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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

ZEMIN IYILESTIRME ICIN KULLANIM POTANSIYELI OLAN Viridibacillus
arenosi BAKTERISININ UYGULAMALARDAKI KARAKTERISTIKLERININ
BELIiRLENMESI

Merve DURMAZ
Damsman: Prof. Dr. Ozlem BARIS

Amag: Bu calismayla Viridibacillus arenosi K64’tin zemin igindeki karakteristiklerini
belirlemek amaciyla zeminlere verilen kiiltiirlerde, zeminlerden gegen siiziintiide ve zemin
disinda kiiltiirlerdeki tireaz aktivitesi, pH degerleri, zeminlerde olusturdugu kalsit miktarlari,
zeminlere uygulamadan once ve sonra bakteri konsantrasyonu ve canliligi ile iyilestirilen
zeminlerin mukavemet degerleri belirlenmistir.

Yontem: Ureaz aktivitesi icin Nessler ydntemi, olusan kalsit miktarin1 8lgmek igin %15°lik
HCI muamele, bakteri canlilig1 igin inokiilasyon ve bakteri yogunlugu i¢in spektrofotometrik
analizler yapilmistir.

Bulgular: Uygulama sonuglarina gore iireaz aktivitesinin zamana bagli olarak, bakterinin
yasam dongiisiiyle paralel devam ettigi belirlenmistir. Uygulama yapilan zeminlerde kalsiyum
karbonat olustugu ve serbest basing mukavemetinin yliksek oldugu ve bakteri canliliginin
uygulama sonrasinda devam ettigi belirlenmistir.

Sonuc: Kullanilan izolatin zemin iyilestirme potansiyelinin iireaz aktivitesi ile dogru orantili
olarak degistigi ve bakterinin canliliginin 6énemli oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakteri, MICP, Zemin iyilestirme, Viridibacillus arenosi, Kalsit
Temmuz 2020, 74 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

DETERMINATION OF THE CHARACTERISTICS Viridibacillus arenosi OF
BACTERIA USING POTENTIAL FOR SOIL IMPROVEMENT

Merve DURMAZ
Supervisor: Prof. Dr. Ozlem BARIS

Purpose: With this study, in order to determine the characteristics of Viridibacillus arenosi
K64 in the soil, the urease activity in the cultures given to the soil, the culture permeate
through the grounds and the cultures outside the ground, pH viability and bacterial
concentration before and after application to the ground, and the strength values of the formed
grounds It has been identified.

Method: Nessler method for urease activity, 15% HCI treatment in calculating the amount of
calcite formed, serial dilution for bacterial viability, and spectrophotometric analysis for
bacterial density.

Findings: As a result of the application, it was determined that urease activity continues
parallel to the life cycle of the bacteria depending on the time. It has been determined that
calcium carbonate is formed on the applied surfaces and its strength is high and bacterial
viability continues after application.

Results: It has been determined that the isolate used has ground improvement potential.
Keywords: Bacteria, MICP, Soil improvement, Viridibacillus arenosi, Calcite
July 2020, 74 pages
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GIRIS

Mikroorganizmalar yerkiirenin hemen her yerinde karsimiza cikabilen yiiksek
metabolik cesitlilik gdsteren yasam formlaridir. Ilk ortaya cikislarindan giiniimiize kadar
ekosistemlerin olusumuna katilmis ve canlilik i¢in biliylik 6nemi olan jeolojik dongiilerin
parcasi1 ve ylriitiiclileri olmuslardir. Dogal siirecler igerisinde mikroorganizmalarin katkilar
gezegenimizi yasanabilir kilmis ve metabolik ¢esitlilik saglamistir. Insanoglu ilk
zamanlarinda farkinda olmadan mikroorganizmalarin metabolik o6zelliklerini kullanmaya
baslamigtir. Ekmegin mayalanmasindan itibaren baslayan bu uygulamalar giiniimiizde modern
fermantasyon siireglerinde de yaygin olarak kullanilmaktadir (Arda 2000; Madigan and
Martinko 2006).

Mikroorganizmalar sadece fermantasyon siireglerinde kullanilmamaktadir. Ayrica
giniimiizde 6nemli metabolik ve genetik arastirmalarin yiriitiildiigii ¢ok sayida model
organizma da ozellikle bakterilerden olusmaktadir. Cesitli maddelerin sentezi ve doniisiimii
icin yaygin olarak kullanilan mikroorganizmalar biiylik ekonomik 6neme sahiptir. Biiyiik
mikroorganizma cesitliligi icerisinde oldukga kiiciik oranda insan, hayvan veya bitkilerde
hastalik yapan ve gida bozulmasina sebep olan orneklerde bulunmakla birlikte dogrudan
saglig1 etkiledigi icin genellikle ¢ekinilen ve tehlikeli olarak kabul edilen mikroorganizmalar
mevcuttur. Bilimsel ilkeler ve belirli kurallar (aseptik teknikler) gergevesinde caligildiginda
mikroorganizmalar ¢ok biiyiik fayda saglayabilmektedir. Ozellikle mikroorganizmalarin
teknoloji iiretmek i¢in kullanilabilmesi zaman iginde yeni uygulama alanlari ortaya
cikarmistir (Arda 2000; Madigan and Martinko 2006).

Biyoteknoloji; canli varliklarin, onlarin olusturdugu iriinlerin veya canliya ait bilginin,
herhangi bir problemini ¢6zmede ya da yararl iiriinlerin tiretilmesinde kullanilan bir bilimdir.
Biyoteknolojinin konular1 arasinda; tip, ila¢ sanayi, insan hastaliklarinin tan1 ve teshisinde
kullanilan materyaller, tibbi {irlinlerin iiretilmesinde, asilar, enzim iiretimi, vb. calismalar
gormemiz miimkiindiir. Bitkilerin 1slahinda, gidalarin islenmesinden tekstil ve temizlik
tirtinlerinin elde edilmesinde kadar biyoteknolojinin faydalarini sayabiliriz. Tiim bunlarin elde
edilmesinde kullanilan mikroorganizmalar hayatin her aninda karsimiza c¢ikmaktadir
(Thieman and Palladino 2013). Biiyiik bir arastirma alani olarak mikroorganizmalar birgok
diger aragtirma sahasi ic¢inde kullanilabilmektedir. Saglik, gida ve tarim gibi sektorlerde
dogrudan etkileri gozlemlenebildigi i¢in oldukc¢a fazla sayida caligma bulunmaktadir. Ancak

ekonomik {iretim siireclerinde yer almalari onlar1 endiistriyel amaclarla da kullanilmasini
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saglamaktadir. Giinlimiizde antibiyotik iiretiminden - ¢esitli etken maddelerin iiretimine,
alkollerin, 6nemli asitlerin (sitrik asit vb.) {iretimine ve bir¢cok vitaminin elde edilmesine
kadar birgok siirecte dogrudan kullanilmaktadirlar. Ancak insanoglunun bitmeyen beklentileri
stirekli yeni alanlarda arastirma ve uygulamalara ihtiya¢ duymaktadir.

Gelisen insan niifusu ve teknolojinin bir sonucu olarak insanlarin kalabalik toplumlar
halinde birlikte yasama egilimleri artmaktadir. Niifus yogunluklarinin dar bolgelerde ki hizli
artist ve bu niifusun barinma istekleri olduk¢a biiyilkk dnem tasimaktadir. Yeni yerlesim
yerlerinin ac¢ilmasi veya ¢ok katli bina yapma ile ilgili ihtiyaclar ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle
ekonomik gerekgeler nedeniyle problemli zeminlerde bina yapimi gerekebilmektedir. Bu
durumlarda zemin mukavemetini arttiracak farkli uygulamalar bulunmaktadir. Uygulama
cesitliligine karsin, mevcut uygulamalarin ¢evreye verdigi zarari1 azaltmak ve/veya ¢evreye
uyumlu yeni teknikler gelistirmek oldukca bilyilk dnem tasimaktadir. Ozellikle gevsek
zeminlerde sivilasma sorununa ¢6ziim olarak uygulanabilirligi arastirilan tekniklerden birisi
de biyolojik yolla yapilan uygulamalardir (DeJong et al. 2010; Akoguz 2014). Diinyamizda
hizla artan niifusa bagl olarak kullanilabilir yasam alanlar1 daralmis ve bu durum mevcut
yapilarin yetersiz kalmasma sebep olmustur. Ornegin; Cin ve Hindistan’da neredeyse 10
milyona yakin insanin biiyiik sehirlerde barinmasi igin yapilan binalarin zemin iyilestirmeye
ihtiya¢ duyulacak derecede kotii oldugu belirtilmektedir (DeJong et al. 2010). Artan
niifusunun ihtiyaglarina cevap vermek amaciyla kurulan insaat sahalar1 azalmis ve gevsek
zeminlerde de yapilar insa etme zorunlulugu olusmustur. Bu durumda da yapilar i¢in uygun
olmayan zeminlerin iyilestirilmesi s6z konusu olmustur. Bunun i¢in kullanilan geleneksel
yontemler oldukga pahali, siirekli denetim ve bakim maliyeti gerektirmektedir (DeJong et al.
2010; Li 2015).

Zeminlerin tyilestirilmesinde zamaninda ve dogru bir miidahale yapilmadig: takdirde,
zemindeki daha fazla problemler olusacak ve bunun sonucunda maliyet artacaktir. Zemin
tyilestirmede mikroorganizmalarin kullanilmasi giiniimiizdeki ¢aligmalarda bir artig gosterse
de konuyla ilgili aragtirma ve denemeler yeni degildir (Dapples 1942; Rhoads 1974; McCall
and Tevesz 1982; Meadows and Meadows 1991).

Biyolojik iyilestirme yontemi, zeminin yiliksek bakim maliyetini azaltarak ¢evreye dost
bir yontemi hedeflemektedir. Mikroorganizmalarin dogada yaygin olmasi, metabolik
cesitlilikleri, gelistirilmelerinin kolay olmasi ve maliyetinin diisiik olmasi bu teknigin
stirdiiriilebilirligini arttirmistir (DeJong et al. 2010). Mikrobiyal kalsiyum karbonat ¢okelmesi
(MICP = Microbial Induced Calcium Precipitation) teknigi, siirdiiriilebilir, doga dostu ve

yemyesil bir teknik olarak ortaya ¢ikarilmistir (Sharma and Ramkrishnan 2016).



Mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilen kalsit olusumu hem fiziksel hem de
kimyasal yollarla gergeklesmektedir. Bilinen en belirgin ve en giizel 6rnek kabuklu deniz
canlilaridir. Kalsit olusturma yetenegi olan bakteriler ¢ok biiyiik bir 6neme sahip olmasina
ragmen ¢ok az sayida bilim insaninin dikkatini ¢ekmistir (Riding 2000; Northup and Lavoie
2001). Kalsit olusumu sadece deniz canlilarinda degil tath su ve karasal ekosistemler i¢inde
onemli bir fenomendir (Northup and Lavoie 2001; Barton and Jurado 2007; Baris 2009).

Mikrobiyal faaliyet sonuncunda fire, iireaz vasitasiyla karbondioksite (CO;) ve
amonyaga (NH3) parcalanmaktadir (Hammes et al. 2003; Reddy 2013). Meydana gelen COx,
ortamda bulunan su ile birlikte kolay ¢oziinen karbonik asit (H2COz) olusmaktadir. Amonyak
ise amonyuma (NH4") doniismektedir (Achal et al. 2011). Amonyuma doniismesi sonucunda
pH artarken ortamda bulunan Ca?* iyonlar1, bakterilerin de siirece dahil olmasi ile karbonatlar

ile birleserek ¢okelme meydana gelmektedir (Hall-Stoodley et al. 2004; Patro et al. 2015).

Farkli bakteriler ile yapilan biyolojik zemin iyilestirme caligmalart bulunmak ile
birlikte literatiirde olduk¢a yogun olarak Bacillus pasteurii (Sporasarcinia pasteurii) bakterisi
kullanilmistir (Lin et al. 2015; Zhang et al. 2015; Maleki et al. 2016; Rowshanbakht et al.
2016; Sharma and Ramkrishnan 2016; Choi et al. 2017a; Cui et al. 2017; Dadda et al. 2017,
Sharaky et al. 2018).

Biyolojik zemin iyilestirme calismalarinda kullanilan bakterilerin zemine uyumu
oldukca onemlidir. Bakterinin kristal olusturma yetenegi, morfolojik 6zellikleri, sivi ve kati
kiiltiir icindeki davranisi, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri zemin iyilestirme i¢in uygun
olup olmadig1 konusunda arastirmacilara 6nemli bilgiler olusturmaktadir. Bakteri boyutu,
endospor olusturabilmesi ve iireaz pozitif olmasi uygulanan zeminlerde basari sansini
arttirarak ¢alismanin Kalitesini de etkilemektedir (De Muynck, 2010; Achal et al. 2013;
DeJong et al. 2014; Achal and Mukherjee 2015). Uygulamalarda kullanilacak bakterinin
patojenitesi de kullanilabilirligi etkileyen 6nemli bir parametredir (Achal and Mukherjee
2015).

Biyolojik zemin iyilestirme calismalarinda zemin taneciklerini birbirine baglamak ve
belirli bir mukavemet olusturmak i¢in hedeflenen yap1 kalsiyum karbonat ve onun dogru
kristal modelleridir. Kalsiyum karbonat (CaCOs3), yer kabugunun yapisinini yaklasik %4’lik
bir dilimi olusturan, kabuklu deniz canlilarinda ve kayaglarda bulunan ve kalsiyumun
karbonik asitli tuz kristalidir (Chaurasia and Verma 2014). Dogada oldukga farkli formlarda
karsimiza ¢ikmaktadir. Ornegin; mermer, traverten, kireg tasi, tebesir ve bazi kabuklu deniz
canlilarin yapisinda CaCOgz bulunmaktadir  (Sinha and Rez 2015). Normal sartlarda
kayaglarda bulunan formu heksagonal B-CaCOs veya tetragonal yapidadir (Ropp 2012).



CaCO3; amorf olmasindan kaynakli diger formlarma rahatlikla déniisebilmektedir. Ornegin;
sicakligin etkisiyle bu form ortorombik A-CaCOs yapisindaki aragonit haline veya p-CaCO3
yapisindaki vaterit sekline doniisebilmektedir (Nan et al. 2008, Wang and Becker 2009).
CaCO0z’in bu sekilleri suya bagimli olmayanlardir; suya bagli formlar1 ise amorf CaCQOg, ikait
(CaCO0s3.6H20) ve monohidro kalsit (CaCO3.H20) sekilde literatiirde karsimiza ¢ikmaktadir
(Gopi et al. 2013). Mikrobiyal CaCO3 olusumunda karsimiza vaterit ve kalsit formlarinin
olustugu literatiirde bildirilmektedir (Rodriguez-Navarro et al. 2012). Kalsit ve vaterit
formlarinin olugsmasinda iireaz aktivitesine sahip Bacillus cinsi mikroorganizmalarin oldugu

bilinmektedir (Ivanov et al. 2015).

Suya bagimli olmayan en kararsiz formu vaterit ve en kararli formu ise Kalsittir.
Vaterit; polikristalli ve karmagik sferulit yapisindadir. Aragonit ise igne benzeri yapilari olan
bir CaCOs yapisidir. Vaterit kararsiz bir yapida oldugu igin, sicaklik degisimiyle formu da
degismektedir. Sicakligin 30°C’nin altinda olmasiyla kalsit formuna, 40°C iistiinde olmasi
durumundaysa aragonit formuna dontisebilmektedir (Singh et al. 2016). Dogada
kendiliginden hem biyokimyasal hem de kimyasal yollara olusabilmektedir (Morse et al.
2007). Kimyasal yolla pozitif yiiklii bir Ca?* iyonlarmin, negatif yiike sahip olan HCOjs
iyonlarinin tepkimeye girmesiyle olusmaktadir. CaCOz’li yapay olarak elde etmek igin
endiistriyel anlamda mermer iireten tas ocaklarinda kaynak olarak toz halindeki CaCOs
olusumu elde edilebilmektedir. Kire¢ tasinmi ayristirarak kalsiyum hidroksite (Ca(OH)2)
dontistiiriilebilir ve tekrar karbonatlastirilmasiyla CaCOz ¢oktiiriilebilmektedir (EPA 1974).

Her cografi bolgenin topraginin yapisi, kimyasal ve fiziksel ozellikleri kendine
Ozgiidiir. Topragin tanecik boyutu da CaCOg3 ¢okelmesi i¢in 6nemli bir etmendir. Bu sebeple
topragin ¢api, kil, toz ve kum olarak 3 farkli sekildedir (Cepel 1988). Kum yapisi itibariyle iri
taneye sahip oldugu i¢in su ve mineralleri tutma kapasitesi diisiiktiir. Kil ise yapis itibariyle
ince taneli oldugundan ve negatif iyonlar1 oldugundan suyu ve mineralleri tutma kapasitesi

fazladir (Velde and Meunier 2008).

Zeminlerin kil yapis1 6zellikle suyu tutma 6zelligine gore farklilik gosterebilmektedir.
Ornegin, kaolinin suyu tutma kapasitesi az iken, bentonit suyu tutmada ¢ok iyi oldugu igin
zeminlerde yiiksek miktarda sigsme 6zelligiyle 6ne ¢ikmaktadir (Sridharan and Giirtug 2004).
Bu yiizden arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Toprak yapisi itibariyle bentonit miktar1 fazla
olan yerlerde su tutma kapasitesine bagli olarak sisme fazla olacagindan insaat miihendisleri
tarafindan bu boélgeler problemli bolge olarak kabul edilmistir. Zemin iyilestirmede de
problemli bolgeleri iyilestirmeye yonelik ¢alismalar yapildigindan, zemindeki sismeyi en aza

indirmek i¢in yeni yontemler gelistirilmistir (Prakash and Shridharan 2004).



MICP, amonyaklagsma, metan oksidasyonu, siilfat indirgeme, iireaz, fotosentez ve
denitrifikasyon birg¢ok farkli yol ve bu yolda kullanilan mikroorganizmalar kalsiyum karbonat
olusumda rol almaktadir (Anbu et al. 2016).

MICP olusumunda iireoliz igin bircok mikroorganizma kesfedilmistir. Ornegin,
Shewanella tiirlerinde har¢ 6rneklerine eklenmesiyle basing dayanimini arttirdigi ve olumlu

bir etkiye sahip oldugu lireratiirde karsimiza ¢ikmaktadir (Ghosh et al. 2005).

Urolitik bakteriler ¢ogunlukla toprakta yasadigi, endospor olusturma yeteneklerinin
olmasi ve aerobik solunum yapmalarindan dolay1 bu bakterilerle ilgili yolaklar arastirmalarda

yer almasini saglamistir (Belie et al. 2010).

Urolitik bir bakteri olan Pararhodobacter sp. mercan kumunu iyilestirmek igin
kullanilmistir (Khan et al. 2015).

MICP'de kullanilan ve minerallesme yetenegi fazla olan Sporocarcina pasteurii
kullanilmigtir (Mountassir et al. 2013; Balam et al. 2017; Williams et al. 2017). Optimum
sartlar hazirlandiginda S. pasteurii kendi {iirettigi tircazi kullanarak amonyak ve karbonat
olusturmustur. Karbonat ise ortamdaki Ca?" iyonlariyla birleserek CaCOs ¢okelmesini
olusturur (Gorospe et al. 2013, Lauchnor et al. 2015).

Biyokapsiillenme teknigini kullanarak deniz kilini iyilestirmeyi amaclamiglardir.
Mikroorganizma olarak Bacillus sp. VS1, zemin olarak 2,70 6zgiil agirliginda olan yumusak
deniz kili kullanmistir. Sekil 1°de biyokapsiillenen deniz kilinin yiizeyindeki Kkalsit kristalleri

gosterilmistir (Ivanov et al. 2015).

Sekil 1. Biyo¢imentolama sonrasinda kil kiimesinin kalsit kristal kabugu (lvanov et al. 2015)
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Ure, tarimda giibre olarak kullanilir ve dogada iyi bir azot tasiyicisidir (Saggar et al.
2013). Tablo 1°de mikrobiyal kalsiyum karbonat ¢okelmesinde yer alan mikroorganizmalar
gosterilmistir (Gupta et al. 2013).

Tablo 1. Farkli bakteriler ve biyolojik mineralizasyon potansiyelleri (Gupta et al. 2013)

Mikroorganizmanin Onerilen Onemli bulgular Referans
Adi Mekanizma
Bacillis Ureaz metabolizmast : DolguBmacunu olarak kullanthr Ramachandran
teurii artan Basing . etal. 2001
pas ' * Yiksek alkali ortamlarda biiyiime '
Pseudomonas engeller
aerugiinosa * S1g catlaklarda yiiksek verim saglar
« P. aerugiinosa'nin katkilar1 6nemsizdir.
Bacillis Sabitlenmis * Hiicreler yiiksek metabolizma hizini Bang et al.
asteurii liiiretan (PU) korudu, 2001
P pofiuretan ' * Olumsuz ortamlardan korunmalidur.
Ureaz metabolizmasi  * Immobilizasyona bagli metabolizma
hizinda degisiklik olmaz.
* Daha derin gatlaklarda kalsit birikimi.
- Poli Uretan Serbest enzimden daha diisiik yagis orani Bachmeier et
hareketsizlestirilmis al. 2002
iireaz enzimi
Bacillus Silika dahil Ureaz " Kalsiyum kayna ile birlesim. De Belie and
. * 0.01mm-0.6mm ¢atlaklarin
. metabolizmasi g T De  Muynck
sphaericus sizdirmazlhiginda etkilidir. 2008
 Azaltilmis beton gegirgenligi
Bacillus cohnii, iki bilesenli kendi ’ Bet?n? substrat ve mikroplar eklemr.'. . Jonkers  and
- T » Biyiik c¢atlaklart doldurmada iistiin,
Bacillus kendini iyilestirme 100um  bovutlu  kalsit parcaciklarmim Schlangen
halodurans, sistemi H i par 2008
. olusumu.
Bacillus
pseudofirmus
Bacillus Cam ¢ubukta bakteri, *Mikrop konsantrasyonu arttikga ¢Skelme Wang et al.
. daha fazlaydi.
. besin ve PU - 2010
sphaericus . . * PU giiciin artmasina katkida bulundu.
kapsiillenmesi
Bacillus 1ki bilesenli " Catlak yuzeyt nde. 20-80um - boyutlu Jonkers et al.
. e . . mineral benzeri ¢okelti.
pseudofirmus iyilestirme sistemi; ; - . . 2010
s . . « Islevsellik geng ¢imento ile siirhdir.
and B.cohnii Bakteri ve kalsiyum N .
e Ortamda azot yiiklemesinde azalma
laktat
olmustur.
Microalgae Fotosentetik Yol Eg?;legig{i&ﬁfynak Ariyanti et al.
(Chlorella) Y 2011

* Heniiz bir optimizasyon yapilmadi

MICP, iire hidroliziyle zeminlerin fiziksel 6zellikleri arastirilmistir. Filtrelenmis iire,
kalsiyum kaynagi ve trolitik bakteri siispansiyonu zeminlere enjekte edilmis ve kalsiyum

karbonat ¢okeltisi gézlenmistir (Sekil 2) (Whiffin 2004) .



Sekil 2. Yiizeyde ve partikiiller aras1 temaslarda CaCO3 kaplamali <600um silis kumu tarama
elektron mikroskobu goriintiisii (Whiffin 2004).

Bakterinin zemine nasil uygulanacag: da iyilestirmeyi etkileyen baska bir faktordiir.
Bakterinin ve kiiltiir soliisyonunun nasil uygulanacagi iyilestirme i¢in optimum kosullar daha
onceki ¢alismalarda (Akoguz 2019; Akoguz et al. 2019) belirlenmis ve elde edilen sonuglara

gore uygulamalar yapilmistir.

Bu calisma ile zemin iyilestirme c¢alismalarinda kullanildig:i bilinen bakterilere
alternatif olarak Viridibacillus arenosi (K64) bakterisi ile uygulamalar yapilmigtir. Kullanilan
izolatin zemin uygulamalarindan 6nce, zemin iginde ve zemine uygulama sonrasinda canlilig
ayr1 ayr1 gozlemlenmistir. Zemin iyilestirme ¢aligmalarinda kullanilan kiiltiiriin ve zeminden
gecen Kkiiltiir siiziintiislinlin lireaz aktivitesi, uygulama kolonu igerisinde farkli alanlarda
kalsiyum karbonat olusturma degeri, zeminlere verilen besiyerin ve zeminlerden gegen kiiltiir
slizlintlisiinlin zamana bagli pH degisimi, zeminler kurutulduktan sonra ylizeye tutunan
bakteri miktar1 ve zeminden aylik periyotlar halinde inokiilasyonlarin tekrarlanmasiyla
birlikte zeminde tutunan bakterilerin zamana bagli canliliginin kontrolii, olusan zeminlerin
mukaveti Olgiilerek sonuglar degerlendirilmistir. Elde edilen veriler biitiin olarak
degerlendirilerek Viridibacillus arenosi (K64) bakterisinin zemin igindeki Karakteristiklerinin
belirlenmesi hedeflenmistir.



KURAMSAL TEMELLER

Mikrobiyal CaCO3 Olusumunun Kullanim Alanlari
MICP (Mikrobiyal Kaynakh Kalsit Cokelmesi)

Mikrobiyolojik kalsiyum karbonat ¢okelmesi, kalsiyum acisindan zengin cevrede
karbonatin iiretilmesi ile mikrobiyolojik aktivite sonucu ¢esitli proseslerden olugmaktadir

(Castanier et al. 1999).

Zemin iyilestirme calismalar1 i¢in birgok yontem kullanilabilmektedir. Zeminlerin
iyilestirilmesinde her ydntem zemine ait farkli parametreleri iyilestirmeye yoneliktir. On
yiikleme, kompaksiyon, zemin kaziklari, mevcut zeminin degistirilmesi, katki malzemeleri
kullanarak iyilestirme, 1s1l islemler gibi bircok uygulama zeminin 6zelliklerinin iyilestirilmesi
icin kullanilmaktadir. Portland ¢imentosu, kireg, asfalt, sodyum silikat ve diger tekniklerin
zemin iyilestirilmesinde basarili olduklar1 kanitlanmigtir (Reuben 2003; Basha et al. 2005).
Bu yontemler igerisinde 6zellikle son yillarda g¢evre dostu ve doga ile uyumlulugu nedeniyle
biyolojik zemin iyilestirme teknikleri dikkat ¢ekmektedir. Biyolojik toprak islahi genellikle,
silikatlar, karbonatlar, fosfatlar, demir hidroksitler ve siilfiirler olarak toprak partikiilleri
arasinda ¢okelen kalsiyum, demir, magnezyum, manganez ve aliiminyum tortulara dayanir
(lvanov and Chu 2008). Ancak bu metotlarin kullanimi ile gogu zaman zeminin pH seviyesi
degismekte, icerisindeki zehirli ve tehlikeli maddeler ile zemini ve yeraltt suyunu
Kirletmektedir (Reuben 2003; DeJong et al. 2006). Son yillarda bunlara ek olarak bakteriler
kullanilarak mikrobiyolojik kalsiyum karbonat ¢okelmesi ile zeminlerin iyilestirme teknigi

ortaya ¢ikmuistir.

Bir¢ok arastirma yapilan biyolojik zemin iyilestirme yontemleri 6zellikle mikrobiyal
olarak uyarilan kalsiyum ¢oktiirmesi (MICP) {izerine odaklanmistir. Mikrobiyolojik olarak
uyarilan kalsiyum karbonat ¢okeltme yontemi, zemin 0&zelliklerinin 1iyilestirilmesi i¢in
bakteriler kullanilarak zemini olusturan tanecikler arasinda kalsiyum karbonat kristalinin
olustugu yeni zemin iyilestirme yontemlerinden biridir. Bu prosediir, zemin veya diger kiigiik
partikiilleri (gbzenekli materyal) baslangi¢ yapisini bozmadan dengeleyebilir. Bu yontemde
gecirgenlik azaltilir ve uygulama maliyeti disiiktiir. Dahasi, ¢evreye uyumludur ve bu
yontemde zararli ¢evresel sonuglara yol agmadan ¢ok ¢esitli malzeme ve mikroorganizmalar

kullanilabilir (Kahani et al. 2013).



Mikrobiyal CaCO3 olusumu, yaygin olarak toprak, su ve deniz ¢Okeltilerinde goriilen
bir olusumdur (Rubio et al. 2001). Cesitli mikrobiyal CaCO3 olusumlar1 Sekil 3’te
gosterilmistir (Zhu and Dittrich 2016). MICP, betondaki ¢atlak onarimi gibi miihendislik
problemlerini hafifletmek i¢in kullanilmistir (Ramachandran et al. 2001; De Belie and De
Muynck 2009). Betonu iyilestirmek, betonun basing dayanimini arttirmak, kalker anitlarin
onarimi i¢in kullanilmistir (Ramachandran et al. 2001; Dick et al. 2006; Jimenez-Lopez et al.
2007; Jonkers et al. 2010). Ayrica zemin iyilestirilmesi (Whiffin et al. 2007; lvanov and Chu
2008; DeJong et al. 2010) ve tuglalarin dayanikliligini arttirmak (Sarda et al. 2009). MICP,
kalsiyum karbonat1 ¢okelten dogal mikrobiyolojik bir siirecten faydalanarak kesme sertligini

ve hidrolik iletkenligi azaltma potansiyeline sahiptir (Martinez et al. 2013).

TOPRAK MAGARA

ASIRI TUZLU SULAR

W SIYANOBAKTERi VE
FOTOSENTEZ

¥ GREOLITIK YOL
DENIZ KAPLICA ¥ DENITRIFIKASYON

" SULFAT REDUKSIYON

B METAN OKSIDASYONU

Sekil 3. Her ortamda mikrobiyal karbonat ¢okelmesine neden olan metabolizmalar orani (Zhu
and Dittrich 2016)



Betonda kendi kendini iyilestirme teknikleri arasinda, mikrobiyal olarak uyarilan
CaCO3z ¢okeltmesi (MICP), klasik beton ve ¢evre dostu beton uygulamalari ile
karsilastirildiginda benzer termal genlesme katsayisi da dahil olmak iizere avantajh
yonlerinden dolay1 en ¢ekici yontemlerden biri olarak kabul edilmistir. Bakteri (endospor
formda), besin maddeleri ve mineralizasyon prekiirsorleri ile birlikte, dokiim sirasinda beton
karigimlarina dahil edilir. Bakteri endosporlari ¢atlama ger¢eklesene kadar aktif olmayacaktir.
Aktivator ve CaCOs gibi nem ve / veya oksijen etkisi, ¢atlaklar1 kapatmak i¢in bakteriyel
metabolik siire¢ tarafindan ¢oktiiriilecektir (Achal and Mukherjee 2015; Tziviloglou et al.
2016). Kendiliginden iyilesme i¢in cesitli tiplerde bakteriyel metabolik yollar onceden
aragtirildi.  Bakterilerin aerobik solunumu, c¢atlagin kendiliginden iyilesmesinde ilk
uygulananlar arasindadir. Basitge, betona spor ve besin ekleyerek, organik maddelerin
bakteriyel oksidasyonuyla ¢okelme meydana gelebilir (Jonkers et al. 2010; Wiktor and
Jonkers 2011; Xu and Yao 2014).

Kalsit (CaCOz3) yeryiiziinde bulunan en yaygin ve en 6nemli minerallerden biridir.
Yerkabugu agirliginin yaklasik %4 {iniin kalsit oldugu bilinmektedir. Kalsit, tatli suda, karada
ve denizde kirecgtasi, mermer ve kalkerli kumtasinda oldukga yiiksek miktarda bulunmaktadir

(Hammes et al. 2003).

Minerallerin ¢okelmesi dogada aligilagelmis bir biyolojik siirectir ve dogal ortamda
gerceklesen mikrobiyolojik siire¢ ile zemin g¢imentolanmasi belgelenmistir (Douglas and
Beveridge 1998). Bu dogal siireglerden olan kalsiyum karbonat ¢okelmesi dort parametre

tarafindan kontrol edilir;

- karbonat konsantrasyonu
- kalsiyum konsantrasyonu

- ortam pH’s1 ve
¢ekirdeklenme bolgesinin olusmasidir (Hammes et al. 2003).

Mikrobiyal kaynakli kalsit ¢cokelmesi birbirine bagli reaksiyonlardan olusmaktadir.
S1v1 besiyerine inokiile edilen bakteriler vasitasiyla gerceklesen reaksiyon sonunda karbonat

ve amonyum olusturmuslardir (1) (Sekil 4)( Hammes and Verstraete 2002).

CO(NH); + 2H,0 -2 NH," + CO3? (1)
Kalsiyum kaynagi olarak genellikle CaClz kullanilmasi sonucunda ise CaCOs
olusmustur (2).

Ca2* + CO?- =il C3C0; (2)
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Sekil 4. Mikroorganizmada olusan iire enzim aktivitesi tarafindan baglatilan kalsiyum

karbonat ¢okeltisi mekanizmasi (Hammes and Verstraete 2002).
*(A) Urenin biyolojik yolla pargalanmasi. (B) Kalsiyum karbonat olusumunun baslamasi. (C) Kalsiyum
karbonat ¢okelmesinin sonlanmasi.(D) Karbonat ¢okelmesinde rol alan bakteriler.

Kalsiyum karbonat, mikrobiyal aktivite ile hem dogal hem de yapay yolla iiretilebilen
baslica katilastirma (¢imentolasma) maddesidir (Whiffin 2004). Onerilen bakteriyal kalsiyum

metabolizmasi semast ve sonrasindaki CaCOz ¢okelmesi Sekil 5°te gdsterilmistir.

(A) Asitlenme
i H'< l SHry Organik madde
Cay Pasif akas

Ca/2H*

.............

-

Bakteri hiicresi Aktif cikarma
M % Ca¥/2H* _l
‘|\!‘|~|‘|~(‘|:¢~;)-9evre T Ca’ +
”  Alkali H*
Makro-gevre N'"-._‘___h._.“".‘-;.-S-I?TI. ...................................... ( B)

Sekil 5. Bakteriyel kalsiyum karbonat ¢okelimi (Hammes and Verstraete, 2002)
Zemin iyilestirme i¢in geleneksel bir teknik olan kire¢ suyu teknigini kullanmiglardir

ve CaCOsz olusumunun ¢ok az oldugunu belirtmiglerdir (Clifton and Frohndorff 1982).

Mikroorganizmalarin boyutlarindan dolay1 zemin i¢inde kolay hareket ettigini ve buna
bagli CaCOsz olusturduklar1 bolgelerin daha fazla oldugunu sdylemislerdir (Mitchell and
Santamarina 2005). Bu baglamda zeminde olusan c¢atlaklarin CaCOs olusumuyla

onarabildigini tespit etmislerdir (Jyothsna et al. 2015).

Hazirlamis olduklar1 beton harglara, farkli boyutlarda catlaklar olusturmuslardir. Bu
catlaklara bakteri siispansiyonunu inokiilasyona birakmiglar ve CaCOs olustugunu

gozlemlemislerdir. SEM ve XRD analizlerini yapmis ve catlaklarin belirli bir derecede
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kapandigim1  gozlemlemislerdir. Ayrica betonlardaki mukavemetinin azaldigin1 tespit

etmiglerdir (Qian et al. 2015).

Bacillus subtilis tiiriinii kullanarak hafif derecede agregat iceren betonlarda basinca
olan dayanikliligin arttigin1 gézlemlemislerdir. Olugsan mineral formlarint SEM goriintiileriyle

de belirtmislerdir (Khaliq and Ehsan 2016).

Sporocarcina pasteuuri CaCOs olusturmak igin ¢ekirdeklenme bdlgeleri
bulundurmaktadir. Bunu agiklamak i¢in MICP’den sonra, Bacillus subtilis, Escherichia coli
ve Sporocarcina pasteuuri nin SEM goriintiilerini ¢ekmislerdir. Bakteriler TSB besiyeriyle
muamele edilmis ve Kkiiltiirlere daha sonra CaCl, ve iire eklenmistir ve CaCO3z olusumu

gozlenmistir (Sekil 6) (Ma et al. 2020).

Normal

2 _",j.x.x'

E. co |

Sekil 6. SEM goriintiileri, S. pasteurii, B. subtilis ve E. coli 20 g/L iire (Normal) ile TSB
icinde yetistirilmis ve 1 mol/L CaCl; ve 1 mol/L iire ilave edilmis (MICP). Sekillerdeki beyaz
oklar bakteri hiicrelerini gostermektedir. Tiim 6lgek ¢ubuklart 2 um'dir (Ma et al. 2020)

Mikrobiyolojik olarak uyarilan kalsiyum karbonat c¢okeltme yontemini, toprak
ozelliklerinin iyilestirilmesi i¢in bakteriler kullanilarak toprak partikiilii arasinda kalsiyum
karbonat kristalinin olustugu en yeni zemin iyilestirme yontemlerinden biri olarak
tanimlanmistir. Bu prosediiriin, topragi veya diger kiigiik partikiilleri (gdzenekli materyal)
baglangi¢ yapisini bozmadan dengeledigini ve bu yontemde gecirgenlik azaltma ve uygulama
maliyetinin diisik oldugunu belirtmistir. Bununla beraber, g¢evreye uyumlu ve zararh
sonuglara yol agmadan ¢ok gesitli malzeme iiretilebilecegi bulunmustur (Kalantary and

Kahani 2015).

Beton catlaklarina enjekte edilen B. sphaericus sporlarinin ¢atlaklari onardigi SEM
gorlntiileriyle desteklenmistir. Zaman artttkca CaCOs miktarinda artis ve ge¢irimsizligini
arttirdigimi gézlemlemislerdir (Wang et al. 2014). Baska bir ¢alismadaysa B. sphaericus

bakterisinin catlaklarda onarima yardimci oldugunu gérmiislerdir. Bu ¢alismada, onarim olan
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catlaklarin ultrases iletim 6l¢iimii, su mukavemeti ve ¢atlaklar1 inceleme mikroskopisi testleri
yapilmistir. Sonug olarak CaCOs kristalleri goriilmiis, ultrases iletim hizinda gozle goriiliir bir

diisme oldugu ve gegirimsizliginin arttigin1 gérmiislerdir (De Belie and De Muynck 2008).

Baska bir calismada bakteri inokiilasyonu yapilan kum ve betonlarda 25,4 mm
derinligindeki catlaklar ve kontrol grubu karsilastirilmis ve bakteri asilanan numunenin

mukavetemetinin % 61 oraninda attigin1 kaydetmislerdir (Ramachandran et al. 2001).

Mikrobiyolojik olarak uyarilan karbonat ¢okeltme isleminin zemin iyilestirme islemi
hakkinda bircok c¢alisma bulunmaktadir. Daha 06nce bahsedilen hemen hemen tim
caligmalarda CaCl2’nin asir1 miktarda bulunmasi zararli olabilir. Kalsiyum kaynagi olarak
CaCly’ nin kullamilmas: maliyeti oldukga yiikseltecektir. Ote yandan, kalsiyum, yumurta
kabugu, deniz kabugu veya istiridye kabugu gibi atik maddelerden ekstrakte edilebilir.
MICP’te kalsiyum kaynagi olarak yumurta kabugu ve istiridyeleri kullanmis ve bitki 6zleriyle
birlikte kalsiti tiretmistir (Choi et al. 2016a).

Mevcut literatiirler degerlendirildiginde MICP i¢in en etkili bakteri olarak B. pasteurii
belirtilmis ve ¢ok sayida ¢alismada kullanilmistir (Stocks-Fischer et al. 1999; Bang et. al
2001; Ramachandran et al. 2001; Whiffin 2004; DeJong et al. 2006; Whiffin et al. 2007;
Okwadha and Li 2010; Li 2013).

B. pasteurii, yiiksek diizeyde iireaz olusumunu yapisal olarak ifade etme kabiliyeti ile
tanimlanmistir (Morsdorf and Kaltwasser 1989). B. pasteurii, azot asimilasyonu diginda {ireaz
icin farkli bir kullanimi olan uzman bir mikroorganizmadir. B. pasteurii, pH 9.25'te gelismesi
optimum olan, orta derecede alkalifilik bir organizmadir. Alkalifiller, ters kemiosmotik proton
gradyanina bagli ATP olusumu icin metabolik ozelliklere sahiptirler. Notrofilik
organizmalarda, ATP, protonlar1 elektron tasima zincirinden hiicre disina pompalayarak
tiretilen proton kuvvetten iiretilir. Bu bir proton konsantrasyonu gradyani iiretir (igte yiiksek /
diisiik) ve ATP-sentaz yoluyla protonun tekrar hiicrelere geri donmesine neden olur ve bu da
ATP olusumuna neden olmaktadir (Prescott et al. 2002). B. pasteurii i¢cin ATP sentezini
tahrik etmek i¢in yiiksek bir membran potansiyeli yaratmak icin kullanilan akigli katyon,
amonyum olarak dogrudan veya iire olarak dolayl olarak temin edilebilen amonyumdur
(Jahns 1996).

CaCOs olusumu sonucunda kalsitin baska bir formunu tespit etmek i¢cin XRD ve SEM
analizleri yapilmistir. SEM analizlerinin sonucunda (Sekil 7) vaterit, kalsit, ve aragonit

oldugu tespit edilmistir (Lippmann 1973).
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Sekil 7. (A) kalsit, (B) aragonit, (C) vaterit. Mikrobiyal olusumlarin ve minarellerin yakin
iliskisi ayrica hiicre sekilli gukurlar (D) ve septa (E) goriilebilir. Bakteri ve kristallerin
birbirine olan tutunmasi da goriilmektedir (F) (Lipmann 1973)

Biyocimentolama

Biyoc¢imentolama, toprakta yasayan alkalofilik bakterilerin salgiladigi iireaz
enziminin, iireyi par¢alamasi ve ortamdaki Ca?* iyonuyla birleserek CaCO3 olusturulmasi
olayidir. Biyogimentolamada en 6nemli olgu CaCOgz olusum mekanizmasidir. Dogada CaCO3
olusumuna biyokimyasal reaksiyonlarin katki sagladigi bilinmektedir. Genellikle
biyokimyasal siire¢lerin sonunda olusan minerallerin, asit veya suyla ¢Oziinmelerinin zor

oldugu belirtilmektedir (Gonzalez -Munoz et al. 2000).

Bacillus sphaericus bakterisini kullanarak kireg¢ taslar1 iizerinde, farkli CaCly ve iire
konsantrasyonlarinin etkisini belirlemek i¢in uygulamalar yapilmis ve mikrobiyal CaCOs
¢okelmesinin en fazla oldugu konsantrasyonlarin 50 g/l CaCl» (kalsiyum kloriir) ve 20 g/l iire
igeren soliisyon oldugunu belirtmislerdir. Bunun yani1 sira zamana bagli mikrobiyal aktiviteyi
incelenmis ve zamanla ortamdaki azotlu bilesiklerin miktarmin arttig1 ve Ca?* iyonlarinin ise

azalttig1 belirlemislerdir (De Belie and De Muynck 2008).

Cesitli konsatrasyonlardaki Bacillus pasteurii kullanarak, beton harglara 28 giin
boyunca muamale etmis ve higbir islem gormeyen Orneklerle karsilagtirarak mukavemetin
%33 oraninda arttigini gozlemlemislerdir (Abdel-Gawwad 2012). Ayrica Bacillus
megaterium bakterisi ile ¢alisilmis biyolojik zemin iyilestirmeyi amaglamiglardir (Lee et al.
2013).

Harglara ve betonlara iirolitik bakterileri inokiile etmisler ve lireaz aktivitesine bagl
olusan CaCOgz’lin mukavemeti arttirdigini  belirtilmistir, olusan kalsiyum karbonat

kristallerinin SEM goriintiilerini degerlendirilerek sunulmustur (Achal et al. 2011).
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Kalsiyum kaynagi ve iire olan bakteri siispansiyonunu farkli ortamlardan yerlerden
aldiklar1 topraklara inokiile etmis ve olusan kalsitten dolay1 su gegirimliliginin azaldig: tespit

edilmistir (DeJong et al. 2010).

Mikrobiyal CaCOs Olusum Mekanizmalari ve Biyomineralizasyon

Organik maddelerin yapitaglar1 olan inorganik maddelere doniisebilmesi olay1
mineralizasyon olarak adlandirilmaktadir (Stéhlberg et al. 2006). Mineralizasyon, hem
kimyasal yolla hem de biyolojik yolla dogada hi¢bir miidahale olmaksizin ger¢eklesmektedir.
Biyomineralizasyon ise mikroorganizmalar tarafindan 6zellikle de prokaryotlarin olusturdugu
bir mekanizma olarak tanimlanmustir. Bu siiregte olusan biyopolimerler (Ca?*) iyonuyla
olusturulan CaCOs, CaSOs (kalsiyum siilfat) ve Ca3(POa)2 (kalsiyum fosfat) olan mineralli
bilesiklerdir (Knoll 2003).

Mikrobiyal CaCOs ¢okelmesi sularda, deniz ¢okeltilerinde ve toprakta kendiliginden
gerceklesen bir olaydir (Cafveras et al. 2001). CaCOs ¢okelmesi yer kiirenin hemen her
yerinde karsimiza cikmaktadir (Sekil 8) (Gonzéalez-Muioz et al., 2010). Literatiirde bu

¢okelmenin olusumuyla alakali farkli yolaklar verilmistir (Sekil 9), (Yildirnm vb 2016).
(Dhami et al. 2013; Achal et al. 2015, Bu yolaklar:

e Siilfat indirgeyen bakterilerle yapilan siilfat indirgenmesi

e Nitrat rediiksiyonuyla yapilan denitrifikasyon

e Fotosentez yapabilen Mikroorganizmalarla yapilan siyanobakteriyel fotosentez
e Amonifikasyon

e  Urolotik bakterilerle gergeklesen iire hidrolizi

Son caligmalarla beraber bir¢ok bakteri tiiriiniin biyolojik ¢imentolamada yer aldig
goriilmustir (Li 2015). Bunlar, demir rediiksiyon bakteri (IRB), tireaz pozitif bakteri (UPB)
nitrifiyan bakteri, siilfat rediiksiyon bakteri (SRB) , oligotrofik bakteri ve kalsiyum fosfat
¢okelmesi ile dimorf fitaz-aktif maya tretilmesidir (DeJong et al. 2006; Ivanov and Chu
2008; Chu et al. 2009; Roeselers and VVan Loosdrecht 2010)

Calisma alanmmin ve uygulamalar1 ¢esitlendirebilmek i¢in alternatif bakterilerin

calisilmasi ve degerlendirilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.
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Sekil 8. Farkli metabolizmalar tarafindan indiiklenen mikrobiyal karbonat ¢okelmesi
(Gonzalez-Muiioz et al., 2010)

B. pasteurii disinda farkli mikroorganizmalar kullanilarak yapilan galigmalar da
mevcuttur (Le Metayer-Levrel et al., 1999; Tiano et al. 1999; Rodriguez-Navarro et al. 2003;
Rodriguez-Navarro et al. 2007; Jonkers and Schlangen 2008; De Muynck et al. 2008). Bir
toprak bakterisi olan Myxococcus xanthus, salkim vaterit olusumunda aktif rol oynamaktadir.
CO2 ve NHzs'iin bakteriyel iiretimi ve NHs'lin NHs ve OH'ye doniisiimii, boylece pH ve
karbonat alkalinitesinin artirilmasi, hiicreler etrafindaki mikrogevredeki c¢okelmeyi ve
bakteriyel ylizey iizerine dogrudan akan fizikokimyasal kosullar1 (yiiksek siiperdoyma)
belirlemektedir (Rodriguez-Navarro et al. 2003). Proteus vulgaris biyokiitle biiylimesi i¢in

gerekli olan amonyum seviyesi saglamak igin lireaz kullandigi bilinmektedir (Whiffin 2004).
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Sekil 9. Mikroorganizmalarin CaCO3 olusum mekanizmalar1 (Yildirim vd 2016)

Biyo¢imentolama (biocementation) amaglari igin, en 6nemli ti¢ kriter;

(i) ekonomik tiretimi
(i1) yiiksek diizeyde iireaz aktivitesi

(111) steril olmayan bir ortamda iiretilebilir.

B. pasteurii, bu kriterleri P. vulgaris'ten daha uygun olmus ve bu nedenle
biyomineralizasyon i¢in tercih edilen iireaz iiretici bakteriyal kaynagi olusturmustur. Mevcut
aragtirmalar degerlendirildiginde B. pasteurii iireazin yiiksek amonyum konsantrasyonlarda da
aktif oldugu saptanmistir (Wiley and Stokes 1962, Wiley and Stokes 1963).

Mevcut kaynaklar detayli bir sekilde degerlendirildiginde MICP i¢in en etkili bakteri
olarak B. pasteurii oldukc¢a fazla ¢alisilmistir (Stocks-Fischer et al. 1999; Bang et al. 2001;
Ramachandran et al. 2001; Whiffin 2004; DeJong et al. 2006; Whiffin et al. 2007; Okwadha
and Li 2010; Li 2013).

B. pasteurii, iireaz pozitif bir bakteri olarak tanimlanmistir (Morsdorf and Kaltwasser
1989). B. pasteurii, tireaz aktivitesinin diginda ayn1 zamanda azot asimilasyonunda da
kullanilan bir bakteridir. B. pasteurii, alkalafilik bir bakteri olup optimum g¢alisma pH’s1 9.25

olarak belirlenmistir.
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Siilfat indirgeyen bakterilerle yapilan siilfat indirgenmesi

Genellikle sularda ve toprakta yasamlarini siirdiiren siilfat indirgeyen bakteriler,
ortamdaki organik karbonlu bilesikleri ve siilfat1 SO3?“e (siilfit) ve HCOs ‘e indirgemektedir.
Karasiz bir bilesik olan HCO3™, OH iyonlarina ve CO> gazina doniiserek ortamin asitligini
diigiirerek pH’1 arttirmaktadir. Ortamda bulunan Ca®* iyonlar1 bikarbonat iyonlariyla

birleserek CaCOs3 seklinde ¢okelmektedir (Zhu and Dittrich 2016).

Siilfat indirgeyen bakteriler (SRB=Sulfate Reducing Bacteria), organik karbonu
bikarbonata okside ederken siilfatin siilfiire indirgenmesini saglar, bu sirada pH ve doygunluk
durumu artar (Baumgartner et al. 2006) Ote yandan SRB, siyanobakteriyel camurlarin EPS
(Extracellular polymeric substances)'sini parcalayarak veya hiicrelerden Ca?* atarak yerel Ca?*
konsantrasyonunu artirabilir  (Visscher et al. 2000; Plée et al. 2010). HCOs
konsantrasyonunun artmasi ve Ca®" salinimi ile CaCO3 ¢okelmesini destekler. Ek olarak,
metabolik olarak inaktif SRB hiicreleri, 6rnegin Desulfovibrio desulfuricans susu G20,
heterojen ¢ekirdeklenme yerleri saglayarak kalsiyum karbonat ¢okelmesine neden olabilir
(Bosak and Newman 2003). Hem hiicre yiizeyleri hem de EPS kalsiyum karbonat ¢okelmesini
etkiler (Braissant et al. 2007). Birgok saha ¢alismasinda, siyanobakterilerin aktif oldugu
yiizey tabakalarmin altindaki mikrobiyal matlarda SRB ile karbonat ¢okelmesi gozlenmistir

(Baumgartner et al. 2006).

Siilfat indirgeme yetenegi bulunan Desulfovibrio desulfuricans bakterisini kullanarak
karbon ¢elik boru hattinda bulunan korozyon, CaCOs halinde ¢okeltilmis ve korozyon

degerlerinde ciddi bir diisiis elde etmislerdir (Almahamedh 2013).

Nitrat rediiksiyonuyla yapilan denitrifikasyon

Toprakta bulunan NO2 (nitrit) ve NOs  (nitrat) bilesiklerinin, mikroorganizmalar
yardimiyla aneorobik bir ortamda indirgenmesi sonucu elenmenter azota doniismesi ve NHs
(amonyak) ac¢iga cikmasi olayma denitrifkasyon denilmektedir. Reaksiyonda once NH3
Nitrosococcus ve Nitrosomonas bakteriyle NOs“e, Nitrobacter ise NOsz“i NO2 e
dontistirmektedir. Ortamdaki H* iyonlar1 azalirken, OH™ iyonlar1 tretildigi igin artmaktadir.
Olusan CO2, ortamdaki OH" ve Ca*? iyonlariyla reaksiyona girip CaCOs3 seklinde ¢okelmistir
(Ivanov and Chu 2008; Del Rio et al. 2015).

Anaerobik kosullar altinda nitrat; mikroorganizmalar tarafindan enerji ve hiicre
biiyiimesi i¢in organik bilesikleri oksitlemek igin kullanilir (Martin et al. 2013). Nitratlar

azaltabilen bir dizi bakteri, Bacillus, Alcaligenes, Denitrobacillus, Thiobacillus, Spirillum,
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Micrococcus, Pseudomonas ve Achromobacter'i igerir (Karatas 2008). Denitrifiyerler

genellikle biiylime stratejilerinde esneklik saglayan fakiiltatif anaeroblardir (Karatas 2008).

Siyanobakteriyel fotosentez

Fotosentetik mikroplarin, 6zellikle siyanobakterilerin, biiylik karbonat ¢okeltilerinden
sorumlu olduklar1 kabul edilmektedir. Siyanobakterilerin Diinya tarihinin neredeyse %
70'inde karbonat kayalarinin iiretimine katkida bulunan baglica faktér oldugu tahmin

edilmektedir (Altermann et al. 2006).

Yeryiiziinde karasal ortamlarda, tatli sularda ve denizlerde bulunan ve fotosentez
yetenegine sahip olan mikroorganizmalar siyanobakterilerdir. Kalsiyum karbanot ¢okelmesine

katki sagladiklar1 bilinmektedir (Mavromatis et al. 2012; Rahman and Halfar 2014).

Siyanobakterilerin gergeklestirdigi fotosentez esnasinda, OH™ iyonlar1 ve HCO3
(bikarbonat) arasinda degisim gergekleserek, bikarbonat iyonlari, OH™ iyonlarina ve COz’e
ayrisir ve ortamin bazikligini artirir. Ortamda Ca?* iyonlari ile olusan HCOs™ bilesik olusturur

ve CaCOs ¢okelmesini olusturur (Kamenneya et al. 2012).

Amonifikasyon

Farkli organik atiklarin, 6lii hayvan ve bitki kalintilarinin yapisindaki proteinlerin
par¢alanmasi sonucunda NHz‘lin ortama salinmasi olayina amonifikasyon denilmektedir (Al-
Thawadi 2011). Bu siiregte NH3 ortamin pH’sim arttirarak Ca?* iyonlari ile CO3™ iyonlart
birleserek CaCOs3 olusturmaktadir.

Literatiirde bu mekanizmayla ilgili baz1 ¢alismalar mevcuttur. CaCOs3 olusturdugu
bilinen Myxococcus xanthus, ortamdaki aminoasitleri pargalayarak NHz ve COs™ iyonlarini
olusturmustur ve ortamin bazikliginin arttigin1 gézlemlemislerdir (Rodriguez-Navarro et al.
2003; Gonzalez-Munoz et al. 2010). Miksobakterileri temsil eden bazi tiirler, 6rnegin
Myxococcus xanthus, karbonat ¢okelmesi igin bir ¢ekirdeklenme sablonu olarak islev goriir
(Chekroun et al. 2004). Ana ozellikleri, Gram-negatif, aerobik, patojenik olmayan,
heterotrofik ve ¢ubuk sekilli olmasinin yani sira, amino asitleri tek enerji kaynaklar1 olarak
kullanabilmeleridir (Dworkin 1993; Gerth et al. 2003). Bu toprak bakterileri hemen hemen
tim ortamlarda bol miktarda bulunur ve organik materyalin bozulmasinda 6nemli bir rol

oynarlar (Omar et al. 1995).
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Urolotik bakterilerle gerceklesen iire hidrolizi

Ure aktivitesi toprak bakterileri arasinda yaygindir ve bu, kalsit iiretimi i¢in uygulanan
MICP de en ¢ok kullanilan yaklasim olmustur (Mobley and Hausinger 1989; Stocks-Fischer
et al. 1999; Fujita et al. 2000).

Biyolojik tikanma ve biyolojik ¢imentolanma i¢in en etkili olan yontemin MICP
oldugunu soylemislerdir. Bu siirecte en ¢ok kullanilan tiirlerin ise {ireaz pozitif bakteriler

(UPB) oldugunu belirtmislerdir (Li 2015).

Ureaz enzimi iirenin hidroliz edilmesinde kullanilan ve nitrojen kaynag: elde etmek
icin 6nemli bir yeri olan fosfotriesteraz ve amidohidrolaz grubunda bulunan enzimdir.
Enzimin aktif bélgesinde kofaktor olarak genellikle nikel iyonu (Ni?*) kullanilir (Ciurli et al.
1999).

Sertlestikten sonra, ¢okelmis CaCOs, onlar1 baglayan kum parcaciklar arasinda
kopriiler gorevi goriir ve topragin mekanik 6zelliklerini iyilestirmeye yardimci olur (Harkes et

al. 2010).

Karbonat reaksiyonunda fiire aktivitesi olusacak kiitlenin miktarinda 6nemli bir
etkendir. Ure aktivitesi ayni ortam sartlarmda farkli bakterilerde degisiklik gosterebilmektedir
(Whiffin 2004). Ure aktivitesi sonucunda olusan kiitle, ortam sartlarindan da etkilenmektedir.
Kiitle olusumunda ortamda kirlilik orani arttik¢a kiitle olusumu olumsuz etkilenebilmektedir.

Zeminin steril olarak kullanilmasi farkli bakteri tiirlerinin karsilastirilmasi a¢isindan 6nemlidir

(Whiffin 2004; DeJong et al. 2006).

Ure, omurgalilarin iirettigi baslica azotlu atiktir. Su ve toprak ekosistemlerinde dnemli
bir azot kaynagidir. Ortamda iire yaygin kullanilabilirligi ve azot icin evrensel gereksinimine
yanit olarak, biyotanin ¢esitli bir boliimii lirenin aktivasyonu yoluyla iire hidroliz yetenegi ile
evrimlesmistir. Pek ¢ok bakteri, birka¢ maya tiirii ve Jack fasulyesi (Canvalia ensiformis)
(Dixon et al. 1980), domuz otu (Xanthium spp.) da dahil olmak tizere bir dizi yiiksek bitkide
cogalma meydana gelmektedir. Ornegin; kazayag: (Chenopodium album) (EI-Shora 2001) ve
dut yapragi (Morus alba) gibi (Hirayama et al. 2000).

Ure, mantarlar (Aspergillus sp., Coprinus sp., Neurospora sp., Penicillium sp. ve
Ustilago sp.), Bacillus (Bacillus lentus, B. pasteurii ) dahil olmak tizere farkli cinse veya tiire
ait ¢esitli mikroorganizmalar igin bir azot kaynagidir. Bacillus (B. sphaericus ve B. subtilis),
Lactobacillus (Lactobacillus reuteri, L. animalsi, L. fermentum), Streptococcus salivarius,
Streptococcus mitior, Streptococcus thermophilus ve Staphylococcus epidermidis),

Nitrosomonas ve Nitrosospira tiirleri, mor siilfiir ve siilfiir olmayan bakteriler (Rhodobacter
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capsulatus), siyanobakteriler (Anabaena cycadae, A. cylindrica, A. doliolum, A. variabilis,
Anacystis nidulans, Spirulina maxima, Nostoc calcicola, N. muscorum ve Brevibacterium
ammoniagenes) ve Actinomycetes (Streptomyces aureofaciens) (Hasan 2000). Mikrobiyal
iireaz aktivitesi sicaklik, pH (asit-lireaz aktivitesi hari¢ 7 - 8.7 optimal), iire konsantrasyonu ve

son liriin amonyak, karbon kaynagi ve inkiibasyon siiresinden biiyiik 6l¢iide etkilenir (Hasan

2000).

Olusacak kiitle ortamda bulunan karbonat ile kalsiyumun reaksiyonu sonucunda
olustugundan kalsiyumun artmasi ile olusacak kiitle miktar1 da artacaktir (Okwadha and Li
2010). Bir diger etkende sivi besiyeri ve ortam pH degeridir. pH degeri de iire aktivitesi
tizerinde etkili olmustur (Whiffin 2004). Bir¢ok bakteri kendi mikrobiyal aktivitesi ile {lireaz
enzimi TUretebilecek kapasitededir (Mobley et al. 1995). Besinler bakterilerin enerji
kaynaklaridir ve dolayisiyla besinler kalsit tireten bakteriler i¢in 6nemli bir yere sahiptir.
Zemine uygulama ve kiiltiir asamasi siiresince bakteri igin besin saglanmalidir (Ng et al.
2012). Bakteri icin gerekli besinler genel olarak CO2, N, P, K, Mg, Ca, Fe vd. icermektedir
(Mitchell and Santamarina 2005).

Uygulamanin nasil yapilacagi zeminde homojen bir yapmin elde edilmesi acisindan
Oonemlidir. Zeminlere {istten siiziilerek yapilan uygulamalarda kiitle olusumu zemin icerisinde

homojen bir yapiya sahip olmamistir (Whiffin et al. 2007; Cheng and Cord-Ruwisch 2012).

Zemine daldirilarak uygulama yapilmasinda ise daha iyi sonuglar alinmistir ve bunun
sebebinin de kalsiyum karbonat reaksiyonunun zemin igerisinde devam etmesinden
kaynaklandigr distiniilmiistiir (Cheng and Cord-Ruwisch 2012). Siiziilerek yapilan
uygulamada homojen bir yap1 elde edilemediginden derinlik arttikga porozite degiskenlik

gostermistir (Whiffin et al. 2007).

Zemin uygulamasinda iireaz {ireten bakterinin geometrik uyumu zemin uygulamasinda
bakterinin transferi i¢in onemlidir. Zemin karisimi ve bakterinin boyutlarina bagli olarak
kiiciik bosluklardan rahat gecis sinirlanabilir (Ng et al. 2012). Ure aktivitesi bakteriler
arasinda yaygindir ve bu, kalsit {iretimi i¢in uygulanan MICP i¢in en ¢ok kullanilan yaklagim

olmustur (Mobley and Hausinger 1989; Stocks-Fischer et al. 1999; Fujita et al. 2000).

Ure hidrolizi, iire ile suyun reaksiyona girdigi ve iyonik iiriin {irettigi kimyasal bir
reaksiyondur. Bu reaksiyon Kalsiyum iyonu (Ca*?) varliginda yapildigi zaman, kalsiyum

karbonat tortusu olusmaktadir. ( Kalantary and Kahani 2015).

Mikrobiyal iireaz, eriyik amonyum ve inorganik karbon ve CO: iiretmek i¢in iireyi

hidrolize eder. Cevreleyen malzemeye salinan amonyak, pH'1 arttirir ve kalsiyum agisindan
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zengin bir ortamda ¢oziinmeyerek CaCOs3 birikmesine yol agmaktadir. Kantitatif olarak, 1 mol
tire hiicre i¢i 2 mol amonyuma hidrolize olmaktadir (Hall-Stoodley et al. 2004; Patro et al.
2015).

CO(NH2)2+ 2H20 ——2NH,*" + COg*~ 1)
Ca;" + CO3z*” —— CaCOs (2)

Bu reaksiyonlar, iireazin aktivitesini kontrol eden dogal cevresel faktorlerin etkisi
altinda meydana gelmektedir. Subsurfacebacterial popiilasyonlar enjeksiyon ile yerine
konabilir (DeJong et al. 2006) veya besin maddelerinin enjeksiyonu ile uyarilabilir (Fujita et
al. 2000).

Ureaz enzimi, bazi mantarlar, bakterilerde, bitkilerde ve alglerde bulunmaktadir
(Berns 1966; Mobley and Jones 1989; Olszewsk et al. 2004; Abe and Kawashima 2015) ve
genellikle toprak enzimi olarak da bilinmektedir. Bakterilerin rolii lireaz enzimini saglamak
oldugundan, iireaz enzim aktivitesi bakteri aktivitesi olarak kabul edilmektedir ve tire
hidrolizi orantyla 6lgiilebilmektedir ve iire hidrolizinin, suyun varliginda tire ile amonyum ve
karbonat iyonlarina doniistiiriilmesini icermektedir. Ureaz enzim aktivitesini 6lgmek igin
zamanla elektriksel iletkenlikteki degisim hizinin orani 6l¢iilmiistiir (Kalantary and Kahani
2015). CaCOs ¢oktiirme tekniginde bakteriyel hiicreleri kullanilmaktadir. Bakteriler ya
yiiksek oranda iireaz enzimi iiretmektedir ya da saflastirilmis enzimi dogrudan iiretmektedir

(Harkes et al. 2010).

Azot asimilasyonu disindaki amaglar icin iireaz kullanan organizmalar, genellikle,
enzim Uretiminin enerji verimli hale getirilmesi icin yiiksek seviyelere lireaz iiretme ve / veya
degisken olarak iiretme kabiliyetine sahiptir. Ornegin, Yersina enterocolitica ve Morgenella
morganii normal olarak diisiik seviyelerde iireaz gosterirler, fakat diisiik pH'li kosullar altinda
tireaz, diisik pH mide sulart boyunca bagirsaklari kolonize etmek lizere gecis sirasinda

hayatta kalmaya yardimci olmak i¢in yiiksek seviyelerde indiiklenir (Bibi 2018).

Mide iginde diisiik pH mide sularmin bir sakinleri olan Helicobacter pylori, hiicre
yiizeyinde sadece hiicre i¢i degil ayni zamanda hiicre dis1 {ireaz igerir. Hiicre dis1 lireaz,
midenin diisiik pH ortamindan, hiicre yiizeyine yakin amonyum iiretiminden {iretilen daha
notral pH'li bir mikro ortam saglayarak koruyucu bir rol oynar (Marshall et al. 1990; Dunn
and Griitter 2001). Fakat Helicobacter pylori patojinetesi yiiksek bir bakteri oldugu igin
kullanilmas:  risklidir.  Bacillus sphaericus, Bacillus megaterium, Diaphorobacter
nitroreducens tiirleri de iire hidrolizi yapan bakterilerdendir (Dhami et al. 2013; Achal and
Mukherjee 2015).
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Zemin igerisinde gerceklesen reaksiyonu ve olusan CaCO3z miktariin belirlenmesi
zeminlerin iyilestirme i¢in kritik deger tasimaktadir. Bu nedenle ilgili reaksiyonlarin kantitatif
degerlendirmelerinin yapilabilmesi icin ¢esitli analizler yapilabilmektedir. Ornegin iireaz
aktivitesini amonyum konsantrasyonuna bagli olarak Olgebilen Nessler yoOntemi
kullanilmaktadir. Zamanla 6l¢timii kolaylastirmak i¢in ilk metotta g¢esitli modifikasyonlar
yapilmistir. (Rowshanbakht et al. 2016). Ureaz aktivitesi disinda zeminde kiitle degisimi ve
olusan CaCO3 miktar1 da 6lgiilebilir. Bu islem igin etiivde kurutulmus zemin giiclii asitler ile

muamele edilerek olusan kiitle farklar1 6l¢iilebilmektedir (Lee et al. 2013).
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MATERYAL ve YONTEM

Materyal
Kullanilan alet ve cihazlar
Calisma esnasinda kullandigim cihaz ve aletler:

Inkiibator (Binder BD53, GERMANY)

Steril Kabin (Esco AC2-4E1, SINGAPORE)

Otoklav (HMC Hirayama Hiclava HV-50L, JAPAN)

pH Metre (InoLab pH730 wtw Series, GERMANY)
Calkalayici (Zhicheng ZHWY-200B, CHINA)

Hassas Terazi (Mettler Toledo AL204, CHINA)

Magnetik Karistiric1 (Daihan Scientific MSH 20A, KOREA)
Derin Dondurucu (Nuaire -86 Ultralow Freezer, NU6613W37, U. S. A.)
Buzdolab: (Beko BK9470, TURKIYE)

Vorteks (Heidolph Reax Top, GERMANY)

Saf Su Cihaz1 (GFL 2004, GERMANY)

Santrifiij (Hettich Mikro 22R, GERMANY)

Dikey Tiip Karistiric1 (GFL 3025, GERMANY)

Peristaltik pompa (SEKO PPR0004A 1235 A, TURKIYE)

Uygulamada Kullanilan Bakteri izolat

Kalsiyum karbonat reaksiyonunun ger¢eklesmesinde iireaz aktivitesinin yiiksek
oldugu ve g¢okelmede rol aldigi bilinen in vitro ortamda kalsiyum karbonat ¢oktiirebilen
Viridibacillus arenosi K64 (GenBank ID:KR873397) bakterisi kullanilmistir. Bu izolat
magaralardan izole edilmis ve kalsiyum karbonat ¢okeltisi olusturdugu bilinen bir bakteridir.
Bakteri hareketli, Gram pozitif, iireaz pozitif ve aerop bir bakteridir. Bakterinin boyutu 1 ile
2,5 um arasinda degismektedir. Bakterinin tanisi 16S rDNA dizi analizleri kullanilarak
yapilmigtir. Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde bulunan Molekiiler
Biyoloji ve Bakteriyoloji Laboratuvarindan temin edilmistir. Bakterinin yogunlugu TSB besi
ortaminda spektrofotometre analizi ile 1-2 x 10° cfu/ml olarak bulunmustur (Baris 2009) .
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Uygulamada kullanilan kiiltiir ortam ve c¢ozeltilerin hazirlanisi

Tripticase Soy Agar (TSA): 40 g tripticase soy agar karisimi 1 L saf su igerisinde
konulup, besiyeri steril etmek i¢in otoklava atilmistir. 45- 50°C’ye kadar sogumasi
beklendikten sonra steril edilmis petrilere dokiilerek katilasmasi beklenmistir. Stok kiiltiirden
steril bir ortamda Ozeyle alinan bakteri petrilere ¢izgi ekim yapilarak 30°C etiivde

inkiibasyona birakilmigtir.

Triypticase Soy Broth with Urea (TSB+U): Trypticase Soy Broth, 30 g/L; iire, 20
g/L; MnSO4+.H20, 12 mg/L; NiCI2:6H20, 24 mg/L igerigi bulunan sivi besiyeri
kullanilmustir. Ure harig diger biitiin kimyasallar steril olmast i¢in otoklava atilmistir. Ure elde
ve steril bir ortamda 0,45um filtreden gegirilerek oda 1sisindaki sivi besiyerine eklenmistir.
Steril bir ortamda stok kiiltiirden 6zeyle alinan bakteri besiyerine ekilerek 48 saat boyunca

100 rpm’de inkiibasyona birakilmigtir (Akoguz 2019).

HCI Asit Cozeltisi: 405 ml %37’lik ticari HCI (Hidro klorik asit) dikkatli bir sekilde

595 ml saf su tizerine dikkatli bir sekilde dokiilerek hazirlanmagtir.

Izotonik Céozelti: 8,5 g NaCI (Sodyum kloriirit tuzu) hassas terazide tartilip saf suyla
1 L ye tamamlanip daha sonra tiiplere esit bir sekilde konulup steril etmek i¢in otoklava

atilmstir.

Nessler Cozeltisi: 100 gr Hgl> ve 70 gr KI saf suda ¢ozdiiriildii, 160 gr NaOH ihtiva
eden 500 mL saf suya dikkatli bir sekilde ilave edilmis (oda sicakliginda olacak sekilde) ve
1000 mL’> ye tamamlanmistir. Kapakli cam kap (pyrex) igerisinde gilines 1s1§ina maruz

kalmamasi i¢in buzdolabinda + 4°C’de 1 y1l saklanabilir.

Kaliplarin ve Deney Ortaminin Hazirlanmasi

Zeminler 38 mm g¢apinda 150 mm yiiksekligindeki kaliplara %35 siklikla
yerlestirilmistir. Zeminlerin alt ve list kistmlarinda homojen bir dagilim gostermesi igin gakil
(10 mm yiiksekliginde) ve siinger kullanilmistir. Ug tane kalip hazirlanmistir. Deney aninda
stok soliisyon ve /veya kiiltiir ortam1 1. Seviyedeki peristaltik pompalara silikon hortumlar
yardimiyla iistten verilmistir. Permabilite azalmaya bagladiginda istten tasan sivi tekrar
hortumlarin yardimiyla alttaki kaba iletilmistir. Bu ¢evrim 10 ve 12 giin boyunca devam

etmistir (Sekil 10).
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Sekil 10. Deney diizenegi
Zemin

Yapilan ¢aligsmalarda genellikle ticari silis kumu kullanilmistir. Calismamizda ASTM
E 11 standardina gore ticari silis kumu kullanilmistir (Sekil 11). 0,1 — 0,5 mm tane boyutlu
silis kumu zemin kullanilmigtir ve Tablo 2’de verilmistir(Akoguz 2019). Zeminler igin

kullanilan kum otoklavda steril edilerek kullanilmistir

Sekil 11. fyilestirmede kullamilan silis kumu (Akoguz 2019)
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Tablo 2. Kullanilan zemine ait analiz sonuglar1 (Akoguz 2019)

Ozgiil agirlik ? 2,65
e max 0,86
e min 0,61
Rolatif Sikilik (%) 35

Dio® 0,18
Dao® 0,2

Deo® 0,22
Uniformluluk katsayisi, Cu® 1,22
Derecelenme katsayist, CcP 1,01
Zemin Siniflandirmasi (USCS) SP

3ASTM D854-14, YASTM D2487-11, SP(Kétii derecelendirilmis kum)

Yontem
Ureaz aktivitesi icin standart grafik olusturulmasi

Ureli besiyerine inokiilasyonu yapilan bakteriler ve 48 saat 120 rpm hizinda 25 °C’de
calkalayicida inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra standart ¢ozeltiler i¢in 6 adet tiipe 1 ml’si
1,0 mg amonyak azotuna karsilik gelen stok amonyum ¢ozeltisinden (3.82 g/L NH4Cl) 0;3;
0,7; 1,0; 2,0; 3,5; 5,0 ml eklenerek 50 ml’ye tamamlanmistir. Uzerine 1°er ml Nessler reaktifi
(1 g HgCly; 2,5 g KI; 6 g KOH; 30 mL saf suda ¢oziildii ve filtre ile steril edildi ) eklenmistir.
Omek ¢ozeltiye (Kkiiltiir, siiziintii sivisi, uygulama sonrast olusan zemin) de aym islem
uygulandi. Ornek ¢ozeltide olusan renk 450 nm'de spektrofotometrede dl¢iildii ve olusturulan
standart grafife karsi okunurak esdeger amonyak olusumu sayisal olarak belirlenmistir.
Zemin uygulamalar1 bittikten sonra elde edilen zeminlere de aynmi islem uygulanmis ve

bakterinin kiiltiiriinde ve zemindeki tireaz aktivitesi karsilagtirnmistir (Prescott et al. 2002).

Ureaz aktivitesinin belirlenmesi

numune konsantrasyonuxgozelti hacmi

Ureaz aktivitesi: mM /dk (Zusfahair et al.

enzim hacmiXtest hacmixinkiibasyon siresi

2018) formiiliiyle hesaplanmustir.

Numune konsantrasyonu: 425 nm’de okunan absorbans degeri mL/dk
(Cozelti hacmi: Santrifiij edilen numune

Enzim hacmi: Santrifiij edildikten sonra kalan kisim(siipernatant)
Test hacmi: Nessler ayiract

Inkiibasyon siiresi: Nessler ayiract konulduktan sonra beklenilen siire
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a) Zeminlere verilen Kkiiltiirlerin 48 saatlik iireaz aktivitesi

Ureaz aktivitesi igin; TSB (iiresiz), TSB+U (iireli), TSB + CaCl. besiyerlerine bakteri
ekimi yapildiktan sonra 120 rpm‘de 35 C ‘de inkiibasyona birakildi. Her besiyerden 5 ml
aliarak 6000 rpm’de 5 dk oda sicakliginda santrifiijlenmistir ve olusan siipernatant kuvars
kiivetlere konulmus ve iizerine 0,1 ml Nessler ayiract dokiilerek 450 nm dalga boyunda
absorbans degerleri 6l¢iilmiigve buna bagli lireaz aktiviteleri hesaplanmistir. Bu islem her saat

bast (12. saate kadar) tekrarlanmistir. 24. ve 48. saatin sonunda da Ol¢iim yapilarak

kaydedilmistir (Zusfahair et al. 2018).
b) Zeminlere verilen Kkiiltiirlerin iireaz aktivitesi

TSB besiyerine ekilen V. arenosi bakterisi 48 saat 100 rpm’de inkiibasyona
birakilmistir. 48 saat sonunda sivi kiiltiirtine 1,5 M iire (filtre ile steril edilmistir) + 0,75 M
CaCl eklenerek 24 saat daha ayni sartlar altinda inkiibasyona birakilmistir. Gelisen bakteri
siispansiyonundan 10 giin boyunca her giin ayn saatte; steril mikropipetle 4,5 ml 6rnek alinip
santrifiij tiiplerine konuldu. Tiipler 6000 rpm’ de 5 dk oda sicakliginda santrifiij edildi.
Siirenin sonunda tiiplerden siipernatant kismi alinarak 4 ml’lik kiivetlere konulmus ve tizerine
0,06 ml Nessler ayiract konulduktan sonra 450 nm’de anlik ve 1 dk sonundaki absorbans
degerleri belirlenmistir (Rowshanbankht et al. 2016; Zusfahair et al. 2018).

Zeminlere verilen TSB ve TSB + CaCl> kiiltiirlinden 5 ml alinarak eppendorflara
konuldu 6000 rpm’de 5 dk oda sicakliginda santrifiij edilmistir. Stirenin sonunda elde edilen
stipernatant kiivetlere konularak tizerine 0,6 ml Nessler ayiract konuldu ve numunelerin 425
nm’de aninda ve 1 dk’nin sonunda absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir ve buna baglh {iireaz

aktiviteleri ol¢tilmiistiir.
C) Zeminlerden gecen Kiiltiir siiziintiisiiniin iireaz aktivitesi

Bir numarali numuneden gegen kiiltilir siiziintlisii 10 giin boyunca her 24 saatte 5g
aliarak 6000 rpm’de 5 dk oda sicakliginda santrifiij edilmistir ve siipernatant kismi1 alinarak
Nessler ayiraci ile muamele edilmistir. 450 nm’de anlik ve 1 dk sonunda olusan absorbans

degerleri Ol¢tilmiistiir.

Bagka bir zemin (2 numarali zemin) i¢in uygulama 12 giin boyunca siirmiistiir. Zemine
48 saat boyunca; bakteri asilanmig TSB kiiltiirii verilmistir. 48. saatten itibaren kiiltiirlere TSB
+ TSB + CaCl. verilmistir ve ¢evirim 10 giin boyunca silirmiistiir. Zeminlerden gecen
kiiltiirlerden altta biriken stiziintiiden her 24 saatte 5 g alinmistir ve 6000 rpm’de 5 dk oda
sicakliginda santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatanta 0,06 ml Nessler ayiraci konularak

450 nm’deki absorbans degerleri 6lgiilmiistiir.
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Uygulama yapilan zeminlerden her 24 saatlik dilimlerde 10-12 giin boyunca zeminden
gecen kiiltiir sliziintlisiinden 5 ml alind1 ve numuneler eppendorflara alinarak 6000 rpm’de 5
dk oda sicakliginda santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernant kiivete alindiktan sonra {lizerine
0,1 ml Nessler ayiract konulmus ve 450 nm’de anlik ve 1 dk’nin sonundaki absorbans

degerleri dl¢tilmistiir (Rowshbank et al. 2016; Zusfahair et al. 2018) .

Zeminlere uygulanan kiiltiirlerin pH degisimlerinin izlenmesi
a) Zeminlere verilen kiiltiirlerin 48 saatlik pH degisimi

Zeminleri iyilestirmede kullanilan kiiltiirlerden her saat bas1 (12. saate kadar) , 24. saat

ve 48. saat sonunda 5 mL alinarak pH degerleri dl¢iilmiistiir.
b) Zeminlere verilen kiiltiirlerin pH degisimi

Zeminlere verilmek i¢in hazirlanan kiiltlir ortamlar1 bakteri ekimi yapildiktan sonra
120 rpm’de 12 saat inkiibasyona birakilmis ve her giin ayni saatte pH degerleri dl¢iilmiistiir ve

kaydedilmistir.
C) Zeminlerden gecen Kkiiltiir siiziintiisiiniin pH degisimi

Iyilestirme yapilan zeminlerden gegen kiiltiir ortami her giin aymi saatte alinnmis ve pH

degerleri Olciilerek kaydedilmistir.

Kalsiyum karbonat olusumunun oél¢iilmesi

Kalsiyum karbonat miktarinin belirlenmesinde asitle muamele edilmesi sonucunda
olusan agirlik miktar1 baz alinmistir. Kalsiyum karbonat yiizdesini belirlemede bir¢ok teknik
bulunmaktadir. Bu teknigin kullanilmasmin sebebi gerekli materyallerin bulunmast ve

uygulamanin kolay olmasidir (Lee et al. 2013).

Hazirlanan numunelere 12 giin boyunca TSB ve TSB + CaClz ile muamele edildikten
sonra numuneler etiivde 35°C 15 giin boyunca kurumaya birakimigtir. Zeminler kuruduktan
sonra esit miktarda tlige boliinmiistiir ve numunelerin {st, orta ve alt kisimdan 5 g alinarak (A)
HCI asit ile muamele edilmis ve olusan CaClz’nin ¢dziinmesi saglanmistir. Zeminler, asitten
uzaklagtirllmak i¢in saf suyla defalarca yikanmistir. Boylelikle ¢oziilebilen biitlin kalsiyum
kaynaklar1 zeminlerden uzaklastirilmis oldu. Zeminler 35°C’de kurumaya birakildi. Kuruyan
zeminler (B) tartilmis ve son agirlik ilk agirliklarindan ¢ikarilarak elde edilen sonug asagidaki
formiille hesaplanarak; olusan CaCl, belirlenmistir (Choi et al 2017a).

Kalsiyum karbonat yiizdesi (%) = 100 — (B/A) x 100
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CaCOs ¢okelmesi sonucu olusan zeminlerdeki canhilik aktivitesinin belirlenmesi.

12 giin boyunca TSB ve TSB+CaCl: kiiltiirleriyle muamele edilen zeminler, 35°C deki
etiivde 15 giin boyunca kurutulmustur. Kurutulan bu zeminlerden 1 g alinarak steril ortamda
diliisyon yapildi. 107, 102, 103, 104, 10 ‘lik bakteri siispansiyonlarmdan mikropipetle 1 ml
cekilerek, drigalski spatula ile TSA besiyerine ekim yapildi. Petriler 35°C inkiibasyona
birakildi. 16 saatin sonunda kiiltiir ortaminda sonunda hem canlilik hem de gram zemindeki

bakteri sayis1 belirlenmistir (Prescott et al. 2002).
Bakteri Yogunlugunun Belirlenmesi

Kullandigimiz TSB, TSB +Ure, TSB + Ure +CaCl; besiyerlerine steril ortamda bakteri
ekimi yapildi ve 100 rpm’de oda sicakliginda inkiibasyona birakilmis ve her saat basi 5 g
alinarak eppendorflara konulup ve 6000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilmistir. Olusan
siipertanant kuvars kiivetlere alinarak spektrometrede 600 nm dalga boyunda o6l¢iildii ve
bakteri yogunluklari tespit edilmistir. Bu islem 12. saat (her saat bas1) , 24. saat ve 48. saatin
sonunda tekrarlanmistir (Prescott et al. 2002).

Iyilestirme yapilan zeminlerin mukavemet testi

Uygulama sonrasi kaliplardan dikkatli bir sekilde ¢ikarilan kurumus zeminlerin
mukavemeti serbest basing deneyiyle ASTM D2166 baz alinarak Atatiirk Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Insaat Miihendisligi Geoteknik Laboratuvarlarinda yaptirilmustir.
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ARASTIRMA BULGULARI

Ureaz Aktivitesi I¢in Standart Grafik Olusturulmasi

Stok amonyum ¢ozeltisinin Nessler reaktifiyle etkilesimi sonucundaki degerler 425

nm’de spektrofotometrede okunmustur (Sekil 12).
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Sekil 12. Amonyum konsantrasyonu standart grafigi
Ureaz Aktivitesinin Belirlenmesi
a) 48 saatlik iireaz aktivitesi

Zeminlere uygulanan besiyerlere bakteri inokiilasyonu yapildiktan sonra her saat basi
(12 saat), 24. saat ve 48. saate 450 nm’de absorbans degerleri 6l¢iilmiis ve buna bagl iireaz
aktivitesi hesaplanmistir. Ureaz aktivitesi i¢in 450 nm’de 6l¢iilmiis ve buna karsilik gelen
degerler Tablo 3’te verilmistir. Absorbans degerleri ise Sekil 13’te verilmistir. Ureaz

aktivitesi hesaplanmis ve Sekil 14’te verilmistir.
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Tablo 3. Zeminlere verilen kiiltiirlerin Asso nm’deki absorbans degerleri (48 saatlik)

Saat TSB —Auso TSB-As0  TSB+Ure- TSB+Ure- TSB+Ure+ TSB+Ure+C
Aninda 1 dk Sonra Auso Auso CaCly.Auso aCly.Asso
Aninda 1 dk Sonra Aninda
1.Saat 0,867 1,050 0,488 0,538 1,734 1,845
2.Saat 0,878 1,062 0,571 0,661 1,937 2,144
3.Saat 0,681 0,768 0,554 0,671 2,049 2,186
4 .Saat 0,794 0,905 0,580 0,686 1,324 1,633
5.Saat 0,844 0,988 0,616 0,792 2,057 2,184
6.Saat 0,990 1,137 0,787 0,988 2,092 2,171
7.Saat 1,145 1,265 0,870 1,956 1,945 2,048
8.Saat 1,246 1,360 0,921 1,080 1,808 1,893
9.Saat 0,990 1,054 1,017 1,121 1,777 1,854
10.Saat 0,731 0,894 0,490 0,621 1,915 2,031
11.Saat 1,246 1,616 1,246 1,372 1,803 1,912
12.Saat 1,752 1,852 1,327 1,589 1,457 1,682
24 .Saat 0,857 0,970 0,528 0,618 1,444 1,563
48.Saat 0,977 1,089 0,633 0,755 1,135 1,223
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Sekil 13. Zeminlerde kullanilan kiiltiirlerinlerin A4so nm’deki absorbans degerleri (48 saatlik)
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Sekil 14. Zeminlerde kullanilan kiiltiirlerin tireaz aktiviteleri (48 saatlik)
b) Zeminlere uygulanan kiiltiirlerin iireaz aktivitesi

Calisma i¢in ii¢ kalip hazilanmis ve diizenekler tamamlanarak kiiltiir i¢eren soliisyon
dongiileri baglatilmistir. Ancak hazirlanan zeminlerden bir tanesi peristaltik pompanin
ttkanmasi sonucu basarili bir sekilde tamamlanamistir. Elde ettigimiz biitiin sonuglar iki
numunenin ortalamasi alinarak hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 4’te verilmistir. Bakterinin
zemin disindaki 450 nm’deki absorbans degerleri Sekil 15°te verilmistir. Degerlere baglh

olarak iireaz aktivitesi hesaplanmig sonuglar Sekil 16°da verilmistir.

Tablo 4. Zeminde kullanilan kiiltiirlerin zemin diginda Asso nm’deki absorbans degerleri

Giin TSB+Ure-Auso TSB+Ure-Aso  TSB+Ure+CaCl,.  TSB+URE+CaCl..
Aninda 1 dk sonra Auso Aninda Auso
1.Giin 0,255 0,510 1,100 1,250
2.Giin 0,276 0,500 0,905 1,107
3.Giin 0,240 0,322 0,786 1,009
4.Giin 0,215 0,230 0,641 0,754
5.Giin 0,232 0,254 0,514 0,614
6.Giin 0,200 0,248 0,412 0,517
7.Giin 0,201 0,230 0,381 0,419
8.Giin 0,445 0,495 0,517 0,672
9.Giin 0,517 0,640 0,614 0,783
10.Giin 0,602 0,694 0,617 0,668
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Sekil 15. Zeminde kullanilan kiiltiirlerin A4so nm’deki absorbans degerleri
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Sekil 16. Zeminde kullanilan kiiltiirlerin {ireaz aktivitesi

C) Zeminlerden gegen Kkiiltiir siiziintiisiiniin iireaz aktivitesi

1 numarali zeminden gegen TSB kiiltiirlerin 450 nm’de 6lgiilen degerleri Tablo 5’te,
TSB+CaCl; kiiltiiriiniin degerleri ise Tablo 6’da verilmistir. 1 numarali numuneden gegen
TSB+CaCl; kiiltiiriiniin 450 nm’deki absorbans degerleri Sekil 17°de, TSB ise Sekil 18’te
verilmistir. Ureaz aktivitesi ise Zusfahair et al. 2018 formiiliiyle hesaplanmistir. 1 numarali

numuneden gegen TSB+CaCl; kiiltiiriiniin tireaz aktivitesi Sekil 19°da, TSB ise Sekil 20°de

verilmistir.
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Baska bir zemin (2 numarali zemin) i¢in uygulama 12 giin boyunca siirmiistiir. 450

nm’deki degerleri lglilmistiir (Tablo 7).

Tablo 5. Zeminlerden gecen TSB kiiltiiriiniin Asso nm’deki absorbans degerleri

Giin NHs Aninda 1 dk Sonundaki Deger
1.Giin 0.274 1,250
2.Giin 0,288 1,127
3.Giin 0,242 0,900
4.Giin 0,117 0,272
5.Giin 0,232 0,230
6.Giin 0,21 0,241
7.Giin 0,212 0,277
8.Giin 0,44 0,511
9.Giin 0,602 0,721
10.Giin 0,411 0,667

Tablo 6. Zeminlerden gegen TSB+CaCl; kiiltiiriiniin As4so nm’deki absorbans degerleri

Giin Anmindaki Deger 1 dk Sonundaki Deger
1.Giin 1,126 1,250
2.Giin 0,961 1,127
3.Giin 0,474 0,900
4.Giin 0,206 0,272
5.Giin 0,222 0,230
6.Giin 0,221 0,241
7.Giin 0,200 0,277
8.Giin 0,456 0,511
9.Giin 0,658 0,721
10.Giin 0,626 0,667
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Sekil 17. Zeminlerden gecen TSB+CaCl; kiiltiiriiniin A4so nm’deki absorbans degerleri
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Sekil 18. Zeminlerden gecen TSB kiiltiiriiniin A4s0 nm’deki absorbans degerleri
2 numarali numunenin Asso nm’deki absorbans degerleri 6l¢lilmiis (Sekil 21) ve buna

bagli lireaz aktiviteleri materyal metod kisminda belirtilen formiille hesaplanmistir (Sekil 22).

36



30

25

20

15 e=gmwNH4 O sn
ehd»NH4 1 DK

10

TSB+CaCl,-Ureaz Aktivitesi mM iire/dk

1.Gdn 2.Gun 3.Gun 4°@# “@lin 6.G4Gn 7.Gin 8.Gin 9.Gun 10.Gln

-5

Sekil 19. Zeminlerden gecen TSB+CaCl; kiiltiiriiniin iireaz aktivitesi (1 numarali numune)
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Sekil 20. Zeminlerden gecen TSB Kkiiltiiriiniin iireaz aktivitesi (1 numarali numune)
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Tablo 7. Zeminden gegen kiiltiiriiniin 450 nm’deki absorbans degerleri (2 numarali numune)

Giin Amindaki Deger 1 dk Sonundaki Deger
1.Giin 0,876 1,018
2.Giin 0,661 0,750
3.Giin 0,863 0,952
4.Giin 1,030 1,034
5.Giin 0,980 1,004
6.Giin 0,932 0,968
7.Giin 0,918 0,934
8.Giin 0,964 1,021
9.Giin 0,932 1,035
10.Giin 0,936 1,048
11.Giin 0,876 0,900
12.Giin 0,807 0,867
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Sekil 21. Zeminlerden gegen kiiltiiriin absorbans degerleri (2 numarali numune)
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Sekil 22. Zeminlerden gegen kiiltiirlerin tireaz aktivitesi (2 numarali numune)
pH Degisimi

a) 48 saatlik pH ol¢iimii

Ph 6l¢limii uygulama siiresinde her saat basi(12 saat), 24.saat ve 48.saatte yapilmistir.

Olgiimlerde ph degerlerinin genel olarak uygulama siiresince diistiigii kaydedilmistir (Sekil

23).
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Sekil 23. 48 saat boyunca olusan pH degerleri
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b) Kiiltiirlerin zemin disindaki pH degisimi

Her 24 saatte zemin disindaki pH degisimi kaydedilmistir (Sekil 24).
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Sekil 24. Kiiltiirlerin zemin disindaki pH degisimi

C) Zeminlerden gecen kiiltiir siiziintiisiiniin pH degisimi

Cevirim boyunca her 24 saatte pH degerleri oSl¢iilmiistiir (Sekil 25). Uygulama
stiresince 1 numarali zeminden gegen Kkiiltlir siizlintisinin pH sonuglart Sekil 26’da

verilmistir.
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Sekil 25. Bir numarali numunenin 10 giinliik pH degisimi
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Sekil 26. Iki numarali numunenin uygulama siiresince pH degisimi (2 numarali numune)
Kalsiyum Karbonat Olusumu

Zemin iyilestirmesi yapilan numunelerin alt, orta ve {ist kisimlarindan alinan
zeminlerin kalsit miktarlar1 belinlenmistir. Buna bagli olarak zemin uygulamasi sonucunda
zeminde meydana gelen kalsit miktarlarinin dagilimi bulunmustur ve sonuglar Sekil 27°de
gosterilmigtir. Kalsiyum karbonat miktarlari numunenin yerine gore farklilik gdsterdi.
Kalsiyum karbonat miktarinin farkli olmasinin sebebi akis hizi; yilizey alani, sicaklik vb.

degiskenlerin olmasindan kaynaklanmistir (Choi et al 2017Db).

Numunelerin alt, orta ve ist kisimlarindan 5 g alinmis (A) ve HCI ile muamale
edilmistir. Burada amag; olusan kalsit miktari asitle eriterek olusan kalsit miktarini
ogrenmektir. Daha sonra numuneler defalarca saf suyla yikanarak temizlenmistir. Zeminler

etiivde kurutulmus(B) ve kuru agirliklar hassas terazide tartilmistir.
Olusan kalsit miktari;

Kalsiyum karbonat miktar1 = B-A
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Sekil 27. Numunelerin kalsit miktarlar
Canlihk Aktivitesi

Uygulama yapilan zeminlerin alt, orta ve iist kisimlarindan alinan orneklerden TSA
besiyerine ekim yapilmustir. 16 saat boyunca 35 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda ¢ikan bakteri kolonileri biiytlikliiklerine gore tasnif edilmistir. 1 numarali zeminin

sonuglar1 Tablo 8’de, 2 numarali zeminin sonuglar1 Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 8. Bir numarali zemindeki bakterinin koloni sayilar1 ve bityiikliikleri

Zemin Kisimlari Diliisyon Biiyiik Koloni Orta Koloni Kiiciik Koloni
Ust 10- cfu/ml 12 5 2
Ust 10 cfu/ml 4 1 1
Ust 10 cfu/ml 2 1 1
Orta 1072 cfu/ml 26 12 32
Orta 104 cfu/ml 1 1 0
Orta 105 cfu/ml 0 0 0
Alt 1073 cfu/ml 3 1 1
Alt 104 cfu/ml 1 1 1
Alt 10 cfu/ml 1 1 1
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Tablo 9. iki numarali zemindeki bakterinin koloni sayilar1 ve biiyiikliikleri

Zemin kisimlari Diliisyon Biiyiik koloni Orta koloni Kii¢iik koloni
Ust 10 cfu/ml 0 12 25
Ust 102 cfu/ml 0 4 6
Ust 10 cfu/ml 0 0 1
Orta 10 cfu/ml 1 4 14
Orta 102 cfu/ml 0 1 1
Orta 103 cfu/ml 0 0 7
Alt 101 cfu/ml 1 5 103
Alt 1072 cfu/ml 0 0 20
Alt 1073 cfu/ml 0 0 7
Bakteri Yogunlugu

Zeminlerdeki bakteri yogunlugu; kiiltiirler santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi

alinarak 600 nm’de spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir ve degerler Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10. Zeminlere verilen kiiltiirlerin Asoo NM’deki bakteri yogunluklari

Saat TSB -Asoo TSB+Ure-Asoo TSB+Ure+CaClo-Agoo
1.Saat 0,011 0,014 0,041
2.Saat 0,011 0,006 0,052
3.Saat 0,015 0,005 0,036
4.Saat 0,007 0,005 0,035
5.Saat 0,013 0,002 0,003
6.Saat 0,023 0,011 0,053
7.Saat 0,030 0,009 0,029
8.Saat 0,027 0,032 0,022
9.Saat 0,029 0,041 0,047
10.Saat 0,043 0,052 0,052
11.Saat 0,046 0,035 0,046
12.Saat 0,043 0,012 0,082
24 .Saat 0,274 0,083 0,065
48.Saat 0,397 0,066 0,202

Serbest Basing Deneyi

Serbest basing deneyi mukavemet sonuglari 1.numarali numuneler i¢in sonug¢ 1200

kPa iken 2 numarali numuneler i¢in ise 1210 kPa olarak belirlenmistir.
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TARTISMA

Bu calisma ile kalsiyum karbonatin kararli ve suya direng gosteren c¢okeltileri
olusturulmaya c¢aligilmistir. Sonug¢ olarak uygulamalrda ¢okeltilerin olustugu sadece zemin
kaliplar1 degil diizenegin tamaminda gozlemlenebilmektedir. Bu mineraller akisin
gerceklestigi hortumlarda da meydana gelebildigi icin pompalar diizenli olarak kontrol
edilmelidir. Tiim bu olgular dikkate alinarak ¢alisan pompa sayimiz olan ii¢ ayri diizenek ile
calismaya baslanmig ancak pompalardan birisi igslem esnasinda sorun olusturmus ve hortumlar
tikanarak orneklerden birisi basarili olarak tamamlanamamistir. Kalan iki numune ile ¢alisma
devam ettirilmis ve veriler elde edilmistir. Kontrollii sartlar altinda esdeger kalip ve benzer
relatif sikiliga sahip Ornekler ile calisilmaya gayret edilmistir. Daha Once yapilan
calismalardan elde edilen veriler dogrultusunda islemler en iyi performansa uygun olarak
hazirlanmistir. Kullanilan bakteri izolatinin arastirilan 6zellikleri oncelikle ayr1 ayri

degerlendirilmistir.

Ureaz aktivitesi i¢in Nessler aywract kullanilarak oncelikle standart grafik
olusturulmustur. Literatlir verilerine uygun olarak yapilan dlglimler sonunda standart grafik
yardimiyla aktivite hesaplanmistir. Literatiirde bazi1 caligmalarda bakterilerinin rolii {ireaz
enzimi saglamak oldugundan iireaz aktivitesi bakteri aktivitesi kabul edilmis ve iire hidrolizi

orantyla dl¢iilmiistir (Kahani et al. 2013).

Hesaplamalar sonunda kullanilan bakterinin uygulama oncesi kiiltiir kosullarinda
aktivitenin oncelikle saatlik olarak Ol¢iilmiis, daha sonraki asamada ise glinlik olarak
degerlendirmeleri yapilmistir. 12. saate kadar yapilan ol¢timlerde kiiltiirde aktivitenin genel
olarak yiikseldigi gézlemlenebilmektedir (Tablo 3, Sekil 13 -14). 12. saatten sonra 24. saatte
Olcim, konsatrasyon ve sonu¢ olarak aktivitenin azaldigi ve 48. saatte dengelendigi
goriilmektedir. Genel olarak bu veriler degerlendirildiginde bakterinin gelisim egrisine uygun
oldugu gozlemlenmektedir (Prescott et al. 2002). Geng kiiltiirde aktivite artarken olgunlasan

kiiltiirde biraz diislis ve dengelenme beklenmektedir.

Glinliik 6l¢iimlerde ise gelisim egrisinden bagimsiz degildir ancak 1. giinden 7. giine
kadar aktivitede oldukca zayif bir gerileme gozlemlenmektedir. 8. giinde yapilan 6l¢iimlerde
ise aktivitenin hizli bir artig gosterdigi bu artisin 9. ve 10. giinde de devam ettigi
gozlemlenmektedir. Aktiviteyi zamana bagli takip eden literatlir eksikligi nedeniyle

degerlendirmeler genel bilgiler 1518inda yapilmistir. Endospor olusturan bakteri izolatinda 1.
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giinden sonra aktivitenin diismesi olusan bakterilerin 6nemli oranda endospora
doniismesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. 7. giinden sonra endosporlarin ¢imlenmesi

ile aktivitenin artabilecegi seklinde yorumlanmustir.

Ureaz aktivitesiyle ilgili bu calismadan farkli parametreler yoniinden
degerlendirildiginde cesitli ¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin ortam sicakliginda yapilan
caligmalar iireaz aktivitesini etkiledigi bilinmektedir. Bu ¢aligma, zemin uygulamalarinin
yapilacagi ortamlar dikkate alinarak oda sicakliginda (24 — 26 °C’de) yiiriitiilmiistiir. Bununla
beraber Whiffin (2004), yapmis oldugu c¢alismada sicakligin iircaz aktivitesi {izerindeki
etkisini incelemis ve 25-60 °C arasinda yiikseldigini, 70 °C iistlinde ise aktivitenin diistiiglinii
gozlemlemislerdir. Veriler bu referans gore degerlendirildiginde en ideal ve uygulanabilir

deger olarak oda sicakligi belirlenmistir.

Zamana bagl aktivite calismalar1 dikkate alindiginda De Muynck et al. (2010) iireaz
aktivitesinin degisimini incelemis ve kiiltirdeki Ca*? iyonlarinda diisiis oldugunu
belirtmislerdir. Bu tez calismasinda ise lireaz aktivitesi hem saatlik hem de giinliik olarak
dl¢iilmiistiir ve aktivite sonucu olusan CaCOsz miktarmin artisiyla beraber ortamdaki Ca'*2

iyonlarinin azaldig: tespit edilmistir.

Calismamizda elde ettigimiz {iireaz aktivitesinin baslangicta ortamdaki besin
miktariin fazla olmasindan dolay: yiiksek oldugunu ve zamana bagli olarak ortamdaki besin
miktar1 azalisi ve sekonder metabolit miktarinin  artmasiyla aktivitenin  distiigiini
goriilmiistiir. Aktivite baslangigta logaritmik bir sekilde artmis ve bakterinin optimum
sartlarinda gelisimi en lst seviyeye gelmistir. Yaptigimiz biitiin aktivite ¢aligmalarinda —
zeminlere verilen kiltlirlin, zeminlerden gegen Kkiiltiiriin, zemin disindaki kiltiiriin lireaz
aktivitesi birbiriyle paralel bir sekilde sonuglanmistir. Ayrica kiiltiirlere CaCl, kullanildiginda
tireaz aktivitesi artmigtir. Bu bulguda literatiir bulgulariyla ortiismektedir (DeJong et al. 2006;
Burbank et al. 2011).

Logaritmik artisin sebebi bakterinin gen¢ olmasi ve buna baglh iireaz olusturma
kabiliyetinin yiiksek olmasi1 etkili bir faktdr olmustur. Literatiirde zemin iyilestirme
calismalarinda cogunlukla iireaz pozitif bakterilerin genc kiiltiirlerinin kullanildigini
goriilmektedir (Stocks-Fisher et al. 1999; Whiffin 2004; DeJong et al. 2006; Whiffin et al.
2007).

Ureaz aktivitivitesi artistyla biyogimentolasma da artmaktadir. Son zamanlarda bir¢ok
calismada deniz kumu vb. kullanilarak mikrobiyal yolla giiglendirme ¢aligmalar1 yapilmistir.
Miihendisler ve mikrobiyologlar toprak karakterini degistirmek icin birlikte caligmalar

yapmustir. Ozellikle CaCOs-iin biyolojik olarak islenmesiyle daha giiglii yapilar olusturulmaya
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calistimaktadir (Burbank et al. 2011, Kalantary and Kahani 2015, Lin et al. 2015). Bu
caligmalarda 6zellikle mekanizmasi iyi bilindigi i¢in iireaz pozitif mikroorganizmalar tercih
edilmektedir (Neupana et al 2013, Neupana et al. 2015, Rowshanbakht et al. 2016, Yasuhara
et al. 2012). Bu zemin iyilestirme uygulamalarinda mekanizma olarak topragin por yapisinin
iireaz aktivitesi sonucu kalsit ile doldurulmasi amacglanmaktadir. Biyolojik iyilestirmeyi
kullanilan mikroorganizmalar etkilerken ayn1 zamanda abiyotik faktorler (pH, osmotik basing,
sicaklik ve kullanilan besiyerleri) de etkilemektedir. Biyog¢imentolamada uygulama
mekanizmalaria gére kullanilan mikroorganizmalar acrop, mikroaerofilik ve anaerop olarak
tercih edilebilmektedir (Chen et al. 2016, Cheng et al. 2016, Choi et al. 2016b, Dhami et al.
2016, Li et al. 2015, Saffari et al. 2017, Whiffin 2004).

Urenin rolii mikroorganizmalarin azot metabolizmas: pargalanmasi sonucu ortaya ¢ikan
karboksil grubunun ortamda var olan kalsiyum iyonlariyla reaksiyona girerek kalsit
olusturmasidir (Bremner and Mulvaney 1978, Rowshanbakht et al. 2016, Whiffin 2004,
Whiffin et al. 2007). Literatiir degerlendirmesi yapildiginda ve daha 6nce grubumuz
tarafindan yapilan 6n caligmalar dikkate alinarak en verimli iire ve CaClz uygulama oranlari
ile uygulamalar yapilmistir. Uygulamalar sonucunda zeminlere verilen kiiltiirlerin 48 saatlik
Olgtimleri ile kiltiirlerin iireaz aktivitesi 38-42 mM/dk olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar
daha onceki ¢aligmalarda farkli bakterilere karsi elde edilen Tablo 11 ‘de verilen degerler
dikkate alindiginda bu ¢alismada kullanilan V. arenosi bakterisine ait {ireaz aktivitesinin daha
yiiksek oldugunu gostermistir. Burbank et al. (2011) ve Zamarreno et al. (2009) yapmis
oldugu calismada kullanmis oldugu besiyerine CaClz eklenmesi sonucu iireaz aktivitesinin
arttigin1 kaydetmistir. Sonug¢ olarak belirlenen oranlarin secilen izolat ile oldukga yiiksek
serbest basing mukavemet olusturdugu gézlemlenmistir (Cheng et al. 2016; Dhami et al.
2016; Maleki et al. 2016; Kalantary and Kahani 2015; Li et al. 2015; Lin et al. 2015; Zhang
et al. 2015)

Viridibacillus arenosi bakteri kiiltiirliniin uygulama baslangic pH’s1 9.5 iken
calismanin sonunda pH 7.5 olarak Olc¢lilmiistiir. Bu baslangic ve bitis pH genel anlamda
literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir (Burbank et al. (2011), Cheng et al. (2016), Helmi
et al. 2016)
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Tablo 11. Mikrobiyal olarak indiiklenen kalsiyum karbonat ¢okelmesi i¢in reaksiyon sartlari (Umar et al. 2016)

Uygulama Ure (mM) Ca? (mM) Ure Mikroorganizma Zemintipi  Referanslar

aktivitesi

(mM

iire/dk)
Biyo¢imentolanma 1500 1500 4-18 Sporosarcina pasteurii Kum Whiffin (2004)
Biyo¢imentolanma 500 500 n/s Bacillus megaterium Kum/silt Soon et al. (2014)
Biyo¢imentolanma 500 500 5-20 Sporosarcina pasteurii Silika kum Al Qabany et al. (2012)
Biyo¢imentolanma 1000 1000 10 Bacillus sphaericus Silika kum  Cheng et al. (2013)
Biyo¢okelim 330 25 0,65 Sporosarcina pasteurii Kum Achal et al. (2009a)
Biyo¢imentolanma 500 500 0,67-1,33 Sporosarcina pasteurii Kum van Paassen (2009)
CO; sekestrasyonu 670 250 n/s Sporosarcina pasteurii - Okwadha and Li (2010)
Biyogokelim 25 25 n/s Sporosarcina pasteurii Kum Achal et al. (2009b)
Biyotikanma 1500 750 6,2 Bacillus sp. Kum Chu et al. (2012)
Atik sudan Ca®* uzaklastirma 16 14 0,293 Isolates closed to Bacillus sphaericus - Hammes et al. (2003)
Biyog¢imentolama 1500 750 5-28 Viridibacillus arenosi - Akoguz (2019




Yaptigimiz caligmada kiiltiirlerin zemin diginda, zemine verildikten sonra ve zeminden
gectikten sonraki pH degerlerinin diistiiglinli ve buna bagli olarak kalsit olusumunun
uygulama boyunca devam ettigini anlamaktayiz. Urenin parcalanmasiyla birlikte devamindaki
reaksiyonlar ile ortaya ¢ikan organik asitler pH'y1 diisiirmektedir. Moravej et al. (2018)
yaptiklar1 ¢alismada mikrobiyal kalsit ¢okeltisinin uygulama siiresince pH degerinin giderek
distigiini  gozlemlemislerdir. pH diislislinlin, kalsit olusumundan dolay1r uygulamanin
baslangicinda hizli oldugunu ve uygulamanin sonlarina dogru azaldigini belirtmislerdir (Sekil

28).

8.5

7 5 \‘\

pH

6.5

0 2 4 6 8
ZAMAN (GUN)

Sekil 28. Uygulama boyunca zemindeki pH degisimi (Morajev et al. 2018)

Zeminlerdeki kalsit miktar1 zeminlerin {ist, orta ve alt kisimlarindan alinan sonuglara
gore degerlendirilmistir. Bu sekilde zeminlerde meydana gelen kalsiyum karbonat
miktarlarinin  dagilimi Slgiilmistiir. Zeminlere kiiltiir silizlintiisiiniin Ustten verilmesi ile
birlikte kalsit miktarinin {ist kistmda ve orta kisimda daha fazla oldugu ve tikanmaya bagh
olarak alt kisimda ise daha az oldugu sonucu elde edilmistir. Zeminlerin tanecikli yapisindan
dolay1; kalsiyum karbonat olusumu i¢in ¢ekirdeklenme bolgeleri olusmus ve bunlar bakterinin
faaliyeti sonucu kalsiyum karbonat ile dolmustur. Zemin igindeki bosluklarin dolmasina bagl

olarak bu sonug elde edilmistir.

Bu calismada olusan kalsit miktar1 % 3.2 olarak belirlenmistir. Iyilestirilen zeminlerin
iist, orta ve alt kisimlarinin kalsit miktarlar1 da belirlenmistir. Calismamizda kullanilan bakteri
literatiirde kullanilan mikroorganizmalarla karsilastirildiginda kalsit olusturma yeteneginin

yiiksek oldugunu ve biyolojik zemin iyilestirme potansiyelinin yiiksek oldugunu gostermistir.

Zeminlerde kalsiyum karbonat miktar1 kiiltiiriin verilme hizina, siiresine, ortam
sicakligina ve pH’a bagli olarak degiskenlik gostermistir. Daha 6nceki ¢alismalarda farkli akis

hizinda ve farkli zeminlerde ¢alismalar yapilmis ve zeminlerdeki kalsit miktarlar
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belirlenmistir. Calismamizdaki kum zeminle ayni tanecikli yapiya sahip kum ile ¢alisilmis ve
orda da kalsit miktarlar1 kullanilan kiltiiriin ig¢indeki diger maddelerden dolayr farklilik
gostermistir. Calismada kalsiyum klorlir disinda kalsiyum asetat, kalsiyum nitrat ve
magnezyum kloriir kullanilmig ve bunlara goére olusan kalsit miktarlar1 da farklilik

gostermistir (Akoguz 2019).

Literatiirdeki calismalarda zeminlerdeki kalsit miktarinin en fazla iistte daha sonra
ortada ve en az alt kisimda oldugunu saptamiglardir (Dhami et al. 2016). Baska bir ¢aligmada
ise zeminlerdeki kalsiyum karbonat yiizdesi %2,8-4,3 olarak kaydedilmistir (Kavazanjian and
Hamdan 2015). Yapilan baska bir ¢alismada olusan kalsit miktar1 %2.4 olarak belirlenmistir
(Burbank et al. 2011).

Daha onceki ¢alismalarimiza bakarak peristaltik pompa hizinin en diisiik seviyede
calistirmanin kalsiyum karbonat olusturmada daha etkili oldugu sonucana varilmis ve kendi
calismamizda da bu seviyeyi kullanmanin calismanin seyri acisindan daha giivenilir ve
desteklenebilir olmasina katki saglayacagi diistiniilmektedir. Ciinkii yiiksek hizda ¢alisan ve
bunun sonucunda olusan kalsit baglarinin diisiik seviyede c¢alisanlara gore daha zayif oldugu

belirlenmistir (Lee et al. 2013).

Bakteri canliligin1 kontrol etmek i¢in zeminler kurutulduktan sonra da 6l¢iim yapilmis
ve bakterinin hem canliligt hem de gram zemindeki sayisit belirlenmistir. Besiyerlere
verilmeden Onceki bakteri sayis1 ~ 10° oldugu onceki calismalarimizda belirlenmis olup
zeminler kurutulduktan sonra tekrar TSA besiyerine ekim yapilmis ve bakteri sayisinin
diistiigli ve bunun normal oldugu belirlenmistir. Bakterinin canli kalmas1 endospor olusturma
yetenegine baghdir. Bu da zemin i¢inde kullaniminin uygun oldugunu ve zeminlere sizan su
miktariyla birlikte bakterinin faaliyete gecerek orada kalsit olusturma yeteneginin zemin

tyilestirmede kullanilabilirligini desteklemektedir.

Bakteri konsantrasyonunun artmasi ise optimum sartlarda cogalma diizeyiyle paralel
oldugu belirlenmistir. Bakteri konsantrasyonu besiyerlere bakteri ekimi yapildiktan sonra
ortamdaki besin miktarina bagli olarak artmistir. Bakteri yogunlugu logaritmik bir artis
gostermis ve duragan faza gectikten sonra Oliim fazi dedigimiz fazla birlikte zamanla
konsantrasyonda diigmiistiir. Bunun sebebi bakterilerin ¢ogalmas: ve buna bagli ortamdaki

besinlerin azalip toksisitenin artmasidir.

Calismalarimizda 10 gilinliik ve 12 giinliik periyotlarda ¢evrim yapilmis ve serbest
mukavemet testleri degerlendirilmistir. Serbest basing deneyi sonucu mukavemet sonuglari
l.numarali numuneler i¢in 1200 kPa 2.numarali numuneler i¢in ise 1210 kPa olarak

belirlenmigtir. Literatiirde ayn1 kum zeminlerle ¢alisilmis ve serbest basing deneyi mukavemet
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sonucu 1245 kPa olarak bulunmustur (Akoguz 2019). lyilestirme yapilan zeminlerde olusan
kalsit miktariyla birlikte mukavemet artmistir. Literatiirde uygulama siiresinin de muakeveti
etkiledigi belirtilmistir (Choi et al. 2017b). Baska bir ¢alismada muakvemet testi sonucu 100-
400 kPA olarak Ol¢iilmiistiir (Kalantary and Kahani 2015). Bizim ¢alismamiz bu sonucun
yaklasik 3 katidir. Bu da kullanmis oldugumuz bakterinin kalsit olusturma yeteneginin
olduk¢a iyi oldugunu kanitlamistir. Literatiirdeki caligmalarda mukavemet teslerinin
degerlerine gore daha yiiksek serbest basing mukavemet degerleri elde edilmistir (Achal et al.
2009a, Achal et al. 2009b,DeJong et al. 2010, DeJong et al. 2014, Dhami et al. 2016).

Viridibacillus arenosi bakterisi kullanarak yapmis oldugumuz bu ¢alismada zeminlere
verilen besiyerlerin iireaz aktivitesinin bakterinin gelisimiyle paralel bir sekilde devam
ettigini, bakteri yogunlugunun kalsiyum karbonat olusturmada etkili olduguniu ve buna baglh
olarak pH disiisiiniin oldugunu kaydedilmistir. Olugsan zeminlerin uygulanabilirligini teyit
etmek i¢in zeminlerin mukavemeti serbest basing deneyiyle Olglilmiis ve saglamligi test

edilmistir.

Elde edilentiim bulgularin literatiir ile birlikte kiyaslamali bir degerlendirimesi ile

asagidaki sonugclar elde edilmistir.

1- Bir magara izolati olan Viridibacillus arenosi K64 bakterisi zemin iyilestirmeleri

i¢in olduk¢a uygun ve kullanilabilir 6zelliklere sahiptir.
2- Kullanilan besiyeri ve iire konsantrasyonlar1 sonuglar etkilemektedir.
3- Uygulama sicaklig1 olusan kalsit miktari iizerine etkilidir.

4- Zemine Kkiiltlirlin enjeksiyon sekli kalsit olusum alanlarim1 veya zemin iginde

tikanmay1 etkilemektedir.
5- Uygulama yapilan zeminlerde bakteri canli kalabilmektedir.

6- Ureaz aktivitesi gibi iyi bilinen mekamzmalar disinda faktdrlerde sonucu

etkileyebilecegi icin daha genis ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

7- Arazi Olgeginde caligsmalar ile kullanilabilir izolatlarin belirlenmesi 6nemlidir.
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