ile
kesme dayanimi artmakta, gecirgenlik azalmaktadir. Biyolojik tikanma ile de zemin
bosluklarinin dolmasit sonucunda oturmalar azalmaktadir. Kalsiyum karbonat
¢cokelmesi reaksiyonu ile bircok zemin ozellikleri iyilestirilebilmektedir (Akoguz

2014).

Zeminlerin biyolojik iyilestirilmesi ile ilgili olarak literatiirde ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir. Whiffin (2004) yapmis oldugu ¢alismada, Proteus vulgaris
ve Sporosarcina pasteurii bakterilerini, ekonomik ve kullanilabilirlik yoniinden
hangisinin daha uygun oldugunu karsilagtirmistir. pH kontrolii, tireaz aktivitesi,
zemin kirlilik orani gibi faktorlerinin bakteriyel gelisimi etkiledigini saptamistir.
Calismada optimum bakteri biiyiime pH degeri 9,25 olarak bulunmus, ancak diger
pH degerlerinde de iireaz aktivitesi gbzlemlenmistir. Ancak arastirmacilar, lireaz
aktivitesinin ¢ok olmasinin olusacak kiitlenin de ¢ok olacagi anlamina gelmedigini
rapor ederek, iireaz aktivitesinde diger faktorlerin de etkili oldugunu, sadece pH
kontrolii ile kiitle olusumunun kontrol edilemeyecegini gdstermistir. Zeminlerin
kirlilik oraninin da kiitle olusumunda etkili oldugunu kirlilik oraninin %50°den fazla
olmasi durumunda kiitle olusumunun olumsuz olarak etkilendigini de bildirmislerdir.
Calismada P. vulgaris ve S. pasteurii ayni ortam sartlarinda izlenmis S. pasteurii’nin

tireaz aktivitesinin P. vulgaris’den on kat daha fazla oldugu gozlemlenmistir. P.
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vulgaris'in daha pahali olmasi nedeniyle S. pasteurii’nin {ire aktivitesi ve kiitle

olusumu i¢in daha uygun bir bakteri oldugu belirtilmistir.

Dejong ve dig. (2006) ise, Bacillus pasteurii ve kire¢ tasi kullanarak Ottawa
50-70 zemin oOzelliklerinin iyilestirilmesini amaglamiglardir. Zemine ¢ farkl
uygulama yapilmistir. Zemine katki kullanilmadan, Bacillus pasteurii ve kireg tasi
kullanarak uygulama yapilmistir. Kesme dalgasi hizi, {i¢ eksenli basing dayanimi,
SEM analizi ve X-Ray analizi ile drnekler incelenmistir. Iyilestirmeye etki eden
faktorleri, pH, oksijen miktari, metabolik durum, bakteri konsantrasyonu, kalsiyum
iyonlar1 ve bunun yani sira asilama sayisi olarak tanimlamiglardir. Kesme dalgasi
hiz1 analizinde kireg¢ tasi ile iyilestirilmis ve bakteri ile iyilestirilmis zemin benzer
sonuclar gostermistir. Bakteri ile iyilestirilmis zeminde kesme kapasitesi, drenajsiz
kesme kosullarinda artis gostermistir. Uygulama yapilmamis zemin numunesi ile
karsilastirildiginda bakteri ile iyilestirilmis zemin ve kire¢ tasi ile iyilestirilmis
zeminde baglangic kesme biikiilmesi ve yiiksek -elastiklik kapasitesinde artis
gbzlemlenmistir. X-ray elektron mikroskobu ile inceleme yapildiginda bakteri ve
kireg¢ tast ile 1yilestirilmis zeminlerin zemin-partikiil yiizeylerinin yani sira partikiil
baglantilar1 da gozlemlenmistir. Mikroskopta kireg tasi ile iyilestirilmis zeminde iyi
bicimlendirilmis, igne sekilli bir kristal yap1 gozlemlenmis bakteri ile iyilestirilmis
zeminde ise kiiciik bir yapi ile birlikte daha piiriizlii doku gozlemlenmistir. Sonug
olarak dogal biyolojik siireclerin kontrolii ve ¢alisacak duruma getirilmesi yolu ile iyi

bir ¢cimentolama yapilarak gevsek kum yapilarinin giiglendirilebilecegi belirtilmistir.

Jimenez-Lopez ve dig (2007), Myxococcus xanthus bakterisi ile gozenekli
kirectaslarint  gliclendirmeyi hedeflemistir. Kire¢ taslari Granada Cathedral
tesislerinden biiyiik kiitlelerde alinarak ylizeyleri temizlenmis ve 2x5x0,5 cm
boyutlarinda elmas testereler ile numuneler elde edilmistir. XRD analizi ile kireg
taginin iceriginde %95 ‘den az kalsit, %5’den fazla quartz ve alg1 tas1 tespit edilmistir.
pH degerleri, kalsiyum konsantrasyonu, XRD ve SEM analizleri yapilmistir.
Numunelerde gozenek ve bosluk hacmi degisikliklerini izlemek i¢in mercury
intrusion porosimetry deneyi uygulanmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda M. xanthus
bakterisi inokule edilmis ve inokule edilmemis steril olmayan numunelerde
mikrobiyal gelisim saptanmistir. CaT(aq) analizinde, farkli kiiltiir ortamlari

karsilastirildiginda baslangi¢ ve son kalsiyum karbonat orani yiiksek olan M-3 kiiltiir
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ortami olarak goriilmistir. SEM analizlerinde bakteri asilanmig M-3 ve M-3P
numunelerinin her ikisinde de kalsit olusumu gozlenmistir. Bosluk boyutlari
karsilastirildiginda uygulama yapilmis numuneler ile uygulama yapilmayan

numuneler arasinda fazla bir fark gozlemlenmemistir.

Whiffin ve dig. (2007) da galismalarinda bakteri ile zemin iyilestirmesini
incelemistir. Arastirmacilar, bes metrelik kum kolonu olusturarak diisiik bir akim
hizinda siirekli bakteri asilamasi yapmislardir. 5 metre boyunda olan PVC tiip,
icerisindeki akitinin diizglin olmasi ve igerisinde yigilma olmamasi igin diisey
olarak yerlestirilmistir. 125-250 pm tane ¢ap1 aralifinda (kum karakteristikleri:
d10=110 pm; d50=165 pm; d90=275 um) ve kuru yogunlugu 1,65 g/cm?
(gbzeneklilik %37,8) olan kum kullanilmistir. Zemine asilanacak tiim maddeler tist
kisimdan ilave edilmistir. Mikroorganizma olarak Sporosarcina pasteurii
kullanilmistir. Ure aktivitesi, amonyum konsantrasyonu, kalsiyum karbonat igerigi
saptanmigtir. Deney sonucunda basing dayanimi, gézeneklilik, permeabilite gibi
zemin Ozellikleri belirlenmistir. Kalsiyum karbonatin varliginin gézenekliligi acik bir
sekilde etkiledigi goriilmiistiir. Maksimum kalsiyum karbonat igeriginde %90’lik bir
porozite dislisii Olgiilmiistiir. Basing ve permeabilite deneyleri sonuglarinda da
kalsiyum karbonat iceriginin etkisi goriilmiistiir. Diiglik karbonat igeriginde kayda
deger bir basing degeri artis1 olmamistir. Yiiksek karbonat iceriginde 570 kPa gibi
yiiksek bir basing dayanimi elde edilmistir. Gegirgenlikte ise kolondan asagi dogru
inildik¢e hafif bir diislis meydana gelmistir. Sonug¢ olarak kolonun her yerinde
kalsiyum karbonat icerigine rastlanmistir ancak bu homojen olarak dagilmamistir.
Ustten asag1 dogru gelindikge igerigin giderek azaldigi gdzlemlenmistir. Kalsiyum
karbonat olusumunun zamanla azalmasinin, bosluk hacminde giderek azalma
meydana gelmesi, kalsiyum karbonat kati ¢okelti miktarinin artmasi, iire
konsantrasyonunun azalmasi ve tepkime esnasinda bakterinin yagama yeteneginin

azalmasi gibi faktorlerin etkiledigini diistinmiislerdir.

Muynck ve dig (2008a), farkli su/¢cimento oranina sahip betonlara, bakteriler
vasitast ile yiizeysel uygulama yaparak mukavemet Ozelliklerinin iyilestirilmesini
amaclamislardir. Bakteriler disinda geleneksel yiizeysel iyilestirmeler de (Water
based dispersion, Silicones, Sodium silicates v.b.) uygulayarak karsilastirma

yapmiglardir. Kaliba dokiilen farkli su/¢imento oranina sahip beton harglar
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analizlerde kullanilmasi i¢in 27 gilin su igerisinde saklanmigtir. Yapilan dayanim
testlerinde su/cimento oranlar1 0,5, 0,6, 0,7 olan numuneler (100x100x100 mm?®)
sirastyla 50,342,29 MPa, 48,5+1,96 MPa, 42,64+2,26 MPa dayanim degerlerini elde
etmislerdir. Mikroorganizma olarak B. sphaericus bakterisi kullanilmistir. Bakteri ile
yapilan uygulama sonucunda su/¢cimento oranlar1 0,5 ve 0,7 olan numunelerin tiim
derinliklerinde bakteri yogunluguna rastlanmigtir. Buradan bakterilerin sadece
yilizeyde kalmadigi betonun icerisine de niifuz ettigi anlasilmaktadir. Ancak derinlik
artttkca bakterilerdeki yogunluk da azalma egilimi goOstermistir. SEM analizi
sonucunda yiizeylerde karbonat kristalleri goriilmiistiir. Karbonat kristalleri tiim
bolgeyi kapsamasina ragmen bazi kristal bulunmayan bdliimlere de rastlanmistir. Bu
kristallerin boyutlar1 ¢ogunlukla 10-40 pm araliginda olup bazilarmin 100 pm
boyutuna kadar ulagtigini gostermislerdir. Su emmesinde, bakteri uygulanmisg
numunelerde, bakteri uygulanmayan numunelere gore asiri bir diisiis gostermistir.
Su/¢imento orani arttik¢a zemin bosluklarinin artacagi bdylece kalsit iiretimi ve besin
aktariminin rahat olacagini bu durumun daha iyi kalsit liretimini saglayacagin ifade

etmislerdir.

Muynck ve dig. (2008b), insaat materyallerinin korunmasi i¢in, yiizeylerinin
kaplanmas1 gerektigini bdylece zararli madde ve su girislerinin Onlenebilecegini,
bunun geleneksel tekniklerin yerine mikroorganizmalar vasitast ile de
yapilabilecegini diistinmiislerdir. Tiim ¢alismada ¢imento olarak portland ¢imentosu
(CEM 1 52,5) kullanilmistir. 0,5 su-¢imento (w/c) oranina gore olusturulan prizmalar
28 giinliik kiirde bekletilmistir. Gaz permeabilitesi deneyi i¢in 1200x700x50 mm
boyutlarinda beton tabakadan H=50mm D=150mm olacak sekilde silindirik sekilde
delinerek prizmalar elde edilmistir. B. sphaericus ile yapilan uygulamanin geleneksel
yilizey uygulamalariyla karsilagtirilabilmesi i¢in su tutucu ve kaplama 6zelligi olan
bagka materyaller denenmistir. Deney sonucunda SEM analizlerinde ylizeylerin
kristallerle (en fazla 100 pm boyunda) kapli oldugu goriilmiistiir. XRD analizi
sonuglarinda yiizeylerde en ¢ok kalsite rastlanmis bunun yaninda az miktarda da
vaterit bulunmustur. Kapiler su emme deneyinde, bakteri ile yapilan uygulama diger
geleneksel uygulamalara nispeten c¢ok daha etkili olmustur. Gaz gecirgenligi
deneyinde oksijen ile yapilan tiim uygulamalarda hemen hemen ayni oranda

gecirgenlikte diisiis gézlemlenmistir.
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Okwadha ve Li (2010), mikrobiyolojik karbonat ¢okelmesi i¢in en iyi sartlar
aragtirmiglardir. Calismalarinda S. pasteurii bakterisi kullanilmistir. Bakteri
yogunlugu ultra saf su ile seyreltilerek 10° ile 108 hiicre/mL™ arasinda ayarlanmustir.
Degerlendirme X-ray Diffraction, Scanning Elektron Microscopy ve Energy
Dispersive X-ray analizleri ile yapilmistir. Calismada farkli miktarlarda iire, Ca®* ve
bakteri yogunlugu kullanilarak bunlarin etkileri degerlendirilmistir. 25 mM Ca?*
konsantrasyonu, bakteri yogunlugunu 10° dan 10% hiicre/mL™ e ve kalsiyum karbonat
¢okelmesini de %30 arttirmistir. Ca?* konsantrasyonu 10 kat artirilarak 250 mM Ca?*
olarak ayarlandiginda kalsiyum karbonat ¢okelmesinin %100 arttig1 gézlemlenmistir.
Sonug¢ olarak yapilan analizlerde mikrobiyolojik karbonat c¢okelmesi i¢in en iyi
sartlar 666 mM iire, 250 mM Ca?" ve 2,3x108 hiicre/mL™ hiicre yogunlugu olarak
belirlenmistir. Ekonomik avantajlarda géz oniinde bulundurularak daha yiiksek Ca?*
igerigi ve bakteri yogunlugu ile daha yiliksek karbonat ¢okelmesi elde edilebilecegi

degerlendirilmistir.

Cheng ve Cord-Ruwish (2012), Bacillus sphaericus ile zemin iyilestirmeyi
amaglamislardir. Zemin olarak saf silika kumu (>0,3 mm: %1,13, 0,212-0,3 mm:
%63,39, 0,15-0,212 mm: %29,59, <0,15 mm %?5,89) ve i¢ ¢ap1 4,5 cm uzunlugu 30
cm ve 1 m olan PVC kolonlar kullanilmistir. Kolonlar silika kumu ile doldurulmus
yogunlugu 1,61-1,63 g/cm3 ve porozitesi %37,5-38,5 olana kadar siirekli vibrasyona
tabi tutulmustur. Calismada kum kolonlarma iki farkli su doygunluk derecesinde
uygulama yapilmustir. ilk olarak zemin suya batirilarak tamamen doygun hale
getirilmistir. Ikinci olarak da yiizey siiziilmesi ile suya doygun olmayan sartlarda
hazirlanmistir. Doygun olmayan sartlar altinda ¢imentolagsma uygulamas: kum
kolonlarin1 dikey pozisyona getirerek {ist taraftan bakteri siispansiyonunun ve
¢imentolasma soliisyonunun eklenmesi, bunlarin yercekimi etkisi ve kapilarite ile
iletilmesi seklinde yapilmistir. Deney sonucunda toplam amonyum nitrojen
konsantrasyonu, biyokiitle konsantrasyonu, kalsiyum iyonlarmin varligi ve {ire
aktivitesinin Ol¢lilmesi gibi faktorler saptanmistir. Zemin dayanimini 6l¢mek i¢in cep
penetrometresi ve basing dayanimi testleri uygulanmistir. 1 m’lik kum kolonlarinin
farkli kisimlarmdan oOrnekler almarak SEM analizi yapilmustir. Ure aktivitesi
daldirmada %15’lik, siiziilmede %30’luk diisiis gdstermistir. Bunu gelistirmek icin
diisiik siiziilme oram1 ve yiiksek kalsiyum konsantrasyonu denenmis ancak

bakterilerin tutunmasini etkilememistir. Dayanim testlerinde daldirma yontemi
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slizme yoOntemine gore cok daha iyi sonuclar vermistir. Siizilme yonteminde daha
diisiik sonuclarin alinmasinin sebebi olarak kalsiyum karbonat reaksiyonunun daha
tamamlanmamis olmas1 (lire donlisimii daldirma yonteminde %80 siizme
yonteminde %40 tamamlanmistir) ve bakterilerin zemin igerisine ¢ok 1yi dagilmamis
olmasi goriilmiistiir. Sonu¢ olarak doygun olmayan (su igeriginin az oldugu)

zeminlerde kalsiyum karbonat olusumunun daha az gériilecegini ifade etmislerdir.

Li (2013) ise gesitli 6zellikte zeminleri Bacillus pasteurii ile iyilestirilmeyi
hedeflemistir. Zeminler doygun, havada kurutulmus ve etiivde kurutulmus olarak
hazirlanmistir. Serbest basing deneyi, donma ¢oziilme deneyi, XRD, SEM, EDS
analizleri yapilmistir. Serbest basing deneyi sonuglarinda silika kumu, SM ve SP-SM
zeminlerde gelisimler gézlemlenmistir. Silika kumu diger zeminlere gére ¢ok daha
iyi sonuglar vermistir. iki kez uygulama yapildiginda zemin dayamimlar1 daha da
artmistir. En iyi sonuglar etiivde kurutulmus zeminlerde elde edilmistir. Zeminlere
yapilan bakteri asilama sayis1 artttkca daha da 1iyi sonuglarin alinacagi
diisiiniilmistlir. Ayrica zeminlerde silt ve kil orami arttik¢a dayanimin diistiigi
goriilmustiir. Silika kumunda kil ve silt bulunmadigindan diger zemin 6rneklerinden
¢ok daha iyi sonug vermistir. Zeminde donma-¢oziilme etkisi arastirilmig civa deneyi
ile zemin bogluklarinin azaldig1 gozlemlenmistir. 5-6 kez uygulama yapilmis zemin
numunelerinde daha diigiik gbzenek degeri elde edilmistir. SEM ve XRD testleri ile
tane yiizeylerinin kaplandigi ve donma ¢o6ziilme deneyi sonucunda zemin
numunesinin olumlu etkilendigi rapor edilmistir. Bernardi ve dig. (2014) ise
bakteriler vasitasiyla kumlar1 kumtaglarina cevirmeye c¢alismiglardir. Calismada
bakteri olarak Sporosarcina pasteurii, zemin olarak da silika kumu (D50=0,42 mm,
Cu=2,6 Cc=1,2 Gs=2,6 emin=0,5 emax=0,8) kullanilmistir. Zemin standart kirmizi
tuglalara benzer boyutlarda PVC’den imal edilmis 91x58x200 mm boyutlarinda
kaliba yerlestirilmistir. Bakteriler siiziilme yolu ile iistten asilanmis altta birakilan
delikler ile de fazla besiyerin disar1 siizlilmesi saglanmistir. Bekleme siiresi, agilama
sayis1, astlama araligi her zeminde farkli uygulanmistir. Boyuna dalga hizi, serbest
basing deneyi ve kalsit Ol¢limii deneyleri yapilmistir. Tuglalarda iistten alta dogru
gelindikge gelisimin azaldigir goriilmiis, bekleme siiresi arttikga de gelisimde artis
gozlemlenmistir. Basing deneyleri sonucunda 1 MPa ile 2 MPa arasinda dayanim

degerlerine sahip olduklarini belirlemislerdir.

27



2.2 Yiiksek lisans tezinin amaclari

1-Denizli’de Kalsiyumca zengin olan Karc1 Daginda bulunan israfil Deresi ve

cevresinden alinan toprak ve su 6rneklerinden tireolitik bakteriler izole etmek,
2- Bakterilerin kalsiyum karbonat mineralizasyon yeteneklerini incelemek,

3- izolatlar arasindan secilen bir bakterinin karbonat ¢okelim optimizasyon

sartlarini belirlemek,
4- Mineralojik analizleri yapilarak bakteriyel kalsit mineral tipini belirlemek,

5- Yerel bir izolatin kumlu zeminlerin iyilestirilmesinde kullanim potansiyeli

hakkinda bilgi elde etmek.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1  Mikrobiyolojik Analizler

3.1.1 Toprak ornekleri

Bakterilerin izole edildigi toprak ornekleri, kalsiyum karbonat¢ca zengin olan
Denizli-Karc1 Dag Israfil Deresi ve ¢evresinden temin edilmistir. Ornekler, aseptik
kosullara uyularak yaklasik olarak 10-20 cm derinlikten alinmis ve steril amber
renkli siselerde Bakteriyoloji Laboratuvari’na getirilmistir. Orneklerin tiimii bakteri
izolasyonuna kadar +4 C’de buzdolabinda saklanmistir. Toprak 6rnekleri ve alindig

zonlar Tablo 3.2°de verilmistir.

3.1.2 Bakteri Izolasyonu ve identifikasyonu

3.1.2.1 Toprak orneklerinin hazirlanmasi

10 g toprak Ornegi steril sartlarda tartilarak 90 ml’lik %0,85 serum
fizyolojik igerisinde homojenize edilip, 80° C’deki sicak su banyosunda 20
dakika bekletilmis ve vejetatif formundaki bakteri hiicrelerinin 6lmesi
saglanmistir. Toprak numunelerinin ondalik diliisyonlar1 (101-101°) ise 9,0 ml

%0,85 serum fizyolojik suda siispanse edilerek hazirlanmistir.
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Tablo 3.2: Calismada kullanilan toprak ornekleri.

Alinan Toprak Ozelligi Toprak kodu

Dip zon topragi T1

Doldurulmus toprak alt zon

T2
Su kenart killi toprak T3
Doldurulmus toprak iist zon

T4
Suya yakin toprak T5
Ust zon topragi T6

3.1.2.2 Bakteri izolasyonu

Ureolitik aktiviteye sahip Bacillus cinsi bakteri izolasyonu igin Ure
Broth ve Ure Agar besiyerleri kullamlmstir. Besiyerindeki turuncudan
pembeye renk degisikligi iire hidrolizini gdstermektedir. izolasyon asamasinda
kontrol bakterisi olarak, iireaz pozitif Proteus vulgaris ATCC 96026 ve iireaz

negatif Micrococcus flavus suslar1 kullanilmigtir (Fujita ve dig. 2000).
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Ure Broth ve Ure Agar icerigi: (g/L); Pepton 1; Glukoz 1; NaCl 5;
NaxHPO4 1,2; KH2PO4 0,8; Fenol red 0,012; Agar Agar 17. Besiyeri igerikleri
tartilarak distile suda (dH20) c¢o6ziilmiistiir. Besiyerinin pH’s1 6.8 £ 0.2°¢

ayarlanarak 115°C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir. Son olarak bu
besiyerine, disposable filtre (0,2 um, Sartorius) ile steril edilerek hazirlanan
%40’lik iire stogundan 100 ml besiyerinde 5 ml olacak sekilde iire ilave

edilmistir. S1v1 besiyeri bakterilerin aktiflestirilmesinde kullanilmistir.

Dilue edilen toprak drnekleri Ure Agar’ a 100 ul aktarilarak yayma
ekim yapilmigtir. Petriler 20 ve 37° C’ lerde 24- 48 saat arasinda inkiibe

edilmistir.

3.1.2.3 Bakterilerin stoklanmasi

Inkiibasyon sonucunda iireaz pozitif olan koloniler mikroskopta incelenmis
ve basil morfolojisine sahip endospor iceren suslar +4 C’de buzdolabinda

stoklanmiglardir. Yatik besiyeri olarak Nutrient Agar (Merck) kullanilmistir.

3.1.3 Bakterilerin tamimlanmasi

Ureaz aktivitesi yiiksek izolatlar arasinda yiiksek olan suslarin 16S rRNA
sekans analizleri Gazi Universitesi Yasam Bilimleri Uygulama ve Arastirma

Merkezi’ne gonderilerek yapilmustir.

3.1.4 Kalsiyum karbonat mineralizasyonu

3.1.4.1 Mineralizasyon ortami

Kalsiyum mineralizasyon ortami (KMQO) icerigi: 3,0 g/l Nutrient Broth
(Merck), 25 mM CaCl,, 25 mM NaHCO3 ve 333 mM iire (Ferris ve dig. 1996).
Besiyeri pH 6,5’a ayarlanmis ve 121° C’de otoklavda 15 dakika sterilizasyonu
yapilmistir (Whiffin ve dig. 2007).
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3.1.4.2 Kalsiyum karbonat miktarinin belirlenmesi

Nutrient Broth sivi besiyerinde aktiflestirilen bakteriler, KMO ortamina
%10 oraninda ckilerek 37° C’de inkiibe edilmistir. Bakterilerin 5., 7., 10. ve 15.
giinlerde tirettigi kalsiyum karbonat miktar1 EDTA titrimetrik yOnteme gore
belirlenmistir (APHA 1989).

3.1.4.3 EDTA titrimetrik yontemi

a) Tampon Cozelti Hazirlanisi:

1,179 g Na;EDTA.2H,0 ve 780 mg MgS0O4.7H20 tartilir, 50 ml dH.O’da
¢oziilmesi saglanir. 16,9 g NH4ClI ve 143 ml yogun NH4OH ( amonyum ) ¢ozeltiye

ilave edilerek 250 ml’ye dH20 ile tamamlanir.

b)indikatér Cozelti:

0,5 g Eriochrome Black T ile 100 g NaCl kanstirilarak kullanima

hazirlanmustir.

c)Standart EDTA Cozeltisi:

3,723 g EDTA disodyum tuzu dihidrat 2000 ml dH20O igerisinde ¢oziiliir.

Titrasyon Basamaklari:

e 25 ml numune iizerine 1 ml Tampon Cozelti ilave edilerek pH 10.00
ayarlanir.

e Numune igerisine toz halinde olan indikator karisimindan spatiil ucunda
eklenir (Indikatér numunede pembe renk olusturmaktadir).

e Standart EDTA Cozeltisi ile titrasyon islemi yapilir.
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e Pembe olan numune rengi mavi renge doniisene kadar titrasyona devam
edilir.
e Harcanan EDTA miktar1 alinarak asagida bulunan hesaplama kullanilarak

CaCOs3 miktar1 saptanir.

V1.M.1000
V2

Hesaplama: Mg CaCO3-

V1: Harcanan EDTA
M: 1 ml EDTA= 0,96 mg CaCO3

V2: Alinan numune miktar1 (ml)

3.1.4.4 Kalsiyum Karbonat Cokelimine Etki Eden Sartlar

Ure konsantrasyonu (100, 200, 250, 300, 333 ve 350 mM), baslangi¢ pH’s1
(5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5) ve sicakligin (20, 25, 30, 37 ve 42 °C) karbonat

¢Okelimine etkisi aragtirilmistir.

3.2  Mineralojik Analizler

3.2.1 Taramah Elektron Mikroskop (SEM) Analizleri

Bakteriyel kalsiyum karbonatli olusumlarin kristalin ve amorf dogasini,
dokusal ve biyokimyasal o6zelliklerini incelemek ve Dbakterilerin  kalsit
minerilizasyonu yaptigin1 dogrulamak amaciyla SEM analizleri de yapilmistir. Altin
ile kaplanan ornekler, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisi’'nde (Izmir, Tiirkiye)

QUANTA FEG 250 Scanning Elektron Mikroskop kullanilarak incelenmistir.
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3.2.2 X- Ismlar: Kirinimi (XRD)

X-1gmlart kirmimi (XRD) bircok bilimsel alanda cesitli materyaller igin
kullanilan yontemlerden birisi olup, angstrom (A) veya nanometere (nm) Olgeginde
atom veya atomik diizlemler (dnk) arasindaki mesafelerin Olglimiine imkan
saglamaktadir. XRD ydntemiyle i¢ yapisit bilinmeyen bir materyalin kristal yapist
belirlenebilmektedir. Bu yontem inorganik kristalin maddelerin yani sira vitamin,
ilag, protein ve niikleik asid gibi bir¢ok biyolojik madde i¢in de uygulanmaktadir. Bu
tez calismasinda Bruker D8 Advance (Istanbul Teknik Universitesi) marka ve model

cihaz kullanilmistir. Cihazda Ni filtreli CuKa 1s1mas1 (A = 1.54056 A) kullanilmis ve

¢ekim aralig1 20=5-80° ayarlanmustir.

3.2.3 Diferansiyel Termal Analiz (DTA) ve Thermogravimetrik analiz
(TGA)

Diferansiyel Termal Analiz (DTA) ve Thermogravimetrik analiz (TGA), sabit
hizla artan sicaklikla birlikte maddenin fiziksel ve biyokimyasal ozelliklerindeki
degisimlerin termal analiz yOntemidir. Bu yontem maddelerin oksitlenmesi,
yikilmasiyla iliskili kiitle (veya agirlik) kayip ve kazanimlar1 veya ugucularin kaybi
seklinde ozellikle polimer tiirli malzemelerde yaygin kullanim alani bulmaktadir.
DTA-TGA incelemeleri Pamukkale Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya
Boliimii laboratuart DTA-TGA laboratuarinda Perkin Elmer SlI-Diamond marka ve
model cihazda, 10°C/dakika 1sitma oraniyla 30—1000 °C araliginda nitrojen atmosfer

kosullarinda gerceklestirilmistir.

3.3  Biyoenjeksiyon ve Jeoteknik Calismalar

Deneyde kullanilacak zemin ornekleri Denizli kent merkezinde yaygin
olarak bulunan kumlu birimlerden secilmistir. Bu tiir zeminler Denizli kent

merkezinin glineyinde bulunan metamorfik kayalardan tiiremekte olup oldukca genis
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bir yayilima sahiptir. Laboratuvar ortaminda elek analizi yapilarak #40 nolu elekten
gecen ve #200 nolu elekte kalan tane boyu dagilimina sahip 6rnekler yaklasik 5-6 cm
cap ve 10-12 cm boyunda plexiglass/plastik silindirik tiiplere konulmustur. Tiipler
zemin hareketini 6nlemek icin alt ve iistten sert filtre ile kapatilmistir. Bakteri igeren
stvi istten 0, 25, 50 ve 100 kPa basing altinda enjekte edilmistir. Basing tercihen
peristaltik prensiple calisan 100 mL/dk ve 200 kPa kapasiteli pompa diizenegi ile
elde edilmistir. Enjeksiyon stiresi 120 dakika, sivi miktar1 2 mL/dakikadir. Dongii ¢
defa tekrarlanmistir. Mikrobiyal enjeksiyon sonrasi ¢imentolanma islemi gerceklesen
orneklerin tek eksenli basing dayanimi ve elastisite modiilii hesaplanmistir. Ayrica
orneklerin enjeksiyon Oncesi ve sonrasi sabit ve diisen seviyeli permeabilite ile
gecirimlilikleri tespit edilmistir. Bu yontemle dayanim ve permeabilite ile enjekte
edilen s1vi miktari, enjeksiyon basinci ve enjeksiyon siiresi arasindaki korelasyonlar

belirlenmistir.

35



4. BULGULAR

4.1 MIKROBIYOLOJIiK ANALIZLER

4.1.1 Bakteri Izolasyonu ve Identifikasyonu

4.1.1.1 Bakteri izolasyonu

Farkli zonlardan alinan toprak ornekleri 20°C ve 37°C’de, iireaz pozitif ve
tireaz negatif olarak kullandigimiz kontrol bakteri suslari ise optimal gelisme
sicakliklarinda, Ure Agar’a ekilerek inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
besiyerinde olusan renk degisimine gore izolatlar {ireaz pozitif ve lireaz negatif
olarak ayrilmiglardir. Pembe renkli koloniler {iireaz pozitif bakteriler olup
buzdolabinda ¢aligsmalarda kullanilmak tizere stoklanmislardir. Besiyerinde gozlenen
renk degisimi Sekil 4.5° te, toprak Orneklerinden inokiile edilen iireaz pozitif ve

negatif koloniler ise Sekil 4.6’da gosterilmistir.

Sekil 4.4: Ureaz pozitif ve negatif kontrol bakterilerin Ure Agar’daki goriiniimleri. A: Proteus

vulgaris (pozitif kontrol, pembe), B: Micrococcus flavus (negatif kontrol, sar).
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Sekil 4.5: Ure agara ekilen toprak érneklerinde iireaz aktivitesi olan koloniler.

Pembe kolonideki suslar mikroskop altinda incelenmis, ¢ubuk ve
endospor formunda olan izolatlar stoga alinarak buzdolabi sicakliginda
muhafaza edilmislerdir. Stoga alinan suslar ve kodlar1 Tablo 4.3’te verilmistir.
Bakterilerin iireaz aktivitesi taramasi, Ure Agardaki renk koyuluguna gore
yapilmis olup, koyu pembe koloniler iireaz aktivitesi yliksek (+++), pembe
koloniler {ireaz aktivitesi iyi (++), agik pembe koloniler iireaz aktivitesi diisiik
(+) ve renksiz koloniler iireaz aktivitesi yok () olarak degerlendirilmislerdir.

Tarama sonuglar1 Tablo 4.3’te gosterilmistir.
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Tablo 4.3: Toprak érnekleri, izole edilen bakterilerin kodlar: ve iireaz aktivitesi taramasi.

Almman Toprak Ozelligi Izole Edilen Bakteri Kodu | Ureaz Aktivitesi
Dip zon topragi (T1) T1-3 +++
T1-11 +
Doldurulmus toprak alt zon | - -
(T2)
Su kenart killi toprak (T3) - -
Doldurulmus toprak iist zon | T4-5 +++
(T4) T4-3 -+
T4-12 ++
T4-7 +
Suya yakin toprak (T5) T5-2 +
Ust zon topragi(T6) T6-7 F++
T6-4 ++
T6-52 +
+++ 1 cok iyi ++ o yi +: diigiik -2 yok
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4.1.1.2 Bakterilerin Identifikasyonu

Nutrient Agarda stoklanan ve petriye alinan (Sekil 4.6) iireaz aktivitesine
sahip bakterilerin 16S rRNA sckans analizine gore teshis ve tanimlamasi1 Gazi
Universitesi MOBAM’da yaptirilmistir. Sekans sonuglar1 ve kodlar1 Tablo 4.4° te

verilmigtir.

Sekil 4.6 : Bakterilerin Nutrient Agar’da koloni goriiniisler
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Tablo 4.4: 16S rRNA sekans analizleri sonucu identifiye edilen bakteri suslari.

Yeni kod | Izolasyon Sus ad1 % Homoloji | Morfoloji tipi
kodu

Ul T6-V22 Lysinibacillus %100 Basil (vejetatif
fusiformis form)
DSM 2898

oy T4-5 Bacillus aerius | %100 Basil (sporlu)
HPCQF13

U3 T1-3 Paenibacillus %99 Basil (sporlu)
favisporus T2

U4 T4-3 Bacillus  megaterium | %99 Basil (sporlu)
UF10

U5 T6-7 Lysinibacillus %100 Basil (sporlu)
fusiformis N131

U6 T6-V11 Bacillus  atrophaeus | %99
GLPB6

u7 T6-4 Bacillus %100 Basil (sporlu)
amyloliquefaciens
LFB112

us T4-12 Bacillus  tequilensis | %100 Basil (sporlu)
MD68

U9 T6-52 Bacillus licheniformis | %99 Basil (sporlu)
DH-23

u10 T1-11 Bacillus mycoides | %100 Basil (sporlu)
BGSC 6A19
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4.1.2 Kalsiyum Karbonat Mineralizasyonu

4.1.2.1 Ureolitik Bakterilerin Taranmasi

Stoga alinan Tablo 4.4’teki bakterilerden sporlu suslar KMO besiyerine
aktarilarak, 37° C ve pH 6,5°da inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon zamanina gore
izolatlarin kalsiyum karbonat mineralizasyon miktarlar1 EDTA titrimetrik yontemle
belirlenmistir. En yiiksek kalsiyum karbonat ¢okelimi yapan bakterilerin Bacillus
aerius U2, Paenibacillus favisporus U3, Lysinibacillus fusiformis U5 ve Bacillus
mycoides U10 nolu suslar olduklar1 tespit edilmistir. Sekil 4.7 ve 4.8’de ilgili
bakterilerin erlenlerde iirettikleri kalsiyum karbonat halkalar1 ve EDTA titrimetrik

yontemle renk degisimi goriilmektedir.

Bacillus
mycoides
u10

Sekil 4.7: 37 °C ve pH 6,5’de inkiibasyon sonrasi erlen cidarinda kalsiyum karbonat halkalari.
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| Paenibacillus
1 favisporus [ <5k

' favisporus

u3

Sekil 4.8: EDTA titrimetrik yontemi uygulanan KMO’da Paenibacillus favisporus U3. (A)
Titrasyon oncesi indikatéor maddenin olusturdugu pembe renk, (B) Titrasyon sonrasi

gerceklesen renk degisimi.

EDTA titrimetrik yontemi ile kalsiyum karbonat miktar1 belirlenen identifiye

suslarin degerleri Tablo 4.5’ te verilmistir.

Tablo 4.5: identifiye iireolitik bakterilerin KMO besiyerinde kalsiyum karbonat kapasiteleri
(mg/L).

Bakteri

kodu 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
U3 920.448 1181.57 1474.56 1372.8
U4 442.36 513.792 623.23 480

U2 1295.232 1160.45 1304.06 712.7
U5 122.11 420.10 591.74 581.38
u7 1751.04 1153.92 1087.68 1277.76
us 917.76 1037.12 1104.64 1129.76
U9 1027.84 1024.64 1120.64 736
uU10 920.64 1044.8 1280 1397.44
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4.1.2.1 Optimizasyon Calismalari

Optimizasyon ¢aligsmalarinda kullanilmak tizere Bacillus aerius U2 bakterisi
secilmistir. Bakterinin en iyi kalsiyum karbonat ¢okelimi yaptigr kiiltiir sartlarinn
belirlenmesi i¢in {ire konsantrasyonu, pH, inkiibasyon zamani ve sicaklik

arastirilmastir.

41.2.1.1 Ure Konsantrasyonu

Ure, kalsiyum karbonat ¢okelimini etkileyen énemli parametrelerden biridir.
Ortamda tire ve kalsiyum bulundugunda amonyum agiga ¢ikar ve kalsiyumun fazlasi

kalsiyum karbonat olarak ¢okelir. Reaksiyon denklemi asagida verilmistir:

CO(NH2): ey + 2H20 (su) + Ca 2+(ka|siyum)_> 2NH* @monyum) + CaCO3 (kalsiyum

karbonat)

Karbonat ¢okelimine iire konsantrasyonunun etkisinin belirlenmesi icin
Bacillus aerius U2 bakterisi 100, 200, 250, 300, 333 ve 350 mM iire icgeren
besiyerinde 37°C ve pH:6,5’ ta inkiibe edilmistir. Farkli inkiibasyon zamanlarinda
(5., 7., 10. ve 14. giin) kalsiyum karbonat ¢okelimi EDTA titrimetrik yonteme gore
tespit edilmistir. Bakteri, 300 mM {ire konsantrasyonu varliginda en ytiksek karbonat
cokelimini 14. giinde yapmistir (1319,84437,92 mg/L). Sonuglar Tablo 4.6 ’da

verilmistir.
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Tablo 4.6 : Farkl iire konsantrasyonlarinda Bacillus aerius U2 bakterisinin kalsiyum karbonat
¢okelimi (mg/L, 37 C, pH:6.5).

Ure

Konsantrasyonu S. giin 7. giin 10. giin 14. giin

100 mM 1189,44+46,4 | 1140,96+3,68 | 1274,72+28,96 | 1142,24+61,6

200 mM 1084,32+66,4 | 848,16+78,88 | 1193,92+15,04 | 1149,28+70,88

250 mM 942,4+20,48 916,32+27,36 | 989,92+83,04 | 1086,88+60,96

300 mM 1280,32+85,44 | 1020,32+9,76 | 1026,24+44,16 | 1319,84+37,92

333 mM 1147,2+68,16 | 1074,08+21,6 | 933,92+21,6 1148+158,88

350 mM 1156,96+68 952,96+£81,6 | 1091,2+106,88 | 1133,92+153,76
41212 Sicakhk

Calismanin bu asamasinda, karbonat ¢okelimine sicakligin etkisi arastirilmigtir.

Bakteri 20, 25, 30, 37 ve 42°C sicakliklarda inkiibe edilmistir. Ure konsantrasyonu

300 mM olup besiyerinin pH’s1 6.5’a ayarlanmistir. Sonucglar Tablo 4.7°de

verilmistir. Bacillus aerius U2 bakterisi inkiibasyonun 7. giiniinde, 300 mM fiire ve

20°C’de maksimum 1756,324+438,56 mg/L oraninda karbonat ¢okelimine ulagsmstir.
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Tablo 4.7: Bacillus aerius U2 bakterisinin kalsiyum karbonat (m/L) ¢okelimine sicakhiin etkisi

(300 mM iire, pH:6,5).

Sicaklik
5.glin 7. glin 10. giin 14.glin

(°O)
20 748,16+49,28 | 1756,32+438,56 | 1272,64+31,04 | 753,6+45,76
25 600+23,68 1389,444+79,68 | 832,8+31,2 584,64+81,6
30 718,4+11,84 | 1188,48+97,92 | 1113,92+5,76 | 589,12+126,72
37 1280+85,44 | 1020,32+9,76 1026,24+44,16 | 1319,84437,92
42 663,36+68,8 | 1303,2+395,68 | 1344,32+5,76 | 978,08+48,48

41213 pH

Calismanin bu asamasinda, bakterinin kalsiyum karbonat ¢okelimine pH nin
etkisinin belirlenmesi amaciyla besiyerinin baslangic pH’s1 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 ve
7.5’a ayarlanmistir. 300 mM {ire igeren besiyerine inokiile edilen bakteri 20 °C’de
gelistirilmistir. Farkli inkiibasyon zamanlarinda olgiimler yapilmistir. Olgiimler
sonucunda bakterinin maksimum mineralizasyona 5.

(2483,36+207,12 mg/L) ulasmistir (Tablo 4.8).

giinde ve pH 5.5°te
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Tablo 4.8: Bacillus aerius U2 bakterisinin kalsiyum karbonat (mg/L) mineralizasyonuna pH’in
etkisi (300 mM iire, 20 °C).

pH 5.glin 7.gln 10.giin 14.giin

5.0 2078,72+235,68 | 1580,96£401,52 | 2030,884225,60 | 996,8+184,80
55 2483,36£207,12 | 2356,16£174,72 | 1951,04=10,08 | 1825,76+308,40
6.0 2361,44542,96 | 2013,76+24 1906,24%151,20 | 1574,52+84
6.5 1658,56+165,60 | 1560,48£32,40 | 1410,72+13,20 | 864,96£127,20
7.0 1285,28+449,52 | 1416,64+86,40 | 1614,4+364,32 | 1140,48+55,20
75 1489,12+170,16 | 1735,68£38,88 | 1344+27,36 1557,7620,00

4.1.2.2 Kalsiyum karbonat mineralizasyonu optimum sartlari

Bacillus aerius U2 bakterisinin en iyi kalsiyum karbonat ¢okelimi yaptigi

parametreler Tablo 4.9° da verilmistir. Bakteri 300 mM iire iceren KMO besiyerinde

baslangic pH’s1 5,5 ve gelisme sicakligi 20 C’de ilk 5. giinde maksimum kalsiyum

karbonat ¢okelimi yapmaktadir.

parametreler.

Tablo 4.9: Bacillus aerius U2 bakterisinin en iyi kalsiyum karbonat ¢ékelimi yaptigi

Ure Konsantrasyonu

Sicakhik

pH

Zaman

300 mM

20°C

5.5

5. glin
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4.2  Mineralojik Analizler

4.2.1 X-Ismlar1 Kirmimm (XRD) Incelemeleri

Mikrobiyal kalsiyum karbonat olusumlarinin kristal yapisimi (kristalin, yari-
kristalin, amorf) ve mineralojik bilesimini incelemek amaciyla U2 (Bacillus aerius)

bakterisi tarafindan tretilen karbonat olusumlarinin XRD incelemeleri yapilmistir
(Sekil 4.9).

Inkiibasyon siireleri (2, 5, 10 ve 20 giin) acisindan degerlendirildiginde;
siirenin kalsiyum karbonat olusumlarinin mineralojik bilesimi 6nemli o6lgiide
etkiledigi dikkati cekmektedir. Sekil 4.9’ da goriilebilecegi lizere, inkiibasyon siiresi
arttik¢a vaterit ve amorf madde (EPS) miktar1 azalmakta, kalsit miktar1 artmaktadir.
Diger bir ifadeyle artan siireyle birlikte amorf madde miktar1 azalmakta, 20. giinde
biitiiniiyle kristalin faz egemen olmaktadir. Mikrobiyolojik calismalara gore artan
inkiibasyon siiresi kalsit/vaterit oranmin yani sira CaCO3z konsantrasyonunu da
artirmakta olup, 300 mM iire konsantrasyonunda maksimum degere ulagsmaktadir
(Sekil 4.10).
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V : Vaterit
A C : Kalsit

Vaterit >> Kalsit
2. giin

C Vaterit > Kalsit
> 5. giin

W

C

Amorf faz

Kalsit > Vaterit
¢ 10. giin

Kalsit >> Vaterit
20. giin

LI N B B I L B I

5 20 25 30 35 40 45 S0 55 60 65 70 75 80

20 CuKa

5 10 1

Sekil 4.9: Bacillus aerius U2 bakterisi tarafindan iiretilen kalsiyum karbonath iiriinlerin
inkiibasyon siirelerine gore X-isinlar1 kirinimi desenleri. Gri alanlar amorf fazi (EPS) temsil

etmektedir.
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Sekil 4.10: Bacillus aerius U2 icin uygulanan farkh inkiibasyon siiresi ve iire konsantrasyon

kosullarinin kalsiyum karbonat konsantrasyonlari (mg/ml) iizerine etkisi.

4.2.2 Taramal Elektron Mikroskop (SEM) Incelemeleri

U2 ornegindeki mikrobiyal kalsiyum karbonatli olusumlarin kristalin ve
amorf dogasim1 ve dokusal ozelliklerini incelemek amaciyla SEM incelemeleri
yapilmistir (Sekil 4.11). SEM goriintimlerine gore ultra-mikrokristalin vateritlerin
kiiresel olusumlar sergiledikleri, vaterit olusumlarinin {izerinde veya arasindaki
bosluklarda ise ince taneli (< 0.1 pm) amorf veya zayif-kristalin topluluklar
izlenmistir. Bu olusumlar, XRD incelemelerindeki amorf faz olarak belirtilen
Ekstraselular Polimerik Substance (EPS) olusumlari seklinde tanimlanabilir. Nitekim
bakteriyel EPS olusumlar literatiirde yaygin olarak bilinmektedir (Mota ve dig.
2013; Tourney ve Ngwenya 2009; Tourney ve dig. 2008). EPS ve vateritlerle birlikte
Ozsekilli rombohedral kristalin kalsit olusumlar1 da gozlenmektedir (Sekil 4.11a).

SEM incelemeleri XRD incelemelerine gore belirlenen vateritlerin kiiresel, amorf
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fazin ince-taneli topluluklar seklinde oldugunu, bakterilerin 1 um uzunlugunda

elipsoyidal tiipsii sekilde oldugunu gostermistir (Sekil 4.11b-f).

Sekil 4.11: Mikrobiyal karbonat olusumlarmmin SEM mikrofotograflari. (a) Trigonal kalsitler
(C), yuvarlagimsi vateritler (V) ve ince taneli polimerik (EPS) olusumlari, (b-e) Elipsoyidal
bakteriler (1Ipm) yuvarlagimsi vateritler (V) ve ince taneli EPS olusumlary, (f) elipsoidal

bakteriler ve tiipsii koloni olusumlari.
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4.2.3 Termo Gravimetrik Analiz (TGA) incelemeleri

Bakteriyel karbonat {irlinlerinin inkiibasyon siirelerine gore termal
degisimlerin belirlenmesi amaciyla DTA ve TGA incelemeleri gergeklestirilmistir
(Sekil 4.12). DTA egrilerine gore drnekler 300-400 °C arasinda yeni faz olusumuyla
ilgili ekzotermik (1s1 veren), 700-800 °C arasinda endotermik (is1 alan) pikler
sunmaktadir (Sekil 4.12a). Inkiibasyon siireleri endotermik ve ekzotermik pik
siddetlerini etkilemekte olup, artan siireyle birlikte pik siddetleri azalmaktadir. Diger
taraftan 2. ve 5. giin ornek c¢ifti ile 10. ve 20. giin 6rnek c¢iftleri benzer egriler

sunmaktadir.

TGA egrilerine gore 6rnekler 30-600 °C ile 600-800 °C olmak iizere baslica
iki agirlik kayb1 sunmaktadir (Sekil 4.12b). Amorf ve yari-kristalin fazlarin (EPS)
yikilmasini isaret eden 30-600 °C arasinda, 2. giin 6rnegi en ¢ok, digerleri iSe en az
agirlik kaybma ugramistir. 600-800 °C arasinda gelisen ani agirlik kaybi kristalin
fazlarmn (kalsit ve vaterit) yikilmasina karsilik gelmektedir. inkiibasyon siiresindeki
artigla birlikte 30-600 °C arasinda agirlik kaybi belirgin bicimde azalmaktadir (Sekil
4.12b). TGA incelemelerine gore EPS miktarindaki farkliliklar, agirlik kaybi

farkliliklarina yansimaktadir.
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4.3  Jeoteknik Uygulamalar

Bakteriyel karbonat ¢okeliminin zemin iizerindeki fiziko-mekanik sonuglari
asagida verilmistir. 200 nolu elek altinda kalan zemin boyu silt-kil simifina
girmektedir. Bu boyuttaki zeminin gecirimliligi az veya hi¢ olmayacagi i¢in bakterili
stvinin gegisine engel olusturacaktir. Deneyler i¢in kullanilan zemin 6rnegi 40 ile
200 nolu elek arasinda kalan tane boyu (kum) araliginda segilmistir (Sekil 4.13).
Olusturulan deney diizeneginde (Sekil 4.14) zemin Orneginin igerisine konuldugu
pleksiglass tiipiin ¢ap1 5.5 cm’dir. Jeoteknik deneye tabi tutulacak orneklerin boy/¢ap
orani en az 2 olmasi gerektiginden Orneklerin boylar1 11 cm’den az olmamustir.
Zemin giiclendirme deneylerinde bakterili sivi serbest basin¢ altinda ve ayrica
sirasiyla peristaltik pompa araciligi ile 25, 50 ve 100 d/d hizlarda zemin igerisinden

gecirilmistir (Sekil 4.15).

Sekil 4.13: Dogal zemin 6rnegi
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Sekil 4.15: Peristaltik pompa kullanimi
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Giiglendirmede kullanilan zeminin dogal birim hacim agirlig1 ortalama 14.6
KN/m?® olarak belirlenmistir. Peristaltik pompa kullanilan zemin 6rneklerinin birim
hacim agirligi 14.6 kN/m?® olarak &lgiilmiis, ancak bakterili sivinin serbest akisina
izin verilen 6rnegin birim hacim agirhgr 13.5 kN/m® olmustur. Giiclendirme

calismalarindan sonra birim hacim agirliginda kayda deger bir degisme olmamustir.

Deneylerde kullanilan dogal zemin kum boyutunda oldugu i¢in kohezyonu
yoktur. Ancak bakteriyel islemden sonra zemin Orneklerinin kendi geometrik
sekillerini koruduklar1 gézlenmistir (Sekil 4.16). Zeminde kohezyon olusmas1 dogal

olarak dayanimini arttirmaktadir.

Sekil 4.16: Kohezyonlu giiclendirilmis zemin

Kohezyonsuz zeminin geometrik kati bir sekli olmadigindan tek eksenli
basma deneyine tabi tutulamamistir. Ancak tek eksenli basma deneyi (Sekil 4.17)
yapilan kohezyonlu gii¢lendirilmis zeminin tek eksenli basma dayanimi 51.3 kPa ile

PR

267.7 kPa arasinda degistigi gézlenmistir.
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Sekil 4.17: Giiclendirilmis zeminde yapilan tek eksenli

basma deneyi 6rnekleri
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5. TARTISMA

Uygulanan zemin iyilestirme tekniklerinin ¢ogu hem mekanik enerji
kullanimi1 hem de zemine bir katki malzemesinin karistirllmasint igcermektedir.
Bunlarin her ikisi yapim esnasinda mevcut olan ortak enerji maliyetlerine sahiptirler.
(Dejong ve dig. 2010). Cimento kullaniminda olusan yapay ¢imentolagsma ile yiiksek
oranda alkali malzeme zemine karigmakta ve zeminin yapisina zarar vermektedir
(Fritzges 2005). Yaygin olarak kullanilan biyokimyasal harg¢larin ¢ogu zehirli
maddeler igermektedir. Bu durum ciddi saglik problemlerine de sebep verebilecek
noktadadir (Karol 2003). Bahsedilen tiim bu faktorler yeni alternatif zemin
iyilestirme metotlarinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyuldugunu gostermistir. Bu
noktada zemin iyilestirmede bakteriyel kalsiyum karbonat olusumunun kullanimi

daha onceki tekniklere gore yeni ve ¢evresel agidan tehlike icermeyen bir yontemdir.

Mikrobiyal jeoteknoloji, daha uygun yapi ve ¢evre i¢in zeminlerin mekanik
ozelliklerinin 1iyilestirilmesini amacglayan bir jeoteknik miihendisligi alamdir.
Mikrobiyal jeoteknolojide yer alan mikrobiyal ¢imentolama; istinat duvari, dolgu ve
barajlarin stabilitesinin saglanmasinda, tlinel ve metro insaatlarmin stabilitesi i¢in
giclendirme ve iyilestirme yapilmasinda, zeminlerin sivilasma potansiyelinin
azaltilmasinda, yol ylizeylerinin iyilestirilmesinde ve erozyondan korunmak igin
toprak barajlarin giiclendirilmesinde, maden ve ¢evre miihendisliginde kalic1 bariyer
insa etmede, toz tabakasinin azaltilmasi ic¢in yiizeydeki toz pargaciklarinin
baglanmasinda, kuyu ve kazi sirasinda petrol sondaj kuyularmin direncinin
arttirllmasinda, temel ve boru hatlarmin denizde yapilmasi sirasinda sediment
erozyonuna kars1 direngli hale getirilmesinde, zemin kirliliginin giderilmesinde, kiy1
alanlarda ve nehirlerde erozyon kontroliinde, su filtrelemede kullanilmaktadir

(Kucharski ve dig. 2005).

Topragin  fiziksel oOzelliklerinin  degistirilmesi  mekanik  sikistirma,
biyokimyasal enjeksiyon veya biyo¢imentolama ile elde edilebilir (Ivanov ve Chu
2008). Biyokimyasal har¢lama toprak veya kayanin fiziksel 6zelliklerini degistirerek

mekanik O6zelliklerini gelistirmek igin biyokimyasal har¢ enjeksiyonudur. Toprak
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stabilitesini ve sabitligini arttirmak igin bazi silispanse biyokimyasal maddeler veya

¢Ozlinmiis maddeler eklenebilir.

Toprak egim stabilitesi ve erozyon kontrolii i¢in sadece iist tabaka tedavi
edilmesi gereklidir. Toprak gecirgenligini azaltmak ve mekanik mukavemeti
arttirmak i¢in, toprak icine katki maddeleri enjekte edilebilir. Harglama sivilart tipik
¢imento, bentonit, silikat, lignosiilfanatlar, termoplastik polimerler, organik
polimerleri igermektedir (Karol 2003). Mikrobiyal betonlama icin kullanilabilen
biyokimyasal betonlamada enjeksiyonun ¢esitli yollar1 vardir. Diisiik basinglt
enjeksiyonda toprak hacminde degisiklik olmadan bosluklar doldurulur, ‘Jet’
enjeksiyonda ise yiiksek basing ve akis hizi ile toprak karisir (Karol 2003).
Mikrobiyal betonlama teknolojisi ile biyokimyasal betonlama kullanimlar1 benzerdir.
Penetrasyon derinligi kullanilan mikroorganizmalarin boyutuna baglidir. Bakterilerin
tipik biyiikligii 1 ile 3pm’dir ancak toprakta filamentdz bakterileirn penetrasyonuna
engel olabilen mikrobiyal hiicre filamentleri 100 pm boyutunda olabilir. Mikrobiyal
betonlamanin avantajlarindan biri non-toksik olmasidir oysaki akrilamidler,
lignosiilfonatlar ve poliiiretanlar gibi ¢ogu biyokimyasal betonlama ajani toksiktir ve
gevreye zararlidir. Bir diger avantaji ise biyokimyasal betonlamaya kiyasla reaktifleri

diisiik maliyetlidir (Ivanov ve Chu 2008).

Gegen yillarda yapilan bazi calismalarda zemin iyilestirmenin sonuglarina
ulasilmistir. Ornegin; Ferris ve dig. (1996)’da mikrobiyoloji ile iyilestirme sonucu
permeabilitenin %15 ila %20 arasinda azaldigini, aynmi sekilde Whiffin ve dig.
(2007)’de permeabilitenin %22 ila %75 arasinda azaldigini belirtmistir. Dejong ve
dig. (2006)’ da mikrobiyolojik iyilestirme O6ncesi ve sonrast deneyleri yapmislar ve
direncin arttigint gézlemlemislerdir. Bunun yaninda mikrobiyolojik iyilestirme
sonucu oturmanin 5 kat azaldig1 goriilmektedir. Dejong ve dig (2010) mikrobiyolojik
10% arttigmi, sikistirilabilirligin 102 azaldigini, kayma direncinin 102 kat arttigini
rapor etmistir. Sonugta mikrobiyolojik olarak 1iyilestirme yapilan zeminin
miithendislik 6zellikleri 1iyilesmektedir. Paassen (2009)’ da yaptigr deneyler
sonucunda 60kg/m?® kalsiyum karbonat konsantrasyonuna kadar zeminin direncinde
onemli derecede farklilik olmadigin1 gézlemlerken bu degerin iizerinde direnglerde

onemli iyilesmeler oldugunu rapor etmistir.
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Sunulan yiiksek lisans tez c¢alismasinda da mikrobiyal kalsiyum karbonat

cOkelmesinin farkli parametreleri arastirilmis ve 6nemli sonuglar elde edilmistir.

Calismanin ilk asamasinda Denizli-Israfil deresi su ve cevresi topraklarindan
alman kalsiyumca zengin bolge orneklerinden lireaz aktivitesine sahip bakteriler
izole edilmistir. Ureaz aktivitesine sahip bakterilerin segcimi Ure Agar ile yapilmistir.
Ureolitik bakterilerden 10 adet susun 16S rRNA sekans analizi ile teshis ve
tamimlamas1 yapilarak Pamukkale Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Bakteriyoloji Laboratuvart kiiltlir stoklarina dahil edilmistir. Bu izolatlar
Lysinibacillus fusiformis U1, Bacillus aerius U2, Paenibacillus favisporus U3,
Bacillus megaterium U4, Lysinibacillus fusiformis U5, Bacillus atrophaeus U6,
Bacillus amyloliquefaciens U7, Bacillus tequilensis U8, Bacillus licheniformis U9 ve
Bacillus mycoides U10’dur.

Ureolitik bakterilerin kalsiyum karbonat ¢okelim miktar1 Kalsiyum
Mineralizasyon Ortami’nda (KMO) 37°C ve pH: 6,5°da belirli zaman araliklarinda
EDTA titrasyonu ile belirlenmistir. Yapilan taramalar sonucu Bacillus aerius U2,
Paenibacillus favisporus U3 Lysinibacillus fusiformis U5 ve Bacillus mycoides U10
izolatlarinin genel olarak en iyi karbonat ¢okelimine sahip olduklar1 belirlenmistir.
Optimizasyon caligmalar1 i¢in pH, sicaklik ve iire konsantrasyonunun etkisi

arastirtlmistir. Bunun igin rastgele se¢ilen Bacillus aerius U2 bakterisi kullanilmistir.

Giintimiizde Bacillus pasteurii (Dejong ve dig. 2006; Okwadha ve Li 2010;
Li 2013; Bernardi ve dig. 2014;Stock-Fischer ve dig. 1999), Myxococcus xhanthus
(Jimenez-Lopez ve dig. 2007; Rodriguez-Navarro ve dig. 2007 ), Bacillus
sphaericus (Cheng ve Cord-Ruwish 2012; Muynck ve dig. 2008), Sporosarcina
pasteurii (DSMZ 33) (Paassen 2009), Bacillus niabensis (Li ve dig. 2014), Bacillus
pumilus (Daskalakis ve dig. 2015) ve Bacillus megaterium (Lian ve dig. 2006),
Pseudomonas sp. NBO.1-H, Variovorax sp. ve Pseudomonas sp. 35L (Fujita ve dig.
2000) gibi cesitli suslar kullanilarak bakteriyel kalsiyum karbonat ¢okelimi
yapilmaktadir.
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Optimizasyon ¢aligsmalarinda {ire konsantrasyonu ( 100, 200, 250, 300, 333,
350 mM), sicaklik (20, 25, 30, 37, 42°C), pH (5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5) ve
inkiibasyon stiresinin (5., 7., 10. ve 14. giin ) kalsiyum karbonat ¢okelimine etkisi
arastirilmistir. Belirtilen parametrelerden oncelikle en iyi iire konsantrasyonu tayin
edilmistir. Buna takiben belirlenen iire konsantrasyonunda sicaklik parametresi

calisilmigtir.

Belirlenen iire konsantrasyonu ve sicaklik degerlerinde en iyi pH degeri
saptanmigtir. Calismamizda inkiibasyon siiresi parametresi sabit tutulmus olup tim
parametreler dahilinde en iyi inkiibasyon siiresi sonuglar dahilinde

degerlendirilmistir.

Buna gore, Bacillus aerius U2 bakterisi 300 mM iire konsantrasyonunda 14.
giinde maksimum 1319,84+37,92 mg/LL oraninda kalsiyum karbonat c¢okelimi
gerceklestirmistir. Diger iire konsantrsayonlarinda ise sirasiyla 100mM’da
1274,72+28,96 mg/L (10. giin), 200 mM’da 1193,92+15,04 (10. giin), 250 mM’da
1086,88+60,96 mg/L (14. giin), 333 mM’da 1148+158,88 mg/L (14. giin) ve 350
mM’da ise 1156,96+68 mg/L kalsiyum karbonat miktar: tespit edilmistir.

Yapilan literatiir ¢alismalarinda sabit iire konsantrasyonu olarak 333 mM
gosterilmesine ragmen (Fujita ve dig. 2000; Ferris ve dig. 1996; Ferris ve Stehmeier
1992) calismamizda bakterimizin diisiik {ire konsantrasyonunda bile kalsiyum
karbonat miktarinda dikkate deger oranlarda kalsiyum karbonat c¢okelimi yaptigi

gorilmiistiir.

Sicaklik, endiistriyel uygulamalarda arastirilan bir diger 6nemli parametredir.
Bu amagla, 20, 25, 30, 37, 42 °C sicakliklarinda bakteriyel kalsiyum karbonat
¢cokelimi de test edilmistir. Bacillus aerius’un gelisme sicakligi 10-37°C olarak
belirtilmistir (Shivaji ve dig. 2006). Calismamizda izolatimizin en iyi gelisme
gosterdigi sicaklik Nutrient Agar besiyerinde 37 °C olarak tespit edilirken bakteri en
yilksek kalsiyum karbonat ¢okelimini 20°C gibi disiik bir sicaklikta
gerceklestirmistir. Bakteri 300 mM {ire konsantrasyonunda inkiibasyonun 7. giiniinde
20°C’de maksimum 1756,32+438,56 mg/L karbonat ¢okelimine ulasirken, bu oran
en iyi gelisme sicakligr olan 37°C’deki KMO’da 300 mM diire konsantrasyonunda

1319,84+37,92 mg/L olmustur. Ureolitik bakterilerle giiniimiizde zemin iyilestirme
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caligmalar1 iizerinde daha c¢ok durulmaktadir. Toprak alti bilindigi gibi toprak
istlinden daha diisiik sicakliklardadir. Kumlu zeminlerin iyilestirilmesi amacl ilerde
yapilmasi hedeflenen arazi ¢alismalarinda diisiik sicakliklarda kalsiyum karbonat
¢okelimi yapan bir bakterinin kullanilabilirligi istiin bir 06zellik olarak kabul
edilebilir. Bakterinin diisiik sicaklikta daha yiliksek kalsiyum karbonat ¢okelimi

yapmast endiistriyel uygulama i¢in 6nemli bir sonug olarak degerlendirilmistir.

Calismada kalsiyum karbonat ¢okelimine pH’nin etkisi de incelenmistir.
Bacillus aerius U2 bakterisi i¢in 300 mM iire ve 20 C sicaklikta inkiibasyonun 5.
giiniinde pH 5.5’te en yliksek karbonat miktarina ulasmistir (2483,36+207,12 mg/L).
Diistik pH’da yiiksek aktivasyon, bakterinin asidik topraklarda da zemin iyilestirme

amagch kullanilabilecegini gostermistir.

Bakteriyel karbonat ¢okelimi ile yapilan kumlu zeminlerin giiclendirilmesi
calismalari, deneye tabi tutulan Orneklerin kohezyon ve tek eksenli basma

dayaniminda 6nemli artiglar saglamistir.

Mineralojik analizler dahilinde yapilan XRD verilerine gore; bakteriyel
kalsiyum karbonat olusumlar1 ¢ogunlukla kristalin (kalsit ve vaterit), daha az da
amorf (Ekstraselular Polimerik Substance: EPS) yapiya sahiptir. Vaterit, dogada
ender gozlenen kalsiyum karbonat (CaCOs) polimorfu olup, sulu dogal ve
laboratuvar ortamlarinda kalsit ile birlikte bakteri kokenli (mikrobiyal) olusumlarda
yaygin olarak bilinmektedir (Achal 2014; Chahal 2011; Njegi¢-Dzakula ve dig.
2011; Leng ve dig. 2010; Ouhenia 2008; Qiao ve dig. 2008; Soldati ve dig. 2008;
Jimenez-Lopez ve dig. 2007; Rodriguez-Navarro ve dig. 2007; Rautaray 2005; Tong
2004; Xu ve dig. 2004; Braissant ve Verrecchia 2002; Lee 2003; Giralt ve dig. 2001;
Mann 2001). Kristalin miktarlar1 2. giinde %50 iken 10. giinde ise %85 olarak
belirlenmistir. SEM goriiniimlerine gore ultra-mikrokristalin vateritlerin kiiresel
olusumlar sergiledikleri, vaterit olusumlarinin {izerinde veya arasindaki bosluklarda
ise ince taneli (< 0.1 um) amorf veya zayif-kristalin topluluklar izlenmistir. Bu
olusumlar, XRD incelemelerindeki amorf faz olarak belirtilen Ekstraselular
Polimerik Substance (EPS) olusumlar seklinde tanimlanabilir. Nitekim bakteriyel
EPS olusumlar1 literatiirde yaygin olarak bilinmektedir (Mota ve dig. 2013; Tourney
ve Ngwenya 2009; Tourney ve dig. 2008). TGA incelemelerine goére EPS
miktarindaki farkliliklar, agirlik kaybi farkliliklarina yansimaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada Denizli’de Kalsiyumca zengin olan Karci Daginda bulunan
Israfil Deresi ve cevresinden alinan toprak ve su orneklerinden iireolitik bakteriler
izole edilerek Pamukkale Universitesi Biyoloji Boéliimii  Bakteriyoloji
Laboraruvarinda stoklanmistir. Bakterilerin kalsiyum karbonat mineralizasyon
yetenekleri incelenerek izolatlar arasindan secilen bir bakterinin karbonat ¢okelim
optimizasyon sartlar1 belirlenmistir. Calisma ile yerel izolatimizin kalsiyum karbonat
mineral tipi belirlenmis olup, Denizli’den izole edilen bakteri tiirtiniin kumlu
zeminlerin 1iyilestirilmesinde kullanim potansiyeli hakkinda bilgi edinilmesi
hedeflenmistir. Bu amagla kalsiyumca zengin toprak drneklerinden tireolitik 6zellikte
toplam 10 bakteri izole edilmistir. Yapilan 16S rRNA sekans analizine gore izolatlar,
Lysinibacillus fusiformis U1, Bacillus aerius U2, Paenibacillus favisporus U3,
Bacillus megaterium U4, Lysinibacillus fusiformis U5, Bacillus atrophaeus U6,
Bacillus amyloliquefaciens U7, Bacillus tequilensis U8, Bacillus licheniformis U9 ve
Bacillus mycoides U10 olarak teshis edilmistir. Bu izolatlar arasindan segilen
Bacillus aerius U2 bakterisinin optimum kalsiyum karbonat ¢okelim sartlari 300
mM, 20 °C, pH=5.5 olarak belirlenmistir. Bakteri inkiibasyonun 5. giiniinde
2483,36+£207,12 mg/L. miktarinda kalsiyum karbonat c¢okelimi gergeklestirmistir.
Mineralojik analizlerle de desteklenen ¢alismamizda XRD, SEM ve TGA analizleri

ile numulerimizin fiziksel ve kimyasal yapis1 aydinlatilmistir.

Bakteriyel karbonat ¢okelimi ile yapilan kumlu zeminlerin giiclendirilmesi
calismalari, deneye tabi tutulan Orneklerin kohezyon ve tek eksenli basma
dayaniminda o©nemli artiglar saglamistir. Deney sonuglart yontemin basarili
olabilecegini gostermektedir. Deney sartlarinin araziye uyarlanmasi ve denenmesi,
yontemin miihendislik projelerinde uygulanabilirliginin ortaya konulmas: acisindan
onemlidir. Bu amagla in-situ testlerin yapilmas: gerekmektedir. Yontemin en biiyiik
dezavantaji zeminin permeabiliteye sahip olmasi gerektigidir. Sorun genel olarak
tiim zemin iyilestirme ve/veya giiclendirme yontemlerinde ortaya ¢ikmaktadir. Bu
nedenle  permeabilitesi  diisik kil ve  benzeri  zemin  tilirlerinin

tyilestirilmesi/giiclendirilmesi i¢in yapilacak ¢aligmalar biiylik 6nem tagimaktadir.

62



7. KAYNAKLAR

Achal, V., Mukherjee, A., Basu, P.C., Reddy, M.S., ’Strain improvement of
Sporosarcina pasteurii for enhanced urease and calcite production’’ J. Ind. Microbiol.

Biotechnol, 36, 981988, 2009a.

Achal, V., Mukherjee, A., Reddy, M.S., “’Microbial concrete — A way to
enhance the durability of building structures’’, J. Mater. Civ. Eng., 23, 730-734,
2011a.

Achal, V., Mukherjee, A., Reddy, M.S.,”’Effect of calcifying bacteria on
permeation properties of concrete structures’” J. Ind. Microbiol. Biotechnol., 38,
1229-1234, 2011b.

Achal, V., Mukherjee, A., Goyal, S., Reddy, M.S., “Corrosion prevention of
reinforced concrete with microbial calcite precipitation”, ACI Mater. J. 109, 157—

164, 2012a.

Achal, V., Pan, X., Zhang, D., Fu, Q.L., “Biomineralization based
remediation of As(IIl) contaminated soil by Sporosarcina ginsengisoli’’, J. Hazard.

Mater., 201-202, 178-184, 2012b.

Achal, V., Pan, X., Zhang, D., “Bioremediation of Strontium (Sr)
contaminated aquifer quartz sand based on calcite precipitation induced by Sr

resistant Halomonas sp’’, Chemosphere, 89, 764-768, 2012c.

Achal, V., Pan, X., “’Influence of calcium sources on microbially induced
calcium carbonate precipitation by Bacillus sp. CR2’’, Appl Biochem Biotechnol,
173, 307-317, 2014.

Achal, V., Mukherjee, A., A review of microbial precipitation for

sustainable construction’’, Constr Build Mater, 93, 1224-1235, 2015.

63



Akoguz, H., “Kum Zeminlerin Biyolojik lyilestirilmesinde Bacillus Arenosi
Bakterisinin Kullanilabilirliginin Arastirilmas1”, Yiiksek Lisans Tezi, Atatiirk

Universitesi, Erzurum, 2014.

American Public Health Association (APHA), ‘’Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater’’, 17th ed. American Public Health
Association, Washington, DC, 1989.

Atlas, R.C., Rude, P.D., “’Complete oxidation of solid phase sulfides
bymanganese and bacteria in anoxic marine sediment’’, Geochim. Cosmochim. Acta
52, 751-766, 1998.

Bang, S.S., Galinat, J.K., Ramakrishnan, V., “’Calcite precipitation induced
by polyurethane-immobilized Sporosarcina pasteurii’’, Enzym. Microb. Technol., 28,
404409, 2001.

Bernardi, D., DeJong, J.T., Montoya, B.M., Martinez, B.C., “’Bio-bricks:
Biologically cemented sandstone bricks’’, Constr Build Mater, 55, 462-469, 2014.

Braissant, O., Verrecchia, E.P., “’Microbial biscuits of vaterite in Lake Issyk-
Kul (Republic of Kyrgyzstan) — Discussion’” Journal of Sedimentary Research 72,
944-946, 2002.

Briaud, J.L., “’Geotechnical Engineering: Unsaturated and Saturated Soils”’,
John Wiley & Sons, Inc., 998 p, New Jersey, ABD, 2013.

Castanier, S., Metayer-Levrel, G.Le., Perthuisot, J.P.,”’Ca-carbonates
precipitation and limestone genesis — the microbiolgeologist point of view’’,
Sediment. Geol., 126, 9-23, 1999.

Chahal, N., Rajor, A., Siddique, R., “’Calcium carbonate precipitation by
different bacterial strains’’, African Journal of Biotechnology, 10(42), 8359-8372,
2011.

Cheng, L. and Cord-Ruwisch, R., “’In situ soil cementation with ureolytic

bacteria by surface percolation’’, Ecol Eng, 42, 64-72, 2012.

64



Cheng, L. and Cord-Ruwisch, R., “’Upscaling Effects of Soil Improvement
by Microbially Induced Calcite Precipitation by Surface Percolation’’, Geomicrobiol
J, 31, 396-406, 2014.

Cheng, L., Cord-Ruwisch, R., Shahin, M.A., > Cementation of sand soil by
microbially induced calcite precipitation at various degrees of saturation ‘> Canadian

Geotechnical Journal, 50 (1), 81-90, 2013.

Chu, J., Varaksin, S., Klotz U., Menge, P., “’Construction Processes’’, In
Proceedings of the International Conference on Soil Mechanics and Geotechnical

Engineering, Alexandria, Egypt, 20009.

Daskalakis, M.l., Rigas, F., Bakolas, A., Magoulas, A., Kotoulas, G.,
Katsikis, I., Karageorgis, A.P., Mavridou, A., ¢’ Vaterite bio-precipitation induced by
Bacillus pumilus isolated from a solutional cave in Paiania, Athens, Greece’’,

International Biodeterioratio and Biodegradation, 99, 73-84, 2015.

De Muynck, W., Cox, K., De Belie, N., Verstraete,W., ‘’Bacterial carbonate
precipitation as an alternative surface treatment for concrete’’, Constr. Build. Mater.

22,875-885, 2008a.

De Muynck, W., Debrouwer, D., De Belie, N., Verstraete, W., ‘’Bacterial
carbonate precipitation improves the durability of cementitious materials’’, Cem.
Concr. Res., 38, 1005-1014, 2008b.

Dejong, J. T., Mortensen, B. M., Martinez, B. C. Nelson, D. C., “Bio-
mediated soil improvement”, Ecological Engineering, 36, 197-210, 2010.

DeJong, J.T., Fritzges, M.B., Nisslein, K., “’Microbially Induced
Cementation to Control Sand Response to Undrained Shear’’, Journal of
Geotechnical And Geoenvironmental Engineering, 132 (11), 1381-1392, 2006.

Ferris, F.G., Stehmeier, L.G., Kantzas, A., Mourits, F.M., “’Bacteriogenic
mineral plugging’’ J Can Pet Technol., 35(8), 56-61, 1996

Frankel, R.B., Bazylinski, D.A., “’Biologically induced mineralization by
bacteria’’, Rev Mineral Geochem, 54, 95-114, 2003.

65



Fritzges, M. F. , “Biologically induced improvements of the response of
sands to monotonic loading.” MS thesis, Univ. of Massachusetts, Amherst, Mass.,
2005.

Fujita, Y., Ferris, F.G., Lawson, R.D., Colwell, F.S., Smith, R.W.,”” Calcium
carbonate precipitation by ureolytic subsurface bacteria’’, Geomicrobiol J., 17(4):
305-318, 2000

Fujita, Y., Redden, G.D., Ingram, J.C., Cortez,M.M., Ferris, G.F., Smith,
R.W., “Strontium incorporation into calcite generated by bacterial ureolysis’’,

Geochim. Cosmochim. Acta, 68, 3261-3270, 2004.

Gallego, M., Gonzalez-Munoz, M.T., *’Consolidation of degraded ornamental
porous limestone stone by calcium carbonate precipitation induced by the microbiota
inhabiting the stone”’, ChemospHere, 68, 1929-1936, 2007.

Ghosh, P., Mandal, S., Chattopadhyay, B.D., Pal, S., “’Use of microorganism
to improve the strength of cement mortar’’, Cem. Concr. Res., 35, 1980-1983, 2005.

Giralt, S., Julia, R., Klerkx, J., “’Microbial biscuits of vaterite in Lake Issyk-
Kul (Republic of Kyrgyzstan)’’, J. Sediment. Res., 71, 430435, 2001

Gupta, S., Rathi, C., Kapur, S., ’Biologically Induced Self Healing Concrete:
A Futuristic Solution for Crack Repair’’, Internatioal Journal of Applied Sciences
and Biotechnology, 1(3), 85-89, 2013.

Hammes, F. and Verstraete, W., ’Key roles of pH and calcium metabolism in
microbial carbonate precipitation’’, Environmental Science & Bio/Technology, 1, 3-
7, 2002.

Hammes, F., Boon, N., Clement, G., de Villiers, J., Siciliano, S.D.,
Verstraete, W., ’Molecular, biochemical and ecological characterisation of a bio-

catalytic calcification reactor’’, Appl. Microbiol. Biotechnol., 62, 191-201, 2003.

Ivanov, V., Chu, J., “’Applications of microorganisms to geotechnical
engineering for bioclogging and biocementation of soil in situ’’, Reviews in

Environmental Science and Biotechnology, 7(2):139-153, 2008.
66



Jimenez-Lopez, C., Jroundi, F. , Rodriguez-Gallego, M., Arias, J. M.,
Gonzalez-Muiioz, M.T., “’Biomineralization induced by Myxobacteria,
Communicating Current Research and Educational Topics and Trends in Applied
Microbiology (A. Méndez-Vilas, Ed.), 143-153, 2007.

Jimenez-Lopez, C., Rodriguez-Navarro, C., Pinar, G., Carrillo-Rosua, F.J.,
Rodriguez-Gallego, M., Gonz_alez-Mu~noz, M.T., “’Consolidation of degraded
ornamental porous limestone stone by calcium carbonate precipitation induced by the
microbiota inhabiting the stone’’, Chemosphere,68, 1929-1936, 2007.

Jonkers, H.M., Thijssen, A., Muyzer, G., Copuroglu, O., Schlangen, E.,
“’Application of bacteria as self -healing agent for the development of sustainable
concrete’” Ecol. Eng., 36, 230-235, 2010

Karol, R.H., “’Chemical grouting and soil stabilization’’, 3rd edn. M.
Dekker, New York, 2003

Kucharski ES, Winchester W, Leeming WA, Cord-Ruwisch R, Muir C,
Banjup WA, Whiffin VS, Al-Thawadi S, Mutlaq J, “Microbial biocementation”,
Patent Application WO/2006/066326; International Application No.PCT, 2005.

Lee, N.Y., “’Calcite Production by Bacillus amyloliquefaciens CMBO01*” J.
Microbiol., 41(4): 345-348, 2003.

Leng, B., Jiang, F., Lu, K., Ming, W. and Shao, Z., “’Growth of calcium
carbonate mediated by slowly released alginate’’, Crystal Engineering
Communications, 12(3), 730-736, 2010.

Li, S., A laboratory study of the effects of bio-stabilization on
geomaterials’>, MS Thesis, Civil Engineering (Geotechnical Engineering), Iowa

State University, Ames, lowa. 72, 2013.

Lian, B., Hu, Q., Chen, J., Ji, J., Teng, H.H., “’Carbonate biomineralization
induced by soil bacterium Bacillus megaterium’” Geochimica et Cosmochimica Acta
70, 5522-5535, 2006.

67



Lippmann, F., “’Sedimentary carbonate minerals’’,New York: Springer

Verlag, 228 p., 1973.

Mann, S., 2001. “Biomineralization: Principles and concepts in Bioinorganic

materials chemistry’’, Oxford University Pres.

Mc Connaughey, T.A., Water, H.A., Smallx, Small, A.M., “Community and
environmental influences on reef coral calcification”, Limnol. Oceanogr. 45, 1667—
1671, 2000.

Mota, R., Guimaraes, R., Biittel, Z., Rossi, F., Colica, G., Silva, C. J., ve dig.,
“Production and characterization of extracellular carbohydrate polymer from

Cyanothece sp, CCY 0110”°, Carbohydrate Polymers, 92(2), 1408-1415,2013.

Muynck, W.D., Belie, N.D., Verstracte, W., “Microbial carbonate

precipitation in construction materials: A review’’, Ecol Eng, 36, 118-136, 2010.

Muynck, W.D., Cox, K., Belie, N.D., Verstracte, W., “’Bacterial carbonate
precipitation as an alternative surface treatment for concrete’” Constr Build Mater,

22, 875-885, 2008a.

Muynck, W.D., Debrouwer, D., Belie, N.D., Verstracte, W., *° Bacterial
carbonate precipitation improves the durability of cementitious materials’’, Cement

Concrete Res, 38, 1005-1014, 2008.

Nemati M & Voordouw G. “’Modification of porous media permeability,
using calcium carbonate produced enzymatically in situ’’, Enzyme and Microbial
Technology, 33(5):635-642, 2003.

Ng, W., Lee, M., Hii, S., “’An overview of the factors affecting microbial-
induced calcite precipitation and its potential application in soil improvement’’,

World Academy of Science, Engineering and Technology, 6, 683-689, 2012.

Njegi¢-Dzakula, B., Brecevi¢, L., Falini, G., Damir Kralj, D., “’Kinetic
Approach to Biomineralization: Interactions of Synthetic Polypeptides with Calcium
Carbonate Polymorphs’’ , Croat. Chem. Acta, 84/(2), 301-314,2011.

68



Okwadha, G.D., Li, J., ° Optimum conditions for microbial carbonate
precipitation’’, ChemosPhere, 81 (9), 1143-1148, 2010.

Ouhenia, S., Chateigner, D., Belkhir, M.A., Guilmeau, E., Krauss, C.,
“’Synthesis of calcium carbonate polymorphs in the presence of polyacrylic acid’’

Journal of Crystal Growth, 310, 2832-2841, 2008.

Ozaydin, K., “Zeminlerin lyilestirilmesi’>, Zemin Mekanigi ve Temel

Miihendisligi Ondordiincii Ulusal Kongresi, 2012.

Ozgep, F., “’Zeminlerin Geoteknik ve Jeofizik Analizi’> Nobel Yayin No:
1380, 610s, Ankara, 2009.

Ozdemir, A. ve Ozdemir, M., “Zayif zeminlerin iyilestirilmesi ve son
yillarda yaygin olarak uygulanan bazi zemin iyilestirme yontemleri’’ Sondaj Diinyas1

Dergisi,3, 34-38, 2006.

Paassen, V. LA, “Biogrout, ground improvement by microbial induced
carbonate precipitation”, Ph.D. dissertation, Dept. Civil Eng, Delft University of
Technology, 20 October 2009.

Park, S., Park, Y., Chun, W., Kim, W., Ghim, S., “’Calcite forming bacteria
for compressive strength improvement in mortar’’, J. Microbiol. Biotechnol., 20,
782-788, 2010.

Perito, B., Mastromei, G., ‘’Molecular basis of bacterial calcium carbonate

precipitation”’, Progress in molecular and subcellular biology, 52, 113-139, 2011

Qian, C.X., Pan, Q.F., Wang, R.X., “’Cementation of sand grains based on
carbonate precipitation induced by microorganism’’, Sci. China Technol. Sci., 53,
2198-2206, 2010.

Ramachandran, S.K., Ramakrishnan, V., Bang, S.S., “Remediation of

concrete using microorganisms’’, ACI Mater. J., 98, 3-9, 2001.

69



Rodriguez-Navarro, C., Rodriguez-Gallego, M., Chekroun, K.B., Gonzalez-
Muiioz, M.T., “’Conservation of ornamental stone by Myxococcus xanthus-induced

carbona biomineralization’’, Appl Environ Microbiol., 69(4):2182-93, 2003.

Rong, H., Qian, C.X.,. “’Development of microbe cementitious material in

China’’, J. Shanghai Jiaotong Univ. (Sci.), 17, 350-355, 2012.

Shivaji, S., Chaturvedi, P., Suresh, K., Reddy, G. S. N., Dutt, C. B. S,
Wainwright, M., Narlikar, J. V., Bhargava, P. M., * Bacillus aerius sp. nov., Bacillus
aerophilus sp. nov., Bacillus stratosphericus sp. nov. and Bacillus altitudinis sp. nov.,

isolated from cryogenic tubes used for collecting air samples from high altitudes’” Int

J Syst Evol Micr, 56, 1465-1478, 2006.

Siddique, R., Chahal, N.K., ©* Effect of ureolytic bacteria on concrete
properties’’, Construction and Building Materials, 25, 3791-3801, 2011.

Smith, K.S., Ferry, J.G., ‘Prokaryotic carbonic anhydrases’’, FEMS
Microbiol. Rev., 24, 335-366, 2000.

Stocks-Fischer, S., Galinat, J.K., Bang, S.S., “"Microbiological precipitation
of CaCO3”’ Soil Biol Biochem, 31, 1563-1571,1999.

Tiano, P., Biagiotti, L., Mastromei, G., ‘’Bacterial bio-mediated calcite
precipitation for monumental stones conservation: methods of evaluation’’, J.
Microbiol. Methods, 36, 139-145, 1999.

Ural, N., < Mikrobiyolojik Cimentolanmayla Zemin lyilestirilmesi’’, 6th
International Advanced Technologies Symposium (IATS’11), Elaz1g, 2011.

Whiffin, V.S., Paassen, L.A.\V., Harkes, M.P., “’Microbial Carbonate
Precipitation as a Soil Improvement Technique’” Geomicrobiol J, 24, 417-423, 2007.

Whiffin, V.S.,Microbial CaCO3 Precipitation for the production of
Biocement ‘’Doctor Thesis, School of Biological Sciences & Biotechnology,

Murdoch University, Western Australia,2004.

70



8. OZGECMIS

Ad1 Soyadi , Tugba SENSOY CANDOGAN

Dogum Yeri ve Tarihi : Denizli - 12.04.1989

Lisans Universite : Ege Universitesi

Elektronik posta : sensoytugba@gmail.com

Iletisim Adresi : Ziimriit Mah. 2093 Sokak No:18 Ziimrtit

Apt. Kat:2 /12
Projelerde Yaptig1 Gorevler:

Kumlu Zeminlerin Mikrobiyal Yontemle Giiglendirilmesi, Tiibitak, Proje

No0:113Y568, Bursiyer, 2014- Devam Ediyor.

Bazi  Propolis Orneklerinin  Antibiofilm  Indirgeme  Ozelliklerinin
Arastirilmasi, PAUBAP, Proje No: 2013BSP025, Yardimci Arastirmaci, 2013-
Devam Ediyor.

Denizli Tekstil Bélgesinden izole Edilen Bacillus ve Paenibacillus Cinsi
Bakteriler ile Reaktif Boyar Maddelerin Giderimi, PAUBAP, Proje No:
2012KRMO15, Yardimci Arastirmaci, 2012-Devam Ediyor.

ESERLER

A. Uluslararasi hakemli dergilerde vayimlanan makaleler:

Al. Aydemir, C., Solak, S., Doganli, G., Sensoy, T., Arar, D., Bozbeyoglu,
N., Dogan, N., Lonnecke, P., Hey-Hawkins, E., Sekerci, M. and Karakus, M.,
“Synthesis, Characterization and Antibacterial Activity of Dithiophosphonates”,
Phosphorus, Sulfur, and Silicon and the Related Elements, 190:1-10, (2015).

71



A2. Dogan, N., Doganli, G., Ulger, G., Habesoglu, D., Giizel, S., Yasar, Y.,
Arar, D., Sensoy, T. and Bozbeyoglu, N., ‘Antibiofilm Effect of Two Propolis
Samples from Turkey’, Journal of Applied Biological Sciences, 8 (2) 27-31, (2014).

A3. Arar, D., Doganli, G., Sensoy, T., Bozbeyoglu, N. And Dogan, N.,
“Investigation of Decolorization of Reactive Violet SR and Remazol Brillant Orange
3R by Bacillus sp. DT16.”, Journal of Applied Biological Sciences, 8 (1) 68-72,
(2014).

A4. Dogan, N.M., Sensoy, T., Doganli, G.A., Arar, D., Bozbeyoglu, N.N.,
Akdogan, H.A. and Canpolat, M., ‘Immobilization of Lycimibacillus fusiformis B26
Cells in Daifferent Matrices for Use in Turquoise Blue HFG Decolourization’,

Archives of Environmental Protection, (Accepted), (2014).

Uluslararasi bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitabinda

(Proceedings) basilan bildiriler :

B1l. Sensoy, T., Mercan Dogan, N., Bozkaya, O., Akyol, E., ‘Calcium
carbonate precipitation by Bacillus aerius strain U2’, International Conference On
Engineering and Natural Sciences, p: 71, 15-19 May 2015,Skopje, MACEDONIA.

B2. Sensoy, T., Akdemir, M., Komur, K., Ozganak, M., Mercan Dogan, N.,
‘Calcium carbonate precipitation induced by ureolytic Bacillus licheniformis B22
under some environmental conditions’, International Conference On Engineering and
Natural Sciences, p: 120, 15-19 May 2015,Skopje, MACEDONIA.

B3. Bozkaya, O., Dogan, M..N., Sensoy, T., Akyol, E., ‘Urea concentration,
pH, incubation time and temperature effects on carbonate mineralization by ureolytic
bacteria (Bacillus genus)’, Geomicrobiology Network And Environmental
Mineralogy Group Joint Research In Progress Meeting 2015, 24 June 2015,
University of Leeds, UNITED KINGDOM

72



B4. Arar, D., Doganli, G., Sensoy, T., Bozbeyoglu, N., Dogan, N.,
‘Investigation of Decolorization of Reactive Violet SR and Remazol Brillant Orange
3R by Bacillus sp. DT16’, 3rd International Molecular Biology and Biotechnology
Congress, p: 174, June 02-06, 2014, International University of Sarajevo, Sarajevo,
BOSNIA and HERZEGOVINA.

B5. Dogan, N., Doganli, G., Ulger, G., Habesoglu, D., Giizel, S., Yasar, Y.,
Arar, D., Sensoy, T., Bozbeyoglu, N., ‘Antibiofilm Effect of Two Propolis Samples
from Turkey’, 3rd International Molecular Biology and Biotechnology Congress, p:
158, June 02-06, 2014, International University of Sarajevo, Sarajevo, BOSNIA and
HERZEGOVINA.

B6. Dogan, N.M., Bozbeyoglu, N., Acar Doganli, G., Arar, D., Sensoy, T.,
‘Production and partial characterization of bacteriocin-like peptides by Bacillus sp.
R1’, ICOEST-2013, sayfa 545-546, 18-21 Haziran, Urgﬁp/Nevsehir.

C. Ulusal bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitaplarinda basilan

bildiriler:

C1. Sensoy, T., Mercan Dogan, N., ‘Ureolitik Bacillus tiirleri ile kalsiyum
karbonat mineralizasyonu iizerine bir ¢aligma’, 22. Ulusal Biyoloji Kongresi, sayfa

1363, 23-27 Haziran 2014, Osmangazi Universitesi, Eskisehir.

C2. Arar, D., Sensoy, T., Acar Doganli, G., Bozbeyoglu, N.N., Mercan
Dogan, N., ‘Reaktif Violet-5R’nin Bacillus sp. DT9 kullanilarak renk giderimi’, 22.
Ulusal Biyoloji Kongresi, sayfa 1448, 23-27 Haziran 2014, Osmangazi Universitesi,
Eskisehir.

C3. Sensoy, T., Bozbeyoglu, N. N., Arar, D., Acar Doganli, G., Mercan
Dogan, N., ‘Agar boncuklar ile immobilize edilmis Lysinibacillus fusiformis B26
bakterisi ile Turkuaz mavisi HFG’nin dekolorizasyonu’, 22. Ulusal Biyoloji

Kongresi, sayfa 1465, 23-27 Haziran 2014, Osmangazi Universitesi, Eskisehir.

73



C4. Sensoy, T., Arar, D., Menges, S., Demir, O.H., Erdem, C., Bozbeyoglu,
N., Yildiz, M., Mercan Dogan, N., Ardag Akdogan, H., Canpolat, M., ‘Tekstil
(Denizli) atik suyundan izole edilen Bacillus sp. DT12 ile reaktif red 123'in
biyotransformasyonu tizerine bir ¢alisma’, 13. Ulusal Spektroskopi Kongresi, sayfa
130, 15-18 Mayis 2013, Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Burdur.

C5. Arar, D., Sensoy, T., Erdem, C., Demir, O.H., Menges, S., Mercan
Dogan, N., Akdogan, H., Bozbeyoglu, N., Acar Doganli, G., ‘Denizli tekstil atik
suyundan izole edilen Bacillus sp. DT13 ile boyar madde reaktif red 123'iin
biyotransformasyonu’ 13. Ulusal Spektroskopi Kongresi, sayfa 132, 15-18 Mayis
2013, Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Burdur.

C6. Bozbeyoglu, N., Arar, D., Dogan, N., Akdogan, H., Canpolat, M.,
Sensoy, T., ‘Termofilik Lysisibacillus fusiformis B26 ile Boyar Madde Turkuaz
Mavisi HFG'nin Dekolorizasyonu ve Biyodegredasyonu’, 21. Ulusal Biyoloji
Kongresi. Bildiri Kitabi, sayfa 1187, 3-7 Eyliil 2012, Ege Universitesi, izmir.

74



