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Yiksek Lisans Tezi
BAKTERIYEL KALSIFIKASYON iLE MERMER YUZEYLERIN IYILESTIRILMESI
Tiirkan DAL BICER
[nonii Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
XI1+97 sayfa

Danmigman: Dr. Ogr. Uyesi Seval CING YILDIRIM

Mermer anitlarin ve yapilarin ¢ogu, hizmet dmrii boyunca olusabilecek mikro ve makro
catlaklarin varligr nedeniyle bozunmalara ugramaktadir. Bu ¢atlaklar, zararli maddelerin
mermer matrisine girmesi i¢in uygun yollar olusturur. Bakteriyel biyokalsifikasyon;
tireolitik bakterilerin gerekli ortam kosullart ve besin saglandiginda, ortamda biriken
kalsiyum karbonat cokelmesi ve kalsit olusmasi sonucu bir baglayici gibi davranarak
bulundugu c¢atlagit doldurmasi ve iyilestirmesi olayidir. Mikro/makro c¢atlaklara
uygulandiginda su sizmasini engellemekte ve yapinin dayanikliligini artirabilmektedir.

Bu ¢aligmada Bacillus subtilis ATCC 6633 kullanilmustir. Ure, kalsiyum kloriir ve kalsiyum
asetat iceren besiyerilerinde bekletilen mermer drneklerine canl ve 6lii bakteri hiicreleri (107
CFU/mL) uygulanmigtir. Kullanilan mermer orneklerinin yaris1 CO2’li etiivde 30 giin
bekletildi. Diger yaris1 da karbonlanmamugtir. 2x2 ve 4x4 cm boyutundaki mermer 6rnekleri
yerel isletmelerden temin edilmistir. Stereo mikroskop SEM goriintiilemeleri, EDX-
Mapping analizi, XRD ve AFM analizi yapilmistir.

B. subtilis’in CaCl2’lii ortamda yogun bir sekilde CaCOs g¢okelmeleri olusturdugu
goriilmiistiir. CaCl2’lii ortamda genellikle kalsit ve aragonit polimorflarina rastlanmigtir.
Ca(C2H302)2’11 ortamda CaCOs ¢okelmelerinin daha az oldugu goriilmistiir. Ca(C2Hz02)2’I1
ortamda genellikle kalsit, aragonit ve vaterit polimorflarinin oldugu tespit edilmistir.
Karbonlanmis ve canli bakteri hiicrelerinin uygulandigi mermer numunelerinin makro
gozeneklerinin kismen mikro gozeneklerin ise tamamen dolduruldugu tespit edilmistir.
Karbonlanmamis o6lii ve canli bakteri uygulanan mermer numunelerinin mikro
gozeneklerinin de kismen dolduruldugu yapilan stereo mikroskop ve SEM goriintiilerinde
goriilmiistiir. 3-5mm ¢apinda ve 0.02-0.03 mm c¢apindaki gozeneklerde biyolojik
iyilestirmeler gergeklestirilebilmistir. SEM-EDX-Mapping ve XRD analizleri ile bu
olusumlarin mermer yapisindan farkli oldugu ve yeni CaCOs kristal yapilar1 oldugu
dogrulanmistir. AFM 6l¢iim sonuglarina gore, mermerin porozite yliksekligi kontrol
grubunda 35.00£7.07 pm iken 6rnek grubunda 22.50£8.20 um olarak hesaplanmistir. Bu
caligmada CaCOs ¢okelmesi sonucunda mermerde olusan gozeneklerin iyilestirilebildigi,
dogal ve ¢evreye zarar vermeden biyolojik olarak onarilabildigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus subtilis ATCC 6633, biyokalsifikasyon, biyolojik
tyilestirme, kalsiyum kloriir, 6lii/canli bakteri.
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Most of the marble monuments and structures undergo degradation due to the
presence of micro and macro cracks that may occur during their service life. These cracks
create suitable pathways for harmful substances to enter the marble matrix. Bacterial
biocalcification; It is the event that ureolytic bacteria fill and heal the crack by acting as a
binder as a result of calcium carbonate precipitation and calcite formation that accumulates
in the environment when the necessary environmental conditions and nutrients are provided.
When applied to micro/macro cracks, it prevents water infiltration and can increase the
durability of the structure.

Bacillus subtilis ATCC 6633 was used in this study. Live and dead bacterial cells
(10 CFU/mL) were applied to marble samples kept in media containing urea, calcium
chloride and calcium acetate. Half of the marble samples used were kept in a CO2 oven for
30 d. The other half is also uncarbonated. Marble samples of 2x2 and 4x4 cm were obtained
from the local firm.

Stereo microscope/SEM images, EDX-Mapping analysis and XRD analysis were
performed.

It was observed that B. subtilis had intense CaCOs precipitation in the medium
containing CaCl,. Calcite and aragonite polymorphs were generally found in the medium
containing CaCl2. Less CaCOs precipitation was observed in the medium containing
C4HsCaOs. It was determined that calcite, aragonite and vaterite polymorphs were generally
found in the medium with C4HsCaOa. It was determined that the macro pores of the marble
samples, on which carbonated and live bacterial cells were applied, were partially filled and
the micro pores were completely filled. It was seen in the stereo microscope/SEM imaging
that the micropores of the marble samples, which were treated with uncarbonated, dead and
live bacteria, were also partially filled. Biological healing were achieved in pores with a
diameter of 3-5 mm and a diameter of 0.02-0.03 mm. SEM-EDX-Mapping and XRD
analyzes confirmed that these formations are different from the marble structure and have
new CaCOg crystal structures. According to the AFM measurement results, the porosity
height of the marble was 35.00+7.07 um in the control group, while it was 22.504+8.20 um
in the sample group. In this study, it has been seen that the pores formed in marble as a result
of CaCO3 precipitation can be improved and biologically repaired without harming the
natural and environment.

Keywords: Bacillus subtilis ATCC 6633, biocalcification, biological remediation, Calcium
chloride, dead/living bacteria.

xii



1. GIRIS

Insanoglu tarih 6ncesi devirlerde, aver ve toplayict bir yasami benimsemistir.
Ihtiyaglarin1 karsilamak i¢in hayvanlar1 avlayarak, bitki ve meyveleri toplayarak beslenme
ithtiyacini kargilamistir. Barinma hususunda ise aga¢ kovuklarini ve magaralar1 barinma alani
olarak se¢mistir. Akil yetisi sayesinde zamanla daha 1yi yasayabilmek adina barinma alanlari
inga etmeye baglamis ve ihtiya¢ duydugu beslenme tirtinlerini yetistirmistir. EKim faaliyetleri
zamanla topragin etkili bir sekilde kullanilmasini saglamistir. Bu da topraga bagl yerlesik
bir yasamin gelismesine neden olmustur. Ilk dénemlerde insanlar yakin cevredeki
malzemelerle ilkel konutlar insa etmislerdir. Ancak zamanla konutlarin malzemesinde ve

mimarik 6zelliklerinde biiylik degisimler meydana gelmistir.

Ilk ¢agdan itibaren yerlesik hayata gecen insanlar, yapt malzemesinin bdlgeden
bolgeye degiskenlik gosterdigi konutlar insa etmislerdir. Bolgedeki hakim malzemenin
ozelligine gore hangi malzemenin konut yapiminda kullanilacag: insanlar tarafindan tespit
edilmistir. Bolgedeki malzeme tas ise tas evler, toprak ise kerpig evler, agac ise ahsap evler,
soguk ve buzla kapl bir yerse buz evler (igloo) veya {i¢ malzemenin (tas, toprak ve agag) bir
arada kullanildigi karma malzemeli evler yapilmistir. Ancak zamanla sehirlesmenin
yayginlagsmasiyla dogal ortamdan uzaklasilmistir. Bu da konut malzemesine duyulan ihtiyaci
artirmis ve malzemenin tek tiplesmesine neden olmustur. Bu dogrultuda 6zellikle betonarme
yapilar yaygin olarak kullanilir hale gelmistir. Tiirkiye’de yakin donemde briketler,
firinlarda pisirilmis tuglalar yap1 malzemesi olarak kullanilmakta iken giiniimiizde ponza,

perlit ve ytong (gaz beton) gibi malzemeler betonarme yapilarda kullanilmaya baglanmistir.

Giintimiizde betonarme yapilarin yayginlagsmasi ile birlikte mermer kullaniminda da
onemli bir artis meydana geldigi goriilmektedir. Dis ticaret verilerinde Cin, italya ve
Tiirkiye’nin mermer iiretiminde diinyanin en Onemli {i¢ {ilkesi oldugu goriilmektedir.
Diinyanin en 6nemli mermer rezervlerine sahip olan Tiirkiye’ nin rezervleri yiiksek olmasina
ragmen islenmis mermer ihracatinda 6nde gelen iilkelerden biri olmamasi dikkat ¢ekicidir.
Buna karsin Cin’in mermer kaynagi az olmasina ragmen mermer ihracatinda ilk siralarda
yer almasi, onun iyi bir ihracat iilkesi oldugunu gostermektedir. Tiirkiye nin mermer (dogal

tag) liretiminde her gegen yil artis gergeklesmektedir. Ancak hammadde satan bir iilke



pozisyonundan siyrilmadigi siirece iilke ekonomisine pozitif manada bir katma deger
saglayamayacag1 ifade edilebilir (Adigiizel ve Sengiiler, 2019). Mermerin, gerek hammadde
gerekse islenmis yapt malzemesi olarak kullanimi her gegen gilin artmaktadir. Bu nedenle
Tiirkiye’nin mermer {iretimine verdigi 6nemi pazarlamaya da vermesi gerekmektedir.
Boylece saglam yapisi ve estetik goriiniisii nedeniyle yapilarda her gegen giin daha fazla
tercih edilen mermerin islenerek ihra¢ edilmesi, Tiirkiye’nin ekonomik giiciine katki

saglayabilir.

Gilinlimiizde mermer bir¢ok yerde kullanilmaktadir. Mermerin niteliginden dolay1
kullanildig1 yapilarda c¢evre kosullarina ve iklim sartlarina bagl olarak hasarlar meydana
gelmektedir. Ozellikle asit yagmurlar1 daha fazla hasar olusturmaktadir. Mermerin ana
bilesigi olan kalsiyum karbonatin (CaCO3) sudaki ¢Oziinme orani azdir. Ancak asit
yagmurlar1 sonucu ortaya ¢ikan asitler, CaCO3’1 kimyasal reaksiyona ugratarak ¢oziinebilir
tuzlara doniistiirebilirler. Yikanma sonucunda malzeme kaybi1 nedeniyle yapilarin
yiizeylerinde delikler olusur, asinma ve renk degisimi meydana gelir (Naidu, Blair ve
Scherer, 2016). Yapilarda olusan hasarlarin tamir edilmemesi sonucu bir¢ok yapinin yok
oldugu ve bircogunun da yok olmakla karsi karstya kaldigi goriilmektedir. Yapilarda
meydana gelen deformasyonlar geleneksel yontemlerle onarilmaktadir. Mesela akrilik veya
epoksi recineleri ylizey tabakalarinin olusumunda kullanildiginda, uyumsuz ve zararh yiizey
filmleri meydana gelmektedir. Buna ilaveten, organik ¢oziiciilerin fazla kullanilmasi gevre
kirliliginin artmasina da neden olmaktadir. CaCO3 tiretmek igin Ca(OH)2 ¢6zeltisi kullanilan
kireg-su teknigi de, kirilgan ve etkisiz kabuklarin olusmasina neden olmaktadir. Kullanilan
teknikler yapinin dayanikliligin1 azaltmakta olup yeterli gelmemektedir (De Muynck, De
Belie ve Verstraete, 2010). insan saghgini olumsuz etkileyen malzemeler aynm zamanda
yapilarin da kot goriinmesine neden olmaktadir. Bu da alan uzmanlarimi yeni arayislara
itmektedir. Verilen yontemlerin disinda giiniimiizde iireolitik-odaklt CaCO3 olusumu da
arastirtlmaya baslanmistir. Kalsiyum karbonat daha ¢ok {ireolitik bakteriler tarafindan

olusumunun yiiksek oldugu bir¢ok calismada tespit edilmistir.

1.1 Kalsifikasyon

Kalsifikasyon, toprakta bulunan minerallerin ve kaya tuzlarinin bir araya gelmesiyle
kire¢ tasi olusturmasi islemi olarak tanimlanmaktadir. Bir bagka ifade ile kalsifikasyon,
karbondioksitin (CO2 ) kalsiyum karbonata (CaCOz3) doniistiiriilmesi siireglerini kontrol

eden bir mekanizmadir. Karbondioksitin (CO2) sudaki ¢6ziinme orani, atmosferde en ¢ok



bulunan diger ti¢ gazdan (N2, Oz ve Ar) daha yiiksektir. Coziinmiis CO; su ile reaksiyona
girerek karbonik asit (H2COz) olusturur.

CO2 (aq) + H20 — H2CO3

Karbonik asitin olusumu sonucu H" agiga ¢ikar ve bikarbonat (HCO3") olusur.

Bikarbonatin bir kism1 da karbonata (CO3?") déniisiir.

H2CO3 — HCO3 +H*

HCO3 — CO3% +H*

Cozelti, gol veya deniz suyu gibi dogal sular ise karbonat anyonlari, ¢6ziinmeyen
karbonatlar olusturmak icin ¢dzeltide bulunan katyonlarla etkilesime girip Ca* ortamda

varsa CaCOjs olusturabilir (Kamennaya, Ajo-Franklin, Northen ve Jansson, 2012),

2

Ca%t + 2HCO3™ — CaCO3 + CO2 + H20

ca?t + cO3%” - CaCO3

1.2 Kalsiyum Karbonat

Kalsiyum karbonat (CaCOs), yeryiiziinde bulunan en yaygin mineraller arasindadir.
Ayrica kalsiyum karbonat dogadaki en bol bulunan biyomineraldir. Prokaryotlar gibi tek
hiicreli organizmalar, bitkiler ve kabuklular gibi ¢ok hiicreli organizmalar vb. farkli canli
organizmalar tarafindan kalsiyum karbonat ¢okeltilmesi sonucu, dogal taslar gibi cesitli
maddelerden ve bazi deniz hayvanlarinin  kabuklarina kadar c¢esitli yapilar

olusturabilmektedir (Kart, 2021).

Karbonathi kayaglarin temel minerali kalsit olup, kimyasal yapisi CaCOs3
seklindedir. Kalsit cams1 parlaklikta olup renksiz saydam 6zellige sahiptir. Kalsit olarak
isimlendirilen CaCO3, diinya pigment pazarinda az miktarda tiiketilmektedir. Esas tiiketim
alan1 olarak kalsiyum karbonat olusumlari sunlardir: tebesir, beyaz renkli saf kireg taslari

ile iri kristalli mermerler (Sekil 1. 1) (Ercan, Koltka ve Sabah, 2018).
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Sekil 1.1: Dogal kalsiyum karbonat olusumlar1 (Arnold, 1998 ve Kogler, 2000°den akt.
Ercan vd., 2018).

CaCOg yapistiricilar, dolgu macunlari, gida ve farmasétikler, boyalar, kaplamalar,
cimentolar ile ingaat malzemeleri c¢esitli alanlarda kullanilabilen katma degerli yapilara
doniisebilmektedir (Chang, Kim, Lee, Chui, Kim ve Park, 2017).

Ayrica 1s1 ile su yalitimini saglayan membran iretiminin, ses izolasyonu saglayan
plakalarin hali tabanlarinin iiretiminde kullanildig: goriilmektedir. Kagit sektoriinde 6nemli
bir yere sahip olan kalsit az seliiloz kullanimina sebep oldugundan, ¢evrenin korunmasinda
onemli bir yere sahiptir. Tip alaninda, kronik bobrek yetmezliginde, besinlerdeki fosforun
baglanabilmesi ve fosfatli bilesiklerin dengesinin saglanmasinda kullanilmaktadir. lag
tiretiminde, en ¢ok da mide ilaglarinda kullanildigr tespit edilmistir (Demirci, 2019).
Kalsiyum karbonat ¢okelimi, sonugta {i¢ farkli polimorfa doniismektedir. Bunlar;
hekzagonal kristaller olan kalsit, ortorombik kristaller olan aragonit ve rhombohedral
kristaller olan vaterit seklinde bulunmaktadir. Kalsit, aragonit ve vaterit saf halde bulunan
kalsiyum karbonat mineralleridir. Bu ii¢ polimorfun olusumu pH, sicaklik, konsantrasyon,
karbonat ve kalsiyum iyonlarinin orani, katki maddeleri, karistirma ve reaksiyon siiresi gibi
sentez faktorlerine karst duyarhdirlar. Kalsit, bu ortam kosullarinda en kararlt polimorftur

(Chang vd., 2017).

1.2.1 Kalsit

Kalsit, eskenar dortgen yapisinda ve kiibik goriiniimiinde bir kristaldir (Mateescu,
Sarbu, Isopescu, Dumitrescu ve Ghica, 2011) (Sekil 1.2). Normal atmosferik kosullar altinda

oda sicakliginda en kararli polimorftur (Han, Hadiko, Fuji ve Takahashi, 2006).



Sekil 1.2: Kalsit (https://tradevalley.com/tr/product/kalsit_17470).

Kalsit, renksiz, beyaz, mavi, sar1 ve kahverengi goriiniimiinde ¢okelebilmektedir
(Seifan, Samani ve Berenjian, 2016). Kalsit kristalleri diisiik konsantrasyonda ve asiri
doygun ortamda Ca*? varliginda bulunmaktadir (Chunxiang, Jianyun, Ruixing ve Liang,
2009). Ayrica ¢oktiirme isleminde ilk olarak polimorf karisimi olusur ve sonraki agamalarda
polimorfik doniisiimler gergeklesir. Sicaklik, pH, ortamdaki katki maddeleri, hidrodinamik
kosullar ve asirt doygunluk gibi parametreler bu doniigiimii etkilemektedir (Mateescu vd.,
2011). Kalsit yaygin olarak mineral yapida bulunmaktadir ve sizdirmaz kaplama, yapistirict

gibi uygulama alanlarinda genellikle kullanilir (Kirboga Okumus, 2012).

1.2.2 Vaterit

Vaterit, altigen yapili ve kiiresel goriiniimii olan bir polimorftur (Mateescu vd.,
2011). Vaterit kalsitten daha az yogun oldugundan, vaterit pargaciklar1 daha fazla yer
kaplayabilmektedir. Vaterit genellikle renksiz goriinimdedir (Sekil 1.3). Bundan dolay1
yapilarin goriiniimiinde farklillk yapmadigi i¢in rahatlikla kullanilmaktadir (Seifan vd.,
2016).

Sekil 1.3: Vaterit (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Vaterite-seal2a.jpg).



Vaterit, standart ve jeolojik kosullarda kalsit ile karsilastirildiginda yar1 kararli bir
kristaldir. Vateritin ¢6ziinmesi ve Kkalsitin kristallesmesi sonucu vaterit kalsite
dontigebilmektedir (Wei, Shen, Zhao, Wang ve Xu, 2003). Amonyak, vateritin
¢ekirdeklerinin  biliylimesine katkida bulunmakta ve vateritin Kkalsite doniismesini
engellemektedir (Han vd., 2006).

1.2.3 Aragonit

Aragonit, igne goriiniimiinde olup ortorombik yapiya sahip bir polimorftur
(Mateescu vd., 2011) (Sekil 1.4). Yar1 kararli bir polimorf oldugu i¢in kolayca kararli bir
polimorf olan kalsite doniisebilmektedir. Bunun i¢in ortamin pH’si, sicaklifi ve asiri

doygunlugu gibi kosullar polimorf olusumunu etkilemektedir (Han vd., 2006).

Sekil 1.4: Aragonit (https://tr.pinterest.com/pin/731342426970458922/?send=true).

Aragonit; renksiz, beyaz, sar1 ve kahverengi gibi farkli renklerde ¢okelebilen bir
partikiildiir (Seifan vd., 2016). Aragonit, Kkalsitten daha az kararli olmasina ragmen
magnezyum aragonit olusumunu destekleyebilmektedir. Kalsiyum karbonat ¢okelimi

sirasinda ortamda Mg*?’

un yiiksek olmasi aragonit polimorfonun olugmasina neden
olmaktadir. Yiiksek Mg*? iyonunun bulundugu ortamda, monohidrokalsit nanokristallere
dontismektedir. Monohidrokalsitin metastabilitesi sonucu, nanopartikiiller siirekli olarak
birlesir ve piirlizsiiz bir igneye benzeyen aragonite doniislirler. Nanopartikiillerin
kaybolmasiyla, sadece piirlizsiiz yilizeyli aragonit ortamda kalmaktadir (Wei vd., 2003).
Sekil 1.5-7°de kalsiyum karbonat polimorflarinin SEM goriintiileri verilmistir. Goriintiilerde

katmanli ve eskenar dortgen kalsit, kiiresel vaterit ve igneli aragonit yapilari tespit edilmistir.
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Sekil 1.5: Kalsiyum karbonat polimorflarinin (a) kalsit, b) vaterit, c) aragonit) SEM
goriintiileri (SEvéik vd., 2017).

Sekil 1.6: CaCO3 formlarinin SEM goriintiileri: (A) amorf kalsit, (B) katmanli ve eskenar
dortgen kalsit, (C) kiiresel vaterit ve (D) igneli aragonit (Al Omari vd., 2016).
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Sekil 1.7: CaCOs3 polimorflarinin SEM goriintiileri ((Ramakrishna, Thenepalli ve Ji Whan,

2017).

1.3 Mikrobiyal Olarak Indiiklenen Karbonat Cokeltisi

Mineralizasyon, biyolojik ve kimyasal sekilde dogada kendiliginden gerceklesen

organik yapilarin kendilerini olusturan inorganik yapilara donlismesi olayidir (Yildirim,

Giirtug ve Sesal, 2016). Mineraller hiicre iginde ya da tizerinde belirli bir alanda sadece

biyolojik olarak kontrol edilen mineralizasyon seklinde belirli kosullarda sentezlenir

(Reddy, 2013). Biyomineralizasyon ise mikroorganizmalar araciligi ile minerallerin

cokeltilmesi ve yapilarinin degismesi islemidir. Biyominerallerin iiretimi i¢in {i¢ farkl

mekanizma bulunmaktadir:

1.

Biyolojik olarak kontrol saglayan mineralizasyon, 6zellikle mineral olusumuna neden
olan hiicresel faaliyetlerden meydana gelir. Bu asgamada mikroorganizmalar, hiicrenin
icinde veya tizerinde belirli bir alanda ve belirli kosullarda minerallerin ¢ekirdeklenmesi
ile bliylimesini kontrol etmektedir.

Biyolojik olarak etkilenen mineralizasyon, biyofilmlerle baglantil hiicre dist polimerik
maddelere benzer sekilde hiicre ylizeyindeki organik maddelerin olusumundan
kaynaklanan pasif mineral ¢okelimi siirecidir.

Biyolojik olarak indiiklenen mineralizasyon, asir1 doygunluk sonucunda minerallerin
¢okelmesine yol acan mikroorganizmalarin aktiviteleri ile ortamin kimyasal
modifikasyonu olayidir (Anbu, Kang, Shin ve So, 2016; Anitha, Abinaya, Prakash,
Seshagiri Rao ve Vanavil, 2018).

Biyomineraller etrafimizdaki bircok seyde gorebilecegimiz yapilardir. Bunlar;
mercanlar, karinca tepeleri, magaralar, yumusakca kabuklari, disler, kemikler ve kayalar

seklinde goriilmektedir (Sekil 1.8) (Reddy, 2013).



Sekil 1.8: Kiregtas1 Magaras1 (Kirectas1 Magarasi, t.y.) ve Karinca Tepeleri (Karinca
Tepeleri, t.y.).

Mikrobiyal olarak indiiklenen karbonat ¢okelmesi (MIKC), bir mikroorganizmanin
metabolik siirecleri sonucunda olusan minerallesme olayidir. MIKC olusumunda bazi
bakteri suslari, iireyi hidrolize etmek ve karbonat iyonlart {iretmek igin enzimlerden
faydalanmaktadirlar. Ayrica, bakteri hiicrelerinin biyokimyasal aktivitelerine bagl sekilde
bulunduklar1 ortamda doygunluga ulastiklar1 sirada kalsiyum karbonat olusturmalari ile
ifade edilebilir. Bu aktiviteler sirasinda mikroorganizmalar ortamdaki Ca*? iyonu ile
reaksiyona girerek bir veya daha ¢ok metabolik iiriin (COs?) iiretebilmektedirler.
Biyokimyasal aktiviteler iireaz ve karbonik anhidraz enzimleri ile olusturulur ve ¢okelimi
olan siiregler karmasik biyokimyasal reaksiyonlarla sekillenmektedir (Achal vd.’den Akt.
Tepe, 2021).

Kalsiyum karbonat ¢okelmesi su faktorler tarafindan yonetilmektedir:
1. Kalsiyum konsantrasyonu,

2. Coziinmiis inorganik karbon konsantrasyonu,

3. pH,

4. (Cekirdeklenme alanlarinin bulunmasidir (Candogan, 2015).

Bu faktorlerin disinda, bakteri tiirli, bakteri konsantrasyonu, sicaklik ve {ire

konsantrasyonu vb.” nin de kalsiyum karbonat ¢okeltmesini etkiledigi bildirilmektedir.

Kalsiyum karbonat, mikroorganizmalar tarafindan hem dogal olarak hem de yapay
yollardan olusturulan bir dolgu malzemesidir (Candogan, 2015). Bakteriyel kalsiyum

mekanizmasi ve bunun sonucunda olusan CaCO3 ¢okelmesi, Sekil 1.9°da gdsterilmektedir.



©
Karbonat Cékelimi Ca¥*+ HCOy > CaCO, + H*

Sekil 1.9: Bakteriler araciligiyla olusan kalsiyum karbonat ¢okelmesi (Hammes, 2002).

Mikrobiyal kalsiyum karbonat ¢okelmesi i¢in bir kalsiyum kaynaginin olmasi
onemlidir. Ancak Ca*? iyonunun konsantrasyonu da bu siirecte biiyiik bir etkiye sahiptir.
Yiiksek oranda bulunan Ca*? iyonu konsantrasyonu mikrobiyal susun aktivitesini etkileyerek
kalsiyum karbonatin iiretimini engelleyebilir. Diisiik oranda bulunmasi da iyonik reaksiyona

birkag elektron alicis1 ekleyebilir. Bunun icin Ca*? konsantrasyonu iyi sekilde ayarlanmalidir

(Seifan vd., 2016).

1.4 Bakteriyel Biyokalsifikasyon

Biyokalsifikasyon, biyolojik asamalarin sonucu kalsiyum karbonatin ¢ékelimi ve
kalsit olusumu olayidir (Demirci, 2019). Bakteriyel biyokalsifikasyon, bazi bakteri tiirlerinin
gerekli kosullarda olusturulmast sonucu hiicre dis1 kalsiyum karbonat salgilamasi ile
gozeneklerin ve catlaklarin dahili olarak doldurulmasidir. Bu sekilde yapilarda olusan
catlaklar daha kompakt ve direncli hale gelir, basing dayanimi 6nemli Olgiide artar ve
sizintiy1 kalici bir sekilde azaltmis olur. Kalsiyum karbonat ¢okelimini daha ¢ok tireolitik
bakterilerin gerceklestirdigi sdylenebilir (Sekil 1.10).

Urenin {ireaz enzimi tarafindan hidrolizi sonucu kalsiyum karbonatin olustugu
goriilmektedir. Bunun meydana geldigi basamaklar; oncelikle 1 mol iire 1 mol amonyak ve
1 mol karbamata hidrolize olmaktadir. Bununla birlikte 1 mol amonyak ve karbonik asit
olugmaktadir. Bu iirlinler suda dengeli sekilde bikarbonat, 2 mol amonyum ve hidroksit
iyonlar1 olustururlar ve pH artis1 sonucu bikarbonat karbonat iyonlarina dontisiir. Ortamdaki
kalsiyum iyonlarinin varligi ile kalsiyum karbonat ¢6kelimi meydana gelmektedir (Hammes,

Boon, De Villiers, Verstraete ve Siciliano, 2003).
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Sekil 1.10: Ureolitik bakteriler aracilig1 ile kalsiyum karbonat ¢okelimi (Anbu vd., 2016).
A, Ca iyonlarinin bakteriye tutunmasi; B, Biitlin yapinin kapsiil olusturmasi; C, Kalsiyum
karbonat ¢okelmesinin olugmasi; D, Kalsiyum karbonat ¢okelmesinin elektron

mikroskopundaki goriiniimii.

Kalsiyum karbonat kristallerinin ¢okelmesi, asirt doygunluk elde edildikten sonra
bakteri hiicre duvarinda heterojen gekirdeklenme ile meydana gelmektedir (Siddique &
Chahal, 2011). Ureaz ve karbonik anhidraz enzimlerinin reaksiyonlar1 sonucu hiicrenin dis
kisminda CaCOgz ¢okelmesinin olmast i¢in ortamda kalsiyum iyonlar1 belirli seviyede
olmalidir. Bundan dolay1 kalsiyum karbonat ¢okelme miktarinin kalsiyum kaynaginin tiiriine

ve ortamdaki yogunluguna bagli oldugu diisiiniilmektedir (Kart, 2021).

1.4.1 Ure konsantrasyonu

Ure, yapisinda azot olan organik bir bilesiktir. Ayrica iireaz enziminin substrat:
seklindedir. Bunun sonucu olarak tirenin ortamdaki miktar1 mikrobiyal kalsiyum karbonat
¢cokelimi i¢in 6nemlidir (Kart, 2021). Negatif yiizey yiikii ve ilireaz enzimine sahip olan
mikroorganizmalar, ortamdaki iireyi karbonat ve amonyuma pargalayarak kalsiyum
iyonlarmin mikroorganizmalarin negatif yiizeyine baglanmasin1 ve ortamda CaCOs
¢okeliminin olugsmasini saglayabilir (De Muynck vd., 2010). Ortamdaki {lire miktarinin fazla
olmasi sonucu bakteriler daha ¢ok CaCOs ¢okelmesine neden olmaktadir. Bunun igin,
tireolitik bakteriler daha ¢ok ortam kosullarina dayanikli ve uyum saglayan bakteriler olarak
kullanilmaktadir (Sekil 1.11).
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Sekil 1.11: Ureolitik bakteri vasitastyla CaCOj3 olusmasi (Yildirim vd., 2016).

Urenin iireaz enzimleri tarafindan hidrolizi, ilgili bir proton iiretimi olmadan
karbonat iyonlarini {iretebilen ve biyolojik sekilde olusan birka¢ reaksiyondan biridir. Bu
hidroliz kalsiyumun fazla oldugu bir ortamda olustugunda, kat1 bir kristal olan kalsit ortamda
¢Okelmektedir. Bu nedenle tireolitik bakterilerin ortama eklenmesi ile suda bulunan
kalsiyum iyonlarin1 uzaklastirmak kolay ve etkili bir yontem olabilir (Siddique & Chahal,
2011).

Ure hidrolizi ile biyogimentolama, biyolojik onarim, biyolojik tikama, biyolojik

tortulagsma ve su aritma gibi alanlarda gesitli calismalar yapilmaktadir (Y1ildirim vd., 2016).

1.5 Biyolojik Iyilestirme

Yapilar insa edilirken kullanilan beton ya da mermer gibi malzemelerin yiizeylerinde
zamanla i¢ ve dis etkenlerden kaynakli olarak ¢atlaklar meydana geldigi goriilmektedir. Bu
catlaklar zamanla onarilmazsa ¢atlaklardaki deformasyon ilerler ve onarimi giiglesir. Bunun
i¢in baz1 geleneksel yontemler kullanilmaktadir. Ancak bu yontemlerin maliyetleri yiiksek
oldugu i¢in arastirmacilar yeni arayiglara yonelmektedir. Bu dogrultuda mikrobiyal CaCOs
cokelimi ile c¢atlaklarin onarimi {izerine ¢esitli ¢alismalar yapilmaktadir. Hedeflenen sey,
olusan catlaklarin ve porlarin CaCOs ile kapatilmasi bir de gecirgenligin azaltilarak yapinin
Omriiniin uzatilmasidir.

Delft Teknoloji Universitesi’nde Henk Jonkers ve arkadaslari yeni nesil kendi
kendini iyilestiren betonlar gelistirmek i¢in, farkli sekillerde kendi kendini iyilestiren kati
maddelerin yapilarin1 arastirmaya baslamislardir. Bunun igin canli ve hareketsiz bakteri ile
gozenekleri genisletilmis kil partikiillerin igine, paketlenen organik bilesiklerin

karistirtlmasiyla catlak iyilestirme orani arastirilmistir. Sonug olarak, bakteri bulunan
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betonda kalsiyum laktatin kalsiyum karbonata doniisiimii ile olusan ¢atlaklarin kapandigi
gozlemlenmistir (Sekil 1.12) (Jonkers, 2011).

Bacterial spores  Organics

Sekil 1.12: Bakteri sporlar1 ve organik biyomineral (Kalsiyum laktat) ile kil
parcaciklarindan olusan karisim beton matrisine gémiilerek olusan ¢atlagin kalsiyum

karbonat ¢okelimi sonucu iyilesmesi (Jonkers, 2011).

Otonom bakteriyel, kendi kendini iyilestirme yapan ¢esitli galismalardan biri ile elde
edilebilir. Ayrica suya erigim, iyilestirilecek catlagin hacmi, betonun iyilesme siiresi ve
bakterinin tiirii de betonun biyo tabanli iyilesmesi igin gerekli faktorlerdir (Luhar, Luhar ve
Shaikh, 2022). Biyolojik olarak kendi kendini iyilestiren yapilarin etkinligi, biyolojik
cokeltilerin miktarina ve farkli ortamlarda kisa siirede aktivasyon olasiligi gibi gesitli
faktorlerden de etkilenmektedir. Uygun mikrobiyal bilesenlerin optimum seviyelerde
eklenmesi biitiin ¢atlaklar1 ve olusan gozenekleri kapatmaktadir. Boylece biyolojik olarak
kendi kendini onarma ydntemi ile hasar goren yapilarin verimli dl¢lide tamiri miimkiin
olabilmektedir (Seifan vd., 2016).

Antik caglardan beri mimarlar, tarihi anitlarin ingas1 i¢in mermer ve kiregtasi gibi
dayanikli taglarin kullanimina odaklanmislardir. Bu tiir anitlarin dis duvarlar1 ve cepheleri,
tagin asamali bozulmasina neden olan degisken c¢evre kosullarina ve kirlilige maruz
kalmaktadir. Yiizeylerde meydana gelen bu tarz deformasyonlar miidahale edilmediginde
yapilarda ciddi boyutta zarara neden olmaktadir (Sekil 1.13). Yiizey iyilestirmelerinde ¢esitli
restorasyon teknikleri uygulanmaktadir. Fakat geleneksel restorasyonlarin birgok eksik yonii
bulunmaktadir (Liu vd., 2011). Inorganik malzemeler (¢imento harci gibi) kullanilarak
yapilan restorasyon c¢alismalarinda yapilarin yiizeyindeki veya igindeki catlaklar
dolmaktadir. Ancak ¢oziinebilir kristal minerallerin sismesi ve farkli genlesme katsayilar
hizlandirilmis yapisal ayrisma ve ikincil bozunma mekanizmalarma yol acabilmektedir
(Baglioni vd., 2013). Bu nedenle, tas yapilarin orjinal estetigini koruyan, yeni koruma ve

restorasyon stratejilerine gereksinim vardir. Bakteri bazli kendi kendini iyilestirmede
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hedeflenen, ozellikle yiiksek dayaniklilik ve sizinti 6nleme ile bu yapilarin 6mriiniin
uzatilmasidir. Bakteriler mineral 6ncii bilesigini daha iyi kiregtagi olarak bilinen mineral
kalsiyum karbonata doniistiiriir. Catlak yiizeyinde kiregtasinin ¢dkmesi, ¢atlaklarin
sizdirmazligini ve tikanmasini saglar, bu da matrisi su ve diger zararli malzemeler i¢in daha

az erigilebilir yapmaktadir. (Katariya, t.y.).

Sekil 1.13: Hasar gormiis tarihi anitlarin goriintimleri (Nemrut Dagy, t.y.; Efes Antik Kenti,
ty.).

Bu ¢alismada Bacillus subtilis ATCC 6633 susu kullanilarak mermer yiizeylerinde
olusan catlaklarin CaCO3 ¢okelimi ile kapatilmasi yontemi kullanilmistir. Boylece mermer
yiizeyindeki catlagin dahili olarak dolmasi ve sizintitya karst direngli hale gelmesi
beklenmektedir. Olusan catlaklarin doldurulmasi ile yap1 dmriiniin uzatilmasi ve uzun yillar
dayanikli bir sekilde 6zelligini korumasi hedeflenmektedir. Bu ¢alismada, tamamen doga
dostu ve yenilik¢i bir yontem kullanilmistir. Diinya genelinde ve Tiirkiye’de az sayida
calismanin oldugu bu konu, geleneksel yapim yontemlerine karsi alternatif ve yenilik¢i bir
uygulamadir. Siirdiiriilebilir ve diisiik karbon salinimi igeren siireclerin giderek 6nemli
oldugu giliniimiizde, tamamen dogal ve biyolojik bir siire¢ olan bakteriyel biyokalsifikasyon
ile mermer yiizeylerin iyilestirilmesinin biyobeton alaninda da kullanilabilir bir yontem

oldugu ifade edilebilir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Giiniimiizde mermer bir¢ok yerde kullanilmaktadir. Mermerin niteliginden dolayi
kullanildig1 yapilarda ¢evre kosullarina ve iklim sartlarina bagl olarak hasarlar meydana
gelmektedir. Ozellikle asit yagmurlar1 daha fazla hasar olusturmaktadir. Mermerin ana
bilesigi olan kalsiyum karbonatin (CaCO3) sudaki ¢dziinme orani azdir. Ancak asit
yagmurlari sonucu ortaya ¢ikan asitler, CaCOz3’1 kimyasal reaksiyonla yikayarak ¢oziinebilir
tuzlara ¢evirebilirler. Yikanma sonucunda malzeme kaybi nedeniyle yapilarin yiizeylerinde
delikler olusmakta, asinma ve renk degisimi meydana gelmektedir (Naidu, Blair ve Scherer,
2016). Yapilarda olusan hasarlarin tamir edilmemesi sonucu bir¢ok yapinin yok oldugu ve
birgogunun da yok olmakla kars1 karsiya kaldigi goriilmektedir. Yapilarda meydana gelen
deformasyonlar geleneksel yontemlerle tamir edilmektedir. Mesela akrilik veya epoksi
recineleri ylizey tabakalarinin olusumunda kullanildiginda, uyumsuz ve zararli yiizey
filmleri meydana gelmektedir. Buna ilaveten, organik ¢oziiciilerin fazla kullanilmasi ¢evre
kirliliginin artmasina da neden olmaktadir. CaCOs iiretmek i¢cin Ca(OH)2 ¢6zeltisi kullanilan
kireg-su teknigi de, kirillgan ve etkisiz kabuklarin olusmasina neden olmaktadir. Kullanilan
teknikler yapinin dayanikliligini azaltmakta olup yeterli gelmemektedir (De Muynck, De
Belie ve Verstraete, 2010). Insan sagligmi olumsuz etkileyen malzemeler ayn1 zamanda
yapilarin da kotli gériinmesine neden olmaktadir. Bu da alan uzmanlarin1 yeni arayislara
itmektedir. Verilen yontemlerin disinda giiniimiizde tireolitik-odakli CaCO3z olusumu da
arastirilmaya baglanmistir. Kalsiyum karbonatin daha cok {ireolitik bakteriler tarafindan

olusumunun yiiksek oldugu bircok caligsmada tespit edilmistir.

Zhong, Liu, Zhang, Wang, Chen, Li, Liu ve Ming (2022) tarafindan yapilan
aragtirmada, rezervuar geri kazanimini artirmak i¢in mikrobiyal kaynakli kalsiyum karbonat
¢okeltmesi {izerine deneysel ¢alisma ile Bacillus subtilis’in glikoz ve iire karbon
kaynaklarmin oldugu ortamda once glikozun tiiketildigi gosterilmistir. Mineralizasyon
stiresini uzatmak i¢in ilk olarak glikozu yikma 6zelligi kullanilarak, heterojen rezervuarlarin
yeniden kazanilmasini artirmak icin ¢alismalar yapilmistir. Bacillus subtilis araciligr ile
glikoz ve iire kullanimimin analiz edilerek ortamdaki glikoz miktarinin ayarlanmasi,

oncelikle biyoasit {iretebilen bakteriler vasitasiyla glikoz — metabolizmasinin
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fermentasyonunu geciktirilebilecegi anlasilmistir. Bu yolla mikroorganizmanin da ortama
girmesinde gecikme olabilecegi sonucuna varilmstir (Zhong vd., 2022).

Luhar, Luhar ve Shaikh (2022), bakteriyel betonun kendi kendini iyilestirmesi ve
mekanik dayaniklilik 6zelliginin tekrardan kazandirilmasi hedeflenmistir. Bakterilerin
dogrudan eklenmesi veya kapsiil seklinde eklenerek c¢atlaklarin  iyilesmesi
degerlendirilmistir. Bu c¢alismada Bacillus pasteuri ve Bacillus subtilis’in ¢atlaklari
iyilestirmede etkili oldugu disiiniilmiis, su ve kloriir gecirgenliginin azaldig1 tespit
edilmistir. Catlak genisligi 0.97 mm ve catlak derinligi 32 mm olan yapilarin kapanma
oraninin yiiksek oldugu disiiniilmektedir. Kalsiyum kaynaklarindan kalsiyum laktat’in
eklenmesi sertlesme zamanin1 geciktirebilir, kalsiyum format ve kalsiyum nitrat da sertlesme
stiresini artirabilir. Kapsiilli bakterilerin uzun siire dayanabildigi ve olusan ¢atlaklarin

CaCOz’la dolarak dayanikliliginin artig1 diisiiniilmektedir (Luhar vd., 2022).

Cetinkaya (2021) yaptigi ¢alismada, biyobeton tizerinde tireolitik bakterilerin etkisini
arastirmistir. Calisma i¢in Ankara-Eskisehir yolu ve Salda Golii’'nden iireaz enzimi liretme
yeteneginde olan Treolitik bakterilerin izolasyonu icin toprak ve c¢amur Ornekleri
toplanmistir. Toprak zenginlestirme ile toprak kolonlar1 olusturulmus, iireolitik bakteriler
cogaltilarak modifiye lire agar iizerine yayma ekimi ger¢eklestirilmistir. Bu ¢aligmada sar1
renkten pembe-mor renge doniisiim, iireaz aktivitesinin bir gostergesi kabul edilmis ve tek
koloni izolasyonu elde edilmistir. Bakteri identifikasyonu i¢in kullanilan 23 izolat 16S
rDNA kolonilerindeki analiz %99 un iizerinde benzerlik gostermistir. Sonucta, izole edilen
ve tanimlanan izolatlarin i{ireaz enzimi lretme yetenegine sahip oldugu, biyobeton

arastirmalart i¢in kullaniminin da uygun oldugu goriilmistiir (Cetinkaya, 2021).

Bozbeyoglu Kart (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, bakteriyel kalsiyum karbonat
mineralizasyonunda tireolitik bakteri-kil etkilesiminde P. favisporus U3 kullanilarak, CaCOs3
¢okelimin oldugu ortam belirlenmis ve mineralojik tahlillerin yapilmasiyla bakteriyel
CaCOz’in yapist anlasilmaya calisilmistir. Ayrica iireaz ve karbonik anhidraz enzim
aktiviteleri ile lireaz protein diizeyleri belirlenerek, bakteriyel kalsiyum karbonatin (CaCOz)
cokelimindeki etkileri de aragtinlmistir. Mineralojik analizlerde P. favisporus U3‘iin
kalsiyum karbonatin kalsit ve vaterit formlarini irettigi, enzim galismalarinda ise, P.
favisporus U3 yiiksek tireaz aktivitesi gorildigii tespit edilmistir. Sonugta, kalsiyum
karbonat ¢okeliminde rolii olan iireaz ve karbonik anhidraz enzimlerinin, aktivitelerinin

tirlere gore farklilik gosterdigi saptanmustir (Kart, 2021).
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Tepe (2021) yaptig1 ¢alismada, iireolitik bakteri Bacillus amyloliquefaciens U17
susunun kalsiyum karbonat ¢okelmesiyle betonun fiziksel 6zelliklerine olan etkisi hakkinda
sonuglara ulagmistir. Bu ¢alismada farkli kalsiyum kaynaklariin ( Ca-kloriir, Ca-laktat, Ca-
nitrat ve Ca-asetat) CaCO3 ¢okelimine olan etkisine bakilmis ve en iyi kaynagin Ca-nitrat
oldugu (25 mM Ca-nitrat, 3282+-10,0 mg/L CaCOs3) tespit edilmistir. Ayrica, CaCOs3
¢cokeliminin hiicre geligmesinde ilk asamada basladigi ve bliylimenin devaminda kalsiyum
miktarinda artis oldugu, gelisimin duragan ve 6liim fazlarinda da kalsiyum karbonatin
oldugu gozlenmistir. Beton ¢alismasinda, beton dayanimina olumlu ve belirgin bir etkisi
tespit edilememistir. Bakterinin dogrudan betona eklenmesi yerine farkli sistemler
gelistirilerek; kendi kendini iyilestiren beton aragtirmasinda, ¢atlak onariminda ve tarihi yap1
restorasyonu gibi alanlarda yerel izolattmiz olan B. amyloliquefaciens U17’nin

kullanilmasinin gerekli oldugu diisiiniilmektedir (Tepe, 2021).

Sumathi, Murali, Gowdhaman, Amran, Fediuk, Vatin, Deeba Laxme ve Gowsika
(2020) yaptiklar1 ¢alismada, Bacillus cohnii bakterisi ile gatlaklarin iyilesmesi, yapilan 6n
catlama sonucunda basing dayaniminin 6l¢iimii ve suyun emiliminin beton mikroyapilari
tizerindeki etkileri hakkinda aragtirmalar yapmigslardir. Beton karisimina Bacillus cohnii
bakteri konsantrasyonu olarak 10° hiicre/mL uygulanmistir. Hazirlanan beton numuneleri
tizerinde, 1slak-kuru ve tam 1slak yontemleri kullanilarak gozlemler yapilmigtir. Kalsiyum
kaynagi olarak kalsiyum nitrat, azot kaynagi olarak {ire ve maya 6ziitii kullanilmigtir. Sonug
olarak dnceden ¢atlamis numunelerin 28 giinde tam 1slak ve 1slak-kuru yontemleri ile ylizey

iyilesmesi oranlar1 % 90 ve % 88 olarak tespit edilmistir (Sumathi vd., 2020).

Demirci (2019) tarafindan, yeni ve ¢ok az ¢alisilan bir yontem olarak mimari
tasariminda biyoisbirlik¢i bir yaklasim olan bakteriyel biyokalsifikasyonun kullanimi
lizerine bir inceleme yapilmistir. Bu yaklasimla biyokalsifikasyonun farkli alanlarda
kullanildig1 gosterilmeye calisilmistir. Dogadan esinlenilerek olusturulan biyoisbirlikgi
tasarimin, yeni bir yaklasimla geleneksel yontemlerden farkli, dogal ve g¢evreye zarari
olmayan yeni bir uygulama oldugu goriilmektedir. Yapi ¢evresinin daha ¢ok betonarme
yapilar seklinde olusturulmasi, bu alanda kullanilan malzemenin iiretim ve kullanim
stiresinin insan saghigini tehdit ettigi goriilmektedir. Ayrica kiiresel 6lgekteki sorunlarin,
stirdiiriilebilir yap1 malzemelerine olan 6nemi daha da artirdig1 sdylenebilir. Biyoisbirlikgi
yaklagim; gelecekte canli organizmalar, mimarlik ve tasarim alanlarinda da kullanilabilir.
Bakteriyel biyokalsifikasyon yontemiyle zararsiz, patojen ve kanserojen olmayan yeni

tasarimlar yapilabilir (Demirci, 2019).
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Castro-Alonso,  Montafez-Hernandez, = Sanchez-Muioz, = Macias  Franco,
Narayanasamy ve Balagurusamy (2019) vyaptiklar1 ¢alismada, Mikrobiyal Olarak
Indiiklenmis Kalsiyum Karbonat Cokeltmesinde (MICP) mikrobiyolojik ve molekiiler
kavramlarinin  biyobeton {izerindeki rollerini arastirmislardir. Ure hidrolizinin;
denitrifikasyon, disimilasyon ve siilfat indirgemesi ile yonlendirilen MICP’nin, biyobetonun
gelistirilmesine destek oldugu ve betonun dayaniklilik 6zelliklerinde bir artisa neden oldugu
tespit edilmistir. Ayrica beton yapilarin, kendi kendini iyilestirme siirecini tesvik ettigi
sonucuna ulasilmistir. Ure hidrolizi, beton onarim mekanizmalarinda en ¢ok kullanilanidir.
Biyobetonun performansini artirmak i¢in mikrobiyolojik ve molekiiler bilesenlerin gerekli

oldugu goriilmektedir (Castro-Alonso vd., 2019).

Atashafrazeh (2018) yaptig1 ¢calismada, Viridibacillus arenosii ve Bacillus pasteurii
bakterilerinin kendi kendini onaran beton dayanimina etkisini incelemistir. Yapilan ¢aligma
ile bakterilerin beton onarimm iizerindeki etkisi arastirilmistir. Catlak gelisiminin betonun
Omriinii kisaltmas1 nedeniyle, kendi kendini onaran beton kavrami ortaya c¢ikmistir.
Literatiirden yola ¢ikilarak daha dnceki sonuglarla kiyaslamak amaciyla B. pasteurii ve daha
once betonda kullanilmamuis olan Viridibacillus arenosii kullanilarak harg ve beton 6rnekleri
olusturulmustur. Bir dizi islemden sonra, elde edilen sonuglardan her iki bakterinin de 102
CFU (canli hiire/ml) oraninda kullanildiginda en yiiksek dayaniklilifi sagladigi tespit
edilmistir. Deney sonuglartyla elde edilen dayaniklilik artisi ve elde edilen goriintiiler,
bakterilerin beton igerisinde besinlerini tiiketerek kalsiyum karbonat ¢okelimi sonucunda

catlak gelisimini 6nledigini gostermektedir (Atashafrazeh, 2018).

Chaparro-Acuia, Becerra-Jiménez, Martinez-Zambrano ve Rojas-Sarmiento (2018)
yaptiklart ¢aligmada, iireik aktiviteyi yapan bakteriler ile toprakta bulunan iire ve kalsiyum
varliginda, mikrobiyolojik olarak indiiklenmis kalsiyum karbonat c¢dkeltisi (MICP)
stirecinde kalsiyum karbonat iiretebilen mikroorganizmalarin agir metallerin giderilmesi,
toprak biyokonsolidasyonu, biyogimento ve karbondioksitin tutulmasi gibi siiregler
tizerindeki etkileri tartisilmaktadir. Bakteri tiirii, bakteri hiicre konsantrasyonlari, pH,
sicaklik, kalsiyum ve iire konsantrasyonlar: etkenleri sonucunda olusan bakteri iireazi,
kalsiyum karbonat kristalleri ile MICP’nin etkinligini etkileyen faktorlerin mekanizmasi

hakkinda, arastirmalar ve uygulamalar yapilmaktadir (Chaparro-Acuifia vd., 2018).

Akyol, Bozkaya ve Dogan (2017) yaptiklar1 ¢alismada, bakteriyel karbonat ¢okeltme

yontemi ile kumlu topraklarin miihendislik 06zelliklerinin iyilesmesi konusunu
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arastirmiglardir. Bunun i¢in en yliksek kalsiyum karbonat ¢okelmesi yapabilen ii¢ farkli
bakteri tiirli kullanilmistir. Bakteriler ( Bacillus aerius U2, Paenibacillus favisporus U3 ve
Lysinibacillus fusiformis U5) Denizli’deki Israfil Nehri’nden almmustir. Numune olarak
alinan bakterilerin iire konsantrasyonu, pH, sicaklik ve inkiibasyon siirelerine bakilmistir.
Kullanilan bakteriler igin ortam kosullari; tire konsantrasyonu: 100 mm, sicaklik: 37°C, pH:
6,5 ve inkiibasyon siiresi: 10 giin olarak belirlenmistir. Bu kosullara en iyi uyum saglayan
bakteri tiirii P. favisporus U3 olup maksimum CaCOs konsantrasyonu 2803 mg/mL olarak
hesaplanmistir (Akyol vd., 2017).

Anbu, Kang, Shin ve So (2016) yaptiklari ¢alismada, bakteriler tarafindan kalsiyum
karbonat minerallerinin olusumu ve ¢oklu uygulamalarin mikrobiyal olarak indiiklenen
kalsiyum karbonat ¢okelmesi (MICP) ayrintili olarak tartigilmaktadir. Cesitli kalsiyum
kaynaklar1 kullanilarak kalsit kristal yapilarinin olusmasinda kalsiyumun rolii ile farkl
polimorf olusumlari aragtiritlmaktadir. Ayrica tireaz iiretimine ve karbonat ¢okelmesine etki
eden ¢evresel faktorler de arastirilmaktadir. MICP yontemi, ¢evre sorunlarini ¢ézmek igin
geleneksel ve giincel iyilestirme teknolojilerinde umut vadeden, ¢evre dostu ve alternatif
yeni bir yaklasimdir. Bu ¢calismada S. pasteurii ve B. megaterium gibi mikroorganizmalarin
MICP’de kullaniminin iyi bir sonu¢ verdigi gozlenmistir. Bu yeni teknolojik yapinin,
betonun sizdirmazhigimin yani sira toprak ve kumun kalitesini artirmak i¢in de uygun oldugu

sonucuna varilmistir (Anbu vd., 2016).

Basaran Bundur, Ferron ve Kirisits (2015) yaptiklart ¢alismada biyomineralizasyon
yonteminin betonda kendiliginden iyilesmeyi saglayan en yenilik¢i yontemlerden biri olmasi
nedeniyle, bu yontemin ¢imento esasli malzemelerin performansina olan etkisini
aragtirmiglardir. Yapilan calisma ile besi yerine katilan S. pasteurii susunun g¢imento
hamurundaki kalsiyum karbonat (CaCOz3) diizeyini artirdigi ve bu nedenle ¢imento harci
igerisinde bulunan bosluk miktarinda azalisa neden oldugu tespit edilmistir. Cimento
harcinin ise basinca daha dayanikli oldugu belirlenmistir. Sonugta, Kkendiliginden
lyilegsmenin saglanabilmesi i¢in kullanilan yontemin, ¢imento esaslt malzemelerin yapisinda

degisikliklere neden oldugu goriilmektedir (Basaran Bundur vd., 2015).

Zhang, Guo ve Cheng (2015), mikrobiyal harcin mukavemeti ile mikro yapisinda
kalsiyum kaynaklarinin islevini arastirmiglardir. Bu ¢alismada ii¢ farkli kalsiyum kaynagi,
kalsiyum kloriir (CaCly), kalsiyum asetat (Ca(CH3zCOO)2) ve kalsiyum nitrat (Ca(NOz)>) ile

karistirilan mikrobiyal harclarin tek eksenli basing dayanimi, ¢cekme dayanimi ve su emme
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oranlaria bakilmistir. Kalsiyum asetatin bulundugu mikrobiyal harglarin tek eksenli basing
dayanim1 ve ¢ekme dayaniminin, diger iki kalsiyum kaynaginin bulundugu mikrobiyal
harglarin yaklasik iki kat1 oldugu tespit edilmistir. Yapilan analizler sonucu, kalsiyum
asetatin bulundugu mikrobiyal har¢lardaki gézenek boyutu ve dagiliminin diger kalsiyum
kaynaklarina oranla daha diizgiin oldugu gozlemlenmistir. Mikrobiyal olarak indiiklenen
karbonat ¢okeltisinin (MICP), yapilarda olusan ¢atlaklara uygulanirken kalsiyum asetatin
sik kullanilan diger kaynaklara oranla daha iyi bir kalsiyum kaynagi oldugu diistintilmektedir
(Zhang vd., 2015).

Wang, Soens, Verstraete ve De Belie (2014) de mikrokapsiillii bakteri sporlarini
kullanarak kendi kendini iyilestiren beton calismasi yapmislardir. Bu siiregte catlamis
numunelerin tizerine mikrokapsiiliin eklendigi, Taramali Elektron Mikroskopu (TEM) ile
yapilan inceleme sonucu tespit edilmistir. Kendi kendini iyilestirme orani, ¢atlagin iyilesme
stiresi ve su gecirgenligi degerlendirilmesi yapilmistir. Sonug¢ olarak, biyomikrokapsiil
numunelerin iyilesme yiizdelerinin (%48-%80) bakteri bulunmayanlara (%18-%50) oranla
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica bakteri bulunan numunelerde su gecirgenligi bakteri
olmayan numunelere gore 10 kat daha diisiiktiir. Dolayisiyla % 95 bagil nem bulunan
ortamda bekletilen bakterili ve bakterisiz numunelerde iyilesme goriilmemis olup, suyun
ortamda bulunmasinin kendi kendini iyilestirmek i¢in yeterli oldugu gézlemlenmistir (Wang
vd., 2014).

Dhami, Reddy ve Mukherjee (2013) de kalsiyum karbonatin biyomineralizasyonu ve
miihendislik uygulamalar1 ile ilgili incelemeler yapmuslardir. Ureolitik bakteriler
kullanilarak, kalsiyum karbonat biyominerallerin iiretiminde bakterilerin roliiniin ne oldugu
ve biyominerallerin kullanildig1 sektorler arastirilmistir. Sonug olarak, biyominerallerin
mithendislik uygulamalart i¢in yeni bir alan oldugu kesfedilmistir. Ancak bunun
laboratuvardan saha 6lgeklerine getirilmesi igin ¢evresel agidan giivenilir, uygun maliyetli

ve teknolojiye uygun hale kavusturulmasi gerekmektedir (Dhami vd., 2013).

Chahal, Siddique ve Rajor (2012) yaptiklar1 ¢alismada, Sporosarcina pasteurii
bakterisi ile ugucu kiil bulunan ve ugucu kiil bulunmayan beton numunelerinin basing
dayanimi, su emme ve kloriir gecirgenligi hakkinda deneyler yapmislardir. Cimento miktari
% 10, % 20 ve % 30 oranlarinda ucucu kiil ile degistirilmistir. Beton karisimlarma 10%, 10*
ve 10° hiicre/ml konsantrasyonunda bakteri eklenmistir. 28 giin bekletilen numunelere

basing dayanimi, su emme ve hizli kloriir gecirgenligi testleri yapilmistir. Sonug olarak S.
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pasteurii kullanilan 10° hiicre/ml konsantrasyonunun ucucu kiil betonu basing dayanimimi %
22 oraninda artirdigi, gozenekliligini ve gegirgenligini azalttigi kesfedilmistir. Ayrica su
emmede dort kat azalma oldugu ve bakteriyel kalsit birikimi olmasi sonucu kloriir

gecirgenliginde sekiz kat azalma oldugu tespit edilmistir (Chahal vd., 2012).

Wiktor ve Jonkers (2011) yaptiklar1 calismada normal beton agregalarin bir
parcasinin yerine, genisletilmis gozenekli kil parcaciklarina gomiilii rezervuar pargaciklar
seklinde hareketli, yeni ve iki bilesenli biyokimyasal olarak kendi kendini onaran bu
maddenin ¢atlaklarin kapanmasindaki potansiyelini Ol¢miislerdir. Olusan catlaklarin
yiizeyine iki bilesenli biyokimyasal ajan olan bakteri sporlar1 (Bacillus alkalinitrilicus) ve
kalsiyum laktat giris suyu ¢atlaklarin i¢ine girmektedir. Olusan mikro ¢atlaklarin bakteriler
vasitasiyla kalsiyum karbonat ¢okelimi sonucu kapanmasi beklenmektedir. Sonug olarak,
yiiz glin suyun i¢inde kalan numunelerden; bakterili olan numunelerde 0.46 mm, kontrol
numunelerinde ise 0.18 mm genisligindeki ¢atlaklarda iyilesme oldugu gozlemlenmistir.
Ayrica bakteri bulunan numunelerde oksijen tiiketiminin fazla oldugu tespit edilmistir

(Wiktor & Jonkers, 2011).

Jonkers, Thijssen, Muyzer, Copuroglu ve Schlangen (2010) yaptiklar1 ¢alismada,
stirdiirtilebilir betonun gelismesi i¢in bakterilerin kendi kendini iyilestiren ajan olarak
uygulanmasini, bakterilerin hareket etme potansiyelini ve olusan ¢atlaklarin onarilma
diizeylerinin arastirilmasini amaglamislardir. Bu ¢alismada, Bacillus cinsi bakterilerin alkali
direngli spor olusturan 6zel bir grubu kullanilmigtir. Amag ¢imento matrisine eklenen
bakterinin, olusan ¢atlaklar1 onarim siirecini katalize etmek ve iyilestirme siirecinde hareket
edip etmedigini belirlemektir. Beton karigimina eklenen bakterilerin, sadece karisimdan
kaynaklanan mekanik streslere direnmesi degil ayni zamanda uzun bir siire yiiksek alkalilige
de dayanikli olmasi gerektigi disiiniilmektedir. Bunun icin alkalofilik spor olusturan
Bacillus cinsi bakteriler tercih edilmektedir. Sonug olarak, Bacillus cinsi bakterilerin ¢atlak
icine ilave edilen suyla birlikte kalsiyum laktat1 kalsiyum karbonata doniistiirdiigii ve olusan
catlagi kapattig1 g6zlemlenmistir. Bu onarimin gevre dostu olmasi ve uygun maliyetli olmasi

nedeniyle gelecek vaadettigi diisiiniilmektedir (Jonkers vd., 2010).

Chunxiang, Jianyun, Ruixing ve Liang (2009) gore amag, ¢imento Kkullanarak
olusturulan yapilarin yiizeylerinde koruyucu bir tabakanin olusmasini saglamaktir. Bunun
icin yeni ve c¢evre dostu olan, kalsiyum karbonat ¢okelmesi islemi yapabilen bakteri

kullaniminin yliizey iyilesmelerini saglamasi beklenmektedir. Boylece, olusan tabakanin
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fiziksel ve kimyasal yapilarini etkileyen bazi faktorlerin ortaya ¢ikmasi saglanmis olacaktir.
Bunun i¢in Bacillus pasteurii bakterisi kullanilmistir. Bakteriyel aktivite, Ca*? eklenme sekli
ve lre miktar1 olusacak kalsiyum karbonat tabakasi 6zelliklerini belirlemektedir. X-151n1
kirinimi, olusan tabakanin bilesimini karakterize ederken; taramali elektron mikroskobu,
parcaciklarin morfolojisi ile ilgili bize bilgi vermektedir. Ayrica koruyucu tabakanin su
penetrasyonuna karsi, direnci gelistirme 6zelligini degerlendirmek i¢in kilcal su emme testi
yapilmistir. Sonug olarak yiiksek bakteri aktivitesi, uygun kalsiyum konsantrasyonu ve
karigimina iireden dnce Ca*? eklenir. Bdylece olusan kalsiyum karbonat tabakasinn,
numunelerin yiizeyinde su penetrasyonuna direnci yiiksek oranda iyilesme sagladigi

gozlemlenmistir (Chunxiang vd., 2009).

De Muynck, Cox, Belie ve Verstraete (2008) yaptiklari ¢aligmada, bakteriyel
kalsiyum karbonat (CaCOs) c¢okeltmesinin beton ve harcin dayanikliligini etkileyen
parametreler iizerindeki etkilerini arastirmislardir. Saf ve karigik iireolitik bakteri
kiltirlerinin sonuglar1, gelencksel yiizey islemlerinin sonuglari ile karsilastirilmistir.
Bacillus sphaericus tiirti kullanilmistir. Numunelerin yilizeyinde bakterilerin CaCO3
cokeltmesi sonucu olusan kalsit tabakasi, kilcal su alimi ile gaza kars1 gecirgenligin azaldigi
saptanmistir. Bakteri kiiltiirliniin tliri ve besi yeri bilesimi CaCOgs kristal yapisini
etkilemektedir. Saf kiiltiirlerin kullaniminin, macun olarak karigik iireolitik kiiltiirlerin
kullanimina goére su aliminda belirgin bir diisiise ve kromatik agidan daha az bir degisime

neden oldugu gézlemlenmistir (De Muynck vd., 2008).

Whiffin, Van Paassen ve Harkes (2007) yaptiklari ¢alismada, mikrobiyal karbonat
cokeltme (MCP)’yi bir toprak giiclendirme yontemi seklinde degerlendirerek arazi
uygulamalari igin gergek kosullarda, bes metrelik bir kum kolonunun bakteri ve reaktiflerle
temasini yapmuglardir. Enjeksiyon ve reaksiyon parametreleri islem sirasinda izlenerek,
Sporosarcina pasteurii ile islem reaktiflerinin malzemenin tikanmasina yol agmadan diisiik
basinglarda kolonun tamamina enjekte edilmistir. Yapilan islemden sonra kolon teste tabi
tutulmus, birka¢ metre boyunca mukavemet ve sertlikte Onemli bir gelisme oldugu
goriilmiistiir. Dayanim artiginin kolonun iist kisminda daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir.
Bes metrelik tedavi uzunlugunun tiimiinde, kalsiyum karbonatin ¢okeldigi goriilmektedir.
Sonug olarak, topragi sivi gecirimsiz hale getirmeden topragin yiik tasima o6zelliginin

tyilestirilmesi mikrobiyal kalsiyum karbonat ¢okeltmesi ile uygulanabildigi goriilmiistiir
(Whiffin vd., 2007).

22



Dejong, Frtzges ve Niisslein (2006) yaptiklar1 ¢alismada, baslangigta gevsek ve
cokelebilen kumun ¢imentolu bir toprak matrisinin olugsmasi i¢in dogal mikrobiyal biyolojik
stireglerinin kullanimint arastirmiglardir. Mikrobiyal olarak indiiklenen kalsit ¢cokeltme
(MICP), Bacillus pasteurii kullanilarak elde edilmistir. Bacillus pasteurii iire ve ¢éziinmiis
bir kalsiyum kaynagi ile degistirilmis, sivi besi yerinde kum 6rneklerine yerlestirilmistir.
izotopik olarak yapilan bir dizi konsolide edilmis ii¢ eksenli drenajsiz sikistirma testinde
(CIUC), MICP ile eklenen 6rneklerin eklenmeyen orneklere oranla daha yiiksek bir ilk
kesme sertligi ve kesme kapasitesi kazandirdigi goriilmiistiir. SEM analizleri ile pargacik-
pargacik temaslarinda ¢okelmis kalsit baglarinin konsantrasyonu ile ¢imentolu kum matrisi
olustugu, X-1is1m1 bilesim haritalamast ile de c¢imento baglarinin kalsitten olustugu
gozlemlenmistir. Gevsek kum yapilarin sert bir yapiya doniismesinin, dogal biyolojik
slireglerle ve bu siireglerin kontrol edilmesiyle gerceklesebilecegini gostermektedir (DeJong

vd., 2006).

Ghosh, Mandal, Chattopadhyay ve Pal (2005) yaptiklar: ¢alismada, mikrobiyolojik
olarak indiiklenen mineralleri ¢cokeltme islemi ile ¢cimento ve kum karisiminin mukavemetini
artirma yontemini agiklamaya c¢alismislardir. Karistirma suyu igin farkli hiicre
konsantrasyonuna sahip Shewanella tiirine ait termofilik bir anaerobik mikroorganizma
kullanilmistir. Béylece yaklasik 10° hiicre/ml karisgim suyu ilave edilmesi ile ¢imento
harcinin 28 giinliik basing dayaniminda %25°lik bir artis oldugu goriilmiistiir. Taramali
elektron mikroskobu incelemesi ile mikroorganizmalarin varligindan dolay1 gozeneklerde
lifli dolgu maddesinin biiylidiigli tespit edilmistir. Bu da dayanikliligin artmasina neden

olmaktadir (Ghosh vd., 2005).

Whiffin (2004), lireaz aktif hiicre iiretimini saglamak igin endiistriyel olarak uygun
maliyette bir mikrobiyal proses gelistirmek ve lireaz aktif hiicrelerin biyogimento iiretimi
icin bir katalizér gorevi gérme potansiyelini arastirmigtir. Bacillus pasteurii’nin Proteus
vulgaris 'den daha yiiksek tlireaz aktivitesine sahip oldugu fakat {ireaz aktivite seviyesinin
biyokiitleye gore degiskenlik gosterdigi goriilmiistiir. Koolschijn kumu ve % 10 turba
(Holland veen) ile % 90 Koolschijn kumlarinin karisimiyla yapilan biyosementasyon
isleminde, Koolschijn kumunun 1.8 MPa’lik bir kesme mukavemeti ve 250 MPa’lik bir
sertlik gosterdigi tespit edilmistir. Turba ve Koolschijn karigimi kumun ise, daha diisiik
mukavemet iyilestirmeleri yapti§i goézlemlenmistir. Sonug olarak yiiksek dayanimli ve
ekonomik sementasyonun olusturulabilecegi gevsek kumun, bakteri kiiltiirleri ile etkili bir

sekilde konsolidasyonunun saglanabilecegi kanitlanmistir (Whiffin, 2004).
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Rodriguez-Navarro, Rodriguez-Gallego, Chekroun ve Gonzalez-Munoz (2003)
yaptiklar1 ¢alismada, siis taglarinin Myxococcus xanthus ile indiiklenmis karbonat
biyomineralizasyonu yontemini kullanarak korunma g¢alismasi yapmislardir. Bu yolla, M.
xanthus’un gézenekli kiregtaginin yapisina uyumlu bir koruyucu ve saglamlastirici karbonat
tabakas1 olusturma kapasitesi degerlendirilmektedir. M. xanthus’un kalsiyum karbonat
cokelme kapasitesi on testlerle ol¢iilmiistiir. Karbonat ¢okelmesinin oldugu silika cami ya
da seramik vb. silikat yapilarin {izerinde yapilan biyomineralizasyon isleminin, silikat
kayalarinda kullanimi artirabilecegi diistiniilmektedir. Yeni olusan kristaller, tagin yapisinda
bulunan kalsit partikiillerinden daha ¢ok strese dayanikli olmaktadir. Sonug olarak yapilan
canlilik testleri, M. xanthus un s1v1 kiiltiir ortaminda canli kalabildigini ancak tas 6rneginin

kurutulmasti ile M. xanthus’un 61diigii gozlemlenmistir (Rodriguez-Navarro vd., 2003).

Bachmeier, Williams, Warmington ve Bang (2002), mikrobiyal iireazin kalsit
cokeltmesindeki aktivitesi, Bacillus pasteurii tireazin1 kodlayabilen plazmit, pBU11 igeren
rekombinant Escherichia coli HB101 ile ¢alismiglardir. B. pasteurii ve E. coli tarafindan
indiiklenen kalsit ¢okeltisi (pBU11), bir iireaz inhibitorii asetohidroksamik asitin (AHA)
ortada olmasi sonucu inhibe edilmistir. Ureazin kofaktorii olan nikelin diisiik
konsantrasyonda ortama eklenmesi ile E. coli (pBU11) kalsit ¢okelmesini artirmigtir.
Politiretan (PU) ile hareketsizlestirilmis iireaz, yiiksek sicaklik ve konsantrasyonda pronaz
varliginda daha yiiksek enzimatik aktiviteyi korumustur. Bu immobilizasyonun enzim
aktivitesini gevresel degisikliklere karsi koruma sagladigimi gdstermektedir. Elde edilen
verilere gore, iyilestirmede immobilize edilmis biitiin hiicrenin yerine immobilize enzimin

kullanilmas1 pozitif potansiyel ortaya koymaktadir (Bachmeier vd., 2002).

Bang, Galinat ve Ramakrishnan (2001) yaptiklart ¢alismada, Bacillus pasteurii’'nin
biitiin hiicrelerini hareketsizlestirmek icin poliliretan (PU) kullanmislardir. Serbest ve
immobilize B. pasteurii’nin bulundugu ortamda, kalsit ¢cokeltme ve amonyak iiretim oranlari
karsilastirilmistir. PU ile hareketsizlestirilmis B. pasteurii’nin uygulandig: simiile edilmis
catlaklarin oldugu, beton kiiplerin basing dayanimlar1 ve mikrobiyal kalsit ¢cokeltme sonucu
catlaklarin iyilesmesi etkinligini belirlemek icin testler yapilmistir. Bunun sonucunda
fizikokimyasal olarak ¢ok yonlii olan PU’nun, beton gatlaklarinda mikrobiyolojik olarak
indiiklenen kalsit ¢okeltmesinin etkili bir iyilesme yontemi oldugu goriilmiistiir. PU polimer
matrisi, mikrobiyal enzimatik aktivitelerin daha wuzun sirelerde kullaniminm
saglayabilmektedir (Bang vd., 2001).
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Stocks-Fischer, Galinat ve Bang (1999), Bacillus pasteurii kullanilarak indiiklenen
CaCOs ¢okeltmesinin fiziksel ve biyokimyasal 6zelliklerini aragtirmiglardir. Biyokimyasal
stirecler, mikrobiyolojik ve kimyasal CaCO3z ¢okeltmesinin kinetikleri karsilagtirilarak
arastinlmistir. Ureaz aktivitesinde, Michaelise-Menten kinetigi ile kalsit ¢okeltmesinde
onemli olan farkli pH degerlerine de bakilmistir. CaCO3’1n mikrobiyal ¢okeltilmesi, kum
kolonlarinin yiizeyinde ve altinda taramali elektron mikroskobu ile X-1gin1 kirtniminin nicel
analiziyle degerlendirilmistir. Calisma sonucunda, CaCOs ¢okelme oranmnin hiicre
biiyiimesine bagl oldugu diisiiniilmektedir. Ureazin kalsit ¢okeltmesinin uygun oldugu
yiiksek pH degerinde (pH 8-9), daha yiiksek enzimatik aktiviteler ve iireye daha giiglii
yatkinlik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica mikrobiyal ¢okeltmenin, gozenekli ortamin
biyolojik olarak iyilestirilmesinde kolay bir uygulama olabilecegi fikri desteklenmektedir
(Stocks-Fischer vd., 1999).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Cahismada Kullanmilan Cihazlar ve Malzemeler

Statik etiiv (Heraeus), calkalamali etiiv (Thermoshake), karbon dioksitli etiiv
(Heraeus), otoklav, vorteks (ZX3 Vorteks), hassas terazi (Shimadzu), isitici manyetik
karistirict (Arec), otomatik pipetler (1000 pL, 100uL) (Dragon), mezur (Isolab), beher
(Isolab), erlen (Isolab), petri kab1, deney tiipii, UV sterilizasyon kabini, distile su cihazi, cam

kavanoz, idrar kab1 ve steril spang.

3.2 Calismada Kullamlan Kimyasal Malzemeler ve Kullanilan Mermerler

Ure ( CO(NH.)2), Yeast Extract, D(+)- Glikoz Monohidrat (CeH1206.H20),
Kalsiyum Asetat ((CH3COO).Ca), Kalsiyum Kloriir Dihidrat (CaClz2.2H20), Sodyum
Hidroksit (NaOH) ve SF (% 0.9 NaCl (a/h)), etil alkol (C2HsOH) kullanilmustr.

Mermerler, 6zel bir mermer isleme tesisinden temin edildi. 2x2 ve 4x4 cm
boyutlarinda mermerler kesim cihazinda kestirilerek hazirlandi. 2x2 ve 4x4 ¢cm ebatlarindaki
her bir grup i¢in 50 adet mermer kestirildi. Deneyde kullanilmak i¢in saklama kaplarinda

kuru ortamda muhafaza edilmistir.

3.3 Calismada Kullamilan Mikroorganizma

Bu ¢alismada, Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan temin edilen Bacillus subtilis
ATCC 6633 susu kullamlmstir. Bakteri kiiltiirii, 37°C’de brain hearth infusion agar (BHIA)
besi yerinde tiretildikten sonra buzdolabinda serin kosullarda saklanilmstir.

Bacillus subtilis, gr (+) ve ¢ubuk seklinde goriinen spor olusturabilen bir bakteri
tiriidiir. Zor ortam kosullarinda canli kalabilmektedir. Bir¢ok Bacillus tiirii, kalsiyum

varliginda kalsiyum karbonat ¢okelmesi gerceklestirebilmektedir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: Bacillus subtilis’in s1v1 kiiltiiriniin goriintimii.

3.4 Mermer Orneklerinin Hazirlanmasi

4x4 cm olanlar hazirlanmis olan %70’lik alkollii soliisyonun i¢inde 30 dakika
bekletilmistir. i¢ine konulan kabin agzi aliiminyum folyo ve strec ¢ekilerek kapatilmustir.
Mermer numunelerinin her bir yiizeyi 15 dakika arayla c¢evrilerek alkol ¢ozeltisinde
bekletilmistir. Boylece tiim yiizeylerin alkol ¢ozeltisi ile iyice temas etmesi saglanmistir.

2x2 cm’lik mermerlere ayni islemler uygulanmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2: Mermer numunelerinin %70’lik soliisyonda bekletilme goriintiisii.

Soliisyonun iginden ¢ikarilan mermer numuneleri 40°C olarak ayarlanan etiivde 6
saat bekletilmistir. Biitlin ylizeylerinin tamamen kurumasi i¢in belli araliklarla

cevrilmislerdir (Sekil 3.3).

27



Sekil 3.3: Hazirlanan numunelerin etiivde kurutulma goriintiisii.

Tamamen kurutulan numunelerin 6n yiizeyi UV kabininde 30 dakika bekletildikten
sonra arka yiizeyi de ¢evrilip 30 dakika daha bekletilmistir. Steril edilen mermer numuneleri,
steril kaplarin i¢ine alinarak, UV kabininde bes dakika daha bekletilip kapaklar1 kapatilmis

ve deneysel asamalarda kullanilacagi zamana kadar aseptik sekilde saklanmiglardir (Sekil
3.4).

Sekil 3.4: Mermer numunelerin UV kabininde steril edilmesi ve bekleme kaplarina

alinmasi.

Mermer Orneklerinin yarisi, %75 nispi nem ve %5 CO> iceren karbon dioksitli

etlivde 20 giin bekletilmistir.
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3.5 Bakteri Inokiilasyonu

Bakteriyel kalsifikasyon iglemleri dncesinde kati bakteri kiiltiiriinden, B. subtilis 6ze
ile alinip, brain hearth infusion broth (BHIB) ortamina inokule edilmistir. Sivi bakteri
kiiltiirti 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra 0.1 mL s1v1 bakteri kiiltiirti, 20 mL yeni BHIB
ortamina inokule edilerek, 24 saat 37 °C ve 110 rpm’de inkiibasyona birakilmustir.

Canli hiicre sayim1 (CFU) igin, 9 mL % 0.9 NaCl (SF) igeren bir seri sulandirim
tipleri hazirlanmistir (Sekil 3.5). Yukarida hazirlanis bigimi belirtilen sivi bakteri
kiiltiiriinden 1mL alinip 10 kez sulandirim yapilacak olan tiipe pipetlenmistir. Tiipe konulan
bakterinin homojen sekilde dagiliminin saglanmasi igin vortekslenmistir. 10 kez sulandirim
yapilan tiipden pipet ile ImL alinip 10% kez sulandirim yapilacak tiipe pipetlenerek ayni
sekilde vortekslenmistir. Ayni islem diger tiipler icinde yapilmis ve seyreltme islemi
tamamlanmuistir. 104, 10° 10, 107 ve 108 kez sulandirim islemlerinin gercgeklestirildigi
tiplerden 100ul dilue sivi kiiltiir alinip brain hearth infusion agar (BHIA) iceren
besiyerlerine ekim yapilip, L baget ile tiim yiizeye dagilimi saglanmistir. Hazirlanan 6rnekler
etiivde 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin bitiminde plaklarda koloni

sayimi yapilip sivi bakteri kiiltiirtindeki canli hiicre sayist hesaplanmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6: Bakteri kolonilerinin koloni sayaci cihazinda sayimu.
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3.6 Bakteriyel Kalsifikasyonda Kullamilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi

3.6.1 Inokiilasyon besiyerinin hazirlanilmasi

Inokiilasyon besiyeri, maya ekstrakt: (25 gr/L) ve iire (25 gr/L) icermektedir. Distile
suyla hazirlanan besiyeri, 1siticili manyetik karistirici tizerine konularak homojen bir karigim
elde edilene kadar karistirilmistir. 4x4 cm ebadindaki mermerlerin bekletilecegi 18 adet cam
kavanoz (maximum 300 mL hacimli) steril edilmistir. Ayn1 sekilde 2x2 c¢cm’lik mermer
ornekleri i¢in de 18 adet steril idrar kaplari (maximum 200 mL hacimli) hazirlanmustir.
Otoklavizasyon islemlerinden 6nce kavanozlara 120 mL ve idrar kaplarina ise 15 mL
inokulasyon besiyeri konulmustur (Sekil 3.7). Biitiin besiyerleri otoklavda 20 d steril

edilmistir.

Sekil 3.7: Otoklavizasyon islemi sonrasi goriintiisii.

Bolim 3.5° de belirtilen sekilde hazirlanan B. subtilis kiiltiiriinden, hazirlanan besi
yerlerine Cizelge 3.1°de belirtilen deney semasina gore ekim yapilmistir. 1. , 2. ve 8., 9.
gruplar bakteri igermeyen, 3. , 4. ve 10. , 11. gruplar bakteri igeren ve 5., 6. ve 12., 13.
grup da oli bakteri igeren gruplardir. Bakteri igermeyen gruplar negatif, 6li bakteri igeren
gruplar pozitif bakteri kontrol gruplari olarak hazirlanmistir. Ekimi yapilacak olan bakteri
kiiltiirleri, 10" CFU/mL olacak sekilde ayarlanip, kavanoz ve idrar kaplarimdaki besiyerlerine

ekimleri yapilmstir.
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Cizelge 3.1: Mermer yiizeylerinde CaCOs kristalleri olusumuna yonelik islemlerde

kullanilan besiyerleri igerikleri.

CO2 Uygulamas1 ~ Bakteri Uygulamas1  Presipitasyon Besiyeri Grup Numarasi

Ca(C2H302), GM? +(J° 1
] CaClo+U 2
Canly Ca(C2H30,)2 (f;l\/l +U 3
Var CaCl,+U 4
Olii Ca(C2H30z). GM +U 5
CaClx+U 6

- — 7 (Kontrol)
Ca(C2H30,), GM +U 8
) CaClo+U 9
Canly Ca(C2H30,)2 E;I\/l +U 10
Yok CaCl,+U 11
Oli Ca(C2H302): GM +U 12
CaClx+U 13

- — 14 (Kontrol)

2Ca(C2H30,)., glukoz ve maya Oziitii igeren besiyeri,
bUre,

"-"; bakteri icermeyen,

"—"; herhangi bir besiyeri icermeyen

Kavanozlardaki besiyerine 100 pul ve idrar kaplarina 10 pl ekim bakteri inokulasyonu
yapilmistir. Sadece 3-6. ve 10-13. gruplara bakteri ekimi yapilmistir. Ekim yapilan kavanoz
ve idrar kaplarinin agizlar steril spang ile kapatilarak ¢alkalamali etiive konulmustur. 37°C
ve 90 rpm de 24 saat bekletilmistir. Bakteri ekimi yapilmayan gruplar 24 saat oda
sicakliginda karanlik ortamda bekletilmistir. Olii bakteri, uygulamalarin yapilacag: gruplar
inkiibasyon siiresi dolduktan sonra etiivden alinarak 20 d otoklavize edilmistir.
Otoklavizasyon iglemleri sirasinda sivi kaybini onlemek igin kavanozlarin ve idrar

kaplarinin kapaklart kapatilmigtir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8: Canli bakteri kiiltiirlerinin otoklavizasyon sonrasi goriintiisti.

31



Hazirlamilmis  olan inokiilasyon besiyerlerine mermerler yerlestirilmistir.
Kavanozlarin igindeki besiyerine 4x4 cm ebadinda mermerler ve idrar kaplarindaki
besiyerlerine de 2x2 cm’lik mermerler konulmustur. Mermerlerin tiim yiizeylerinin kiltiir
ile temas edebilmesi saglanmistir. Kavanoz ve idrar kaplarinin agiz kisimlar1 aymi sekilde
steril spang ile kapatilarak mermer numuneleri 2 giin, 28°C’de ve statik olarak etiivde
bekletilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9: Inokiilasyon besiyeri igine konulan mermer numunelerinin etiivde bekleme

goruntusu.

3.6.2 Presipitasyon besiyerinin hazirlanmasi

Presipitasyon islemleri icin iki farkli besiyeri hazirlanmistir: CaAsetatGM+U
(CAGMU) ve CaCl,+U (CU). CAGMU besiyeri, Ca(C2H302)2 (6 gr/L), glikoz (2 gr/L),
maya Oziitii (2 gr/L) ve iire (12 gr/L) igermektedir. CU besiyeri ise CaCl2.2H20 (60 gr/L)
ve iire (24 gr/L) icermektedir.

Hazirlanan farkl icerikteki besiyerlerinden kavanozlara 120 mL ve idrar kaplarina

ise 15 mL konulup otoklavize edilmistir.

Iki giin inokiilasyon ortaminda kalan mermerler, hazirlanan yeni besi yerlerine
konulmustur. Kavanozlara 4x4 c¢cm ebadindaki mermerler, idrar kaplarina da 2x2 cm
ebadindaki mermerler konularak agizlari steril spang ile kapatilmistir. Mermerlerin tiim
ylizeylerinin besiyeri ile temas edebilmesi saglanmistir. Numuneler, 4 giin 28 °C’de statik
olarak etiivde bekletilmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10: Farkli presipitasyon besiyerlerine konulan mermer numunelerin etiivde

bekletilmesi.

Dort giin besi yerinde kalan mermer numuneleri, besiyerinden ¢ikarilmistir.
Hazirlanan steril alana yerlestirilen mermer numuneleri, 30°C’e ayarlanmis olan etiive
konulmustur. Etiivde 2 giin bekletilen mermer numuneleri 2442 °C’de, klimatize edilmis
ortamda 3 ay beklemeye birakilmstir (Sekil 3.11). Karbondioksitli etiivde 30 giin bekletilen
mermerlere ayni islemler yapilmistir. Besiyerleri igerisinde bekletilmeyen mermer

numuneleri kontrol grubu olarak ayni kosullarda bekletilmistir.

Sekil 3.11: Mermer numunelerin etiivde bekletildikten sonra bekleme kosullarina alinmasi.

3.7 Analizler

3.7.1 X-Ismlar1 kirinimi (XRD) analizi

XRD, malzemelerin kristalin 6zelliklerinin saptanmasi i¢in siklikla kullanilan
yontemlerden biridir. Analizler yapilirken, monokromatik X 1sinlar1t numuneye ¢arpip ayni
dalga boyu ile numunedeki elektron dagilimina oranla sagilma gdstermektedir. Bu
sacilmanin sonuglari incelenerek, numunelerin kristalin oran1 ile Kkristalin yapisi

belirlenebilmektedir (Erem, 2012).
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XRD, mineral Orneklerin karakterizasyonunda en giivenilir ve yaygin olarak
kullanilan analiz tekniklerinden biridir. Toz haline getirilen mermer G6rneklerinin, [n6ni
Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma (IBTAM) laboratuvarinda bulunan (rigaku
X-ray diffractometer marka) XRD cihazi ile karakterizasyonlar1 yapilmistir (Sekil 3.12).
Karakterizasyonlar yapilirken Once silicane grease lamele siiriilmekte sonra 5 mg
numuneden lamelin {izerine yayilimi yapilip cihaza yerlestirilerek 6lgtimler yapilmaktadir.

Bu analizler hizmet alim1 yoluyla saglanmustir.

Sekil 3.12: IBTAM laboratuvarinda bulunan XRD cihazinin goriiniimii.

3.7.2 Atomik kuvvet mikroskobu (Atomic Force Microscope) (AFM) analizi

AFM, kat1 malzeme yiizeylerinin {i¢ boyutlu gergek goriintiilerini verebilen son
derece onemli bir goriintiileme yontemidir. AFM’de temasli, temassiz ve tapping olarak {i¢
yontem bulunmaktadir. Temassiz AFM’de 6l¢lim probu o6rnek iizerine temas etmeden,
ylizeyin li¢ boyutlu topografik yapist ve yilizey piriizliliigiinii drnege zarar vermeden
goriintiillemektedir. Bu acidan, yaptigimiz ¢alismada temassiz (non- contact) AFM yontemi
kullanilarak 6rnek yiizeylerinin piirtizliiligi, catlaklar1 ve deney siiresince gecen zaman
zarfinda catlaklarin kalsifikasyon yoluyla kapanip kapanmadig tespit edilmektedir. Non-
contact AFM ornek yiizeyine zarar vermediginden, siireye bagli olan ¢aligmalarda yiizey

gorintiisii alindiktan sonra ayni 6rnek ile tekrar deneye devam edilebilmektedir.

Deneyin baslangicinda ve sonunda, Inonii Universitesi Kimya Béliimiinde bulunan

AFM mikroskobu ile 2x2 ¢cm boyutundaki mermer 6rneklerinin yiizeyleri incelenmistir.
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3.7.3 Taramal elektron mikroskobu (SEM) ile goriintiilleme, EDX ve mapping analizi

SEM, odaklanmis elektron demeti ile numune yiizeylerinin taranmasi sonucu
goriintiilerin elde edilmesinde kullanilir. Elektronlarin numunedeki atomlarla etkilesmesi ile
numune ylizeyindeki topografi ve kompozisyonuyla ilgili bilgiler barindiran farkli sinyaller
tretmektedir. Olusan sinyaller, dedektorler tarafindan toplanip bilgisayar ortamina
aktarilarak goriintii meydana gelmektedir (Eskisehir Osman Gazi Universitesi Merkezi

Arastirma Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi, 2018).

SEM analizi 6rneklerinin morfolojisi, mikron alti1 boyutlardaki catlaklar1 belirlemek
amaciyla kullanilacaktir. Mermer o&rnekleri iletken olmadigindan, SEM goriintiileme
Oncesinde yiizeylerin kaplanmasi gerekmektedir. Bu nedenle mermer yiizeyi bozulmakta ve
SEM goriintiileri alindiktan sonra kullanilan 6rnekle herhangi bir islemin yapilmast miimkiin
olmamaktadir. SEM’e gotiiriilen 6rneklerin yiizeyleri 10 nm kalinliginda altin ve paladyum
karisimi ile kaplanarak iletken hale getirilmistir. Cihaza yerlestirilen 6rneklerin 20 kV ile
Olgtimleri yapilmistir (Sekil 3.13). Boylece, islem Oncesi ve sonrast mikron alti yilizey
ozelliklerini gézlemlemek i¢in en az sayida ve rastgele segimler yapilarak numunelerin SEM

gorlntiileri alinmistir.

EDX analizlerinde, mermer yiizeyinde bir bolge secilmektedir. Secilen alandan dort
bolge alinarak o bolgede bulunan Ca, C, O ve Si elementlerin spektrum ve oranlarinin oldugu

tablo verilmektedir.

Mapping, analitik haritalama olarak bilinmektedir. Hesaplama yapilmamaktadir.
Sadece goriintii olarak renklendirilen Ca, C, O ve Si elementlerin seg¢ili bolgede nerede
oldugunu tespit eden bir analiz yontemidir. Burada elementer dagilim oranina bakilmaktadir.
Inénii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma (IBTAM) laboratuvarinda hizmet alimi

yoluyla SEM goriintiileri, EDX ve Mapping analizleri alinmstir.
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Sekil 3.13: SEM, EDX ve Mapping analizi yapilan cihaz ve mermer numunelerinin Au-Pd

ile kaplanmis goriiniimleri.

3.7.4 Stereo mikroskobu ile goriintiileme

Mermer numunelerinin her biri stereo mikroskobu (kamera sistemi Euromex NZ
1903) kullanilarak incelenmistir. Stereo mikroskoplari, 151k gecirmeyen kati yiizeylerin
goriintiilenmesinde olduk¢a kullanigh cihazlardir. Isik mikroskobu olarak stereo mikroskop
kullanilmistir. Biitlin mermer numuneleri, deney dncesi ve sonrasinda ¢atlaklarin kapanip
kapanmadigin1 gozlemlemek amaciyla stereo mikroskop ile goriintiilenmistir. Stereo
mikroskopla alinan goriintiiler, numune yiizeyinde herhangi bir iglem gerektirmediginden,
numunelere zarar vermeden goriintiileme islemi yapildiktan sonra ayni numuneler
kullanilarak deneye devam edilmistir (Sekil 3.14). Indnii Universitesi Biyoloji Béliimii

Laboratuvarindaki Stereo Mikroskobu ile goriintiileme yapilmistir.

Sekil 3.14: Stereo mikroskop goriintiisii.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Bakteri Kiiltiir Ortaminda CaCOs Kristallerinin Olusumlarinin Gézlenmesi

Inokiilasyon besiyerinde iiretilen B. subtilis, mermer konulmayan presipitasyon
besiyerlerinin igine inokiile edildikten sonra inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 10.
giiniinde, erlenlerin i¢ ¢eperlerinde kalsiyum karbonat halkalarinin  olustugu

gozlemlenmistir.

4.2 Makroskobik incelemeler

3 aylik bekleme siiresi sonunda 2x2 ve 4x4 cm ebadindaki mermer numunelerinin
yiizeylerinin makroskobik olarak incelemeleri yapilmistir. Gézlemler sonucunda, genellikle
4x4 cm ebadindaki ve CaCl.2H20 (60 gr/L) igeren CaU besiyerinde bekletilmis,
karbonlanmig ve canli bakteri uygulanmis mermer numunelerinin yiizeyindeki makro
gozeneklerin i¢ kisimlarinda beyaz renkli kiiciik graniiler olusumlara rastlanmigtir. Ayrica
Ca(C2H302)2 (6 gr/L) igeren CAGMU besiyerinde bekletilmis, karbonlanmis ve canli bakteri
uygulanmis mermer numunelerin yiizeylerinde ise beyaz renkli, pudra benzeri tozumsu

yapilar gozlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: CaCl,.2H,0 (60 gr/L) igeren CaU besiyeri ve Ca(C2H302)2 (6 gr/L) iceren
CAGMU besiyerinde bekletilmis, karbonlanmis ve canli bakteri uygulanmig mermer

numunelerinin makroskobik goriiniimleri.
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Mikrobiyal kalsit ¢okelmesi, X-1s1n1 kirinim (XRD), AFM ve SEM-EDX/Mapping

analizi ile nicelendirildi ve stereo mikroskop ve SEM goriintiilemeleri ile gorsellestirildi.

4.3 Stereo Mikroskop Gériintiileri

4.3.1 Karbonlanmis mermer orneklerinin goriintiilenmesi

Yaptigimiz deney c¢alismalart sonucunda 20 giin CO2’ye maruz birakilan
numunelerin ii¢ aylik bekleme siireleri sonunda 4x4 cm mermer numuneleri stereo
mikroskopta incelenmistir.. Herhangi bir isleme tabi tutulmayan kontrol grubunun deney
Oncesi ve deney sonrasi incelemeleri yapilmistir. Kontrol grubunda CaCOs kristal olusumlari

goriilmemistir (Sekil 4.2).

Sonrasi

Sekil 4.2: Kontrol grubu islemler 6ncesi ve sonrasi stereo mikroskop goriintiisti (10 kez

biiyiitme).

Stereo mikroskop ile karbonlanmig kontrol grubuna ait mermer numunelerinin ve
CaCl2.2H20 (60 gr/L) igeren CaU besiyerinde bakteri olmayan, bakteri bulunan ve &lii
bakterili ortamda bekletilen gruplari incelenerek kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Canli
bakteri bulunan grupta mermer yiizeyinde ve gozeneklerde CaCOs ¢okelmeleri oldugu
diistiniilen yapilara rastlanmistir. Kontrol grubu ve bakteri olmayan besiyerinde herhangi bir
olusum goriintiisii tespit edilmemistir. Olii bakterili grupta yiizeyde ve gdzeneklerde canli
bakterili gruba oranla daha az olan CaCOs benzeri yapilar oldugu mikroskop incelemeleri
ile gortlmustiir (Sekil 4.3).



Sekil 4.3: CaCl,.2H,0 (60 gr/L) igeren CaU besiyerinde bekletilmis, karbonlanmis a)
Kontrol (7. grup), b) Sadece besin i¢eren 2. grup, ¢) Canli bakteri uygulanan 4. grup, d)
Olii bakteri uygulanan 6. Grup (10 kez biiyiitme).

Sekil 4. 4’de goriildiigii gibi kalsiyum kloriirlii besiyerinde canli bakteri uygulamasi
yapilan mermer numunesinin deney Oncesinde belirlenen makro gozeneklerinin, CaCO3
¢okelimi sonucu, kismen kapandigi ve mikro gbzeneklerinin tamamen kaplandig
goriilmektedir. Mikroskop biiylitmeleri ile olusan yapilarin mermerden farkli bir yap1 oldugu

tespit edilmistir. Gozeneklerin ¢ap1 3-5 mm’dir.



‘_
Sekil 4.4: CaCl,.2H,0 (60 gr/L) igeren CaU besiyerinde, karbonlanmis mermer

ylizeylerinde canli bakteri tarafindan iiretilen CaCOs kristallerinin stereo mikroskopta 10,
15, 20, 30, 40 ve 45 kez biiylitme goriintiileri.
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Sekil 4.5: CaCl2.2H20 (60 gr/L) igeren CaU besiyerinde, karbonlanmis mermer
yiizeylerinde canli bakteri uygulanan 4. grup ile 6lii bakteri uygulanan 6. grup

numunelerinin mikroskobik goriintiileri (10 kez biiyiitme).

Canli bakteri hiicresi uygulanan numunelerde makro gézeneklerin tiim alaninin
kaplandig1 goriiliirken 61 bakteri hiicresi uygulanan bolgelerde kismi kapanmalarin oldugu

goriilmistiir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.6: CaCl,.2H20 (60 gr/L) iceren CaU besiyerinde, canli bakteri uygulanan 4. grup
mermer numune yiizeylerinin 40 kez biyiitiilmiis ve ilgili alana zoomlanmis mikroskop

goriintiileri.

Makro gozeneklerdeki olusumlarin 40 kez biiyiitme incelemeleri sonucunda tespit
edilen yapilarin literatiirde karsilasilan CaCOs kristalleri ile benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir (Wiktor ve Jonkers, 2011) (Sekil 4.6).

Sekil 4.7: CaCl,.2H20 (60 gr/L) igeren CaU besiyerinde, 6lii bakteri uygulanan mermer

numunelerinin 10, 30 ve 45 biiyiitme ile incelenen stereo mikroskop goriintiisii (6. grup).

42



Olii hiicre uygulamalarinin mikroskop biiyiitmelerinde taranan bolgede CaCOs
¢okelmelerinin oldugu ancak canli hiicredekine gore bu yapinin az oldugu sekil 4.7’ de

goriilmektedir.

Kontrol

Sekil 4.8: Ca(C2H302)2 (6 gr/L) iceren CAGMU besiyerinde bekletilen, canli bakteri
bulunan 3. Grup ve 6lii bakteri bulunan 5. grup numunelerinin mikroskobik goriiniimleri
(10 kez biiyiitme).

Kalsiyum asetatli ortamda bekletilen mermer numunelerinin, canli bakteri ve 6lii
bakteri uygulamasinda mermerlerin yiizeyinde ve makro/mikro gézeneklerinde kalsiyum

karbonat yapilarinin oldugu stereo mikroskopta goriintiilenmistir (Sekil 4.8).
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Incelemeler sonucunda kalsiyum kloriir bulunan ortamda, numune yiizeylerinde daha
fazla kalsiyum karbonat olustugu; kalsiyum asetatli ortamda ise numune yiizeyinde daha az
kalsiyum karbonat oldugu tespit edilmistir. Ayrica olusan kalsiyum karbonatin yapilarinin
farkl1 oldugu goriilmektedir. CaClo.2H20 (60 gr/L) igeren CaU besiyerindeki numunelerin
yiizeyinde graniiler beyaz yapilara benzer olusumlar goriiliirken, Ca(C2Hz02)2 (6 gr/L)

iceren CAGMU besiyerindeki numunelerde ise pudramsi beyaz toz olusumlara rastlanmustir.

4.2.2 Karbonlanmamis mermer érneklerinin goriintiilenmesi

Karbonlanmamis mermer numunelerinin mikroskop incelemelerinde bekleme siiresi
sonunda kontrol grubunda mermer yiizeyinin normal goriintiisii diginda farkli bir yap1
goriilmemistir. Mermer numunelerinin stereo mikroskopta yiizey taramasi yapilmistir.
Ayrica, deney Oncesi belirlenen bolgeler deney sonrasi ile karsilastirilarak ayn1 mikroskop

biiylitmesinde tekrardan incelemeleri gergeklestirildi (Sekil 4.9).

Oncesi

Sonrasi

Sekil 4.9: Karbonlanmamig kontrol gruplarinin deney 6ncesi ve sonrasi goriiniimii (10 kez

biiyiitme).
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11. grup 11. grup
13. grup 13. grup

Sekil 4.10: CaCl,.2H20 (60 gr/L) iceren CaU besiyerinde bekletilen, canli bakteri bulunan

11. grup ve 6lii bakteri bulunan 13. grup numunelerinin mikroskobik goriiniimleri (10 kez

biiylitme).

Karbonlanmamis ve kalsiyum kloriirlii ortamda, canli bakteri uygulamalarinin
mikroskobik incelemelerinde, karbonlanmis numunelere gére olusan yapilarin az oldugu
tespit edilmistir. Ayrica karbonlanmamis 6lii bakteri uygulamalarinda ise mikroskobik
incelemelerde herhangi bir olusuma rastlanmamistir. Ancak SEM goriintiillemelerinde
CaCOs kristal yapilarin oldugu hem canli hem de 6lii bakteri uygulamalarinda goriilmiistiir

(Sekil 4.10).

Kalsiyum asetatli besiyerindeki mermer numunelerinde mikroskobik incelemelerde
makro gozeneklerde ve mermer yiizeyinde farkli yapilara rastlanmistir (Sekil 4.11). Bu

yapilarin kalsiyum kloriirlii ortamdaki yapilardan farkli oldugu ve az oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.11: Ca(C2H302)2 (6 gr/L) igeren CAGMU besiyerinde bekletilen, canli bakteri
bulunan 10. grup ve 6li bakteri bulunan 12. grup numunelerinin mikroskobik gortiniimleri

(10 kez biiyiitme).

Karbonlanmamig numunelerde, bakterilerin yiizey kaplama ve makro gozenekleri
doldurma yogunlugunun incelemeler sonucu karbonlu numunelere gére daha az oldugu

tespit edilmistir.

Olii bakteri uygulamalarimda mikroskobik goriintiilerinde makro gozeneklerde
belirgin yapilar olmamasina ragmen SEM goriintiilemelerinde 6lii bakterilerin uygulandigi
mermer Orneklerinde kalsiyum karbonat kristallerine rastlandigindan bu alanlarin

mikroskobik goriintiileri verilmistir.

4.3 Mermer Numunelerinin SEM Goriintiileri, EDX ve Mapping Analiz Sonugclari

Kalsiyum karbonatin bakteriler tarafindan ¢okelmesi sonucunda farkli tiplerde
CaCOs kristalleri olusmaktadir. Sekil 4.12°de literatiirden alinan CaCOs kristallerinin SEM
goriintlileri verilmistir. Dogada yaygin olan mineral tipleri kalsit, aragonit ve vaterittir.
Dogal ¢evrelerde ve laboratuvar sartlarinda bakteriler tarafindan yaygin olarak sentezlenen
vaterit, kalsit olusumunda ge¢is formudur. Kalsit minerali ise CaCOz’1n en kararli halidir

(Tourney ve Ngwenya, 2009; Wang ve Becker, 2009). Bakteri gelisiminin ilk giinlerinde
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bakteriler yogun olarak vaterit iiretmektedir. Inkiibasyonun ileri dénemlerinde vaterit
kristallerinin yerini kalsit almaktadir (Bozbeyoglu vd., 2020). Bu ¢alisma kapsaminda elde
edilen SEM goriintiileri literatlir ile Kkarsilastirilarak verilmistir. Kimyasal olarak
sentezlenmis saf CaCOs graniillerinin de SEM goriintiileri ¢ekilerek, CaCO3z’in hem
kimyasal hem de biyometabolik olarak sentezlenmis halleri kiyaslanmistir (Sekil 4.13). Saf

CaCOs graniillerinin SEM goriintiilerinde yogun olarak aragonit kristallere rastlanmaistir.

Sekil 4.12: CaCOs kristallerinin SEM goriintiileri: (A) amorf kalsit, (B) katmanli ve
eskenar dortgen kalsit, (C) kiiresel vaterit ve (D) igneli aragonit (Al Omari vd., 2016).

2um

Mag = 10.00 KX EHT =20.00kV SignalA=SE1 WD= 10mm

Sekil 4.13: Saf CaCOs graniillerinin SEM goriintiileri.
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Kalsiyum karbonat bileseninin kristallenmis halleri; kalsit, aragonit ve vaterittir.
Genel olarak kalsiyum oksit (CaO) ve karbondioksitten (CO2) olusmaktadir. Kalsiyum
karbonat kristalleri gri/beyaz renkte olup beton/mermer benzeri yapilarin  mikro
gozeneklerinde olustugu durumlar, SEM goriintiileri ile tespit edilebilmektedir. Ciinkii
olusan yeni yapilar, hem boyutlar1 hem renkleri hem de tipleri ile mermerin amorf

yapisindan farkli oldugu i¢in kolaylikla ayirt edilebilmektedir.
4.3.1 Karbonlanmis mermer numunelerinin SEM gériintiileri, EDX ve mapping analiz
sonuclari

Kontrol grubu mermer numunelerinin yiizeyinin amorf bir yapiya sahip oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.14). Kontrol grubundaki mermer yiizeylerinin literatiirdeki mermer

ylizeyleri ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Colao vd.,2004; Moropoulou vd., 2019).
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Mag= 500X EHT =20.00kV SignalA=SE1 WD= 16 mm

Sekil 4.14: Karbonlanmig kontrol grubuna ait mermer yiizeylerinin ve CaCl2.2H20 (60
gr/L) iceren CaU besiyerinde bekletilen ve karbonlanmig mermer yiizeylerinde canl
bakteri tarafindan tiretilen CaCOs kristallerinin SEM goriintiileri (4. grup).
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Canl1 B. subtilis bakterisi uygulanan mermer numunelerine ait SEM goriintiileri Sekil
4.14-16’da goriilmektedir. Numunelerinin belirlenen yiizey alanlarindan aliman SEM
goriintiilerinde 20-100 um biiyiikliigiinde ¢ok sayida kalsit ve aragonit kristal yapilari tespit
edilmistir. Bu yapilara, mermer yilizeyinde ve mikro gézeneklerde rastlanilmigtir. Mikro
gozeneklerin bakteriyel kalsifikasyon sonucu olusan CaCOs kristalleri tarafindan
doldurulmaya baslandigi gézlenmektedir. Mermer 6rnek numunelerinde olusan yapilarin
kontrol grubunun yiizeyindeki amorf yapilardan tamamen farkli oldugu goriilmektedir.
Kontrol grubundaki Mermer numunelerinin yiizeyindeki mikro gozenekleri ¢evreleyen
kalsit kristallerin de bakteriyel kalsifikasyon sonucu iiretilen kalsitlerden hem boyut hem de
renk olarak farkli oldugu gozlenmistir. Calisilan tiim gruplar igerisinde 4. Grup,
biyokalsifikasyon sonucunda iiretilen CaCOs kristallerinin hem boyut hem de yogunluk
acisindan en biiyiik ve en fazla oldugu gruptur.

| — Mag= 1.00KX EHT =20.00kV SignalA=SE1 WD= 27 mm

Sekil 4.15: CaCl,.2H,0 (60 gr/L) igeren CaU besiyerinde bekletilen ve karbonlanmis
mermer ylizeylerinde canli bakteri tarafindan iiretilen CaCOg kristallerinin SEM
goriintiileri (4. grup, K; Kalsit, A; Aragonit).
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3 - X
— Mag= 1.00KX EHT =20.00kV SignalA=SE1 WD= 26 mm

Sekil 4.16: CaCl,.2H20 (60 gr/L) igeren CaU besiyerinde bekletilen ve karbonlanmis
mermer yiizeylerinde canli bakteri tarafindan tiretilen CaCO3 kristallerinin SEM

gortintiileri (4. grup, K; Kalsit, A; Aragonit).

Bakteriyel karbonat ¢okelmesi hem pasif hem de aktif ¢ekirdeklenmeden kaynaklanir
(Schultze-Lam ve Beveridge, 1994; Schultze-Lam vd., 1996; Stocks-Fischer vd., 1999;
Warren vd., 2001). Pasif karbonat g¢ekirdeklenmesi, mineral doygunlugu artiran ve
¢ekirdeklenmeyi indiikleyen bakteri hiicrelerinin etrafindaki mikrogevrelerde ve uygulanan
¢ozeltinin kimyasinda metabolik olarak yonlendirilen degisikliklerden meydana gelir
(Schultze-Lam vd., 1996). Bu, genellikle bakteriyel amonyaklastirma (Stocks-Fischer vd.,
1999) veya anoksik ortamlarda siilfat indirgenmesi (Van Lith vd., 2003) yoluyla CO3s?™ veya
HCOzs™ iiretiminden veya fotosentetik HCO3" tiikketimi ve bakteriler tarafindan OH™ iiretimi

yoluyla alkalizasyondan kaynaklanan pH artisini yansitir (Ferris vd., 1997).
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cps/eV

Spectrum: Object- 17

El AN Seriss unmn. © norm. C Atom. C Errer

[wt.-8] [wt.-%] [at.-3] [%]

20 K-series 34.95 40,78  20.62 1.1
& F-series 9.12  10.6%4 17.94 2.2

14 F-series 0.13 0.13 0.11 0.0

o w a o
B 5

8 FK-series 41.51 48.43 61.33 7.0

Total: 85,71 100.00 100.00

Sekil 4.17: Karbonlanmis mermer yiizeylerinin SEM-EDX ve mapping analizi (Kontrol
grubu).

Sekil 4.17 ve 4.18’de karbonlanmis kontrol grubu ve CaCl2.2H20 (60 gr/L) igeren
CaU besiyerinde bekletilmis ve canli bakteri uygulanan grubun mermer yiizeylerinin SEM-
EDX ve mapping analizi sonuglar1 goriilmektedir. Karbonlanmis mermer 6rneklerindeki
karbon oraninin, EDX analizleri sonuglarina gére, karbonlanmamis kontrol grubu mermer
orneklerinden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu sonuca gére mermer numunelerinin
islemlerden Once karbondioksitli etiivde bekletilmesi, islem Oncesinde mermer
yiizeylerindeki karbon miktarini artirarak CaCOs kristallerinin olusumunu tetikledigi

diistiniilmektedir. Sonuglarimiz literatiirle paralellik gostermektedir (Shirakawa vd., 2015).

SEM-EDX analiziyle de bakteriyel kalsifikasyon sonucunda olusan yeni yapilarin,

yiizeylerde kontrol grubuna gore daha yiiksek oranda Ca, C ve O elementlerinin oldugu
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tespit edilmistir. SEM-EDX analiz ve mapping sonuglari baz alinarak olusan yeni yapilarin

kalsiyum karbonat olabilecegi diisiiniilmektedir (Sekil 4.18).

cpsleV.

Spectrum: Object- 3

El AN Series umn. C norm. C Atom. C Error

[wt.-%] [wt.-3] [at.-5] %]

Ca 20 K-series 48,88 51.28 28.39 1.5

¢ 6 R 8.41 8.82  16.30 1.9

T =i 14 K- 0.05 0.05 0.04 0.0
clo sil ca **

dlca © 8 E-series 37.98 39.84 55.27 6.5

Total: 95.33 100.00 100.00

Sekil 4.18: CaCl,.2H,0 (60 gr/L) igeren CaU besiyerinde bekletilen ve karbonlanmis
mermer ylizeylerinde canli bakteri tarafindan tiretilen CaCOg kristallerinin SEM-EDX ve
mapping analizi (4. grup).

EDX sonuglarina gére mermer numunelerinde yiiksek oranda Ca, C, Si ve O
bulundugu tespit edilmistir. Mermerin dogal yapisi itibariyle bu beklenen bir sonugtur.
Grafiklerde goriilen istenmeyen piklerin giiriiltii pikleri ya da numunelerin kaplanmasinda
kullanilan Au pikleri oldugu goriilmektedir. Mermerin homojen bir malzeme olmadig1 ve
Ol¢iimiin noktasal bolgelerden yapildigi disiiniildiigiinde, farkli EDX degerlerinin elde

edilmesi, bu bilesenlerin miktarlarinin kesin olarak bu grafiklerden belirlenemeyecegini
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gostermektedir. Fakat bakteri igeren ve Ca, besin ve lire eklenen tiim gruplardaki Ca
miktarinin, kontrol grubuna gore daha yiliksek oranda oldugu saptanmistir. Bu durum
bakteriyel kalsifikasyon islemleri esnasinda bakterilerin bu element ve besinleri tiiketerek
daha fazla CaCOs kristalleri olusturdugu seklinde yorumlanabilir. Analizler esnasinda
birden fazla bolgeden alinan sonuglarin benzer olmasi bu tezi desteklemektedir. Ancak bu

yontemle kesin bir yargiya varmak yine de miimkiin olamamaktadir.

Canl1 hiicre uygulanan bu grupta kontrol numunesine gére Ca oranlarinda artig, O ve
Si oranlarinda diisiis tespit edilmistir. En yiliksek pik Ca olarak belirlenmistir. Bunu takip
eden O ve Si pikleri goriilmektedir. Kalsiyum orani en fazla % 48.88 degeri karbonlanmis
ve CaCl2.2H,0 (60 gr/L) igeren CaU besiyerinde bekletilen canli bakteri (4. Grup)
uygulamalarinda elde edilmistir (Sekil 4.18). Besin ve bakteri igermeyen kontrol grubunda
% 34.95 oraninda Ca tespit edilmistir (Sekil 4.17).

CaCOs kristalleri oldugu diisiiniilen yapi tizerinde (Sekil 4.18) EDX mapping
(haritalama) yontemi ile elementer tarama gerceklestirilmistir. Bu taramada CaCOs
varliginin yar1 kantitatif olarak kanitlanmasi i¢in C, O, Ca ve Si elementleri aranmistir.
Taranan bolgede CaCOgzkristalleri oldugu diisiiniilen yapinin iizerindeki Ca, C ve O elementi
temsil eden sirasiyla mavi, kirmizi ve yesil renk kiimeleri tiim alan1 kaplamaktadir. Hedef
elementlerin EDX spektrograminda pik olusturmasi canli bakteri tarafindan kalsiyum

karbonat kristalleri tiretilmis oldugunu destekleyici niteliktedir.

Sekil 4.4’de goriintiisii  verilen, 4.gruba ait 4x4 cm ebadindaki mermer
yiizeylerindeki makro gozeneklerin iginde belirgin olarak goriilen ve kalsiyum karbonat
kristalleri oldugu disiiniilen yapilardan 6rnekler alinarak SEM-EDX ve mapping analizleri
yapilmustir (Sekil 4.19-21). Direkt bakteriyel kalsifikasyon sonucu olusan bu yapilari igeren
SEM goriintiilerinde kalsit ve aragonit kristallerine rastlanmigtir. Ca oran1 % 43.46 olarak
tespit edilmistir. Literatiirde genellikle CaClz ortaminda elde edilen CaCOg kristalleri olarak
sadece kalsitten bahsedilmistir. Literatiirden farkli olarak yaptigimiz ¢aligma sonucunda
SEM goriintiilerinde agirlikli olarak kalsit, daha az sayida aragonit kristalleri tespit
edilmistir. Sporosarcina pasteurii ile yapilan ¢alismada kalsiyum kloriirlii ortamda sadece
kalsit kristali belirlenirken kalsiyum laktat, kalsiyum asetat ve kalsiyum glukonat varliginda

ise sadece vaterit yapilart SEM goriintiilemesinde gézlenmistir (Gorospe vd., 2013).
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Sekil 4.19: CaCl,.2H,0 (60 gr/L) iceren CaU besiyerinde bekletilmis ve karbonlanmis
mermerin makro gézeneklerinden alinan CaCOs kristallerinin SEM goriintiileri (4. grup

ornekler canli bakteri igermektedir. 5000 kez biiyiime. K; Kalsit, A; Aragonit).

Mag= 100KX EHT =20.00KV Signal A=SE1 WD= 11mm — Mag= 100KX EHT =20.00 kv Signal A=SE1 WD= 11mm

Sekil 4.20: CaCl,.2H20 (60 gr/L) iceren CaU besiyerinde bekletilmis ve karbonlanmis
mermerin yiizeyinden ve makro gézeneklerinden alinan CaCOs3 kristallerinin SEM

goriintiileri (4. grup 6rnekler canli bakteri icermektedir, 1000 kez biiyiime).
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Sekil 4.21: CaCl2.2H20 (60 gr/L) igeren CaU besiyerinde bekletilmis ve karbonlanmis
mermerin makro gézeneklerinden alinan CaCO3 kristallerinin SEM-EDX ve mapping

analizi (4. Grup).

CaCOg kristalleri oldugu diislinlilen yap1 tizerinde (Sekil 4.21) EDX mapping
(haritalama) yontemi ile elementer tarama gerceklestirilmistir. Hedef elementlerin EDX
spektrograminda pik olusturmasi, canli bakteriler tarafindan kalsiyum karbonat kristallerinin

uretimini desteklemektedir.

CaCl2.2H20 (60 gr/L) igeren CaU besiyerinde bekletilmis, karbonlanmis ve 6lii
bakteri iceren yiizeylerin makroskobik gézlemlerinde mermer yiizeylerinde herhangi bir toz
ya da graniil seklinde beyaz renkli yapilar gézlenmezken mikroskobik goriintiillemede (10-
45 kez biiyiitme) bu yapilara rastlanmistir. Yapilan SEM goriintiilemelerinde de (500-1000
kez biiyiitme) kalsit, aragonit ve amorf yapilar tespit edilmistir (Sekil 4.22). Olii bakteri
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hiicreleri, mermer yiizeylerinde CaCOs kristallerinin olusumuna sebep olmustur. Ayni
besiyerinde liretilen fakat canli hiicre iceren numunelere gore daha az yogunlukta CaCOs3
kristallerine rastlanmistir. Olusan kristallesmelerin meydana gelmesi aktif ¢ekirdeklenme
reaksiyonu ile agiklanabilmektedir. Olii hiicre yiizeyleri elektronegatif yiiklerinden dolay1
cekirdeklenme i¢in substrat gérevi gormektedir. Buradaki mekanizma canli hiicre ile yapilan
amonifikasyon sonucu olusturulan HCO 3~ iiretiminden kaynaklanan CaCOs olusumundan
ziyade katyonlarin adsorpsiyonunu ve ardindan CO3% veya HCOs~ (Schultze-Lam and
Beveridge, 1994; Schultze-Lam vd., 1996; Stocks-Fischer vd., 1999; Warren vd., 2001)
cekiciligini destekleyen net elektronegatif yiikk veren kimyasal olarak heterojen
makromolekiiller nedeniyle bakteri hiicre yiizeylerinin ¢ekirdeklenme substratlart olarak
kullanilmastyla olugmaktadir. Bu islem aktif ¢ekirdeklenme olarak literatiirde yer almaktadir
(Schultze-Lam ve Beveridge, 1994 ; Bosak ve Newman, 2003; Van Lith vd., 2003). Cogu
gram-pozitif ve gram-negatif bakterinin yiizeyinde bulunan karboksil gruplari, kalsit kafesi
ile ayn1 uzamsal konfigiirasyonu sergiler ve karbonat iyonlari ile geometrik homolojileri

paylasir ve bu nedenle aktif kalsit olusumu i¢in kritik olmaktadir (Braissant vd., 2003).

57


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/01490450600724233
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/01490450600724233
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/01490450600724233

iy

3 ,;\. = \:- & > 3
— Mag= 1.00 KX EHT =20.00kV SignalA=SE1 WD= 16mm

P A

Mag= 500X EHT =20.00kV SignalA=SE1 WD= 16mm

Sekil 4.22: CaCl2.2H20 (60 gr/L) iceren CaU besiyerinde bekletilen, karbonlanmis ve 6lii
bakteri igeren mermer yiizeylerinde olusan CaCOs Kristallerinin SEM goriintiileri (6. grup,
K; Kalsit, A; Aragonit).
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Olii hiicre igeren gruplarin SEM-EDX analiz sonuglarma gére Ca miktari

kontrol grubuna gore yliksek, canlt hiicre iceren gruba gore diisiik oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.23).

[wt.-#] [wt.-8] [st.-8]  [8]

E 4 Ca 20 Frseries 38.32  37.82  28.57 1.0
¢ 6 F-series 10,17 12.28 20,12 2.1

81 13 R-series 0.09 0.11 0.08 0.0
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Sekil 4.23: CaCl,.2H,0 (60 gr/L) igeren CaU besiyerinde bekletilen, karbonlanmis ve &lii
bakteri igeren yiizeylerinde olusan CaCOs kristallerinin SEM-EDX analizi (6. Grup).

Ca(C2H302)2 (6 gt/L) iceren CAGMU besiyerinde bekletilen, canli bakteri bulunan
3. Grup ve Olii bakteri bulunan 5. grup numunelerin SEM goériintiilerinde mikroskobik
goriintiilere paralel olarak daha az yogunlukta CaCOs kristallerine rastlanmistir (Sekil 4.24).
Gozlenen CaCOs kristalleri aragonit ve vaterit yapilardir. Olii bakteri hiicresi
uygulamalarinda sadece vaterit kristalleri goriilmiistiir (Sekil 4.25). Bacillus sp. CR2 susu
ile kalsiyum kaynaklar1 olarak kalsiyum kloriir, kalsiyum oksit, kalsiyum asetat ve kalsiyum
nitrat kullanilan ¢aligmalarda XRD, SEM ve FTIR analizleri sonucunda tiim ortamlarda
belirgin kalsit kristalleri, kalsiyum asetat ortaminda ise kalsit kristallerine ilaveten daha az
oranlarda vaterit ve aragonit kristalleri olustugu saptanmistir (Achal ve Pan, 2014). Baska
bir ¢alismada Sporocarcina pasteurii ATCC 6453 farkli kalsiyum karbonat kaynaklar ile
hazirlanan biyojenik siva 6rneklerinde, kalsiyum nitrat ve kloriir ile 1yilestirme yapilan siva
orneklerinde kalsit, kalsiyum asetat ile hazirlanan siva 6rneklerinde ise aragonit ile vaterite
rastlanmigtir (Zhang vd., 2014). Ca(CzH302)2 (6 gr/L) igeren CAGMU besiyerinde
bekletilen, canli bakteri bulunan 3. Grup mermer 6rneklerinde sadece az miktarda aragonit
kristal formlarina rastlanirken mikro gézeneklerin iyilestirilmesinin erken safthada oldugu

goriilmektedir.

59



Kantrol

100um
" Mag= 500X EHT =20.00kV SignalA=SE1 WD= 16mm

500 X EHT =20.00kV SignalA=SE1 WD= 17 mm

Mag

Sekil 4.24: Karbonlanmig kontrol grubuna ait mermer yiizeylerinin ve Ca(C2H302)2 (6
gr/L) igeren CAGMU besiyerinde bekletilen, canli bakteri igeren mermer yiizeylerinde
olusan CaCOs kristallerinin SEM goriintiileri (3. grup, A; Aragonit).
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Sekil 4.25: Ca(C2H302)2 (6 gr/L) iceren CAGMU besiyerinde bekletilen, karbonlanmis ve

olii bakteri igeren mermer yilizeylerinde olusan CaCOs kristallerinin SEM goriintiileri (5.

grup, V; vaterit).
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4.3.2 Karbonlanmamis mermer numunelerinin SEM gériintiileri, EDX ve mapping

analiz sonuclan

Karbonlanmamis, CaCl,.2H20 (60 gr/L) iceren CaU besiyeri ortamina canl1 bakteri
inokule edildigi mermer Orneklerinde mikro/makroskobik incelemelerde CaCOs
polimorflarina ait goriintiiler saptanmamistir. Ayn1 sekilde SEM goriintiilemelerinde de
CaCOs polimorflarina ait bulgulara rastlanmamistir. Fakat 6li hiicre ile muamele edilen
mermer Orneklerinde SEM goriintiilerinde CaCOs polimorfik yapilar1 gézlenmistir (Sekil
4.26 ve 4.27). Karbonlanmamis, CaCl2.2H20 (60 gr/L) iceren CaU besiyeri ortaminda canli
hiicrelerin tirettigi CaCOz3 polimorfik yapilarinin olmamasindan dolay1 13. Grup (6lii bakteri
iceren) verilerini karbonlanmis canli (4. Grup) ve 6li (6. Grup) hiicre uygulamalar ile
kiyaslanmistir. Canli hiicre igeren gruplara gore daha fazla ignemsi yapida aragonit yapilar
goriilmiistiir. Tespit edilen aragonit yapilarin boyutlar1 tek olarak daha kiigtiktiir.

Aragonitlerin boyutlar yaklasik 20 um biiytikliigiindedir.
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Sekil 4.26: Karbonlanmamis kontrol grubuna ait mermer yiizeylerinin ve CaCl2.2H20 (60
gr/L) iceren CaU besiyerinde bekletilmis, karbonlanmamis ve 6lii bakteri iceren mermer
yiizeylerinde olusan CaCOs kristallerinin SEM goriintiileri (13. grup, K; Kalsit, A;
Aragonit).
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Mag= 500X EHT =20.00kV SignalA=SE1 WD= 17 mm

Mag= 500X EHT =20.00kV SignalA=SE1 WD= 17 mm

Sekil 4.27: CaCl,.2H20 (60 gr/L) iceren CaU besiyerinde bekletilen, karbonlanmamis ve
olii bakteri iceren mermer yiizeylerinde olusan CaCO3 kristallerinin SEM goriintiileri (13.

grup, K; Kalsit, A; Aragonit).
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Karbonlanmamis kontrol grubunun SEM-EDX elementer taramasi yapilip ¢ikan
degerler tablo ile gosterilmistir. Bu taramada CaCOs varligini kanitlamak i¢in kalsiyum (Ca),
oksijen (O), karbon (C) elementleri ile bakteri, silisyum (Si) elementi ile de yapinin mermer
olup olmadigr arastirillmigtir. Taranan bolgede kalsiyum karbonat oldugu diisiiniilen
goriintiiniin spektrumu ve hesaplama tablosunda Sekil 4.28’de verilmistir. Bu degerlerin
kontrol grubunda CaCOs ¢okelmesinin olmadigini mermerin kendi yapisi oldugunu

gostermektedir. C miktar1 karbonlanmig kontrol numunelerine gére daha azdir.
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Sekil 4.28: Karbonlanmamis kontrol grubuna ait mermer yiizeylerinin SEM-EDX analizi
(14. Grup, Kontrol).

Karbonlanmamis kalsiyum kloriirlii besiyerinde bulunan 6lii bakteri uygulanan
mermer numunesinin SEM-EDX ile elementer hesaplamasi ve mapping haritalamasi
gercgeklestirilmistir. Ca, O, C elementlerinin spektrumda piklerinin yiiksek olmasi ortamda
CaCOs3 oldugunu gostermektedir. Mapping haritalamada da bu elementlerin yogun bir
sekilde goriilmesi bu teoriyi desteklemektedir (Sekil 4.29). Literatiirde yapilan benzer
calismalarda da bu elementlerin oldugu gériilmiistiir. Isar (2020) yaptig1 ¢alismada Ca, O, C
ve N elementlerinin ortamda bulunmasi ile biyokalsit’in oldugunu agiklamistir. Polat (2019)
yaptig1 calismada C, O, Na, Al, Si, K, Ca ve Ti element yapilarina gore ortamda CaCOz’1n
oldugunu ifade etmistir.
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cpsleV.

gpectrun: Ohjsct- 27
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Sekil 4.29: CaCl,.2H20 (60 gr/L) iceren CaU besiyerinde bekletilen, karbonlanmamis ve
olii bakteri igeren mermer yiizeylerinin SEM-EDX analizi (13. grup).

CaCOg kristalleri oldugu disiiniilen yap1 tizerinde (Sekil 4.29) EDX mapping
(haritalama) yontemi ile elementer tarama gerceklestirilmistir. Bu taramada CaCOs
varhi@inin yar1 kantitatif olarak kanitlanmasi i¢in C, O, Ca ve Si elementeri aranmistir.
Taranan bolgede CaCO3 oldugu diisiiniilen yapinin iizerindeki Ca, C ve O elementi temsil
eden sirasiyla mavi, kirmizi ve yesil renk kiimeleri tiim alan1 kaplamaktadir. Hedef
elementlerin EDX spektrograminda pik olusturmasi, 6lii bakteri tarafindan kalsiyum

karbonat Kkristallerinin tiretimini destekleyici niteliktedir.

Ca(C2H302)2 (6 gr/L) iceren CAGMU besiyerinde bekletilen, karbonlanmamis canli
bakteri igeren mermer yiizeylerinin SEM goriintiilemelerinde belirgin CaCOs3 kristallerine

rastlanmamistir. Yiizeyde, mermer yiizeyine benzer amorf yapilar goriilmiistiir (Sekil 4.30).
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10um

Mag= 5.00KX EHT =20.00kV SignalA=SE1 WD= 15mm

Sekil 4.30: Ca(C2H302)2 (6 gr/L) igeren CAGMU besiyerinde bekletilen, karbonlanmamis

canli bakteri igeren mermer yiizeylerinin SEM analizi (10. grup).

Ca(C2H302)2 (6 gr/L) iceren CAGMU besiyerinde bekletilen, karbonlanmamis 6lii
bakteri igeren mermer yiizeylerinin SEM goriintiilemelerinde sadece vaterit kristallerine
rastlanmistir (Sekil 4.31). Vaterit, bir ara faz olup ¢ok nadir gozlenmektedir. Ancak
biyokalsifikasyon ile bu ara faz ¢ok rahat bir sekilde ¢okeltilebilmektedir (Mann, 2001).
Kalsiyum asetat marul benzeri beyaz lameller seklinde vateriti indiiklerken kalsiyum laktat
ve kalsiyum glukonat kiiresel formda vaterit olusturmaktadir (Tai ve Chen, 1998).
Literatiiriin aksine kalsiyum asetat bulunan ortamlarda 6li B. subtilis hiicreleri kiiresel

formda vaterit olusumunu saglamstir.
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Vaterit

— Mag= 1.00KX EHT =20.00kV SignalA=SE1 WD= 17 mm

Sekil 4.31: Ca(C2H302)2 (6 gr/L) igeren CAGMU besiyerinde bekletilen, karbonlanmamis

olii bakteri iceren mermer yiizeylerinin SEM analizi (12. Grup).
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Mag= 500X EHT =20.00kV SignalA=SE1 WD= 17 mm

Sekil 4.32: CaCl,.2H,0 (60 gr/L) igeren CaU besiyerinde bekletilen karbonlanmis ve
bakteri icermeyen mermer yiizeylerinin SEM goriintiisii (2. grup).

CaCl2.2H20 (60 gr/L) iceren CaU besiyerinde bekletilen karbonlanmis ve bakteri
icermeyen mermer yiizeylerinin SEM goriintiisiinde aragonit kristal yapilarina rastlanmistir.
CaCOg kristal yapilarin, canli bakteri ve olii bakteri bulunan mermer numunelerinin
ylizeyine gore bakteri icermeyen mermer numulerinin yiizeyinde daha az oldugu sonucuna
ulasilmistir (Sekil 4.32). Bakteri bulunan mermer numunelerin, yiizeyleri ve makro/mikro

gozeneklerinin doldugu yapilan analizlerle tespit edilmistir.
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Mag= 500X EHT =20.00kY SignalA=SE1 WD= 17 mm

Sekil 4.33: CaCl..2H20 (60 gr/L) iceren CaU besiyerinde bekletilen karbonlanmamis ve
bakteri icermeyen mermer yiizeylerinin SEM goriintiisii (9. grup).

CaCl2.2H20 (60 gr/L) iceren CaU besiyerinde bekletilen karbonlanmamis ve bakteri
icermeyen mermer yiizeylerinin SEM  goriintiisiinde az miktarda olusumlara
rastlanmaktadir. Olusan CaCOs kristalerinin yap1 olarak daha ¢ok aragonit oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.33).

Olusan kristallesmelerin meydana gelmesi aktif cekirdeklenme reaksiyonu ile
aciklanabilmektedir. Buradaki mekanizma canli hiicre ile yapilan amonifikasyon sonucu
olusturulan HCO 3~ iiretiminden kaynaklanan CaCOs olusumundan ziyade katyonlarin
adsorpsiyonunu ve ardindan COs? veya HCOs~ (Schultze-Lam and Beveridge, 1994;
Schultze-Lam vd., 1996; Stocks-Fischer vd., 1999; Warren vd., 2001) cekiciligini
destekleyen net elektronegatif yiik veren kimyasal olarak heterojen makromolekiiller
nedeniyle bakteri hiicre yiizeylerinin ¢ekirdeklenme substratlar1 olarak kullanilmasiyla
olusmaktadir. Bu islem aktif ¢ekirdeklenme olarak literatiirde yer almaktadir (Schultze-Lam
ve Beveridge, 1994; Bosak ve Newman, 2003; Van Lith vd., 2003).
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4.4 XRD Analiz Sonuc¢lar

CaCl2.2H20 (60 gr/L) igeren CaU besiyerinde bekletilmis ve karbonlanmis mermerin makro
gozeneklerinden alinan CaCOs kristallerinin XRD sonuglarinda kalsit goriilmiistiir. Yapilan
SEM goriintiilemelerinde kalsit ve aragonit yapilar1 goriilmektedir. Aragonit yar1 kararli bir
polimorf oldugu i¢in zamanla kararli polimorf olan kalsite doniismektedir. XRD grafiginde
olusan pikler gosterilmistir (Sekil 4.34). Sicaklik ve yaslandirma siiresi polimorf olusumunu
etkilemistir. Her bir ¢ekirdegin tizerine bindirilmis aragonit biiyiime birimlerinin kararliligi,
kalsitinkinden daha diisiiktiir. Kalsit biiylime birimlerinin rekabeti aragonitten daha kii¢lik
oldugundan, aragonitin ¢ekirdeklenmesi dncelige sahiptir. Kii¢lik boyutu nedeniyle aragonit
cekirdeklenmesi basladiginda ¢ekirdeklerin kaybolmasinin itici giicii, ¢ekirdek biiyiimesinin
minimum itici kuvvetinden daha azdir, bu nedenle g¢ekirdekler biiyiiyebilir (Ramakrishna
vd., 2016).
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Sekil 4.34: CaCl,.2H20 (60 gr/L) igeren CaU besiyerinde bekletilmis ve karbonlanmis
mermerin makro gézeneklerinden alinan CaCO3 kristallerinin XRD analizindeki piklerini

gosteren grafik (4. Grup).
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4.5 AFM Analiz Sonuclan

Sekil 4.35: Karbonlanmig kontrol grubuna ait mermer yiizeylerinin (7.grup, listte) ve
CaCl2.2H20 (60 gr/L) iceren CaU besiyerinde bekletilen ve karbonlanmis mermer
yiizeylerinde canli bakteri (4. Grup, altta) tarafindan tiretilen CaCO3 kristallerinin AFM

analiz sonuglart.

Mermer yiizeylerinin dort farkli noktasindan alinan Ol¢iim sonuglarina gore,
mermerin porozite yiiksekligi kontrol grubunda 35.00+7.07 pm iken o&rnek grubunda
22.50+£8.20 um olarak hesaplanmistir. Bakteriyel kalsifikasyon sonucu mermerlerin
porlarinin CaCQOs ile doldurulmast, yiizeyi daha piiriizsiiz hale getirmistir (Sekil 4.35). Sonug
olarak yaptigimiz c¢aligmada mermer yiizeyinde ve makro/mikro goézeneklerde CaCOs
kristallerine rastlanmistir. Bunu yapilan stereo mikroskop ve SEM goriintiilerinde, EDX-

Mapping, XRD analizlerinde de gérmekteyiz.
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5. SONUC VE ONERILER

Giliniimlizde mermer birgok yerde kullanilmaktadir. Mermerin niteliginden dolay1
kullanildig1 yapilarda ¢evre kosullarina ve iklim sartlarina bagli olarak hasarlar meydana
gelmektedir. Ozellikle asit yagmurlar1 daha fazla hasar olusturmaktadir. Mermerin ana
bilesigi olan kalsiyum karbonatin (CaCOs3) sudaki ¢Oziinme orani azdir. Ancak asit
yagmurlar1 sonucu ortaya ¢ikan asitler, CaCO3’1 kimyasal reaksiyonla yikayarak ¢oziinebilir
tuzlara gevirebilirler. Yikanma sonucunda malzeme kaybi nedeniyle yapilarin yiizeylerinde
delikler olugsmakta, asinma ve renk degisimi meydana gelmektedir. D1g ortamlarda bekletilen
tarihi eser niteligindeki mermer yapi ve binalarin bu aginmalardan korunmasi biiyiikk 6nem
tasimaktadir. Bu nedenlerden dolay1 iyilestirilecek ylizey olarak mermer yiizeyleri tercih

edilmistir.

Mineralizasyon, biyolojik ve kimyasal sekilde dogada kendiliginden gerceklesen
organik yapilarin kendilerini olusturan inorganik yapilara doniismesi olayidir. Mineraller
hiicre icinde ya da iizerinde belirli bir alanda sadece biyolojik olarak kontrol edilen
mineralizasyon seklinde belirli kosullarda sentezlenir (Reddy, 2013). Biyomineralizasyon
ise, mikroorganizmalar araciligiyla minerallerin ¢okeltilmesi ve yapilarinin degismesi
islemidir. Kalsiyum karbonatin  bakteriyel kalsifikasyonu, ¢oziinmiis karbon
konsantrasyonu, kalsiyum iyonlarinin kaynagi, bakteri tiirli, bakterinin canli veya 6li olusu
ve ¢ekirdeklenme bdolgelerinin varligi gibi ¢esitli faktorlerden etkilenmektedir. Bakterinin
hiicre duvari bir ¢ekirdeklenme bolgesi olarak islev gormektedir. Biyolojik mineralizasyonu
artirmak i¢in mermer yiizeyleri islem Oncesinde CO; gazina maruz birakilmistir.
Karbonlama islemi biyomineralizasyonu tetikleyerek karbonlama yapilmayan kontrol
grubuna gore biyokalsifikasyonu artirmistir.

Ureolitik-odakli CaCO3 olusumu biyolojik iyilestirme islemlerinde tercih edilmeye
baslanmigtir. Kalsiyum karbonatin daha c¢ok iireolitik bakteriler tarafindan olusumunun
yiiksek oldugu bir¢cok calismada tespit edilmistir. Calismamizda tercih ettigimiz bakteri
Bacillus subtilis ATCC 6633, iircaz enzimi igeren bir bakteri oldugundan iire igeren
ortamlarda biyomineralizasyonu gerceklestirebilmistir. Biyomineralizasyonun gerceklestigi

mermer ylizeylerindeki mikro/makro gozenekler, olusan CaCOs kristali ile kismi olarak
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doldurulabilmistir. Ug¢ aylik bekleme siiresinde alinan bu sonuglar sonrasinda 6rnek
numuneleri ayn1 bekleme kosullarinda bekletilmeye devam edilmistir. ileriki donemlerde

mikro/makro gozeneklerin tamamiyla dolmas1 beklenmektedir.

Canli bakteri hiicrelerinin pasif niikleasyonla gergeklestirdikleri kalsifikasyon
islemlerinde kalsit ve aragonit kalsiyum kristalleri olusturulurken, aktif niikleasyonla
kalsifikasyon yapan olii hiicreler genellikle aragonit ve vaterit kristalleri olusumuna neden
olmuslardir. Literatiirde 6li hiicrelerin biyomineralizasyon islemlerinde kullanimiyla ilgili
sinirli veri bulunmaktadir. Bu c¢alismalarda da 6li hiicre kullanilan ortamlarda olumlu
sonuglar alinamamistir. Calismamizda B. subtilis’in hem canli hem de 6li formuyla
biyokalsifikasyon iglemleri, uygulanan yontemlerle ve tercih edilen besiyerleri ile basariyla

gerceklestirilebilmistir.

Kalsiyum kaynag1 olarak kalsiyum kloriir ve kalsiyum asetat biyokalsifikasyonda
farkl tipte kalsiyum karbonat kristallerinin olusumuna neden olmustur. Kalsiyum kloriir
kullanilan ortamlarda kalsit ve aragonit kristaller olusturulurken kalsiyum astetat kullanilan

besiyerlerinde daha ¢ok vaterit olusumu saglanmstir.

Mermer yiizeylerindeki makro gézeneklerde ve amorf sekillerde kalsit formlarinin
olustugu tespit edilmistir. Ayrica SEM goriintiilerinden anlasildigi kadariyla kristallesen
yapilarin, XRD analizi ile kalsiyum kalsit polimorflar1 oldugu sonucuna da varilmistir.
Mermerden yiizeylerinin hem makro hem mikro hem de SEM goériintiilemeleri sonucunda
sadece biyomineralizasyonun gergeklestigi bolgelerdeki yapilarin  kalsiyum  kalsit
kristallerinin oldugunun tespit edilmesi olduk¢a Onemlidir. Bdoylece literatiire katki

saglanabilecektir.

Caplart 3-5 mm olan makro goézenekler kismen, ¢aplart 0.02-0.03 mm olan
mikrogdzenekler ise tamamen kalsiyum kristalleri ile doldurulmustur. Boylece mermer
yiizeylerinde yer alan dogal bosluklar doldurulabilmistir. Mermer yiizeylerindeki asinmalar
sonucunda olusabilecek makro/mikro catlaklar da bu yontemle iyilestirilebilecektir. Mermer
yiizeylerindeki makro catlaklar i¢in yapilan mevcut restorasyon islemleri, mikro ¢atlaklara
ulagmayabilmektedir. Fakat bakteri inokulasyonu ile ger¢eklesecek olan

biyokalsifikasyonla mermerin mikro ¢atlaklarina da ulasilabilecegi diisiiniilmektedir.
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Cizelge 5.1: Uygulama sonras1t mermer numunelerinden elde edilen genel sonuglar.

COz uygulanmasi var CO2 uygulanmasi yok
CAU CaAsetatGMU CAU CaAsetatGMU
=) =} =] >
5 5 5 5
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3x5 mm (alan)
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Aragonit Aragonit

Cizelge 5.1°de gorildigii gibi karbonlanmis ve karbonlanmamis mermer numunelerinin
canli bakteri uygulamasi sonucunda mermer yiizeyinin, makro/mikro gozeneklerin CaCO3
kristalleri ile doldugu goriilmektedir. Olii bakteri uygulanan mermer numunelerinin yiizey
ve makro/mikro gézeneklerinin de kismen doldugu yapilan élgiimlerle anlasiimistir. Olgiim
sonuglarinda, canli bakteri uygulanan ve karbonlanmis mermer 6rneklerinde bakterinin

boyutunun daha biiylik oldugu, doldurulan alanin daha fazla oldugu tespit edilmistir.
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