T.C.
PAMUKKALE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

BAKTERIYEL KALSIYUM KARBONAT
MINERALIZASYONUNDA UREOLITIiK BAKTERI-KIL
ETKILESIMIi: PAENIBACILLUS FAVISPORUS U3

DOKTORA TEZi

NAIME NUR BOZBEYOGLU KART

DENIZLi, TEMMUZ 2021



T.C.
PAMUKKALE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

BAKTERIYEL KALSIYUM KARBONAT
MINERALIZASYONUNDA UREOLITIiK BAKTERI-KIL
ETKILESIMI: PAENIBACILLUS FAVISPORUS U3

DOKTORA TEZi

NAIME NUR BOZBEYOGLU KART

DENIZLi, TEMMUZ 2021



Bu tez cahsmasi Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
tarafindan 2016FEBEOQ53 nolu proje ile desteklenmistir.



Bu tezin tasarimi, hazirlanmasi, yiiriitiillmesi, arastirmalarinin yapilmasi
ve bulgularinin analizlerinde bilimsel etige ve akademik kurallara o6zenle riayet
edildigini; bu calismanin dogrudan birincil iiriinii olmayan bulgularin, verilerin
ve materyallerin bilimsel etige uygun olarak kaynak gosterildigini ve alinti
yapilan calismalara atfedildigine beyan ederim.

NAIME NUR BOZBEYOGLU KART






OZET
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UREOLITIK BAKTERI-KIL ETKILESIMIi: PAENIBACILLUS
FAVISPORUS U3
DOKTORA TEZi
NAIME NUR BOZBEYOGLU KART
PAMUKKALE UNiVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJI ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. NAZIME MERCAN DOGAN)

DENIZLi, TEMMUZ-2021

Bu c¢alismada yerel izolat Paenibacillus favisporus U3 ile kontrol susu
Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 bakterilerinin CaCOs ¢okelimini en iyi yaptiklari
ortam sartlar1 belirlenmis ve mineralojik analizlerle (XRD, PED-XRF, CRS, SEM-
EDX) bakteriyal kalsiyum karbonatin yapisi aydmlatilmistir. Ureaz ve karbonik
anhidraz enzim aktiviteleri ve tireaz protein seviyesi belirlenerek bakteriyel CaCO3
¢okelim stirecindeki rolleri arastirilmistir. Ayrica, kil-bakteri arasindaki etkilesim de
aragtinnlmistir. Elde edilen sonuclara gore, yerel izolat U3 en yiiksek CaCO3
¢okeliminin pH 6,5, 100 mM iire, 37°C, 1000 mM CaCl,, %10 inokiilasyon ve 14.
giinde (24,02 g/L) gergeklestirmistir. ATCC 6453 susu ise pH 6,5, 333 mM iire,
30°C, 1000 mM CaCly, %20 inokiilasyon ve 14. giinde (37,19 g/L) maksimum
CaCO3z miktarina ulasmistir. Mineralojik analizlerle yerel izolatin kalsiyum
karbonatin hem kalsit hem de vaterit formlarini iiretigi, S. pasteuriit ATCC 6453’iin
ise sadece Kkalsit Trettigi tespit edilmistir. Bununla birlikte yiiksek tuz
konsantrasyonunu U3 izolatinin hem tolere ettigi hem de CaCO3 ¢okelimi yaptigi
mineralojik ve enzim ¢alismalariyla da dogrulanmistir. Enzim ¢alismalarina gore, P.
favisporus U3, yiiksek iireaz aktivitesi gosterirken (KMO 0,95 pmol/dk/mg; KMO
opt. 77,47 umol/dk/mg; LB-iire 0,25 pmol/dk/mg; LB-iire opt. 20,70 pmol/dk/mg),
S. pasteurii ATCC 6453 karbonik anhidraz (LB-iire 61,90 nmol/dk/mg; KMO 112,90
nmol/dk/mg) yoniinde yiiksek enzim aktivitesine sahiptir ve her iki tiirde de iireaz
enzim varligr Western blot ¢alismalar ile ilk kez gosterilmistir. Elde edilen bu veriler
dogrultusunda, CaCOs3 ¢okeliminde farkli rolleri olan iireaz ve karbonik anhidraz
enzim aktivitelerinin tilire spesifik oldugu diisiiniilmiis olup en iyi CaCOs ¢okelim
sartlar1 tiire gore degiskenlik gostereceginden her iki enzimin aktivite sartlarinin daha
detayli incelenmesi gerektigine karar verilmistir. Diger yandan, P. favisporus U3’iin
bakteri-kil etkilesimi tespit edilememistir. Sonug¢ olarak, yiliksek tuz
konsantrasyonlarinda CaCOs ¢okelimi yetenegine sahip olan U3’iin farkh
topraklarda iyilestirme caligmalarinin yapilarak, disa bagimhiliginin azaltilmasi igin
mihendisligin farkli alanlarinda kullanim potansiyelinin aydinlatilmast gerektigi

diistinilmiistiir.
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ABSTRACT

UREAOLITIC BACTERIUM-CLAY INTERACTION ON BACTERIAL
CALCIUM CARBONATE MINERALIZATION: PAENIBACILLUS
FAVISPORUS U3
PH. D THESIS
NAIME NUR BOZBEYOGLU KART
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. NAZIME MERCAN DOGAN)

DENIZLI, JULY 2021

In this study, it was determined the conditions in which the best calcium
carbonate precipitation was done by the local isolate Paenibacillus favisporus U3
and the control strain Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 were performed, and the
structure of bacterial CaCOz was elucidated by mineralogical analysis (XRD, PED-
XRF, CRS, SEM-EDX). Urease and carbonic anhydrase enzyme activities and
urease protein levels were determined and their roles in the bacterial CaCOs
mineralization process were investigated. In addition, the interaction between clay-
bacteria have also been investigated. According to the obtained results, the local
isolate U3 achieved the highest CaCOz mineralization at pH 6.5, 100 mM urea, 37°C,
1000 mM CacClz, 10% inoculation, and on the 14th day (24.02 g/L). ATCC 6453
strain reached maximum CaCO3z amount pH 6.5, 333 mM urea, 30°C, 1000 mM
CaCly, 20% inoculation and on day 14 (37.19 g/L). Mineralogical analysis revealed
that the local isolate produced both calcite and vaterite forms of CaCOs, whereas S.
pasteurii ATCC 6453 only produced calcite. Moreover, it has been confirmed by
mineralogical and enzyme studies that U3 isolate both tolerates high salt
concentration and precipitates CaCOs. According to enzyme studies, P. favisporus
U3 shows high urease activity (KMO 0.95 pmol/min/mg; KMO opt.77.47
umol/min/mg; LB-urea 0.25 pmol/min/mg; LB urea opt. 20.70 pmol/min/mg), S.
pasteurii ATCC 6453 carbonic anhydrase has high enzyme activity towards (LB-
urea 61.90 nmol/min/mg; KMO 112.90 nmol/min/mg), and the presence of urease
enzyme in both species has been demonstrated for the first time by Western blot
studies. According to these data, it was thought that urease and carbonic anhydrase
enzyme activities, which have different roles in CaCOs precipitation, were species-
specific, and it was decided that the activity conditions of both enzymes should be
examined in more detail since the best calcium carbonate precipitation conditions
will vary according to the species. P. favisporus U3 -clay interaction could not be
detected. As a result, U3, which can precipitate CaCOs3 at high salt concentrations,
should be improved in different soils. It is thought that the potential of use in
different fields of engineering should be clarified to reduce foreign dependency.



KEYWORDS: Paenibacillus favisporus U3, Sporosarcina pasteurii ATCC 6453,
Calcium carbonate precipitation, Urease, Carbonic anhydrase, Western blot.
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1. GIRIS

Mikrobiyal kalsiyum karbonat ¢okelimi, gesitli biyokimyasal aktiviteleri
iceren ve kalsiyum karbonatin ¢okelmesiyle sonuglanan biyolojik bir siirectir.
Ureolitik mikroorganizmalar tarafindan gerceklestirilen bu siirecte iire (CO[NH2]2)
{ireaz enzimi etkisiyle ortam pH’in1 arttiran amonyum (NH4") ile karbonat (CO3?)
iyonlarina ayrisir. Olusan karbonat iyonlari, bakteri hiicre duvarinin negatif yiiki
nedeniyle hiicre duvar yiizeyinde bulunan kalsiyum iyonlar1 (Ca?*) ile reaksiyona

girerek CaCOg olustururlar (Omoregie ve dig., 2019).

Son yillarda biyoteknoloji ve miihendislik alanlarinda yapilan c¢aligmalarda
mikrobiyal indiiklii kalsiyum karbonat ¢okeliminin ¢esitli uygulamalarda artan bir
ilgi ile kullamildigi goriilmektedir. Bu kullanim alanlarindan bazilar1 toprak
gliclendirilmesi ve stabilizasyonu, beton c¢atlaklarinin diizeltilmesi, kiregtas
ylizeylerinin restorasyonu, toprak erozyonunun azaltilmasi, endiistriyel atik sularin
aritilmas1 ve agir metallerin uzaklastirilmasidir. Bu alanlara ek olarak {ireoliz
aktivitesi sayesinde bu tiir bakteriler tarim ve saglik uygulamalarinda biyosensor
olarak da kullanilabilir. Bununla birlikte, topraklarin jeoteknik 06zelliklerini
iyilestirmek igin insaat ve yapi malzemesi olan biyokalsifikasyon ajanini (CaCO3)
tiretmek icin siklikla kullanildig1 bilinmektedir (Phang ve dig., 2018; Jiang ve dig.,
2019; Omoregie ve dig., 2019).

Topraklar uygunsuz mekanik o6zellikleri nedeniyle birgok bolgede ciddi
sorunlara neden olmaktadir. Bu bolgelere bakildiginda problemin ana nedenlerinden
biri zeminlerin sisme gostermesidir. Topragin igeriginde bulunan kil, zeminlerdeki
sisme probleminin ana nedenidir. Ayrica bu ince kolloidal parcaciklarin
mikroorganizmalar i¢in ¢ok yliksek ylizey alani/hacim oranina ve yiiksek afiniteye
sahip olduklar1 bilinmektedir (Demir ve Kilig, 2010). Mikrobiyal indiiklii kalsiyum
karbonat ¢okelimi yoluyla olusan CaCOgs, kil tabakalar1 arasina giren, topraktaki
gozenekleri dolduran ve toprak parcaciklarini bir arada toparlayan miikemmel bir
c¢imento malzemesi niteligindedir. Bu sayede topragin gecirgenligini ve
gbzenekliligini azaltarak topragin kuvvetini arttirir (Montoya ve dig., 2015; Peng ve

Liu, 2019). Basta karayollar1 ve demiryollar1 gibi ¢esitli miihendislik yapilarinin



yapilacagi arazide topragin kohezyon, siirtiinme, sertlik ve gegirgenlik gibi mekanik
Ozelliklerini iyilestirir (Harkes ve dig., 2010; Zhu ve Dittrich, 2016). Sahip oldugu bu
ozellikler ile gevsek kumu kati kum tagina doniistiirebilmektedir (Chen ve dig.,

2019).

Literatiirde pek ¢ok toprak giiclendirme teknigi yer almaktadir ki kimyasal
enjeksiyon bunlardan biridir. Mikrobiyal kalsiyum karbonat ¢dkelimi yontemi bu
metodlarla kiyaslandiginda pek c¢ok avantaja sahiptir. Bu yontemde kullanilan
bakteriler patojenik degildir ve yeralt1 ortamina dzgiidiir. Islemin gergeklesmesi igin
basit ortam sartlarinin (besin ve kalsiyum kaynaklar1 v.b.) saglanmasi yeterlidir.
Geleneksel mekanik metodlar ve kimyasal yontemlere gore daha ekonomiktir ve
cevre dostu bir teknolojidir. Farkli uygulamalar i¢in de pekgok potansiyel barindirir
(Van Paassen ve dig., 2010; Chen ve dig., 2019; Peng ve Liu, 2019).

Cok sayida iireolitik bakteri kalsiyum karbonat ¢dkelmesini indiikleme
kabiliyetine sahiptir. Bacillus aerius, B. amyloliquefaciens, Synechococcus
leopoliensis, Kocuria flava, B. licheniformis, B. thuringiensis, Bacillus subtilis,
Rummeliibacillus stabekisii, Staphylococcus epidermidis, Myxococcus xanthus,
Staphylococcus aureus ve bazi fungus tiirleri ile halotolerant bakteriler iireaz
kapasitesine sahip olup kalsiyum karbonat ¢okelmesi yapabildikleri rapor edilen
tirlere ornek olarak verilebilir (Stocks-Fischer ve dig., 1999; Hammes ve dig., 2003;
Chen ve dig., 2009; Achal ve dig., 2011; Dhami ve dig., 2013; Gorospe ve dig.,
2013; Li ve dig., 2013; Achal ve Pan, 2014; Ersan ve dig., 2015; Bai ve dig., 2017,
Omoregic ve dig., 2017; Mudgil ve dig., 2018; Tepe ve dig., 2019). Her ne kadar
mikrobiyolojik karbonat ¢Okeltmesi gerek dogal ortamlarda gerekse laboratuvar
kosullarinda yogun bir sekilde arastirilsa da kalsiyum karbonat ¢okelimini yapan
mikroorganizmanin mikrobiyal ekolojideki presipitasyon mekanizmasi ve ¢okelim
islemi hala anlagilamamistir. Kiiltiir ortaminin bilesimi kristal morfolojisini etkiledigi
gibi farkli bakteri tiirlerinin aymi sentetik ortamda karbonat kristallerini farkli
miktarlarda, boyutlarda ve tiplerde ¢cokeltme kabiliyeti, karbonat ¢okelmesinin tiire
0zgill oldugunu da gostermektedir (Hammes ve dig., 2003). Bu islemde bakterilerin
gercek rolleri ve karbonat ¢okelimindeki aktiviteleri tam olarak anlagilmamis olsa da
bakteri hiicre tipinin kalsiyum karbonat ¢okeliminde sanildigindan daha biiyiik bir

onemi oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle yerinde iyilestirme calismalarinda pratik



uygulama potansiyeline sahip ¢evre dostu ve enerji tasarruflu bir teknik olmasi,
bakteriyel biyo¢okelime ilgiyi arttirmaktadir. Kalsiyum karbonat ¢6keliminde ya
Sporosarcina pasteurii gibi iireaz enzimi ireten bakteriler ya da Canavalia
ensiformis’ten saflastirilan saf iireaz enzimi kullanilir (Fujita ve dig., 2000;
Bachmeier ve dig., 2002; Ferris ve dig., 2003; Whiffin ve dig., 2007; Dupraz ve dig.,
2009; Harkes ve dig., 2010; Mitchell ve dig., 2010; Okwadha ve Li, 2010; van
Paassen ve dig., 2010; Lauchnor ve dig., 2015). Cokelim isleminin hangi yolla
yapilacagina karar vermek olduk¢a zordur. Saf i{ireaz enzimi ve bakteri arasindaki
secim, aktivite ag¢isindan Onemlidir. Yiiksek tire veya kalsiyum kloriir
konsantrasyonlarinda, bakteriyel ¢okelime kiyasla enzimatik ¢okelimin daha fazla
miktarda CaCOs ¢okelimine neden oldugu goriilmekle birlikte (Nemati ve dig.,
2003) ¢okelim sirasinda saf enzimin etkinligi de inhibitorler tarafindan engellenebilir

(Bachmeier ve dig., 2002).

Yerel izolatlarin bu alanda kullanim potansiyellerinin arastirilarak disa
bagimhiligin azaltilmas1 onemlidir. Kalsiyum karbonat ¢dkelim yetenegine sahip
bakterilerin, farkli alanlarda kullanilabilecegi, konuyla ilgili yogun arastirmalardan
da anlasilmaktadir. Bu c¢alismanin da baslica amaci1 daha onceki ¢alismalarimizdan
izole ettigimiz yerel izolat Paenibacillus favisporus U3 ile kontrol susu Sporosarcina
pasteurii ATCC 6453 bakterilerinin kalsiyum karbonat ¢okelimini en iyi yaptiklar
ortam sartlarim belirlemek, mineralojik analizlerle olusacak kalsiyum karbonatin
yapisin1 aydinlatmak ve bakteri tiiri farkliliginin etkisi ile yerel susun sahip oldugu
avantajlar1 ortaya koymaktir. Ayrica ireaz ve karbonik anhidraz enzim aktiviteleri ile
tireaz protein seviyesini belirleyerek bakteriyel kalsiyum karbonat ¢okelimi
arasindaki iliskiyi arastirmaktir. Sunulan calismada, yerel izolatimizin ilerde
endiistriyel uygulamalarin hangi alani ic¢in potansiyele sahip oldugunun ortaya

konmasi amaciyla, kil-bakteri arasindaki etkilesimin de arastiritlmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1  Kalsiyum Karbonat

Kalsiyum karbonat (CaCQOz), yeryiiziindeki en yaygin minerallerden biridir.
Ayn1 zamanda dogada en bol bulunan biyominerallerdir. Prokaryotlar gibi tek hiicreli
organizmalardan bitkiler veya kabuklular gibi ¢ok hiicreli organizmalara kadar
degisen canli organizmalar yoluyla ¢okelerek dogal taslar gibi cesitli maddelerden

bazi deniz hayvanlarinin kabuklarina kadar ¢esitli yapilari olusturabilir.

Kalsiyum karbonatin farkli formlar1 bulunmaktadir. Bunlar, hekzagonal
kristaller olan Kkalsit, ortorombik kristaller olan aragonit ve rhombohedral kristaller
olan vaterittir. Kalsit, aragonit ve vaterit saf kalsiyum karbonat mineralleridir. Her
polimorfun olusumu pH, sicaklik, konsantrasyon, karbonat ve kalsiyum iyonlarinin
orani, katki maddeleri, karistirma, reaksiyon siiresi vb. sentez faktorlerinden etkilenir
(Chang ve dig., 2017). Agirlikli olarak kalsiyum karbonat olan endiistriyel agidan

onemli kaynak kayaglar; kiregtasi, tebesir, mermer ve travertendir.

Kalsiyum karbonat (CaCO:s), ¢esitli amaglar i¢in yaygin olarak kullanilan bir
maddedir. Yalnizca kagit, plastik, kaucuk, boya ve miirekkeplerde degil, ayni
zamanda farmasotik, kozmetik, insaat malzemeleri ve asfaltlarda dolgu ve pigment
malzemesi olarak, hayvansal gidalarda da besin takviyesi olarak kullanilmaktadir.
Tarimda ise asidik topraklarin noétralize edilmesinde kullanilan ucuz yontemlerden

biri kalsiyum karbonatin toz halde kullanimidir (Mattila ve Zevenhoven, 2014).

Olusumlar1 bir¢ok organizmanin hayatta kalmasi i¢in hayati 6neme sahiptir
ve biyojeokimyasal karbon dongiisii, atmosferik CO» azalmasi ve iklim diizenlemesi
dahil olmak tizere bir dizi siire¢ lizerinde etkisi vardir (Rodriguez-Navarro ve dig.,
2019).



2.2 Mikrobiyal Kalsiyum Karbonat Cokelimi

Mineral ¢okelimi, biyolojik ya da kimyasal olarak dogada kendi kendine
gerceklesen organik bilesenlerin kendilerini meydana getiren inorganik bilesenlere
doniismesidir (Yildinm ve dig., 2016). Biyog¢okelim ise mikroorganizmalar
tarafindan gerceklestirilen ¢okelim olayidir. Biyominerallerin iiretiminde ii¢ farkl
mekanizma s6z konusudur: (1) Biyolojik olarak kontrol edilen mineral ¢okelimi,
Ozellikle mineral olusumunu yonlendiren hiicresel faaliyetlerden olusur. Bu siiregte
organizmalar, hiicre i¢inde veya disinda belirli bir yerde yalnizca belirli kosullar
altinda minerallerin ¢ekirdeklenmesini ve biiylimesini kontrol eder. (2) Biyolojik
olarak etkilenen mineral ¢okelimi, biyofilmlerle iligkili hiicre dist polimerik
maddeler gibi hiicre yiizeyi organik maddelerin varliginda pasif mineral
cokelmesinin kaynaklandigi bir siiregtir. (3) Biyolojik olarak indiiklenen mineral
cokelimi, asir1 doygunlukla birlikte minerallerin ¢okelmesiyle sonuglanan
organizmalarin metabolik aktiviteleri ile bir ortamin regiilasyonunu saglayan
kimyasal bir modifikasyondur ve iireolitik bakteriler tarafindan gergeklestirilir (Anbu
ve dig., 2016; Anitha ve dig., 2018).

Mikrobiyal kalsiyum karbonat ¢okelimi ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan
toprak, su ve denizel ortamlarda gergeklesmektedir. Mikrobiyal aktiviteye bagl
olarak ‘biyocimento’ da denilen kalsiyum karbonat c¢okeltileri olusur. Bu olay
mikroorganizmanin tiirline bagli olmak iizere birden ¢ok cesit yol izleriyle meydana
gelmektedir (Sekil 2.1). Fotosentetik organizmalar olan siyanobakteriler ve alglerde
(Orn; Nostoc calcicola, Oscillatoria willei, Anabaena cycadae) fotosentez
metabolizmas1 sirasinda, siilfat indirgeyen bakterilerin (Orn; Desulfovibrio
desulfuricans, Desulfobacterium autotrophicum) siilfat indirgeme metabolizmasinda,
nitrat indirgeyen bakterilerin (Orn; Nitromonos spp., Nitrobacter spp.)
denitrifikasyon reaksiyonlar1 sirasinda, Miksobakterilerin (Orn; Myxococcus
xanthus) amonifikasyon reaksiyonlar1 sirasinda ve iireolitik bakterilerin  (Orn;
Bacillus sphaericus, Bacillus megaterium, Sporosarcina pasteurii) iire hidroliz
reaksiyonlar1 sirasinda ger¢eklesmektedir (Dhami ve dig., 2013; Achal, 2015;
Yildirim ve dig., 2016; Anitha ve dig., 2018).



Siyanobakterilerde ve alglerde fotosentez reaksiyonlari esnasinda, bikarbonat
ve hidroksil iyonlar1 degisimler gecirerek alkali bir ortam olusturmaktadir. Olusan
alkali ortamla birlikte organizmanin yasadig1 ¢evrede bulunan kalsiyum iyonlari ile
bikarbonat iyonlar1 tepkimeye girerek CaCO3s molekiiliinii meydana getirir. Olusan
kalsiyum karbonat genellikle kristaller seklinde presipite olmaktadir (Sekil 2.1A)
(Ariyanti ve dig., 2011; Kamennaya ve dig., 2012).

Siilfat indirgeyen bakterilerde ise Oncelikle siilfat ve organik bilesiklerin
indirgenmesi reaksiyonlar1 sonucunda bikarbonat ve siilfit iyonlar1 olusur. Daha
sonrasinda olusan bikarbonat CO2 ve OH" iyonuna indirgenir. Ortamda artan OH-
iyonu pH’da artisa sebep olur. pH artigmin katkilariyla ortamdaki Ca?" ve HCOs
iyonlar1 tepkimeye girerek CaCOg kristallerini olusturur (Sekil 2.1B) (Almahamedh,
2013).
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Sekil 2.1: Mikroorganizmalarda gerceklesen farkli CaCOj3 ¢6kelim reaksiyonlar1 (A: Siyonabakteriler

(Kamennaya ve dig., 2012), B: Siilfat indirgeyen bakteriler (Almahamedh, 2013), C: Nitrat indirgeyen

bakteriler (Del Rio ve dig., 2015), D: Miksobakteriler (Y1ildirim ve dig., 2016), E: Ureolitik bakteriler
(Patro ve dig., 2015)).



Ekosistemdeki azot dongiisiiniin en Onemli elemanlarindan olan nitrat
indirgeyen bakteriler biyopresipitasyonda da goérev almaktadir. Denitrifikasyon
tepkimeleri sirasinda olugan CO, ve OH™ asagidaki tepkimede gorildigi gibi
ortamda bulunan Ca?" iyonlariyla etkileserek kalsiyum karbonat mineralinin
olusumuna yol acar (Sekil 2.1C) (Del Rio ve dig., 2015).

Ca?" + COz(aq) + 20H —CaCOs(s) + H20

Miksobakteriler ise amonifikasyon yani organik atiklarin dogaya geri
dontigiimiinii gergeklestiren organizmalardandir. Ekosistem i¢in oldukc¢a 6nemli olan
bu dongii sirasinda ortam pH’sin1 yiikselten amonyak olusmaktadir. Miksobakteriler
tirettikleri amonyak ile ortam pH’smin yiikseltmesi yoniiyle biyog¢okelim aktivitesi
gosteren diger bakterilerden ayrilmaktadir. Bu konuda iizerinde en ¢ok calisma

yapilmis miksobakteri tiirii ise Myxococcus xanthus’dur (Al-Thawadi, 2011).

Ureolitik bakteriler ise sahip oldugu iireaz enzimi sayesinde iireyi hidrolize
eden organizmalardir. Ure hidrolizi, amonyak ve karbamat (NH,COOH) olusumuna
neden olur. Karbamat, baska bir amonyak ve karbonik asit molekiilii iiretmek i¢in
kendiliginden ayrisir. iki amonyak molekiilii ve karbonik asit daha sonra protondan
arindirilmis ve protonlanmis formlariyla suda dengelenir, bu da kalsiyumun kristaller
seklinde ¢Ookelmesine neden olan pH'da bir artisa neden olur. Hiicre disinda ise
kalsiyum iyon konsantrasyonu yiikselitken proton konsantrasyonu diiser. Ayni
zamanda yiiksek pH HCOj3 iin CO3? e doniismesini saglar. Sonugta olusan karbonat
iyonlar1 hiicre disindaki yiiksek konsantrasyondaki Ca?" iyonlar1 ile tepkimeye
girerek CaCOs ¢okelmesine sebep olur. Hiicre yiizeyinde CaCOs3 ¢okelmesi igin iire-
CaCl, ortamindaki biyokimyasal reaksiyonlar su sekildedir (Hammes ve Vestrate,

2002; Anitha ve dig., 2018):

Ca®* + Hiicre — Hiicre—Ca®
ClI"+HCO3; + NH3; — NH4Cl + CO3%~

Hiicre—Ca?* + CO3> — Hiicre—CaCO3



Kalsiyum karbonat c¢okelmesinde esas olarak su faktorler etkindir: (1)
kalsiyum konsantrasyonu, (2) ¢6ziinmiis inorganik karbon konsantrasyonu, (3) pH ve
(4) ¢ekirdeklenme alanlarimin varligi. Bu faktorlere ek olarak, bakteri tiirii, bakteri
hiicre konsantrasyonu, sicaklik, kalsiyum kaynaginin tiirii ve tire konsantrasyonu gibi

faktorlerin de etkiledigi bildirilmistir (Anitha ve dig., 2018).

Biyocimento olusumu icin iireaz enzimi iireten farkli bakteri tiirleri
bulunmaktadir. Bunlar Sporosarcina pasteurii (eski adiyla Bacillus pasteurii),
Bacillus sphaericus, Aerobacter aerogenes, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
megaterium, Bacillus subtilis, Bacillus sp. CR2, Bacillus thuringiensis, Deleya
halophila, Halmonas eurihalina, Kocuria flava CR1, Lysinibacillus sphaericus CH5,
Methylocystis parvum, Myxococcus xanthus, Proteus mirabilis, Pseudomonas
denitrificans, Sporolactobacillus sp., Sporosarcina ginsengisoli, Bacillus
pseudifirmus, Bacillus cophnii, Bacillus cereus, Shewanella ve Microbacterium sp..
Ureaz enzim aktivitesine sahip olan Helicobacter pylori, Proteus vulgaris,
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa gibi bazi patojenik bakteriler de
klinik olarak “idrar taslar1” olarak bilinen kalsiyum karbonat kristallerinin
olusumunda rol oynarlar (Graham, 2000; Altindis ve Ozdemir, 2003; Dhami ve dig.,
2013; Sujoy ve Aparna, 2013; Anbu ve dig., 2016; Xu ve dig., 2017; Anitha ve dig.,
2018; Chaparro-Acuna ve dig., 2018; Tepe ve dig., 2019).

Tim kalsiyum karbonat ¢okelim yol izleri kiyaslandiginda en yiiksek
kalsiyum karbonat olugsumunun iire hidrolizi yoluyla iireolitik bakteriler tarafindan

gerceklestirildigi rapor edilmistir (Van Paassen ve dig., 2010; Gat ve dig., 2014).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarla, biyo¢imentonun iiretiminin daha az enerji
gerektirdigi, daha distik sicaklik istedigi ve daha az sera gazi aciga ¢ikardigi ortaya
konmustur. Bu avantajlar nedeniyle genis ilgi gormiis ve genis bir uygulama alani
meydana gelmistir. Sahip oldugu uygulama alanlarindan bazilart sunlardir;
catlaklarinin onarimi, zemin iyilestirme, beton ve tuglalarin dayanikliliginin
tyilestirilmesi, agir metallerin biyoremediyasyonu, tarihi eserlerin ve kalkerli taglarin
restorasyonudur (Dhami ve dig., 2013; Kang ve dig., 2014; Anbu ve dig., 2016;
Sharma ve dig., 2016; Arias ve dig., 2017).

Mikrobiyal kalsiyum karbonat ¢okelimi {izerine yapilmus literatiirde pek ¢ok

bilimsel ¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan biri olan Anitha ve ark. (2018) tarafindan



yapilan ¢alismada iire bakimindan zengin ¢eltik tarlasindan izole edilmis Bacillus
cereus KLUVAA’un biyogimento iiretimi arastirilmistir. Biyogimento iiretimi i¢in
%10 iire ve kalsiyum kaynagi olarak sertlik derecesi 431,7 mg/L olan musluk suyu
iceren ortam kullanilmistir. Sonugta elde edilen biyocimento miktarinin
onemsenecek miktarda oldugu arastirmacilarca bildirilmistir. Bacillus sphaericus’un
kireg taslar tizerinde, farkli {ire ve CaCl, konsantrasyonlarindaki etkisini belirlemek
amaciyla yapilan ¢alismada ise, yiiksek konsantrasyonda iire (20 g/l) ve CaCl, (50
g/l) iceren besi ortaminda maksimum miktarda kalsiyum karbonat c¢okelimi
aragtirmacilarca gozlenmistir (Belie ve dig., 2010). Kalsiyum karbonat ¢okelimi
tizerinde yapilan literatiir taramasinda Sporosarcina pasteurii {izerine ¢alismalarin
yogunlastigi dikkati ¢ekmektedir. Bunun sebebi, Sporosarcina pasteurii’nin sahip
oldugu yiiksek hiicre dist enzim salgilama o&zelligidir. Sporosarcina pasteurii
kullanilarak yapilan ¢aligmalardan olan Glinsiir (2018) tarafindan yapilmis yiiksek
lisans tezinde mikrobiyal kalsiyum karbonat ¢ékelim yonteminin dogal tas atiklarinin
geri donilisimii ya da canlandirilmasinda kullanilabilecegi ve dogal tasglarin sahip
oldugu dayaniklilik, gozeneklilik gibi 6zelliklerin bu yontemle iyilestirilebilecegi
gosterilmistir. Bagka bir ¢aligmada ise Sporosarcina pasteurii ATCC 11859 ile
Bacillus licheniformis ATCC 14580 bakterilerinin kalsiyum karbonat g¢okeltme
yetenekleri karsilastirilmis ve sonug olarak S. pasteurii’nin B. licheniformis’den daha

basaril1 oldugu rapor edilmistir (Sarigigek, 2016).

2.3 Mikrobiyal Kalsiyum Karbonat Cokelimini Etkileyen Faktorler

Mikrobiyal kalsiyum karbonat ¢okelimi biyolojik bir siire¢ oldugu icin pek
¢ok faktorden etkilenmektedir. Bu silireci en fazla etkileyen faktorler cesitli
arastirmacilarin yaptigi ¢alismalarla belirlenmistir. Bunlarin baslicalar1 bakteri tiirti,
sicaklik, pH, inokiilasyon orani, kalsiyum kaynaginin tiirii ve konsantrasyonu, lire

yogunlugudur (De Muynck ve dig., 2010; Okwadha ve Li, 2010).



2.3.1 Bakteri Tiru

Siyanobakterilerden iireolitik bakterilere kadar ¢cok degisik proseslerde gorev
alan, ¢ok farkli aktiviteler gosteren farkl tiirlerden organizmalar kalsiyum karbonat
tiretim kabiliyetine sahiptir. Bu organizmalar sahip olduklart metabolizma,
yasadiklar1 ekosistem gibi faktorlerden dolay: kalsiyum karbonat tiretimleri cesitlilik
gostermektedir. Bu organizmalar i¢ginde en ¢ok verime sahip olanlar iireolitik
bakterilerdir. Ureolitik bakteriler iizerine yapilmis arastirmalar incelendiginde
kalsiyum karbonat ¢okelim aktivitelerinde degisiklikler gdze carpmaktadir. Ornegin;
Ryparova ve digerleri tarafindan 2021 yilinda gergeklestirilen c¢alismada
Sporosarcina pasteurii, Bacillus cohnii ve Bacillus pseudofirmus iireolitik
bakterilerinin kalsit presipitasyonlar1 kiyaslanmistir. Kalsit iiretiminde verimli,
optimal olmayan sartlarda bile aktivite gostermesi, canliliginin miikemmel diizeyde
olmasi ve yeterli kalsit liretim kapasitesi sayesinde B. pseudofirmus en uygun bakteri
olarak bulunmustur. Diger taraftan bakteriyal kalsiyum karbonat presipitasyonu
kullanilarak betonlardaki catlaklarin restorasyonu caligmasinda 150 bakteri susu
taranmig ve iclerinden 22 sus presipitasyon gostermistir. Presipitasyon gosteren bu
suglardan 11 tanesi Bacillus sp., 6 tanesi Pseudomonas sp. olup digerleri
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, E. coli, Serratia, Klebsiella tiirlerine ait
oldugu tespit edilmistir. Bu suglar arasinda en iyi kalsiyum karbonat c¢okelimi

gosteren susun B. subtilis RSE 165 oldugu rapor edilmistir (Mitra ve dig., 2021).

2.3.2 Sicakhk

Sicaklik tiim kimyasal reaksiyonlar1 etkileyen en Onemli parametredir.
Ozellikle canli sistemlerde enzimlerin bozunmasma yol agarak yasami dahi
etkilemektedir. Bu nedenle mikroorganizmalar tarafindan yiiriitiilen biyolojik siire¢

olan kalsiyum karbonatin ¢okeliminde de ¢ok etkilidir.

Bu siirecte bakteriyal aktivite, bakteriyal gelisim, presipitasyon modeli ve
igerigi, ¢cekirdeklenme hizi iizerinde sicakligin etkili oldugu belirlenmistir (Cheng ve
dig., 2014; Cheng ve dig., 2016; Khodadadi ve Birsel, 2017; Omoregie ve dig., 2017;
Kim ve dig., 2018; Sun ve dig., 2018; Sun ve dig., 2019).
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Kim ve dig. (2018) tarafindan iire-CaCly igeren ortamda farkli sicaklik
degerlerinin bakteri gelisimi ve biyocokelim Ttizerindeki etkileri arastirilmistir.
Arastirmacilar optimum gelisme ve biyogokelim etkisinin 30 °C'de gozlemlendigini
bildirmislerdir. Sicakligin lireaz aktivitesi, bakteri biiyiimesi, ¢cokelme hizi iizerindeki
etkisinin arastirildigi baska bir ¢alismada ise Sporosarcina pasteurii igin 30 °C’ye
kadar olan sicaklik artisiyla dogru orantili olarak bakteriyel biiyiime, lireaz aktivitesi,
¢okelme hiz1 artmistir (Sun ve dig., 2018). S. pasteurii bakterisi kullanilarak kurumus
nehir yataklarinda bulunan killi bir gamur olan 16siin mikrobiyal indiiklii kalsiyum
karbonat presipitasyonu ile katilagtirllmasi ¢alismasinda, diger calismalara benzer
sekilde 30 °C'de bakteri hiicre konsantrasyonunun ve iireaz enzim aktivitesinin 25 ile

35 °C'ye gore onemli diizeyde yiiksek oldugu gosterilmistir (Liu ve dig., 2021).

Ryparova ve dig. (2021) yaptig1 calismada literatiirde rastlanan cogu
calismadan farkli olarak tireolitik Bacillus pseudofirmus bakterisinin 10 °C’de bile

kalsiyum karbonat ¢okelimi aktivitesi gosterdigi bildirilmistir.

233 pH

Ortamin pH degeri mikrobiyal kalsiyum karbonat c¢okelimi igin oldukga
onemlidir. Cilinkii bu siire¢ yiiksek pH gerektirmektedir. Ayrica gelisme ortaminin
pH degeri bakterilerin iireaz enzim aktivitesini etkileyebilir. Ornegin, Omoregie ve
dig. (2017) Sporosarcina pasteurii DSM 33 susunun pH 6,5 degerinde maksimum
kalsiyum karbonat ¢okelimi aktivitesi gosterdigini ifade etmislerdir. Kim ve dig.
(2018) ise yaptiklar1 ¢alismada pH 6,0-10,0 araligindaki degerleri denemisler ve
cokelen kalsiyum karbonat kiitlesini géz oniinde bulundurarak optimum pH' 7,0
olarak kesfetmislerdir. Ayrica Curvibacter lanceolatus HJ-1 susu tizerinde yapilmis
bir ¢aligmada ortam pH’1 baglangigta 7,6 olarak ayarlanmasina ragmen presipitasyon
gerceklestikten sonra yapilan olgtimde pH 9,1 olarak tespit edilmistir (Yang ve dig.,
2021). Sporosarcina pasteurii DSM 33 ile yapilan bir ¢alismada 7 farkli pH degeri
(pH 6,5, 6,75, 7,0, 7,25, 7,5, 7,75 ve 8,0) calisilmistir. Calismanin sonuglarina gore
pH arttikca bakteriyal hiicre konsantrasyonu ile ftire hidroliz hizinda artis
gozlenmistir (Zehner ve dig., 2021). Sporosarcina pasteurii iizerine yapilmis bir

diger calismada, organizmanin hiicre yogunlugu ve iireaz enzim aktivitesindeki
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degisimleri belirlemek i¢in ortam pH’st 7-10 araliginda ayarlanmistir.
Aragtirmacilarin elde ettikleri verilere gore hiicre yogunlugu ve enzim aktivitesi en

yiiksek pH 9’da tespit edilmistir (Liu ve dig., 2021).

2.3.4 Inokiilasyon oram

Biyocimento olusumu ortamdaki iireaz enzim aktivitesine sahip bakteri
hiicresinin oranindan etkilenmektedir. Ciinkii hiicre sayis1 ortamdaki enzim miktari

ile direkt orantilidir.

Al Imran ve dig. (2018), farkli Pararhodobacter sp konsantrasyonlari
barindiran ortamlardaki ¢okelen kalsiyum karbonat1 dijital bir mikroskop kullanarak
incelemistir. Ortalama kristal partikiil hacminin ve zamanin orani olarak adlandirilan
birikme hizinin, bakteri konsantrasyonundaki artigla dogru orantili olarak arttigi
tespit edilmistir. Martinez ve dig. (2013) kalsit ¢cokeliminin optimizasyonu iizerinde
yaptiklar1 calismada, 7 x 10° hiicre/mL bakteri konsantrasyonunun optimum
inokiilasyon orani oldugunu bildirmislerdir. Kantzas ve dig. (1992) tarafindan
yapilan bir ¢alismada ise i¢inde kum bulunan kolonlardan farkli hacimlerde iireolitik
bakteri eklemislerdir. Calisma sonucunda kolondan gegen bakteri orani arttikga
bakteriyal kalsiyum karbonat ¢okeliminin artisina bagli olarak kolonlarda
gozenekliligin ve gecirgenligin azaldigini tespit etmislerdir. 2021 yilinda yapilan bir
calismada 1x107 ve 1x10* (kob/ml) oraninda Bacillus sonorensis C11 bakterisini
iceren ortamlarin kalsiyum karbonat tiretimleri kiyaslanmistir. Elde edilen bulgulara
gore inokiilasyon orani1 daha yiiksek olan ortamda verimin de daha yiiksek oldugu

tespit edilmistir (Ali ve Karkush, 2021).

2.3.5 Kalsiyum Kaynaginin Tiirii ve Konsantrasyonu

Ureaz ve karbonik anhidraz enzimlerinin aktiviteleri sonucunda hiicre disinda
CaCO3z ¢oOkeliminin gergeklesmesi i¢in ortamda kalsiyum iyonlarinin belirli
konsantrasyonlarda bulunmasi gerekmektedir. Kalsiyum i¢eren maddelerde organik

ve inorganik olarak ayrilmaktadir. Kalsiyum karbonat ¢okelimi siireci sonunda agiga
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c¢ikan CaCOs miktar1 hem kalsiyum kaynagmin tiirline hem de ortamdaki

yogunluguna baghdir.

Literatiirde yapilan caligmalara bakildiginda, Achal ve Pan tarafindan 2014’te
yayimlanan Bacillus sp. CR2 bakterisinin mikrobiyal indiiklii kalsiyum karbonat
¢okelimine kalsiyum kaynaklarinin etkisi adli ¢alismada deney ortamina dort farkl
kalsiyum kaynag1 (kalsiyum klorit, kalsiyum oksit, kalsiyum asetat ve kalsiyum
nitrat) eklenmistir. Calisma sonucunda arastirmacilar en yliksek iireaz aktivitesinin
goriildiigi kalsiyum klorit igeren ortamda mikrobiyal kalsiyum karbonat ¢okeliminin
de maksimum oldugunu bildirmislerdir. Xu ve dig. (2014) tarafindan yayimlanan
calismada ise kalsiyum kaynag tliriniin biyokimyasal siire¢ ve CaCOg'in bakteriyel
aracili kalsiyum karbonat ¢okeliminin Kristal formu, boyutu ve morfolojisi lizerinde
derin bir etkisi oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica, organik bir kalsiyum kaynagi olan

kalsiyum glutamat’in, CaCO3 ¢6keltmesi verimini arttirdigini belirtmislerdir.

2.3.6 Ure konsantrasyonu

Ure, yapisinda azot barindiran organik bir bilesiktir. Ayn1 zamanda {ireaz
enziminin substratidir. Bu nedenle ortamdaki miktar1 mikrobiyal kalsiyum karbonat
presipitasyonunu etkilemektedir.

De Muynck ve dig. (2010) tarafindan yapilan bakteriyal indiiklii kalsiyum
karbonat ¢okelimine iire ve kalsiyum dozlarinin etkisi adli ¢alismada elde edilen
bulgular gostermektedir ki ortamda iire konsantrasyonu arttik¢a bakteriyal kalsiyum
karbonat ¢okelimi de artmaktadir. Sert su ve iire kullanilarak Bacillus cereus
KLUVAA biyogimento iiretiminin aragtirildigi caligmada ise besi ortamina 50 ila
250 ml araliginda degisen farkli hacimlerde iire ilave edilmis ve en fazla {ire igeren
ortamda bakterinin biyo¢imento lretiminin daha verimli oldugu rapor edilmistir
(Anithe ve dig., 2018). Naaveed ve dig. (2020) yaptigi calismada da iire
konsantrasyonu arttikca kalsiyum karbonat ¢okelim aktivitesinin arttigini1 ortaya
konmaktadir. Bacillus aerius U2 ve Sporosarcina pasteurii ATCC 6453
bakterileriyle yaptigimiz ¢aligmada da ortama farkli konsantrasyonlarda iire ilave
edilmis olup bakterilerin 333 mM f{ire igeren ortamda en yiiksek kalsiyum karbonat

cokelimi gosterdigi tespit edilmistir (Bozbeyoglu ve dig., 2020). 2021 yilinda Ali ve
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Karkush tarafindan yapilan ‘Mikrobiyal kalsit c¢okeltiler kullanilarak yumusak
Killerin ¢6ziinmemis basing dayaniminin iyilestirilmesi’ isimli ¢alismada ise Bacillus
sorensina C11 bakterisinin bulundugu ortama 0,25, 0,5 ve 1 M iire eklenmistir.
Calisma sonucunda en yiiksek basing dayanimmin 0,5 M iire igeren ortamda

goriildiigii belirtilmistir.

2.4  Ureaz Enzimi

Ureaz enzimi (Ure aminohidrolaz E.C. 3.5.1.5), iireyi hidroliz ederek
amonyak ve karbonik asit olusturan, nikel bagli, hidrolaz sinifi bir metaloenzimdir

(Turksever Tetiker, 2016).

1926 yilinda Sumner tarafindan Canavalia ensiformis (fasulye) tohumundan
kristalize halde saflastirilmistir. Boylece ilk kez bir enzim saflagtirilmis ve
enzimlerin protein yapiya sahip oldugu kanitlanmistir. 1935 yilinda ise toprakta da
iireaz enziminin bulundugu tespit edilmistir (Bakirhan, 2020). Daha sonra yapilan
lireaz enziminin yapisini belirleme ¢alismalar1 sayesinde, ilk kez bir enzimin
yapisinda nikel iyonlariin varligi saptanmistir. Ayni zamanda bitkilerde yapisinda
Ni iyonu bulunan tek enzim treazdir (Giilesci,, 2013). Diger canlilar iizerindeki
enzim arastirmalar1 sonucunda iireaz enziminin baslica bitkiler, algler, funguslar ve
bakteriler tarafindan sentezlendigi belirlenmistir (Mobley ve Hausinger, 1989;

Fellbauma ve dig., 2012; Dev ve dig., 2015; Chaparro-Acuna ve dig., 2018).

Ureaz enziminin 3 boyutlu yapisi ilk kez X-1s1m kristallografisi yontemi ile
1930’larda belirlenmistir (Bakirhan, 2020). Bulunduklar1 canh tiiriine gore iireaz
enzimleri farkli kuarterner yapi gosterirler. Fungus ve bitkilerde bulunan iireaz
enzimi 90 kDa biiyiikliigiinde altiiniteli olup homo oligomerik yapidadirlar.
Bakteriyal {ireaz enzimleri ise a, B ve y olmak iizere 2 veya 3 alt {liniteden olusan
multimerik yapidadir (Mobley ve dig., 1995). Bu alt {niteler arasindan o alt
tinitesinde iki nikel iyonu bulunduran aktif merkezler yer almaktadir. Bu Ni iyonlar
reaksiyon sirasinda farkli gorevler iistlenerek enzim aktivasyonunda etkindir. Bu
nikel iyonlarindan birincisi (Nil) iireyi baglayarak (karbonildeki oksijen ile baglanir)
aktiflestirirken, digeri (Ni2) niikleofilik H>O molekiiliinlii baglayarak aktiflestirir
(Ciurli ve dig., 1999; Tiirksever Tetiker, 2016; Akkas, 2016).
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Urenin hidrolizi normal sartlarda oldukca yavas gerceklesir. Katalizdr
bulunmayan tepkimeler sonucunda amonyak ve siyaniirik asit olusurken katalizorlii
tepkimeler sonucunda amonyak ve karbonik asit aciga cikar. Katalizor varliginda
gerceklesen reaksiyonlarin  son basamaginda karbonik asit kendiliginden
parcalanarak karbondioksit ve amonyaga doniisiir (Blakeley ve Zerner, 1984;

Bakirhan, 2020).

Ureazin asil gorevi, iireyi hidroliz etmektir (Sekil 2.2). Urenin hidrolizi
sonucunda amonyak ve karbondioksit agiga ¢ikar ve boylece canlilar tarafindan azot

kaynagi olarak kullanilir.

H.N NH, .
N, S Ureaz
C +H,O >2NH;+CO,

|
o

Ure

Sekil 2.2: Ureaz enzimi ile iire hidroliz reaksiyonu

Literatiirde bitkilerde {lireaz enzimine en ¢ok baklagillerde rastlanmaktadir.
Bunlar arasindan iireaz enzimi en ¢ok c¢alisilan tiir Canavalia ensiformis (jack
fasulyesi) dir. Bu bitki topraktaki azotun yetersiz oldugu zamanlarda arjinin
aminoasidinden olusan iireyi sahip oldugu iireaz sayesinde amonyaga doniistiirerek
azot ihtiyacini karsilar (Follmer ve dig., 2004; Tiirksever Tetiker 2016). Bitkilerin
azot ihtiyacin1 karsilamalarimi saglamak disinda yapilan ¢alismalarla bitkisel
tireazlarin insektisidal ve antifungal etkileri de saptanmistir (Follmer ve dig., 2004,

Becker-Ritt ve dig., 2007; Tiirksever Tetiker 2016).

Funguslarda da {ireaz enzimine sahip pek ¢ok cins vardir. Bunlarin
baglicalari; Aspergillus, Fusarium, Cryptococcus, Coccidioides, Rhodotorula,
Trichosporon’dur. Bunlardan Cryptococcus cinsine ait C.neoformans ve C. imitis
sahip oldugu iireaz enzimi sayesinde patojenite gosterir. Bu organizmalar kolonize
olduklar1 konak dokusunda iireaz enzimleri sayesinde kendileri i¢in alkali bir ortam
olustururlar. Bunun sonucunda konakta apse olusumu gozlenir (Cox ve dig., 2000;

Mirbod ve dig., 2002). Aspergillus sp. gibi diger fungus cinsleri ise {ireaz aktiviteleri
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ile ekosistemdeki azot dongiisiine katki saglamaktadirlar (Mackay ve dig., 1982,
Fellbauma ve dig., 2012).

Bakteriyal iireazlar kompleks subiinitelerin trimer/hekzamerlerinden olusur.
Ureolitik organizmalarin ¢ogu insan ve hayvan patojeni olarak karsimiza
cikmaktadir. Ureaz pozitif patojenlerin en onemlileri Helicobacter pylori, bazi
enterik bakteriler (Orn; Klebsiella pneumonia, Klebsiella aerogenes, Proteus
mirabilis, Proteus vulgaris, Morganella morgani), Corynebacterium urelyticum,
Yersinia entereolitica’dir (Altindis ve Ozdemir, 2003; Olivera ve dig., 2006). Bu
organizmalardan Proteus mirabilis sahip oldugu yiiksek iireaz aktivitesi sayesinde
konuk¢udaki iireyi hidrolize ederek saglamis oldugu alkali ortamda yasamim
stirdiiriir ve idrar yolu enfeksiyonlari, hastane enfeksiyonlari, apseler ve kan dolagimi
enfeksiyonuna sebep olur (Salih ve dig., 2014). Helicobacter pylori ise diisiik pH’ya
sahip mide 6z suyunu gecerek mide mukus tabakasina yerlesebilmek icin sahip
oldugu tireaz ile pH artisina yol agar. Degisen pH gastrin hormonunun salgilanmasini
uyararak asit salimmminda artig gerceklesir. Bir siire sonra ortamdaki bu asitlik gastrit

ve llser olusumunu tetikler (Graham, 2000).

Mikroorganizmalarda gerceklesen iirenin iireaz enzimi ile hidrolizinde ise
oncelikle karbamat (NH2COOH) ve amonyak (NH3) molekiilleri olusur. Daha sonra
karbamat molekiilii ayrisarak amonyak ve karbonik asit (H.COs) meydana gelir.
Sonugta ortamda var olan iki amonyak ve karbonik asit molekiilleri suda H+
giderilmis (HCO3") ve H'lanmig (NH4") formlariyla dengelenerek hiicrenin pH’inda
artis gerceklestirir (Hammes ve Vestrate, 2002; Anitha ve dig., 2018).

Mikrobiyal kalsiyum karbonat ¢6kelimi iizerinde lireaz enziminin etkisinin
arastirlldigr caligmalar zamanla artmaktadir. Bu alanda son yillarda yapilmis
caligmalardan birt Dhami ve dig. (2014) tarafindan gerceklestirilmistir.
Mikroorganizma tiirii olarak Bacillus megaterium’un kullanildigi bu ¢alismada
kalsiyum karbonat ¢okeliminin bakteri kiiltiiriinde ham enzim soliisyonlarina gore
daha hizli gerceklestigi ve iireaz enziminin c¢okelim siirecini destekleyen alkali
pH’nin korunmasina yardimec1 oldugu bildirilmistir. Azarno (2013) tarafindan
mikrobiyal biyo¢imento iiretimine yonelik {ireaz enziminin optimizasyonu isimli
calismada ise Bacillus sp., Streptomyces sp. ve Klebsiella oxytoca tiirleri

kullanilmistir. Sonu¢ olarak, Streptomyces izolatlarindan iigiiniin ytiksek iireaz

16



aktivitesiyle taninan Bacillus sp. ve K. oxytoca bakterilerinden daha fazla iireaz
aktivitesi gosterdigi rapor edilmistir. Bacillus ve K. oxytoca bakterilerinde gozlenen
bu diislik iireaz aktivitesinin sebebi olarak Orneklerin toplandig yerlerin farklilig:

olabilecegi sdylenmistir.

25 Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz (KA, Karbonat dehidrataz ya da Karbonat hidroliyaz, EC
4.2.1.1), Zn** iyonu iceren bir metaloenzimdir. Saf olarak eldesi ilk kez memeli
eritrositlerinden gergeklestirilmistir. Hayvanlarda, alglerde, bitkilerde ve bakterilerde
bulunur. Genellikle canli hiicrelerde sitoplazmada ¢oziinmiis olarak ya da hiicre
membranina bagh olarak yer alir. Yapilan ¢alismalarla 16 farkli izoenzimi oldugu
tespit edilmistir. CO2'nin geri doniisiimlii hidrasyonunu katalize eder (Sekil 2.3).
Biitin KA izoenzimleri dort basamaklt bir mekanizma ile bu reaksiyonu

2+ ¢

gerceklestirmektedir. Birinci basamakta su molekiiliindeki oksijen Zn“* ‘ya baglanir.

Ikinci basamakta H* iyonu ayrilarak CO2’e baglanir. Ugiincii basamakta ise CO2’deki

2+>

bir oksijen atomu Zn“"’ya zayif olarak baglanir ve son olarak olusan yapidan

bikarbonat ayirilir. Boylece aktif bolge tekrar olusur (Fersht, 1985).

CA
CO, + H,0 & H,C0; < HCO; + H*

Sekil 2.3: COz'nin geri doniisiimlii hidrasyon reaksiyonu (CA: karbonik anhidraz)

KA enzimi genetik olarak yedi gruba ayrilir. Bunlar; a-, B-, y-, 8-, C-, n- ve 0-
karbonik anhidraz olarak isimlendirilir. Bunlar farkli katlanmalara ve yapiya sahip
olmalarina ragmen aynm1 CO: hidrataz aktivitesi gosterirler (Capasso ve dig., 2015;

Supuran ve Capasso, 2017).

KA enziminin canlilarda pek ¢ok gorevi bulunmaktadir. Bunlar; asit-baz
dengesi, sindirim, iyon degisimi, glukoneogenez, kemik gelisimi, viicut sivisi

stabilizasyonu, kalsiyum karbonat olusumu, lipit sentezi, iire dongiisii, bikarbonat
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olusumu gibi pek ¢ok fizyolojik olaydir. Asit baz dengesini saglamak icin solunum
atig1 olan CO2’yi 6nce karbonik aside, sonra bikarbonata cevirir. Midede, bagirsakta
ve bobreklerde bikarbonat olusumunu saglayarak pH dengesinin silirmesini
saglamaktadir. Bitkilerde ise fotosentezde kullanilmasi igin CO2 gazinin bikarbonata

dontigiimiinii saglar.

Bitkisel KA 1939 yilinda ilk kez tespit edilmistir. Biitiin yesil bitkilerde
bulunmaktadir. Monokotillerde tek polipeptid zincirliyken, dikotillerde oligomerik
yapiya sahiptir. C3 bitkilerinde kloroplastlarda bulunan KA enzimi, C4 bitkilerinde
mesofillerin sitosoliinde bulunmaktadir (Yesilyaprak, 2004).

KA enzimi ¢esitli bakteri tiirlerinde yaygindir. Bakteriyel KA enzimi ilk kez
1963 yilinda Neisseria ve Streptococcus tiirlerinde tespit edilmistir (Veitch ve
Blankenship, 1963; Supuran ve Capasso, 2017). Bu enzim, bulundugu bakterinin
gelisimini etkiler ve onlar1 enfekte ettigi konakc¢inin savunma sistemine karsi
savunmasiz kilar (Ozensoy Guler ve dig., 2016; Supuran ve Capasso, 2017). Aym
zamanda diger canli tiirlerinde oldugu gibi bakterilerde de pH homeostasi,
elektrolitlerin salinimi, biyosentez siiregleri ve fotosentezde gorevlidir. Ayrica KA
enzimi, sililfonamidler gibi antibakteriyal ajanlarin hedef molekiilii olarak
enfeksiyonla miicadelede karsimiza ¢ikmaktadir (Nishimori ve dig., 2008; Morishita
ve dig.dig.dig., 2008).

Bakteriyal KA, genetik olarak a-, B- ve y- KA’lar1 simifindadir (Capasso ve
dig., 2015; Supuran ve Capasso, 2017). Bunlardan a-, f-KA’lar katalitik metal olarak
Zn(1l) iyonunu kullanirken, y- KA’lar Fe(IT) kullanilir. y- KA’lar ayn1 zamanda bagl
Zn(Il) ya da Co(Il) iyonlartyla da aktiftir. Bazi tiirler sadece bir KA sinifimi
kodlarken bazilarinda 2-3 farkli genetik aileden KA kodlanmaktadir (Supuran, 2008;
Supuran ve Capasso, 2017).

KA, CaCOs ¢okeliminde onemli rol oynamaktadir. Katalizledigi reaksiyon
(CO2 + H2O «» HCO3 + HY) kalsiyum karbonat ¢okelimi ve ¢oziinmesi i¢in hiz
belirleyicidir. Orta/yiiksek derecede alkali pH'ta, ortaya ¢ikan bikarbonat iyonlar
kolayca karbonat iyonlar1 olusturacak sekilde protonsuzlasir. Bu, kalsiyum
tyonlarinin varliginda, yeterince yiiksek bir siiper doyum olusumuna ve buna baglh

olarak hizli kalsiyum karbonat ¢okelmesine sebep olur (Miller ve dig., 2013;
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Rodriguez-Navarro ve dig., 2019). Bu alanda yapilmig histokimyasal boyama ve KA
aktivite analizleri, hem hiicresel hem de hiicre dis1 a-KA'larin CaCO3 ¢okeliminde
rol oynadigin1 gostermistir (Bertucci ve dig., 2013; Karakostis ve dig., 2016). Ayrica
a-KA'lar lizerinde yapilan proteomik analizlerle, KA smifinin ¢esitli organizmalarin
(Orn; ekinodermler, mercanlar, kalkerli siingerler, kus yumurta kabuklari v.b.)
biyominerallerle ilgili matris proteinleri arasinda oldugu kanitlanmistir (Mann ve
dig., 2006; Rahman ve dig., 2008; Perfetto ve dig., 2017). Bunlarin disinda a-KA
simifindan Ozellikle o-KA(Il) ailesi kalsiyum karbonat ¢okeliminde karbon
sekestrasyonu sirasinda COz yakalama ve depolama kinetiginin hizlanmasini
saglamaktadir (Rodriguez-Navarro ve dig., 2019). Ancak bunca arastirmaya ve
ipucuna ragmen KA’ kalsiyum karbonat ¢okelimindeki kesin rolii bilinmemekle
birlikte bu siiregte lireaz enzimiyle birlikte gorev aldigi ifade edilmektedir (Sekil 2.4)
(Gonsalves, 2011; Bertucci ve dig., 2013; Rodriguez-Navarro ve dig., 2019).

CaCl > Cl' —>NH,CI
Xll
A

a*=——> CO.>—> CaCoO,

NH/

CO(NH,)
Substrat

mikro gevre

Sekil 2.4: Mikrobiyal kalsiyum karbonat ¢okelimi ve etkili olan faktdrler (A: Ureazin katalizledigi iire
hidrolizi, B: Ortam pH’1nin artmasi, C: Hiicre yiizeyine Ca?* iyonlarmin absorbsiyonu, D: Kalsiyum
karbonat olusumu ve ¢ekirdeklesme) (Gonsalves, 2011)

Literatiirde karbonik anhidraz enziminin biyog¢imento olusumu {izerinde
etkisinin arastirildigi ¢alismalar da mevcuttur. Bunlardan biri Bacillus megaterium
tizerine yapilmis olan ¢aligmadir. Bu ¢alismada kalsiyum karbonat presipitasyonunun

bakteri i¢eren ortamda bakterinin bulunmadigi ham enzim bulunan ortamlara gore
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daha hizli gerceklestigi ve karbonik anhidraz enziminin bu siiregte karbondioksiti
bikarbonata hidratlanmasiyla rol aldigi belirtilmistir (Dhami ve dig., 2014).
Rodriguez-Navarro ve dig. (2019) ise kalsiyum karbonat ¢okeliminde karbonik
anhidrazin ¢oklu rollerini arastirmis ve karbonik anhidrazin kalsiyum karbonat
¢okelimi igin gerekli olan reaktif onciilerin (yani, HCOs~ ve COsz* iyonlar)
olusumunu katalize ettigi, yar1 kararli amorf kalsiyum karbonatlarin ¢okelmesini ve

bunlarin ¢ozelti aracili kristalin kalsite dontistimiinii hizlandirdigini ifade etmislerdir.

2.6 Bakteri-Kil Etkilesimi

Kil, uygun su icerigi nedeniyle elastik olan ve pisirilerek ya da kurutularak
sertlesen oncelikle ince tane boyutlu (<2 pm ya da <4 pm) minerallerden olusan
dogal bir malzemedir. Bu ince kolloidal parcaciklar mikroorganizmalar i¢in ¢ok
yiiksek yilizey alani/hacim oranina ve yiiksek afiniteye sahiptirler. Bu nedenle
mikroorganizmalar, su ve iyonlarca zengin kil ylizeyinin yakininda veya birlikte
durma egilimindedirler. Bakteriler ve killer arasindaki bu etkilesimlerin bakterilerin
ekolojik yayilimi, biyofilm olusumu, biyo¢okelim, mineral asinma ve kirleticilerin

biyodegradasyonu tlizerinde etkileri vardir (Bergaya ve dig., 2006; Tazaki, 2006).

Killer ve bakteriler arasindaki iliskiyi agiklamak {izere ¢ok sayida g¢alisma
yapilmig olmasina ragmen ¢ok azi zemin iyilestirme ile iliskisini de agiklamaktadir.
Bu dogrultudaki ¢alismalardan ilki Miiller ve Defago (2006) tarafindan aerobik bir
bakteri olan Pseudomonas fluorescens sivi kiiltiirii ile vermikiilit camuru tizerinde
yaptiklar1 ¢alismadir. Arastirmacilar karistmin kimyasal, mineralojik ve mekanik
ozelliklerinde olumlu degisimler oldugunu rapor etmislerdir. Sadjadi ve digerleri
(2014) tarafindan gergeklestirilmis ¢alismada ise mikrobiyal kalsit olusumunun sisen
zeminler lzerindeki etkisi arastinlmistir. Arastirmacilar belirli oranlarda
karistirdiklart ince kum, kaolin ve bentonit iceren karisimi farkli siirelerde B.
sphaericus ve kalsiyum klorid igeren sivi igeinde bekleterek sisme potansiyellerini
6lgmiislerdir. Sonug olarak bakteri orani ve uygulama siiresinin artmasiyla zeminin

sisme potansiyelinin azaldigini rapor etmiglerdir.

Literatiirde yukarida bahsedildigi gibi bakteri-kil arasinda pozitif iliski varken

aynt zamanda killerin bakteriler {izerinde antimikrobiyal aktivitelerinin de oldugu

20



goriilmektedir. Ornegin; Williams ve Haydel tarafindan 2010 yilinda yapilan
arastirmada smektit (Na-montmorillonit) igeren Fransiz yesil kili gibi geleneksel
olarak da kullanilan killerin antibakteriyal etki gosterdikleri belirtilmistir.
Literatiirde bu konuda yapilmis diger ¢aligmalarda da killerin antibakteriyal etkisi
oldugu tekrarlanmis olup antibiyotik direncliligi yliksek olan patojen bakterilerde
dahi etkili oldugu vurgulanmistir (Haydel ve dig., 2008; Zarate-Reyes ve dig., 2017).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1  Kullanilan Organizmalar

Calismamizda TUBITAK 113Y568 nolu proje kapsaminda Kalsiyum
karbonat bakimindan zengin topraklar igeren Denizli-israfil deresi bolgesinden izole
edilmis Paenibacillus favisporus U3 ile Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan
temin edilen Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 suslart kullanilmistir. Her iki
bakteri susu da Pamukkale Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii

Bakteriyoloji Laboratuvari bakteri stoklarindan temin edilmistir.

Gr (+) olan her iki bakteri tiirii de ¢ubuk formunda ve endospor olusturabilen
tireaz pozitif toprak bakterileridir. Organizmalar sahip olduklar1 iireaz enzim
aktivitesi sayesinde kalsiyum karbonat c¢okelimi  gergeklestirmektedirler.
Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 kalsiyum karbonat ¢Okelimi igin model
organizma olarak gosterilebilirken, Paenibacillus favisporus U3 yerel izolattir (Sekil
3.1).

Sekil 3.1: Calismada kullanilan iireolitik organizmalarin kiiltiir ortamindaki goriintiileri (A: Sporosarcina
pasteurii ATCC 6453, B: Paenibacillus favisporus U3)
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3.2  Kalsiyum Karbonat Cokelimi

Paenibacillus favisporus U3 ve Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 suslari
tarafindan tretilen kalsiyum karbonat miktar1t APHA (1989) tarafindan bildirilen

EDTA titrimetrik yontemi ile belirlenmistir.

Bu yonteme gore, farkli stirelerde (5, 7, 10, 14 giin) gelistirilen bakteri
kiiltiirlerinden 25 ml alinmis ve pH metre (WTW marka, Inolab pH 720) kullanilarak
tampon c¢ozelti ile pH 10,00’a ayarlanmistir. pH’s1 10,00 olan ortamin rengini
pembeye dondiirecek olan indikatér madde Mordant Black 11 Triturate (VWR
Chemicals) eklenmistir. Daha sonra ortam rengi pembeden maviye doniinceye kadar
standart EDTA ¢ozeltisi ile titrasyon yapilmistir (¢ozeltiler icin; bkz. Ekler).
Harcanan EDTA miktar1 kullanilarak kalsiyum karbonat miktar1 su formiille

hesaplanmaistir:
mg CaCOs = (V1.M.1000)/V2
V1: Harcanan EDTA

M: 1 ml EDTA= 0,96 mg CaCO3

V2: Alinan numune miktar1 (ml)

3.3 Kalsiyum Karbonat Coékeliminin  Optimal  Sartlarinin

Belirlenmesi

Baglangi¢ pH, iire konsantrasyonu, sicaklik ve farkli kalsiyum kaynaklarinin
(CaCly (lIsolab, 909.023), Ca-laktat (Merck, 1021030250), Ca-nitrat (Merck,
1021210500)) kalsiyum karbonat iiretimine etkisi aragtirilmistir (Tablo 3.1).
Kalsiyum karbonat c¢okelimi i¢in Ferris ve dig. (1996) tarafindan gelistirilen
Kalsiyum Mineralizasyon Ortami (KMO) (igerigi i¢in; bkz. EKLER) kullanilmistir.
Yiiksek sicaklikta bozulmasini 6nlenmek amaciyla iire, 0,22 pm por ¢apli disposable
filtre (ISOLAB, 094.07.002) ile sterilize edilerek ¢ozeltiye eklenmistir. Biitiin sartlar
inkiibasyonun 5., 7., 10. ve 14. ginleri i¢in iki tekrarli deney setleri seklinde

hazirlanmistir. Hiicre gelisimi cfu/ml olarak takip edilmistir.
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Tablo 3.1: Kalsiyum karbonat ¢okeliminde kullanilan parametreler

Parametre Ad1 Kosullar

pH 6,5

Ure Konsantrasyonu (mM) 25, 50, 100

Sicaklik (t°C) 37

CaCl; Konsantrasyonu (mM) 25, 50, 100, 250, 500, 750, 1000

Ca-laktat Konsantrasyonu (mM) | 25, 50, 75, 100, 250
Ca-nitrat Konsantrasyonu (mM) | 25, 50, 100
Inkiibasyon Siiresi (giin) 5,7,10, 14
Inokiilasyon Oram (%) 5,7,5, 10, 15, 20

3.4  Bakteriyal Kalsiyum Karbonatin Kurutulmasi ve Saklanmasi

Farkli ortamlarda inkiibasyon sonucunda elde edilen bakteriyal kalsiyum
karbonat ¢okeltisi, Telstar marka LyoQuest Freeze-Dryer model liyofilizatdrde
dondurularak kurutulmustur. Kurutulan ¢okelti daha sonra analizlerde kullanilmak

tizere -80 °C’de derin donduruda (Niive marka DF 490) saklanmistir.

3.5  Amonyak Miktarimin Belirlenmesi

Bakteriyal kalsiyum karbonat ¢okeliminin ilk reaksiyonlarindan biri de
amonyak olusumudur. Ortamda olusan amonyak azotu miktarin1 belirlemek igin
Nesslerizasyon yontemi ile amonyak tayini yapilmistir (Standard Methods, 2017). Bu
yontemde besiyerinde gelistirilen bakteri kiiltiirleri 6000 rpm 20 dk boyunca santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda olusan supernatanttan 25 ml alinarak pH 7,0’
ayarlanmistir. Daha sonra Hach-Nessler kiti (Hach, 2458200) ile amonyum tayini
yapilmistir. Sonuglar Hach-Lange marka DR 500 model UV-spektrofotometrede 380

N programinda okunmustur. Amonyak azotu miktart mg/L cinsinden kaydedilmistir.
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3.6 Enzim Analizleri

3.6.1 Ureaz ve Karbonik Anhidraz Enzimlerinin Varhgmm

Belirlenmesi

P. favisporus U3’tin {reaz enzim aktivitesine sahip olup olmadigim
belirlemek i¢in, Christensen (1946) tarafindan gelistirilen iire agar besiyeri (igerik
i¢in; bkz.Ekler) kullanilmistir. Bakteri iire agara inokiile edildikten sonra plakalar 24-
48 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Besiyerinde turuncudan pembeye dogru

gergeklesen renk degisimi tireolitik aktivitenin varligini gostermektedir.

U3’lin karbonik anhidraz enzim aktivitesinin tespiti ise Ramanan ve dig.
(2009) tarafindan gelistirilen metotla gerceklestirilmistir. Bu metotta; Triptik soy
agara (TSA) (icerik igin; bkz Ekler) bakteriler ekilmistir (24-48 saat, 37 °C).
Inkiibasyon sonunda gelisen kolonilerin iizerlerine 10 mM p-nitrofenil asetat (p-
NPA) (Sigma, N8130) ¢ozeltisi spreylenmistir. p-NPA’in p-nitrofenol ve asetata
ayrismasi ve dolayisiyla karbonik anhidraz enzim aktivitesinin varligi, seffaf p-

NPA’nin sar1 renge donmesi ile gozlenmistir.

3.6.2 Bakteriyal Enzim Karisimlarinin Hazirlanmasi

P. favisporus U3 ve S.pasteurii ATCC 6453, KMO ve Luria-Bertani+iire
(LB+iire) besiyerinde (igerik i¢in; bkz. Ekler) 37 ve 30 °C’de 12-18 saat ¢alkalamali
inkiibatorde (Zhicheng Marka ZHWY-111B model) gelistirilmistir. Siire sonunda
santrifiij ile (6000 rpm, 20 dk) toplanan pelet, 2 mL liziz tamponu (I mM
Fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF proteaz inhibit6rii) (Sigma, P7626), 1 mM €&-
Aminokaproik asit (E-ACA-Sigma, A2504) i¢eren potasyum fosfat tampon) iginde
buz iizerinde Bandelin marka UW 2070 model ultra sonikator ile sonike edilmistir
(120 saniye-5 tekrar). Elde edilen enzimler ependorf igerisinde -80°C’de muhafaza

edilmistir.
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3.6.3 Toplam Protein Miktarinin Belirlenmesi

Enzim ekstraktinin toplam protein konsantrasyonu Lowry ve dig. (1951)
tarafindan gelistirilen metot ile belirlenmistir. Sigir Serum Albiimini (BSA-Sigma,
A9647) standart protein olarak kullanilmistir. Bu metotta alkali ortamda bakir iyonu
(Cu*?) proteinlerdeki peptid baglari ile bir kompleks olusturur ve Cu*!’e indirgenir.
Indirgenmis bakir ve proteinlerin yan zincirinde yer alan tirozin, triptofan ve sistein
aminoasitleri Folin-Ciocalteu fenol reaktifini indirgeyerek renk olusumuna neden
olur. Olusan rengin siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve 660 nm’de

spektrofotometrik olarak olgiiliir.

Bu ¢alismada 2,5 kat yarilanmis Lowry metodu (25 kat orijinal seyreltme
faktort, 1, 2 ve 4 kat tiip i¢i seyreltme) 0,02-0,20 mg/L BSA standartlar1 kullanilarak
uygulanmistir. 0,2 ml protein 6rneklerine 1 ml bazik bakir ¢ozeltisi ilave edilerek 10
dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 0,1 ml Lowry reaktifi eklenerek 10 dk
50°C’de etiivde bekletilmistir. Toplam protein miktar1 660 nm’de spektrofotometrik
Ol¢iimiin ardindan BSA standart kalibrasyon egrisi yardimi ile hesaplanmigtir

(cozeltiler icin; bkz. Ekler).

3.6.4 Ureaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Ureaz aktivitesini belirlemek i¢cin Weatherburn (1967) tarafindan bildirilmis
ve Smith ve dig. (1993) tarafindan modifiye edilmis fenol-hipoklorit ydntemi
kullanilmistir. Bu yonteme gore; 500 pl potasyum fosfat tamponu (100 mM, pH 8,0),
500 pl tire ¢ozeltisi (50 mM) ve 100 pl sonike edilmis bakteri hiicresi igeren 6rnek
karistirilarak son hacmi 1100 pl olan reaksiyon karisimi elde edilmistir. Hazirlanan
reaksiyon karistmi 37°C’de 30 dakika boyunca ¢alkalamali su banyosunda
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda reaksiyon karisimindan 50 pl alinarak 500
ul  fenol-sodyum nitroprussit ¢ozeltisi igeren tiipe eklenerek vorteks ile
karnistirllmigtir. Daha sonra elde edilen c¢ozeltiye 500 ul alkali hipoklorit ¢ozeltisi
(Sigma, Al1727) eklenerek karistirilmis ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda elde edilen reaksiyon karigimi 630 nm’de
spektrofotometrede (Hach-Lange, DR500) kore (igerigi; 500 ul fenol-sodyum
nitroprussit ¢ozeltisi, 500 pl sodyum hipoklorit ¢ozeltisi, 50 pl potasyum fosfat
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tamponu) karst okunmustur. Enzim aktivitesi (NH4)2SOs4 (Merck, 1.01211) ile
olusturulan standart egri kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar 1 dakikada
tireden aciga ¢ikan 1 mg NHsz olusturan enzim miktar1 Olcililerek {lireaz enzim

aktivitesi tanimlanmistir (¢ozeltiler i¢in; bkz. Ekler).

3.6.5 Karbonik Anhidraz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Karbonik anhidraz enzim aktivitesini belirlemek i¢in Armstrong ve dig.
(1966) tarafindan belirlenmis metod laboratuvarimizda modifiye edilerek
kullanilmistir. Bu yontemde ilk olarak 100 pl bakteriyal enzim, 800 ul Tris tamponu
ve 100 pul 4-nitrofenil asetat (p-NPA) (Sigma, N8130) igeren reaksiyon karisimi buz
lizerine oturtulmus quartz spektrofotometre kiiveti i¢inde hazirlanmistir. Hazirlanan
reaksiyon karigimi 412 nm’de 5 dk boyunca 30 sn araliklarla UV-spektrofotometrede
(Hach-Lange, DR500) kinetik olarak okunmustur. Elde edilen absorbanslardan
enzim aktivitesini hesaplamak i¢in 4-nitrofenol (p-NP) ile hazirlanmig standart egri

kullanilmistir (¢ozeltiler i¢in; bkz. Ekler).

3.6.6 Ureaz Protein Seviyesinin Belirlenmesi

Ureaz enziminin protein seviyesi western blot teknigi ile saptanmistir.
Oncelikle ultrasonikatdr ile pargalanarak elde edilmis bakteri homojenatindan
almmis ve 4X SDB (sample dilution buffer) ile hazirlanmis proteinler SDS-
Poliakrilamit Jel Elektroforez (SDS-PAGE) yontemi ile ayristirilmis ve protein
profilleri elde edilmistir (Laemmli, 1970). Poliakrilamit jel elektroforezi (PAJE)
iyonik deterjan sodyum dodesil siilfat (SDS, Sigma L3711) iceren kesintili bir
tampon sisteminde %38,5 ayirma ve %4 sikistirma jellerinde yapilmistir (Tablo 3.2).
Poliakrilamit  tabaka jellerinin  hazirlanmast omniPAGE mini vertical
electrophoresis&High intensity blotting (BCVS10CBS-HI) sistemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Elektroforetik ayristirma 1X Kosturma Tamponu i¢inde Major
Science marka MP-300V model giic kaynagina baglanilarak ayirma jelinde 10
mA’de 100 V ve sikistirma jelinde 20 mA’de 200 V akimla yapilmistir. Yol gosterici
boya (Thermo Scientific, PageRuler Prestained Protein Ladder-26616), jel tabanina
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ulagtiginda gii¢ kaynagi kapatilmis ve jel blogu aparattan alinarak jel sandvigten
ayrilmistir. Elektroforez sonrasinda jel, transfer tamponu igerisinde 10 dakika
boyunca sabit hizli bir ¢alkalayicida inkiibasyona birakilmistir (Khyse-Anderson,
1984; Tovey ve Baldo, 1987).

Tablo 3.2: SDS-PAGE Ayristirma ve yiikleme jeli

Ayirma Jeli (%8,5) Sikistirma Jeli (%4)
dH20 4,5 ml dH20 2,5ml
Jel cozeltisi 2,85 ml Jel cozeltisi 750 ul
Ayristirma tamponu | 2,5 ml Yiikleme tamponu | 1,25 ml
%10 SDS 150 pul %10 SDS 100 pl
APS 50 pl APS 25 ul
TEMED 6,5 ul TEMED 5ul

Toplam hacim 10 ml Toplam hacim 5 ml

Elektroforetik transfer BIO-RAD Trans Blot kullanilarak 1slak transfer
yontemi ile yapilmistir. BIO-RAD Trans Blot’in kasetinin katot kismi alta gelecek
sekilde sirastyla soguk transfer tamponu ile 1slatilmis siinger, kaba filtre kagidi ve
Whatman # 1 filtre kagid1 yerlestirilip kalabilecek hava kabarciklar1 giderilmistir.
Whatman # 1 {izerine yerlestirilen jelin iizerine nitroselilloz membran dikkatlice
yerlestirilmistir. Membran ilizerine tekrar transfer tamponu 1slatilmis Whatman # 1
kagidi, kaba filtre kagidi ve silinger konularak sistem kapatilmis ve sandvig
hazirlanmistir. Major Science MP-300V model gii¢ kaynagina baglanip voltaj 90 V’a
ve maksimum akim limiti 400 mA’e ayarlanarak +4 °C’de buzdolabinda 90 dakika
stiresince proteinler elektroforetik olarak transfer edilmistir. Siire sonunda transfer
edilmis proteinleri barindiran membran ‘Blot’ elde edilmistir. Blot, protein igeren
ylzeyi tste gelecek sekilde kiiciik plastik bir tepsinin igine yerlestirilip nonspesifik
baglanmalart onlemek i¢in 45 dakika siireyle +4 °C’de bloke c¢ozeltisi ile
calkalayicida inkiibe edilmistir. Siire sonunda blot dnce %5’lik siit tozu igeren Tris
Buffer Saline (TBS) c¢o6zeltisinde hazirlanan primer antikorda (Rb pAb to
Helicobacter pylori urease B- abl127916) 1 gece boyunca +4 °C’de orbital
calkalayicida inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 15 dakika boyunca Tris Buffer
Saline Tween 20 (TBST) ¢ozeltisinde 3 kez yikanmistir. Daha sonra isaretleyici

28



enzim alkali fosfataz (ALP) ile bagh olan ikincil antikorla (anti-rabbit 1gG-ALP
konjugati) 1 saat boyunca +4 °C’de inkiibe edildikten sonra blot, TBST
solisyonunda her biri 15 dakika olmak iizere 3 defa yikanmistir. Son olarak
membran, antikor baglanan proteinleri belirlemek i¢in Ey ve Ashman (1986)
tarafindan tanimlanan ALP substrat ¢dzeltisi ile karanlikta inkiibe edilmistir. Goriintii
elde edildikten sonra blot havada kurutulup aliiminyum folyo ile kaplanarak

saklanmistir (¢6zeltiler icin; bkz. Ekler).

3.7  Mineralojik Analizleri

3.7.1 Taramah Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Bakteriyel kalsiyum karbonatlarin yilizey morfolojisi Taramali Elektron
Mikroskop (SEM) ile kimyasal 6zellikleri ise Enerji Dispersiyon X-1sinlar1 Analizi
(SEM-EDX) ile incelenmistir. FESEM-EDX analizi ZEISS marka Supra 40 VP
model taramali elektron mikroskobu ile PAU-ILTAM Elektron Mikroskobu
Biriminde hizmet alimi seklinde yapilmistir. Yine SEM ile entegre halde olan
Elektron Probu Mikro Analizorii (EPMA) ile mineral tipi analiz edilmistir. Bu analiz
icin YEBIM’de (Ankara Universitesi Yerbilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi)
tiim 6rnekler Quorum marka Q150T ES model kaplama cihazi ile karbon kaplanmig

ve JEOL JXA-8230 SuperProbe ile analiz edilmistir.

3.7.2 X-Ismlar1 Kirinimi (XRD) ve Fluoresansi (XRF) Analizleri

XRD yardimiyla bakteriler tarafindan firetilen kristalin CaCO3s (6rnegin:
kalsit, aragonit, vaterit) olusumlar1 ve XRF ile elemental yapisi belirlenmistir. XRD
analizleri i¢in Inel Equinox 1000 difraktometre ve XRF analizleri i¢cin de Spectro
XLAB2000 spektrometre kullanilmistir. Analizler Ankara Universitesi Miithendislik
Fakiiltesi Jeoloji Miihendisligi Yer Bilimleri Arastirma Merkezi’nde (YEBIM) ve
PAU-ILTAM’da yapilmustir.
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3.7.3 Konfokal Raman Spektrometresi

Raman sac¢ilmast kristal halindeki bir yapinin karakterizasyonu ig¢in
kullanilabilir. Bu cihaz ile prensip olarak sulu ¢ozeltiler, tek kristaller ve/veya
polimerler incelenebilir. Konfokal RAMAN Spektrofotometresi analizleri Ankara
Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Jeoloji Miihendisligi Yer Bilimleri Arastirma
Merkezi’nde (YEBIM) Thermo-Fisher marka DXR model Raman spektrometre
kullanilmistir. Bu spektrometrede hava sogutmali Argon lazeri 780 nm eksitasyona

sahiptir. Raman spektrumlar1 100-1200 cm™ araliginda kaydedilmistir

3.8 Kil-Bakteri Etkilesimi

Kil ile bakteriler arasindaki etkilesimi belirleyebilmek i¢in oOncelikle kilin
(montmorillonit) Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) belirlenmistir. Bunun
icin ortama 0,25, 0,5, 1,0, ve 2,0 g/L oraninda bentonit kili (montmorillonit)

eklenmis ve koloni sayimi1 yapilarak gelisim takip edilmistir

3.9 istatistiksel Analiz

Kalsiyum Kkarbonat ¢o6kelimi, amonyum miktar1 ve enzim aktivitesi
analizlerinin sonuglar1 SPSS paket istatistik programi1 (TEAM EQX SPSS Statistics
Version 16.0, 2007) kullanilarak varyans analizi yapilmistir. Degisen ortam sartlari
ve inkiibasyon zamanlar1 arasindaki farkin 6nemli oldugu durumlarda farkli ortam
sartlar1 ve inkiibasyon zamanlar1 arasindaki ve birbirleri arasindaki farki gostermek
amactyla Duncan testi uygulanmistir. Olusturulan tablolarda degerlerin standart
sapmalar1 verilmistir. Istatistiksel olarak farkliliklarin énemli olmasi durumu p<0,05

iken 6nemsiz olmasi durumu p>0,05 diizeyinde tespit edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1  Bakteriyal Kalsiyum Karbonat Cokelimi

Ozellikle iireolitik bakteriler tarafindan gerceklestirilen kalsiyum karbonat
cokelimi i¢ ve dis faktorden etkilenmektedir. Cevre dostu olan ve pek ¢ok alanda
kullanim1 olan bu siireci etkileyen faktorlerin arastirilmasi siirecin anlasilmasi igin
bliylik 6onem arz etmektedir. Giintimiize kadar bu alanda yapilmis c¢alismalarda
bakteriyolojik biyo¢imento iiretimini en ¢ok etkileyen faktorlerin basinda sicaklik,

pH, tire, ortamdaki kalsiyum kaynagi, bakteri orani, bakteri tiirii v.b. gelmektedir.

4.1.1 Bakteri tiiriiniin etkisi

Kalsiyum karbonat ¢okeliminde en etkili organizmalar tireolitik bakterilerdir.
Ureolitik bakteriler arasinda da Bacillus cinsine ait bircok toprak bakterileri sahip
oldugu yiiksek enzim aktivitesi sayesinde olduk¢a popiilerdir. Literatiire bakildiginda
yerel izolatlar iizerinde yogunlasildigi goriillmektedir. Yerel izolatlarin kullanildig:
calismalardan bazilarinda Tsinghwa Universitesi topraklarinda, Cin-maden ocagi
topraginda ve Malezya’da limestone magaralarindan kalsiyum karbonat ¢okelim
yetenegine sahip bakteriler izole edilmistir (Li ve dig., 2013; Achal ve Pan, 2014;
Omeregie ve dig., 2017). Hindistan'da yogun kire¢ igeren topraklarda yapilmis
calismada da kalsiyum karbonat ¢okelim aktivitesine sahip ¢ok sayida Bacillus
cinsine ait bakteriler (B. megaterium, B. thuringiensis, B. cereus, B. subtilis ve L.
fusiformis) izole edilmistir (Dhami ve dig. 2013b). Benzer sekilde Arjantin’deki
kire¢ bakimindan zengin bir bolgeden 1s1y1 tolere edebilen ve kalsiyum karbonat
cokelim aktivitesine sahip B. licheniformis S-86 tanimlanmistir (Tourney ve
Ngwenya 2009).

Yerel suslarimizin da enzim aktiviteleri ve kalsiyum karbonat iiretim
yeteneklerinin tespit edilmesi ilerde disa bagimliligin azaltilmasi i¢in énemlidir. Bu
nedenle yerel bir izolat olan Paenibacillus favisporus U3 susunun kalsiyum karbonat

cokelim potansiyeline farkli sartlarin etkisi aragtirllmistir. Caligmada yerel izolatin
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ozellikleri ile iireaz pozitif olan Sporosarcina pasteurii ATCC 6453’tin kalsiyum

karbonat ¢cokelimi de birbiri ile kiyaslanmustir.

Bu calismada Pamukkale Universitesi Bakteriyoloji Laboratuvar stoklarinda
yer alan yerel izolatimiz Paenibacillus favisporus U3 ve kontrol sus Sporosarcina
pasteurii ATCC 6453 bakterilerinin kalsiyum karbonat ¢okelimi aktiviteleri iizerine
farkli sicaklik, tire konsantrasyonu, pH, kalsiyum kaynaklart ve inokiilasyon
oranlarmin etkisi arastirilmigtir. P. favisporus U3’iin sekans dizisi Sekil 4.1°de

verilmistir.

1 agcttgetct cctgatggtt agcggeggac gggtgagtaa cacgtaggeca acctgectge
61 aagaccggga taacccacgg aaacgtgagc taataccgga tatctcattt cctctcctga
121 ggggatgatg aaagacggag caatctgtca cttgcggatg ggcctgegge gcattageta
181 gttggtgagg taacggctca ccaaggcgac gatgcgtagc cgacctgaga gggtgaacgg
241 ccacactggg actgagacac ggcccagact cctacgggag gcagcagtag ggaatcttcc
301 gcaatgggecg aaagcctgac ggagcaacgc cgcgtgagtg atgaaggttt tcggatcgta
361 aagctctgtt gccagggaag aacgtccgat agagtaactg ctatcggagt gacggtacct
421 gagaagaaag ccccggctaa ctacgtgcca gcagccgegg taatacgtag ggggcaageg
481 ttgtccggaa ttattgggcg taaagcgege geaggeggtc atttaagtet ggtgtttaag
541 gccaaggctc aaccttggtt cgcactggaa actgggtgac ttgagtgcag aagaggagag
601 tggaattcca cgtgtagegg tgaaatgegt agatatgtgg aggaacacca gtggegaagg
661 cgactctctg ggctgtaact gacgctgagg cgcgaaageg tggggagcaa acaggattag
721 ataccctggt agtccacgcc gtaaacgatg aatgctaggt gttaggggtt tcgataccct
781 tggtgccgaa gttaacacat taagcattcc gectggggag tacggtcgca agactgaaac
841 tcaaaggaat tgacggggac ccgcacaagc agtggagtat gtggtttaat tcgaagcaac
901 gcgaagaacc ttaccaggtc ttgacatccc tctgaccggt agagatagac ctttecttceg
961 ggacagagga gacaggtggt gcatggttgt cgtcagctcg tgtcgtgaga tgttgggtta
1021 agtcccgcaa cgagcgcaac ccttgatttt agttgccagec acttcgggtg ggcactctag
1081 aatgactgcc ggtgacaaac cggaggaagg cggggatgac gtcaaatcat catgeccectt
1141 atgacctggg ctacacacgt actacaatgg ccagtacaac gggaagcgaa gccgcgaggt
1201 ggagccaatc ctatcaaagc tggtctcagt tcggattgca ggectgcaact cgectgeatg
1261 aagtcggaat tgctagtaat cgcggatcag catgccgegg tgaatacgtt cccgggtcett
1321 gtacacaccg cccgtcacac cacgagagtt tacaacaccc gaagtcgg

Sekil 4.1: Yerel izolat Paenibacillus favisporus U3 genom sekansi (GenBank: MW767154.1).

4.1.2 Sicakhgin EtKisi

Sicaklik, mikrobiyal indiiklii kalsiyum karbonat ¢okelimine etki eden 6nemli
bir cevresel faktordiir. Diislik sicakliklarda enzim aktivitesinde azalma meydana
geldiginden, yliksek sicakliklarda ise enzimin protein yapisindaki bozulmalar
sebebiyle kalsiyum karbonat ¢okelimi olumsuz yonde etkilenmektedir (Sun ve dig.,
2019). Ancak, belirli bir araliktaki sicaklik artis1 bakteriyal biiyiimede ve aktivitede
olumlu etkiye sebep olmaktadir (Ferris ve dig., 2003; Nemati ve Voordouw, 2003;
Mitchell ve Ferris, 2005; Peng ve Liu, 2019).

Calismada yerel izolat (Paenibacillus favisporus U3) ve standart sus
(Sporosarcina pasteurii ATCC 6453) bakterileri kullanilmigtir. Kalsiyum karbonat
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¢Okelimi iizerine sicaklik etkisi 20-42 °C araliklarinda test edilmistir. Literatiir
bilgisine gore Paenibacillus favisporus U3’iin kalsiyum karbonat ¢okelim sicakligi
37 °C’dir (Akyol ve ark., 2017). Calismamizda P. favisporus U3 ile ilgili kontrol
amach yapilan 6n deneylerimizden elde edilen veriler, U3 izolatimn kalsiyum
karbonat ¢okelimi sicakliginin 37 °C’de sabit oldugu anlasilmistir. Bu nedenle tiim
calismalarimizda 37 “C’de sicaklik kullanilmasina karar verilmistir. Farkli yillarda
yapilan bu ¢alisma sonucu bakterimizin CaCO3z ¢okelim sicakliginin stabil oldugunu
gostermektedir ki bu da yerel izolatimizin bir iistiinliigii olarak kabul edilmistir. Tiim
calismalarimizda P. favisporus U3 ig¢in optimum sicaklik 37 °C olarak devam

edilmistir.

Calismada kontrol amacgli kullanilan S. pasteurii ATCC 6453 bakterisi
standart KMO besi ortaminda farkli sicakliklarda (20, 25, 30, 37 ve 42 °C)
inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen verilere gore maksimum ¢okelim miktarlar: 20
°C’de 5. glinde 1,74+0,01 g/L, 25 °C’de 7. giinde 1,71+0,08 g/L, 30 °C’de 7. giinde
2,55+0,04 g/L, 37 °C’de 7. giinde 1,66+0,04 g/L ve 42 °C’de 14. giinde 1,60+0,13
g/L olarak belirlenmistir (Tablo 4.1). Buna gore en yliksek kalsiyum karbonat
miktarma (2,55+0,04 g/L) 30 °C’de 7 giin inkiilbasyon sonunda ulasilmistir.
Bakterinin 30 ‘C’de ¢dkelim yaptigi en yiiksek ve en diisiik kalsiyum karbonat
miktar1 2,18-2,55 g/L’dir. 30 °C’ye kadar ¢okelim miktarinda lineer bir artis
gozlenirken, 30 °C’den sonraki sicaklik artiglarinda ortamda cokelen kalsiyum
karbonat miktarinin gittikce azaldigi goriilmektedir. Yapilan istatistik analizlerine
gore ise sicaklik ve zaman acisindan fark istatistiki olarak onemli oldugu tespit
edilmistir (p<0,05).

Tablo 4.1: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 {in kalsiyum karbonat ¢okelim aktivitesine sicakligin
etkisi (CaCOg; g/L; 25 mM CaCl,, 25 mM NaHCO3, pH:6,5, inokulasyon: %10 (3,75x108 cfu/ml)).

Sicakhk 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
20°C 1,74+0,01¢¢ 1,56+0,088° 1,37+0,03% 1,60-+0,05A80
25°C 1,67+0,00¢% 1,71+0,08® 1,57+0,06% 1,64+0,0140
30°C 2,49+0,01° 2,55+0,04P° 2,32+0,01 2,18+0,11B2
37°C 1,43+0,0382 1,66+0,045¢¢ 1,50+0,038¢® 1,574+0,05AB¢
42 °C 1,26+0,05% 1,42+0,044% 1,41+0,08A8%® 1,60+0,134°

Her bir inkiibasyon zamaninda farkli biiyiik harflerle gosterilenlerin (*®€P) CaCO3 miktarlar1 arasindaki farklar énemlidir. Her
bir sicaklikta farkli kiigiik harflerle gdsterilenlerin (**€) CaCOj3 miktarlari arasindaki farklar dnemlidir.
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Literatiirde sicakligin mikrobiyal indiiklii kalsiyum karbonat ¢okelimi
tizerindeki etkisini gosteren pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan biiyiik
cogunlugu bizim elde ettigimiz bulgularla paralellik gostermektedir. Ornegin, pBU11
ve pBR322 plazmitlerini igeren rekombinant Escherichia coli HB101 ve Bacillus
pasteurii ATCC 11859 suslarinin kalsit presipitasyonunda iireaz enziminin roliiniin
arastirildigr bir calismada; 4, 30 ve 60 "C olmak lizere ii¢ farkli sicaklikta iireaz
aktivitesi ile kalsiyum karbonat ¢okelimi incelenmis ve en yiiksek aktivite 30 *C’de
elde edilmistir (Bachmeier ve dig., 2002). Bir diger ¢alismada kire¢ tasi
magarasindan ve tinli topraktan izole edilmis 31 adet kalsit {ireten bakteri
kullanilmigtir. %641 Bacillus sp. olarak belirlenmis bakterilerin kalsiyum karbonat
iretim aktivitelerine sicakligin etkisinin belirlenmesi amaciyla 4, 22 ve 32 °C
inkiibasyon sicakliklart kullamilmigtir. Elde edilen sonuglara gore 4 °C’de
inkiibasyonun 25. giiniinde, 22 °C’de inkiibasyonun 15. giiniinde, 32 °C’de
inkiibasyonun 7. giiniinde kalsiyum karbonat kristalleri gozlenmistir. En yiiksek
kalsiyum karbonat kristali olusumunun 32 °C’de oldugu rapor edilmistir (Cacchio ve
dig., 2003). Omoregie ve dig. (2017) tarafindan S. pasteurii ile yapilmis ¢alismada da
maksimum {ireaz aktivitesinin 25 ve 30 °C’de gergeklestigi bildirilmistir. S. pasteurii
ATCC 11859 ve B. megaterium ATCC 14581 bakterileri tarafindan gergeklestirilen
kalsiyum karbonat ¢okelimine 15-30 °C aralifindaki sicaklik derecelerinin etkisini
belirlenmeye calisilmistir. Her iki mikroorganizmada da 30 °C’de en yiiksek gelisim,
enzim aktivitesi ve kalsiyum karbonat ¢okelimini gostermislerdir. Iki organizma
kiyaslandiginda ise S. pasteurii ATCC 11859’nin daha yiiksek aktivite gosterdigi
belirtilmistir (Sun ve dig., 2019).

Peng ve Liu tarafindan 2019 yilinda S. pasteurii ATCC 11859 bakterisi
kullanilarak yapilan c¢alismada 10, 15, 20, 25 ve 30 °C’lerde inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Inkiibasyonun ilk 20 saatinde 25 ve 30 °C’lerde bizim
caligmamizda oldugu gibi {ireaz enzim aktivitesinin arttig1 rapor edilmistir. Ancak
bizim sonuglarimizdan farkli olarak, artan inkiibasyon siiresinde sicaklik diistiikce
iircaz aktivitesinin daha uzun siire korundugu bildirilmistir. Yine bu ¢alismada
¢Okelen kalsiyum karbonat miktar1 Ol¢lilmiis ve mikrobiyal indiiklii kalsiyum
karbonat c¢okelim islemi diisiikk sicakliklarda daha uzun siire etkili oldugu
aragtirmacilar tarafindan sdylenmektedir. Bunun aksine, Keykha ve dig. (2017)

tarafindan yapilan bir ¢alismada ise 30, 40 ve 50 °C’lerde S. pasteurii ATCC
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11859’nin mikrobiyal indiiklii kalsiyum karbonat ¢okelimi calisilmis ve 40 °C

sicaklikta en yiiksek aktivite belirlenmistir.

Bacillus cinsi suslar yiiksek enzim aktivitesi nedeniyle kalsiyum karbonat
¢okeliminde yogun olarak arastirilmaktadir. Deneylerimizde kullamilan iki susun
kalsiyum karbonat ¢okelim sicakligi literatiirde belirtilen sicaklik araliklarinda
olmakla birlikte, makalelerde bildirilen farkli sicakliklar hi¢ kuskusuz bu bakterilerin
hem tiir hem de sus farkliliklarindan kaynaklanmaktadir. Buna ilaveten CaCOg3
¢okelimi ile ilgili kurgulanan optimizasyon sartlar1 ve laboratuvar kosullarindan
kaynaklanan farkliliklar da sicaklik derecelerindeki ¢esitliligin olusmasinin nedenleri
arasinda sayilabilir. Caligmamiz sonuglar1 ile literatiir bilgileri kiyaslandiginda,
Bacillus cinsi iireolitik toprak bakterilerinin CaCOs ¢okelim sicakligr 37 °C ve 30

°C’de yogunlagsmaktadir.

4.1.3 Ure Konsantrasyonunun EtKisi

Ure, mikroorganizmalar tarafindan ¢ogunlukla azot ve enerji kaynagi olarak
kullanilan organik bir bilesiktir. Ayni zamanda {ireolitik bakteriler tarafindan
hidrolize ugrayarak ortam pH’sinin artisina da sebep olur (Mobley ve Hausinger
1989). pH artis1 ile birlikte amonyak {iretilir ve hiicre disinda biriken asir1 Ca®**un
toksik etkisinden kurtulmak i¢in bakteriler ortamdaki kalsiyumun fazlasini CaCO3
olarak cokeltir (Silver ve dig., 1975). Dolayisiyla kalsiyum karbonat ¢okeliminde iire
konsantrasyonunun bilinmesi hem bakterinin en iyi gelistigi iire miktarinin bilinmesi

hem de farkl kalsiyum konsantrasyonlarinda ¢okelimin nasil degistiginin anlasilmasi

agisindan onemlidir.

Bu sebeple biz de ¢alismamizda yerel izolatimiz Paenibacillus favisprous U3
ve Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 bakterilerinin kalsiyum karbonat ¢okelim
aktivitelerine farkli iire konsantrasyonlarmin etkisini arastirdik. Daha onceki P.
favisporus U3’tin kumlu zeminlerdeki etkisinin arastirildigi ¢alismaya goére U3
bakterisi 100 mM iire iceren KMO besiyerinde pH:6,5’ta ve 37 °C’de
gelistirildiginde 2,81 g/L kalsiyum karbonat ¢okeltmektedir (Akyol ve dig., 2017).
Ayrica daha dnce yiiriitiilen proje kapsaminda (TUBITAK 113Y568) 100-350 mM

iire aralifinda CaCOs ¢okelim yetenegi incelenmis ve yiiksek {ire ilavesi ile birlikte
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kalsiyum karbonat ¢okelim veriminin azaldigi tespit edilmistir. Ure ilavesi bir
taraftan pH araligini arttirirken bir diger taraftan sus farkliligi nedeniyle gelisimi
etkilemis bu da enzim miktarinda azalmaya neden olmus olabilir. Bu durumun
anlagilmasi i¢in 100 mM iireden daha az konsantrasyonun CaCOz ¢okelim verimine
etkisinin tespit edilmesi i¢in 25 ve 50 mM iire konsantrasyonu denenmistir (Tablo
4.2). Genel olarak 25 ve 50 mM iire konsantrasyonunda CaCOs ¢okelimi verimi
benzer egilim gostermistir. En yliksek cokelime 14. giinde 50 mM iire ortaminda
(1,9840,26 g/L) wulasilmistir. Sonuglar istatistiki agidan zamana ve iire
konsantrasyonuna bagli ¢okelen kalsiyum karbonat miktar1 6nemsiz (p>0,05)
bulunmustur. TUBITAK 113Y568 nolu proje kapsamma gére 100 mM fiirenin
(2,81+0,00 g/L) etkili bir sekilde CaCOs ¢okelimi ¢alismalarinda kullanilabilecegine

karar verilmistir.

Tablo 4.2: Paenibacillus favisporus U3’iin kalsiyum karbonat ¢okelimi tizerine iirenin etkisi (CaCOs;
g/L; 25 mM CaCly, 25 mM NaHCOs, pH:6,5, sicaklik: 37 °C, inokulasyon: %10 (3,75x108 cfu/ml)).

Ure miktar 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
25 mM 1,5440,00 1,03+0,09 1,17+0,21 1,55+0,27
50 mM 1,43+0,11 0,93+0,23 1,46+0,05 1,98+0,26

Kontrol organizma olan S. pasteurii ATCC 6453’in CaCOs ¢okelim
yetenegine farkli iire konsantrasyonlarmin etkisini belirlemek icin literatiirdeki
caligmalar g6z Oniline almarak 100-350 mM araliginda iire KMO besiyerine
eklenmistir. Elde edilen verilere gore en yiiksek CaCOg3 ¢okelimi 7. giinde 333 mM
iire iceren ortamda 2,60+0,04 g/L olarak belirlenmistir. 100-333 mM f{ire igeren
ortamlarda goriilen CaCOs ¢okelim aktiviteleri birbirine yakin degerler
gostermektedir. 350 mM iire iceren ortamda 7. ve 10. giinlerde diger giinlere benzer
sonuclar alinirken 5. ve 14. giinlerde aktivitede belirgin bir azalma tespit edilmistir
(Tablo 4.3). Yapilan istatistik analizlerine gore ise lire konsantrasyonu ve zaman
acisindan ¢okelen CaCOs miktar1 farkinin istatistiki olarak Oonemli oldugu tespit

edilmistir (p<0,05).
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Tablo 4.3: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453’iin kalsiyum karbonat ¢okelimi {izerine {lirenin etkisi
(CaCOg; g/L; 25 mM CaCly, 25 mM NaHCOs, pH:6,5, sicaklik: 30 °C, inokulasyon: %10 (3,75x108

cfu/ml)).
Ure
- 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
100 mM 2,32+0,018¢2 2,56+0,0380 2,35+0,02¢ 2,32+0,08
200 mM 2,25+0,068° 2,32+0,094° 2,20+0,0442 2,09+0,0282
250 mM 2,3440,01¢PP 2,3440,047° 2,2740,0548b 2,15+0,0082
300 mM 2,40+0,04°° 2,55+0,008¢ 2,32+0,028¢ 2,18+0,008¢
333 mM 2,49:+0,00%° 2,60+0,048b 2,43+0,01P0 2,13+0,11%
350 mM 0,08+0,0242 2,27+0,004¢ 2,20+0,017° 0,07+0,0242

Her bir inkiibasyon zamaninda farkli biiyiik harflerle gosterilenlerin (“#“P) CaCO3; miktarlari arasindaki farklar dnemlidir. Her
bir iire konsantrasyonunda farkli kiigiik harflerle gdsterilenlerin (**©%¢) CaCOs; miktarlar1 arasindaki farklar Snemlidir.

Elde ettigimiz bulgulara goére yerel izolat P. favisporus U3 ile kontrol
organizmasi S. pasteurii  ATCC 6453 kiyaslandiginda daha diisik {ire
konsantrasyonunda bile yerel izolatimizin daha yiiksek kalsiyum karbonat
presipitasyonu gosterdigi goriilmektedir.

Literatiir taramalarimiza gore farkli arastirmacilardan P. favisporus tiirii ile
ilgili rapor edilmis bilimsel ¢alismalara rastlanmazken S. pasteurii tiiriiniin en iyi
aktivite gosterdigi iire konsantrasyonunun 333 mM oldugu belirtilmistir (Ferris ve
Stehmeier 1992; Ferris ve dig., 1996; Fujita ve dig., 2000). Bu sonug S. pasteurii
ATCC 6453 ile yaptigimiz ¢alismalar ile korelasyon gostermektedir. Nitekim De
Muynck ve dig. (2010) kalsit ¢cokeltmesi ic¢in en iyi iire konsantrasyonunu 0,5 M
olarak ifade etmistir.

Ayrica P. favisporus U3 100 mM gibi diisiik konsantrasyonda en yiiksek
kalsiyum karbonat ¢okelimi gosterirken, artan iire konsantrasyonunda ¢okelim
aktivitesinin diismesinin sebebi olarak yiiksek konsantrasyondaki iirenin bakteriye
kars1 gosterdigi toksik etki oldugu diistiniilmiistiir. Okwadha ve Li (2010) tarafindan
yapilmig ¢aligmada da yiiksek konsantrasyonlarda iirenin S. pasteurii ATCC 11859
tizerinde toksik etkisi rapor edilmistir.

Diger taraftan pek cok c¢alisma bakteriyel kalsiyum karbonat
presipitasyonunda iire konsantrasyonunda tek basina yeterli olmadigimi ve Ca?* ile
kombine sekilde etkili oldugunu belirtmektedir. Ciinkii bakterinin bulundugu
ortamdaki Ca?*, iireaz aktivitesini arttirmaktadir. Bu calismalardan birinde,
indiiklii ¢okeliminde en etkili iire-Ca®

mikrobiyal kalsiyum  karbonat
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kombinasyonunun belirlemek i¢in 0,5-3,0 M konsantrasyon araligi denenmistir. Elde
edilen sonuglara gore 1,5 M’a kadar artan konsantrasyonla birlikte ¢okelen kalsiyum
karbonat miktar1 da artarken, 1,5 M’in lizerindeki konsantrasyonlarda azalmakta
oldugu bildirilmigtir (Whiffin, 2004). Al-Thawadi (2008) tarafindan yapilan
caligmada ise, 0,125-2,0 M araligindaki konsantrasyonlarda iire-Ca®* cozeltiye
eklenmis ve en yiiksek miktarda kalsit ¢okeliminin 0,5 M iire-Ca?* kombinasyonunu
igeren ortamda gergeklestigi rapor edilmistir. Okwadha ve Li (2010); test ettikleri
0,33 ve 0,67 M fire ile 0,0025, 0,025 ve 0,25 M CaCl, kombinasyonu arasindan en
yiiksek iire ve Ca®" (0,67 M ve 0,25 M) iceren ortamda maksimum kalsiyum

karbonat ¢cokelimi rapor etmislerdir.

4.1.4 pH Etkisi

pH, kalsiyum karbonat presipitasyonu basta olmak iizere tiim kimyasal
reaksiyonlarin baglamasi i¢in 6nemli bir c¢evresel faktordiir. Kalsiyum karbonat
cokeliminin etkin bir sekilde gerceklesmesi icin ortam pH’inin alkali olmasi

gerekmektedir (Stoks-Fischer ve dig., 1999).

Bu sebeple bu calismada bakteriyal kalsiyum karbonat ¢okeliminin
gerceklestigi ortamlarda baslangic pH degerleri 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0 ve 7,5
ayarlanmis ve kalsiyum karbonat ¢okelimine etkisi incelenmistir. P. favisporus U3
icin kalsiyum karbonat ¢okeliminin optimum oldugu pH degeri 6,5’tur (10.giin,
2,81+0,00 g/L) (Akyol ve dig., 2017). S. pasteurii ATCC 6453 ise pH 6,5’te 7. giinde
en iyi aktiviteyi gdstermistir (2,60+0,04 g/L) (Tablo 4.4). Istatistik analizlerine gore
ise farkli pH degerleri ve zaman agisindan ¢okelen CaCOs miktar1 farkinin istatistiki

olarak énemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Farkli pH larin iireaz enziminin aktivitesi {izerine etkisini belirlemeyi de
igeren Proteus mirabilis ile yapilan bir ¢alismada ortam pH’s1 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0
ve 10,0’a ayarlanmistir. Calisma sonucunda optimum pH degeri 7,0 olarak
belirlenmistir. Ayn1 zamanda iireaz enziminin pH 7,0 ve 8,0 arasinda kararliligmi
korudugu belirtilmistir (Tiirksever Tetiker, 2016). S. pasteurii ile yapilan bir
caligmada ortamlar pH 5.0, 6.0, 8.0 ve 9.0 ayarlanmig ve bakteriyal CaCOs
presipitasyonu i¢in optimum pH 9,0 olarak tespit edilmistir (Keykha ve dig., 2017).
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Omoregie ve dig. (2017)’nin S. pasteurii DSM 33 ile yaptiklar1 ¢aligmada maksimum
¢okelimin gergeklestigi pH 6,5 olup, ¢alismamizda kullandigimiz S. pasteurii ATCC

6453 ile uyumludur.

Tablo 4.4: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453’{in kalsiyum karbonat ¢okelimi {izerine pH’1n etkisi

(CaCOs; g/L; 25 mM CaCly, 25 mM NaHCOs, 333 mM iire, sicaklik: 30 °C, inokulasyon: %10

(3,75x108 cfu/ml)).

pH 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin

5,0 2,37+0,02¢ 2,58+0,015¢ 2,24+0,04b2 2,27+0,03%
55 1,86+0,2282 2,31+0,3982 2,10+0,04¢ 2,24+0,01¢
6,0 2,40+0,02¢ 2,29+0,4282 2,08+0,06% 2,20+0,01¢
6,5 2,49+0,01 2,60:+0,0480 2,43+0,01%° 2,13+0,11¢
7,0 1,97+0,018° 2,01+0,018° 1,61+0,018%® 1,67+0,0682
7,5 0,78+0,10% 0,43+0,23%° 0,07+0,014 0,03+0,0142

Her bir inkiibasyon zamaninda farkli biiyiik harflerle gosterilenlerin (#®¢P€) CaCO; miktarlar1 arasindaki farklar 6nemlidir.
Her bir pH degerinde farkli kiigiik harflerle gosterilenlerin (**€) CaCO; miktarlari arasindaki farklar dnemlidir.

Kim ve dig. (2018), pH 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 ve 10,0 degerlerini i¢ceren ortamlarda
Staphylococcus saprophyticus ve Sporosarcina pasteurii  suslarinin  gelisim
ortamlarinda cokelttigi kiitleyi goz onilinde bulundurmuslardir. Sonug¢ olarak en
yuksek kalsiyum karbonat ¢okeliminin pH 7.0’de gerceklestigini bildirmislerdir.
Sporosarcina pasteurii ile yapilan baska bir ¢alismada da ¢alisilan diger pH
derecelerine goére pH 9,0’da bakterinin yogunlugu, iireaz ve kalsiyum kabonat
cokelim aktivitesinin 6nemli 6l¢lide yiiksek oldugu belirtilmistir (Liu ve dig., 2021).
Stocks-Fischer ve dig. (1999)’'nin yaptig1 ¢alismada mikrobiyolojik olarak
indiiklenen kalsiyum karbonat ¢okelimine pH 8,3+1,0'da baslanmis ve pH 9,0'da
tamamlandigini bulmusglardir.

Deneylerimizde besi ortamlarindaki pH degisiklikleri de takip edilmis ve her
iki bakteride de son pH degerlerinin birbirine benzer sinirlarda oldugu goriilmiistiir.
Son ortam pH’s1 8,0 civarinda olup bakteriyal kalsiyum karbonat ¢okeliminin alkali
sartlarda gerceklestigini desteklemektedir (Tablo 4.5). Istatistiki analizle her iki
bakteri icinde zamana bagli ortamdaki pH degisim farki Onemsiz (p>0,05)
bulunmustur. Kim ve digerlerine (2018) gore pH'daki bu artis, iireoliz sirasinda
olusan hidroksit iyonlarindan (OH") kaynaklanmakta ve ortam pH's1 alkaliye

donmektedir.
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Literatiir bilgilerinden de anlasilacagi lizere optimal pH degerleri tiire
Ozgiidiir. Bakterinin gelistigi ortam pH’smin hiicre gelisimini tesvik edici ya da
Onleyici etkisi nedeniyle farkli tlirlerin en iyi CaCOs ¢okelimi gerceklestirdigi pH
dereceleri de farklilik gdstermektedir. Inkiibasyon siiresine bagli olarak pH'daki artis,

bekledigimiz bir sonugtur ve literatiir bilgileriyle uyumludur.

Tablo 4.5: Bakteriyel kalsiyum karbonat ¢ékelimi sirasinda pH degerindeki degisim (Paenibacillus
favisporus U3 ve Sporosarcina pasteurii ATCC 6453)

Baslangic Son pH

Bakteriler
pH 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin

Paenibacillus
_ 6,5 8,05+0,00 | 7,93+0,09 | 8,05+0,17 | 8,36+0,76
favisporus U3

Sporosarcina pasteurii

6,5 8,17+0,00 | 7,91+0,05 | 8,01+0,04 | 8,17+0,35
ATCC 6453

4.1.5 Kalsiyum Kaynaklarimin Etkisi

Bilindigi gibi, mikrobiyal kalsit ¢okelimi Ca?* iyonlarinca zengin alkali
ortamlarda gerceklesir. Ormnegin, Bacillus megaterium bakterisinde Kkalsit
¢okeliminin, pozitif yiiklii Ca®* iyonlar ile negatif yiiklii bakteriyel hiicre duvari
arasindaki sitokiyometrik etkilesimin bir sonucu oldugu rapor edilmistir (Achal ve
Pan, 2014). Kalsiyum iyonu bilindigi iizere mikrobiyal metabolizmada kullaniimaz.
Bu nedenle de bakteri, mikrogevresindeki asiri kalsiyumu, hiicre disi polimerik
maddelerle (EPS) siirekli yakalar. Bu yiizden kalsiyum karbonat ¢6kelimi bakterinin
dis ylizeyinde gergeklesir ve dolayisiyla kalsiyum mikrokristalleri hiicre dis1 ortamda
birikir (Beveridge ve Fyfe, 1985; Achal ve Pan, 2014). Ustelik farkli kalsiyum tuzlar1
varliginda kristal morfolojisinde de farkliliklar olur (Gorospe ve dig., 2013).
Okwadha ve Li, 250 mM kalsiyum klorit ve 666 mM iire konsantrasyonunda Proteus
vulgaris ile karbonat ¢okelimini %100 arttirmiglardir (Okwadha ve Li 2010). Diger
taraftan yiiksek konsantrasyonlarda tire (20 ve 50 g/L) ve kalsiyum kloriir (30 ve 75
g/L) enzimatik aktiviteyi ve bakterilerde tliretimi de inhibe edebilmektedir (Nemati ve
dig., 2005).

Calismamizda kalsiyum kaynaklarinin ¢okelime etkisinin belirlenmesi

amacityla inorganik kalsiyum kaynagi olarak CaCl (25-1000 mM) ve kalsiyum nitrat
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(25-100 mM) organik kalsiyum kaynagi olarak da kalsiyum laktat (25-250 mM)
kullanilmistir (Tablo 4.7-4.12).

CaCly konsantrasyon artigina bagli olarak bakteriyel ¢okelti miktarindaki
anlaml artis dikkat ¢ekmistir. Elde edilen verilere gore kalsiyum karbonat ¢okelim
araligi 750 mM ig¢in 3,08-17,15 g/L ve 1000 mM igin 5,15-24,02 g/L’dir (Tablo 4.6).
U3 tiiriiniin 25-500 mM kalsiyum klorit konsantrasyon araliginda CaCO3 ¢okelim
miktarinin optimum sartlarda tirettigi miktarlara yakin olmasi1 6nemlidir. S. pasteurii
ATCC 6453’tin maksimum aktivite gosterdigi CaCl> konsantrasyonu U3 ile
benzerdir (1000 mM CaCl,, 14. giin, 17,07+0,35 g/ml) (Tablo 4.7). Her iki bakteri
tiirinde de 1000 mM CaCl; varlig1 aktivitede yaklasik 10 kat artisa neden olmustur.
Ayrica her iki bakteri susu ic¢in istatistiki olarak farkli kalsiyum klorit
konsantrasyonlar1 ve zaman agisindan ¢okelen CaCOs miktar1 farkinin da 6nemli

oldugu belirlenmistir (p<0,05).

CaCl, hiicreler tarafindan parcalanamayan inorganik bir bilesiktir.
Bakterilerin asir1 kalsiyumu hiicre disinda toksik etkisinden korunmak i¢in presipite
ettigi bilinmektedir. Kimyasal bir reaksiyonun da olmasi ihtimaline karsilik elektron
mikroskop analizleri ile ¢okelti incelenmistir. SEM analizlerinde yilizeyde kalsiyum
klorite rastlanmis olmakla birlikte vaterit ve kalsit minerallerinin varligi 1000 mM
gibi yiiksek konsantrasyonda bakteriyel ¢okelimin gergeklestigini dogrulamistir. Bu
alanda yapilmis ¢alismalara bakildiginda 1000 mM gibi yiiksek konsantrasyonda
bakteriyel ¢okelim ilk kez gosterilmistir. Bu sonug¢ da yerel izolatimizin Gistiinliglini
gostermektedir (Tablo 4.6). Ayrica, literatliirde bu alandaki ¢aligmalarin tamaminda
artan CacClz ile CaCOs ¢okeliminin dogru orantili olarak arttigi belirtilmektedir. Bu
calismalardan biri olan De Muynck ve dig. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada
ortama eklenen kalsiyum klorit orani arttikca kalsiyum karbonat presipitasyon
aktivitesinin arttigt  gozlenmistir. Aymi  sekilde Rebata-Landa (2007)’nin
sedimentlerdeki mikrobiyal aktiviteyi belirleme ¢alismalarinda ortama farkli
kiitlelerde CaClz eklenmis ve en yiiksek miktarda CaCOz ¢okeliminin en yiiksek

CaCl; i¢eren ortamda gergeklestigi rapor edilmistir.
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Tablo 4.6: Paenibacillus favisporus U3’iin kalsiyum karbonat ¢6kelimine CaCl;’in etkisi (CaCOs;
g/L cinsinden; 100 mM iire, 25 mM NaHCOs, pH:6,5, sicaklik: 37 °C, inokulasyon: %10(3,75x108

cfu/ml)).
CaCl
M 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
25 2,54+0,00%2 2,63+0,008¢2 2,81+0,00° 2,790,007
50 0,76+0,09" 1,83+0,17A¢ 1,98+0,07A¢ 1,11:0,56A%
100 1,03+0,05" 1,940,090 2,27+0,15%¢ 0,94+0,08%2
250 1,82+0,574® 2,28+0,26"B%® 2,81+0,334° 1,510,062
500 2,52+0,0142 2,32+0,16"82 3,81+0,565° 3,20+0,32A2b
750 4,21+0,06" 3,08+0,00<2 6,56:+0,79% 17,15+4,87°5°
1000 12,15+4,388P 5,15+0,42P2 7,35+0,165% 24,02+0,00°¢

Her bir inkiibasyon zamaninda farkli biiyiik harflerle gésterilenlerin (“##¢P) CaCOj; miktarlari arasindaki farklar 6nemlidir. Her
bir kalsiyum klorit konsantrasyonunda farkli kiigiik harflerle gosterilenlerin (**€) CaCO3 miktarlar1 arasindaki farklar 6nemlidir.

Tablo 4.7: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453’{in kalsiyum karbonat ¢okelim aktivitesine CaCl,‘in
etkisi (CaCOs; g/L cinsinden; 333 mM iire, 25 mM NaHCOs, pH:6,5, sicaklik: 30 °C, inokulasyon:
%10(3,75x108 cfu/ml)).

CaClz
M 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
25 2,49+0,00°° 2,60+0,04°" 2,43+0,01480 2,13+0,1142
50 1,12+0,18%2 0,830,102 1,05+0,06"2 1,63+0,034°
100 1,55+0,17A8P 1,32+0,025%® 1,13+0,06"2 2,19+0,094¢
250 1,98+0,048¢2 1,72+0,09% 1,93+0,02482 3,69+0,434°
500 2,49+0,26%2 2,460,022 3,50+0,7452 5,75+0,98B0
750 4,39+0,4202 4,29+0,14% 5,95+1,93¢ 9,44+1,97¢P
1000 9,35+0,69F° 4,78+0,11F 8,00:£0,56" 17,07+0,35"

Her bir inkiibasyon zamaninda farkl1 biiyiik harflerle gosterilenlerin (*

B,CDE,

F) CaCO; miktarlar arasindaki farklar onemlidir.

Her bir kalsiyum klorit konsantrasyonunda farkli kiiciik harflerle gosterilenlerin (2°¢) CaCOs; miktarlar1 arasindaki farklar

onemlidir.

Kalsiyum laktat ve kalsiyum nitrat Ca*? kaynaklarindandir. Kalsiyum laktat

(CsH10CaOg) karbon igerikli iken kalsiyum nitratta (Ca (NO3)2) azot bulunur. Karbon

ve azot da bakterilerin metabolik faaliyetlerinde gelisim i¢in kullandiklar1 temel

bilesiklerdir. Tablo 4.8-4.11’a bakildiginda her iki kalsiyum kaynaginin da bakteriyel

kalsiyum karbonat ¢okelimine katki sagladiklar1 goriilmektedir.
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Farkli kalsiyum laktat konsantrasyonlarinin bakteriyal kalsiyum karbonat
¢okelimine etkisini belirlemede Paenibacillus favisporus U3 bakterisi igin 25, 50, 75,
100, 250 mM kalsiyum laktat ortama ilave edilmistir. Bakteri en yiiksek kalsiyum
karbonat ¢okelimini 100 mM kalsiyum laktat iceren ortamda 5. giinde gostermistir
(5,40+0,00 g/L). Ayrica, tim inkiilbasyon zamanlarina bakildiginda birbirine ¢ok
yakin CaCOsz ¢okelimi gosterdigi, 100 mM kalsiyum laktat igeren ortamlarda ise
ilerleyen inkiibasyon zamanlarinda Once aktivitede azalma daha sonrasinda artig
goriildiigii dikkati ¢ekmistir. (Tablo 4.8). Sporosarcina pasteurii ATCC 6453
bakterisi i¢in de 25, 50, 75, 100, 250 mM kalsiyum laktat konsantrasyonlari
calisiimistir. En yiiksek kalsiyum karbonat ¢okelimi 250 mM kalsiyum laktat igeren
ortamda 10. giinde gozlenmistir (6,69+0,00 g/L). 25 ve 50 mM Kkalsiyum laktat
iceren ortamlarda oldukca diisiik CaCOs ¢okelim aktivitesi goriiliirken 75, 100 ve
250 mM kalsiyum laktat iceren ortamlarda aktivite dikkate deger sekilde artmistir. 75
mM kalsiyum laktatin oldugu ortamda ilk {i¢ dl¢lim giiniinde yiiksek ve birbirine
yakin degerler gozlemlenirken 14. giinde aktivitede ani bir diisiis tespit edilmistir.
100 ve 250 mM kalsiyum laktat igeren ortamlarda ise inokiilasyon zamanlarinda
aktivitede dalgalanma goriilmiistiir. Her iki konsantrasyon degerine sahip ortamlarda
14. giinde elde edilen sonucglar bir 6nceki Ol¢lim zamaninda kaydedilen degerin
yaklasik yarisidir (Tablo 4.9). Ayrica hem U3 hem de ATCC 6453 igin istatistiki
olarak farkli kalsiyum laktat konsantrasyonlari ve zaman agisindan ¢okelen CaCOs

miktar1 farkinin da 6nemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Tablo 4.8: Paenibacillus favisporus U3’iin kalsiyum karbonat ¢dkelimine Ca-laktatin etkisi (CaCOs;
g/L cinsinden; 100 mM {ire, 25 mM NaHCOs, pH:6,5, sicaklik: 37 °C, inokulasyon: %10(3,75x108
cfu/ml)).

Ca laktat
M 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
25 2,45+0,21BP 1,460,062 2,240,044 2,10+£0,174
50 2,45+0,108P 1,59+0,21%% | 2,30+0,2242b 2,37+0,407°
75 2,57+0,005¢ 1,45+0,0042 2,000,004 2,22+0,29A¢
100 5,40+0,00¢¢ 1,44+0,26" 2,29+0,35"° 4,97+0,008¢
250 1,08+0,18%2 2,19+0,56"° | 2,00+0,297% 1,860,154

Her bir inkiibasyon zamaninda farkl biiyiik harflerle gosterilenlerin (#®€) CaCO3 miktarlar1 arasindaki farklar énemlidir. Her
bir kalsiyum laktat konsantrasyonunda farkli kiiiik harflerle gosterilenlerin (**) CaCOj; miktarlar1 arasindaki farklar dnemlidir.
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Tablo 4.9: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453’{in kalsiyum karbonat ¢okelim aktivitesine Ca
laktat’in etkisi (CaCOgs; g/L cinsinden; 333 mM iire, 25 mM NaHCOs, pH:6,5, sicaklik: 30 °C,

inokulasyon: %10(3,75x108 cfu/ml)).

Ca
laktat S. giin 7. giin 10. giin 14. giin
mM
25 0,05+0,0142 0,05+0,0342 0,31:+0,1082 0,510,207
50 0,040,014 0,040,001 0,120,014 0,54+0,52A2
75 4,71+0,355° 6,02+£0,485¢ 5,76+0,00%° 0,660,274
100 5,26+0,2352 6,260,655 6,34+0,00°° 4,59+0,0082
250 6,13+1,41B2 5,67+1,1782 6,69+0,00F 3,59+2,3552

Her bir inkiibasyon zamaninda farkli biiyiik harflerle gosterilenlerin (#®SP€) CaCO; miktarlari arasindaki farklar dnemlidir.
Her bir kalsiyum laktat konsantrasyonunda farkli kiiciik harflerle gosterilenlerin (**) CaCO; miktarlar1 arasindaki farklar
6nemlidir.

Calisilan iki sus kiyaslandiginda ortama ilave edilen kalsiyum laktatin P.
favisporus U3 yerel izolat1 i¢in aktivitede yaklasik 2 kat, S. pasteurii ATCC 6453
bakterisi i¢inse 3 kat artisa neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica kalsiyum laktat
iceren sartlarda S. pasteurii ATCC 6453’nin P. favisporus U3’e gore ortamda
yaklasik 1 g/L daha fazla kalsiyum karbonat birikimine sebep oldugu goriilmiistiir.

Literatiirde Jonkers ve dig. (2010) tarafindan yapilan c¢alismada beton
tyilestirmek i¢in kullanilan bakterilerin bulundugu ortama ¢imento agirligin %0,5 1
kadar kalsiyum laktat ilave edilmis ve 7 ila 28 giin boyunca hasarli ¢imentolar bu
ortamda bekletilmistir. 28 gilinlilk muamele sonucunda ¢imentonun dayaniminin
arttig1 belirlenmistir. Cimentonun dayaniminin artmasi bakterinin {irettigi kalsiyum

karbonat miktarina baghidir.

Calismamizda kalsiyum nitratin CaCO3 ¢okelimi lizerine etkisini belirlemek
i¢in 25, 50 ve 100 mM konsantrasyonlarinda gelisim ortamlarina eklenmistir. Her iki
bakteri i¢in de elde edilen veriler Tablo 4.10 ve 4.11°de verilmistir. Veriler
incelendiginde iki organizmanin da 100 mM igeren ortamda diger Ca-nitrat iceren
ortamlara gore daha yiiksek CaCO3 ¢okelimine neden oldugu goriilmektedir. Ayrica
iki organizmanin ¢okelttigi kalsiyum karbonat miktar1 kiyaslandiginda aralarinda goz
ard1 edilebilecek kadar az bir fark oldugu tespit edilmistir (P. favisporus U3 i¢in
6,79+0,01 g/L; S. pasteurii ATCC 6453 igin 7,09+0,02 g/L). Istatistiki analizlere

gore P. favisporus U3 i¢in farkli kalsiyum nitrat konsantrasyonlari ve inkiibasyon
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zamam agisindan ¢Okelen CaCOs miktar1 farki onemli (p<0,05) iken S. pasteurii
ATCC 6453 igin kalsiyum nitrat konsantrasyonlar1 farki 6nemli (p<0,05) ve
inkiibasyon zamani farki onemsiz (p>0,05) olarak belirlenmistir (Tablo 4.10 ve

4.11).

P. favisporus U3 igin her iki kalsiyum kaynaklarinin ortamini
kiyasladigimizda kalsiyum nitrathi ortamdaki hem gelisimin hem de ¢dkelim
miktarmin (100 mM Ca-nitrat, 6,80 g/L) kalsiyum laktatli ortama (100 mM Ca-
laktat, 5,40 g/L) kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayni kiyaslama S.
pasteurii ATCC 6453 i¢in yapildiginda U3’¢ benzer sekilde kalsiyum nitrath
ortamda kalsiyum laktatli ortama goére CaCOs ¢okelim aktivitesinin daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Ayrica kalsiyum nitrat ilavesi ile iki bakteri de 1.glinden
itibaren kalsiyum karbonat biriktirmeye baglamistir. Bizim ¢alismamizin aksine, Xu
ve digerleri (2015) S. pasteurii ATCC 11859’nin bakteriyel CaCOs ¢6kelimi {izerine
kalsiyum laktatin kalsiyum nitrata kiyasla 2 kat daha etkili oldugunu rapor
etmislerdir. Stiphesiz ki ¢alismamizla aralarindaki bu fark kullanilan bakteri tiirii ve
sus farkliligindan kaynaklanmaktadir. Xu ve dig. (2014) de iki organik kalsiyum
kaynagini kiyaslamiglar ve Ca-glutamatli ortamdaki ¢okelimin Ca-laktat iceren
ortama gore daha yiiksek olmasinin Ca-glutamatin hem karbon hem de azot
icermesinden dolay1 bakteri gelisiminin daha iyi olmasiyla agiklamislardir. Achal ve
Pan (2014) tarafindan yapilan ¢alismada ise Bacillus sp. CR2’nin kalsiyum karbonat
presipitasyonu iizerine CaCl; ile kalsiyum nitratin etkileri karsilastirilmis ve CaCl.’in
daha etkili oldugu belirtilmistir. Bizim ¢alismamizdan elde edilen sonug, literatiir
bilgisini dogrular niteliktedir.

Tablo 4.10: Paenibacillus favisporus U3’iin kalsiyum karbonat ¢okelimine Ca-nitratin etkisi (CaCOs;

g/L cinsinden; 100 mM {ire, 25 mM NaHCOs, pH:6,5, sicaklik: 37 °C, inokulasyon: %10(3,75x108
cfu/ml)).

Ca
nitrat 1.giin 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
mM
25 1,49:+0,0742 1,460,054 1,160,552 1,49+0,04%2 1,45:+0,0272
50 3,01+0,358%® 3,22+0,048® 3,19:+0,068% 3,33+0,198° 2,83+0,0582
100 6,47+0,47<° 6,28+0,26° 4,99+0,55¢ 6,63+0,25 6,79+0,01°

Her bir inkiibasyon zamaninda farkli biiyiik harflerle gosterilenlerin (*&€) CaCO3 miktarlari arasindaki farklar 6nemlidir. Her
bir kalsiyum nitrat konsantrasyonunda farkli kiigiik harflerle gosterilenlerin (**) CaCOs miktarlar arasindaki farklar 5nemlidir.
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Tablo 4.11: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 iin kalsiyum karbonat ¢6kelimine Ca-nitratin etkisi
(CaCOg; g/L cinsinden; 333 mM iire, 25 mM NaHCOs, pH:6,5, sicaklik: 30 °C, inokulasyon: %10

(3,75%x108 cfu/ml)).
Ca
nitrat 1.giin 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
mM
25 0,05+0,01% | 0,03+0,017% | 0,02+0,00% 0,19+0,024¢ 0,04+0,01420
50 3,344+0,028% | 3,30+0,03%% | 3,26+0,03B% 3,40+0,118° 3,24+0,0482
100 6,42+0,93¢2 7,09+0,02¢2 6,80+0,11°¢ 6,78+0,09¢2 6,74+0,15¢

Her bir inkiibasyon zamaninda farkli biiyiik harflerle gosterilenlerin (*&) CaCO3z miktarlari arasindaki farklar énemlidir. Her
bir kalsiyum nitrat konsantrasyonunda farkl kiiciik harflerle gésterilenlerin (*°) CaCOs; miktarlar1 arasindaki farklar nemlidir.

4.1.6 Inokiilasyon Orammn Etkisi

Calismamizin bu asamasinda da inokulasyon oraninin kalsiyum ¢okelimi
lizerine etkisi arastirilmistir. Onceki tiim deney setlerimizde inokulasyon oranimiz
%10 (3,75x108 cfu/ml) olarak belirlenmistir. Ancak kalsiyum karbonat ¢okeliminde
hiicre sayisinin da 6nemi vardir. Hiicreden aciga ¢ikan enzim miktari, kalsiyum
karbonat ¢okelimini etkileyecektir. Bu amagla %5 (1,88x108 cfu/ml), %7,5 (2,81x10°
cfu/ml), %15 (5,63x10® cfu/ml) ve %20 (7,50x108 cfu/ml) inokulasyon oraninda
kalsiyum karbonat miktarlarinin da test edilmesinin uygun olacagina karar
verilmistir. Sonuglar Tablo 4.12’te verildigi lizere Paenibacillus favisporus U3 igin
maksimum ¢okelim %10 inokulasyon oraninda olup (24,02+0,00 g/L), bu orandan
daha yiiksek inokulasyon miktarlarinda dikkat ¢ekici bir artis olmamistir. %5 ve
%7,5 inokulasyon oranlarinda ¢okelti miktarinin daha az olmasi, hiicre sayisina bagl
olarak hiicreden aciga ¢ikan enzim miktariyla iligkili oldugu sdylenebilir. Ancak %15
ve %20 gibi daha yiiksek hiicre oraninda kalsiyum karbonat miktarinda bir artig
beklenirken tam tersi bir durumun ortaya ¢ikmasi sasirtict olmustur. Sporosarcina
pasteurii ATCC 6453 susunda en yiiksek kalsiyum karbonat ¢okeliminin gorildigii
inokiilasyon oram1 %20 (37,19+1,99 g/L) olarak belirlenmistir (Tablo 4.13).
Sonuglara bakildiginda, %10 inokiilasyon oranina kadar inokiilasyon orani arttikca
cokelim aktivitesinde arttig1 dikkati ¢ekmektedir. Ancak, inokiilasyon orani %10’a
ulastiginda ise CaCOs ¢okelimi aktivitesinde tiim inkiibasyon zamanlarinda dramatik

bir diisiis goriilmektedir. Inokiilasyon oran1 %15 ve %20’ye ¢iktiginda ise aralarinda
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dikkate deger bir fark olmamakla birlikte, bakterilerin %20 inokiile edildigi ortamda

maksimum ¢dkelim meydana geldigi géze carpmaktadir.

Tablo 4.12: Paenibacillus favisporus U3’{in kalsiyum karbonat ¢okelimine inokulasyon oraninin
etkisi (CaCOs; g/L cinsinden; 100 mM iire, 25 mM NaHCO3, 1000 mM CacCl,, pH:6,5, sicaklik: 37

°O).
Inokiilasyon
5. giin 7. giin 10. giin 14. giin

yiizdesi
%5* 2,27+0,3272 2,340,214 1,57+0,5242 3,98+0,844°
%7,5* 2,14+0,06"° 2,95+0,494¢ 1,07+0,2442 3,15+0,40%¢
%10* 12,16+4,38%° 5,15+0,4282 7,34+0,165 24,02+0,00°
%15* 1,93+0,147° 2,19£0,014¢ 1,52+0,06% 18,42+0,00¢
%20* 2,47+0,00A° 2,62+0,38A 1,27+0,004 11,42+0,008¢

* 05= 1,88x10° cfu/ml, %7,5=2,81x108 cfu/ml, %10=3,75x10° cfu/ml, %15=5,63x10° cfu/ml, %20=7,50x108 cfu/ml)

Her bir inkiibasyon zamaninda farkli biiyiik harflerle gésterilenlerin (#8¢P) CaCOj3; miktarlari arasindaki farklar 6nemlidir. Her

bir inokiilasyon oraninda farkh kiiciik harflerle gosterilenlerin (**©9) CaCO3 miktarlar1 arasindaki farklar énemlidir.

Tablo 4.13: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 kalsiyum karbonat ¢okelimine inokulasyon oraninin
etkisi (CaCOs; g/L cinsinden; 333 mM iire, 25 mM NaHCQO3, 1000 mM CaCly, pH:6,5, sicaklik: 30

°Q).

Inokiilasyon

yilzdesi 5. giin 7. giin 10. giin 14. giin
%5* 17,01+0,16Ba | 21 68+0,11Ba | 24,70+7,20Ca | 24,18+2,51Ba
%7,5* 25,15+1,70Ca | 28,10+0,9Ca | 25,54+3,69Ca | 27,18+1,31Ba
%10* 9,3540,69Ac | 4,78+0,10Aa | 7,99+056Ab | 17,07+0,35Ad
%15* 30,18+1,39Da | 34,80+1,77Da | 30,70+5,18Da | 35,27+2,38Ca
%20* 33,410,91Eb | 33,10+2,94Db | 14,85+0,21Ba | 37,19+1,99Cb

* 05= 1,88x10° cfu/ml, %7,5=2,81x10° cfu/ml, %10=3,75x10° cfu/ml, %15=5,63x10° cfu/ml, %20=7,50x10° cfu/ml)

Her bir inkiibasyon zamaninda farkli bilyiik harflerle gdsterilenlerin (*BCPE) CaCO; miktarlar arasindaki farklar énemlidir.
Her bir inokiilasyon oraninda farkh kiigiik harflerle gésterilenlerin (**€) CaCOs miktarlar1 arasindaki farklar nemlidir.

Hi¢ kuskusuz CaCOs ¢okeliminde farkli mekanizmalar etkilidir. ileriki ¢alismalarla
yerel izolatimizin iireaz ve karbonik anhidraz enzimleri saflastirilarak enzim
aktivitesinin detayli olarak incelenmesi, aktiviteyi etkileyen faktorlerin ve buna bagl

mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in gerekmektedir.

Ure hidrolizinin hiicre sayis1 ve hiicreden agia ¢ikan enzim aktivitesiyle
iliskili olmasi nedeniyle yliksek hiicre konsantrasyonlarinda kalsiyum karbonat
miktarinda artis olmasi beklenen bir durumdur. Nitekim literatiirde benzer sonuglar

arastirmacilar tarafindan da ifade edilmistir. Ornegin, Okwadha ve Li (2010), hiicre

47



konsantrasyonu 10° ile 10® arasinda yiiksek kalsiyum karbonat ¢okelimini rapor
etmislerdir. S. pasteurii DSM 33’iin en yiiksek hiicre konsantrasyonunda {ire
hidrolizine bagl olarak ortam pH’sindaki artig bakteriyel ¢cokelimi de olumlu yonde
etkilemektedir (Zehner ve dig., 2021). Sporosarcina pasteurii ile yapilan benzer bir
diger calismada ise ODeoo’e gore ayarlanmis ii¢ farkli hiicre konsantrasyonunun
bakteriyal CaCOs3 ¢Okelimine etkisi arastirilmis ve hiicre konsantrasyonu arttikca
daha yiiksek aktivitenin daha kisa siirede gézlendigi bildirilmistir (Liu ve dig., 2021).
Kantzas ve dig. (1992) ise i¢inde kum bulunan kolonlara farkli hacimlerde iireolitik
bakteri eklemis ve kolondan gecen bakteri orani arttikca bakteriyal kalsiyum
karbonat ¢okeliminin artisina bagh olarak kolonlarda gozenekliligin ve gegirgenligin
azaldigim tespit etmislerdir. Ng ve dig. (2012) da calismalarinda ortamda artan
bakteri konsantrasyonunun iire hidrolizini baslatan iireaz enzimi miktarini arttirdigi
icin bakteriyal kalsiyum karbonat ¢okeliminin maksimum diizeye ulastigini

belirtmislerdir.

Tim yapilan ¢alismalar sonunda P. favisporus U3 bakterisi en iyi CaCOs
tretimini 100 mM {ire, 1000 mM CacClz, %10 inokulasyon, pH: 6,5 ve 37 °C’de 14
giinliik inkiibasyon sonunda gerceklestirmistir. Calismamizda S. pasteurii ATCC
6453’lin 1iyi bir lireaz ve karbonik anhidraz aktivitesi oldugu bilindigi i¢in kontrol
olarak on optimizasyon ile kiyaslamak amaclh yaptigimiz denemelerde elde edilen

deneysel parametrelerimiz Tablo 4.14’te toplu olarak verilmistir.

Tablo 4.14: Paenibacillus favisporus U3 ve Sporosarcina pasteurii ATCC 6453’{in en iyi CaCO3
cokelimi yaptig1 parametreler

P. favisporus U3 S. pasteurii ATCC 6453
praslanglg 6,5 6,5
pHson 8,65 8,20
Nutrient broth (g/L) 3 3
NaHCO3 (mM) 25 25
Urea (mM) 100 333
Sicaklik (°C) 37 30
CaClz2 (mM) 1000 1000
. %10 %20
Inokulasyon orami (%) | 3 75,108 cfu/mi) (7,50x108 cfu/ml)
Giin 14 14
CaCOs Miktan (g/L) 24,02 37,19
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4.2  Amonyak Miktarimin Belirlenmesi

Amonyak, iire hidrolizinin ilk basamaginda aciga ¢ikmaktadir. Yani ortamda
bulunan amonyak iireaz enzim aktivitesi hakkinda ortam renginde meydana gelen
degisimle bilgi vermektedir. Bu amagla ¢alismamizda ortamdaki amonyak azotunu
belirlenmesi i¢in uygulanan kolorimetrik ve spektroskopik bir yontem olan
Nesslerizasyon yontemi kullanilmistir (Standard methods, 2017).

Farkli besiyerlerinde Paenibacillus favisporus U3’tin CaCOz ¢okelimi
sirasinda aciga ¢ikan amonyak azotunun mg/L cinsinden degerleri Tablo 4.15°te
verilmistir. Elde ettigimiz bu sonuglar, ortamdaki iireaz enziminin varligini1 kanitlar
niteliktedir. Ancak EDTA titrimetrik yontemi ile belirlenen ortamdaki ¢okelen
kalsiyum karbonat miktar1 ile aralarinda anlamli bir iliski tespit edilememistir.
Ayrica elde edilen istatistiki sonuglara gore inkiibasyon zamanlarinda amonyum
miktarindaki fark 6nemli (p<0,05) ve farkli besiyerlerindeki amonyum miktarindaki
fark 6nemsiz (p>0,05) olarak bulunmustur (Tablo 4.15). Literatiirde dogal tas
atiklarimin mikrobiyal indiiklii kalsit iiretimi {izerine yapilmis bir c¢aligmada S.
pasteurii bakterisinin iireaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde nesslerizasyon
metodu kullanildig1  goriilmektedir. Arastirmacilar ¢alisma sonucunu {ireaz

aktivitesini ile meydana gelen turuncu renk ile belirtmislerdir (Giinsiir, 2018).

Tablo 4.15: Farkli besiyerlerinde Paenibacillus favisporus U3’iin kalsiyum karbonat ¢okelimi
sirasinda aciga ¢ikan amonyum miktar1 (mg/L)

Kalsiyum mineralizasyon ortami Luria Bertani+100 mM iire
6.saat 5,29+0,07¢ 5,63+0,11¢
12.saat 5,34+0,11° 5,60+0,39°
24 saat 5,38+0,06¢ 5,62+0,201
2.giin 5,26+0,23 5,51+0,05¢
3.giin 5,30+0,18¢ 5,64+0,16¢
4.giin 5,52+0,06% 5,49+0,11¢
5.giin 5,31+0,15% 5,52+0,18%
7.giin 5,49+0,34° -*
10.giin 5,04+0,13% 5,52+0,07¢
14.giin 4,41+0,09? -*

*: Veri alinamamigtir

Her bir inokiilasyon zamaninda farkli kiigiik harflerle gdsterilenlerin (**“®) amonyum miktarlar1 arasindaki farklar dnemlidir.
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Lauchnor ve dig. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada S. pasteurii ATCC 11859
susunun gerceklestirdigi CaCOs ¢okelimi sirasinda agiga ¢ikan amonyak azotu
miktarinin artan pH ile dogru orantili sekilde gergceklesen artist nessler metodu ile

kanitlanmastir.

4.3 Enzim Analizleri

Bakteriyel kalsiyum karbonat ¢okelimine tireaz ve karbonik anhidraz
enzimlerinin katildig1 bilinmektedir. Ancak enzimlerin bu siiregte iistlendigi gorevler
oldukga farklidir. Ureaz enzimi, alkali ortamda iireyi amonyak ve karbonata hidroliz
ederken, karbonik anhidraz enzimi ise CO2'in geri doniisimlii hidrasyonunu
katalizler (bknz Sekil 2. 4). CaCO3 ¢okelim siirecine katilan ¢ok sayida parametre
olsa da bu enzimlerin aktivitesi ve hizinin anlasilmasi belli bir seviyede

presipitasyonla ilgili bizlere baz1 bilgiler verecektir.

4.3.1 Ureaz ve Karbonik Anhidraz Enzim Aktiviteleri

Calismamizda yerel izolatimiz Paenibacillus favisporus U3 ve kontrol olarak
kullanilan Sporosarcina pasteurii ATCC 6453’{in farkli besiyerlerinde (LB-iire, LB-
ire-opt, standart KMO ve KMO-opt.) enzim aktiviteleri incelenmistir. U3’{in iireaz
enzim aktivitesi, standart KMO ortaminda 0,95+0,14 pmol/dk/mg protein ve
optimizasyon ¢aligmalarimiz sonunda optimize parametrelerin oldugu KMO-opt.’da
ise 77,47+ 0,0 umol/dk/mg protein olarak hesaplanmistir. Karbonik anhidraz enzim
aktivitesi standart KMO ortaminda 28,34+7,21 nmol/dk/mg protein iken 7,18+1,95
nmol/dk/mg proteindir. Ureaz enzimi aktivitesi, standart KMO’ya kiyasla KMO-opt.
ortaminda yaklasitk 80 kat daha yiliksek iken, karbonik anhidraz enziminde
optimizasyon sartlarinda 4 kat azalmasi dikkat ¢ekicidir (Tablo 4.16). Ayrica P.
favisporus U3 ve S. pasteurii ATCC 6453 bakterileri i¢in yapilan istatistik analizi
sonuclarina gore farkli besiyerlerinde her iki enzimin aktivitelerinin farklari 6nemli
(p<0,05) olarak bulunmustur. Bu sonug¢ bize her iki enzimin de optimizasyonunun

daha detayli olarak yapilmasi gerektigini diisiindlirmiistiir. Bununla birlikte P.
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favisporus U3 bakterisinin {ireaz enzim aktivitesindeki artis, CaCOsz ¢okelim

miktarini dogrular niteliktedir.

Tablo 4.16: Paenibacillus favisporus U3 ve Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 bakterilerinin iireaz
ve karbonik anhidraz enzim aktiviteleri

Ureaz Karbonik anhidraz
(wmol/dk/mg) (nmol/dk/mg)
Paenibacillus favisporus U3
LB+iire* 0,25+0,01% 20,76+4,388
KMO* 0,95+0,14° 28,34+7,21¢
LB+iire opt** 20,70+0,14° 4,41+0,50"
KMO opt** 77,47+0,149 7,18+1,954
Sporosarcina pasteurii ATCC 6453
LB+iire*** 5,360,142 61,9+8,06°
KMO*** 24,98+7,07° 112,9+13,29¢

*LB-+iire: Luria bertani, 25 mM CaClz, 25 mM NaHCOs, 333 mM ure, %10 (3,75x108 cfu/ml) inokiilasyon, 37
°C, pH 6,5; KMO: Nutrient broth, 25 mM CaClz, 25 mM NaHCOs, 333 mM ure, %10 (3,75x108 cfu/ml)
inokiilasyon, 37 °C, pH 6,5.

** | Biire opt: Luria bertani, 1000 mM CaClz, 25 mM NaHCO3,100 mM ure, %10 (3,75x108 cfu/ml) inokiilasyon,
37 °C, pH 6,5; KMO opt: Nutrient broth, 1000 mM CaClz, 25 mM NaHCO3z, 100 mM iire, %10 inokiilasyon, 37
°C, pH 6,5.

*#% T B+iire: Luria bertani, 25 mM CaClz, 25 mM NaHCOs, 333 mM ure, %20 (7,50x108 cfu/ml) inokiilasyon,
30 °C, pH 6,5; KMO: Nutrient broth, 25 mM CaClz, 25 mM NaHCOs, 333 mM ure, %20 (7,50x108 cfu/ml)
inokiilasyon, 30 °C, pH 6,5.

Her bir besiyerinde farkli kiigiik harflerle gosterilenlerin (***¢) iireaz enzim aktiviteleri arasindaki farklar snemlidir.

Her bir besiyerinde farkl kiiciik harflerle gosterilenlerin (*-®C) karbonik anhidraz enzim aktiviteleri arasindaki farklar
onemlidir.

Literatiirde yiiksek enzim aktivitesine sahip Bacillus ve Pseudomonas da
dahil olmak iizere birgok bakteri susunun yiliksek CaCO3 c¢okelmesi yaptigr ifade
edilmistir (Dhami ve dig., 2014; Priya ve Kannan, 2017). Ornegin Omoregie ve dig.
(2017), kirectast magaralarindan izole edilen bakterilerin yiiksek iireaz aktivitesine
sahip oldugunu bildirmistir. Streptomyces spp. ile yapilmis bir yliksek lisans tezinde
tireaz pozitif ii¢ izolatin iireaz enzim aktiviteleri olgiilmis ve 1,712-2,323 U/ml
araliginda sonu¢ alinmistir (Azarno, 2013). Laboratuarimizda B. amiloliquefaciens
U17 susuyla yapilmis ¢alismada {ireaz enzim aktivitesi LB+iire ortaminda 1,315 ve
KMO ortaminda 0,615 pmol/dk/mg olarak bulunmustur. Yine ayni calismada
karbonik anhidraz enzim aktiviteleri ise LB+iire ortaminda 28,82 ve KMO ortaminda

36,03 nmol/dk/mg olarak rapor edilmistir (Tepe ve dig., 2019).
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Bilindigi gibi besiyeri igerigi, sicaklik, pH, siire ve bakteri tiirii gibi bir¢ok
faktor tarafindan enzim aktivitesi diizenlenmektedir. S. pasteurii ATCC 6453 kontrol
olarak kullanilmis ve her iki enzimin de aktivitesi ¢alisilmistir (Tablo 4.16). KMO
besiyerinde iireaz aktivitesi 24,98+7,07 pmol/dk/mg protein iken ayni besiyerinde
karbonik anhidraz aktivitesi 112,9+13,29 nmol/dk/mg proteindir. Yerel izolatimiz
olan P. favisporus U3’iin aksine S. pasteurii ATCC 6453’tin karbonik anhidraz
aktivitesi lireaz enzim aktivitesine kiyasla daha yiiksektir. Su bir gergektir ki {ireaz
enzimi tek basina bu biyolojik siiregte etkili degildir. Elde edilen bu sonug, kalsiyum
karbonat presipitasyonunda iireaz diginda karbonik anhidrazin da sanildigindan daha
etkili oldugu, her iki enzimin de aktivitelerinin bakteri tiiriine gére degistiginin bir
kanitidir. Hi¢ kuskusuz etkili bir CaCOs3 ¢okelimi igin tiim sartlarin optimize edilmesi
hem zor hem de zaman alicidir. Ancak her iki enzimin indiiksiyonunun altinda yatan

mekanizmalart ¢6zmek i¢in daha detayli ¢alismalar yapilmalidir.

4.3.2 Western Blot Analizi

Kalsiyum karbonat ¢okelimi yapan bakterilere bu siiregte iireaz ve karbonik
anhidraz enzimleri yardimci olmaktadir. Ozellikle iireaz enziminin bu siiregteki rolii
cok dnemlidir. Ureaz enzimi alkali ortamda amonyum ve karbonati hidroliz ederek
kalsiyum karbonat olusumuna katki saglamaktadir. Ureaz 480-500 kDa molekiil
agirligma sahip nikel iceren bir heksamerik metaloenzimdir. Bu enzim iki alt
tiniteden olusmaktadir. Bu alt iinitelerden UreB 61 kDa ve UreA 26,5 kDa molekiil
agirlhigina sahiptir (Turbett ve dig., 1992; Mobley ve dig., 2001). Calismada P.
favisporus U3 (KMO, LB iire, KMO+LB iire, LB optimum) ve S. pasteurii ATCC
6453 (KMO, LB fiire) farkli besiyerlerinde iireaz protein seviyesi, immiinokimyasal
olarak western blot ile belirlenmeye ¢alisilmistir. Calismada anti-Helicobacter pylori

ureaz B antikoru kullanilmastir.
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Sekil 4.2: Ureaz protein profili. (A: protein marker, B: Paenibacillus favisporus U3-KMO, C:
Paenibacillus favisporus U3-LB iire, D: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453-KMO, E: Sporosarcina
pasteurii ATCC 6453-LB iire)

A B C D E

‘,—_—_ ‘ ; A

Sekil 4.3: Ureaz protein profili (UreB) (A: protein marker, B: Paenibacillus favisporus U3 LB iire, C:
Paenibacillus favisporus U3 KMO-LB urea, D: Paenibacillus favisporus U3 LB optimum, E:

Paenibacillus favisporus U3 KMO)

Sekil 4.2 ve 4.3’te verilen analiz sonuglarina bakildiginda hem Paenibacillus
favisporus U3 hem de S. pasteurii ATCC 6453’¢ ait 6rneklerde 26,5 kDa molekiil
agirhigina sahip UreA alt tinitesi ve 61 kDa molekiil agirligindaki UreB alt
tinitelerine ait bantlar gozlenmektedir. Sekil 4.3’de ise P. favisporus U3’e ait 4 farkli
ortamdan (KMO, LB iire, KMO+LB iire, LB optimum) elde edilmis {ireaz enziminin
UreA alt linitesinin bantlar1 goriilmektedir. Literatiirdeki diger mikrobiyal kalsiyum
karbonat ¢okelimi ¢alismalarina bakildiginda sadece bir tane western blot analizi ile
tireaz enzim profilinin belirlendigi goriilmektedir. Tepe ve dig. (2019) tarafindan
yapilmis bu c¢alisma laboratuarimizda gergeklestirilmis olup B. amyloliquefaciens
Ul7 bakterisinin lireaz enzim profili belirlenmistir. Bu calismada, KMO-opt.
besiyerinde gelistirilen U3 hiicrelerinin ATCC 6453’e kiyasla immiinoreaktif iireaz
bandinin boyanma yogunlugunda bir artis oldugu goézlenmistir. Bu da
optimizasyonumuzun dogrulugunu kanitlar niteliktedir. Ayrica literatiirde bakteriyal
kalsiyum karbonat ¢okeliminde iireaz enziminin profilini western blot analizi ile
ikinci kez bizim c¢alismamizla agiklanmaktadir. P. favisporus tiiriine ait ise

literatiirdeki ilk ¢alismadir.
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4.4  Mineralojik Analizler

Mineral tipi ve morfolojileri, bakteri tipi, tiirii ve cinsine gore degiskenlik
gostermektedir (Hammes ve dig., 2003). Dogada en yaygin olan mineral tipleri
aragonit, kalsit ve vaterittir. Dogal c¢evrelerde ve laboratuvar sartlarinda bakteriler
tarafindan yaygin olarak sentezlenen vaterit, kalsit olusumunda gecis formudur.
Kalsit minerali ise CaCO3'in stabil halidir (Tourney ve Ngwenya, 2009, Wang ve
Becker, 2009). Bakteri gelisiminin ilk gilinlerinde bakteriler yogun olarak vaterit
tiretmekte ve ilerleyen inkiibasyon giinlerinde bu mineralin yerini kalsit almaktadir
(Bozbeyoglu ve dig., 2020). Mikroorganizmalarin tiirlerine gore de baskin kristal
tipleri farklilik gdstermektedir. Ornegin, Desulfocella halophila’da aragonit baskin
kristal tipi (Rivadeneyra ve dig., 1996) iken Bacillus amyloliquefaciens U17’de hem
vaterit hem de Kkalsit kristalleri (Tepe ve dig., 2019) bulunmustur. Kristal
olusumundaki morfolojik farkliliklarin iireaz aktivitesindeki farkliliklar nedeniyle
susa Ozgl olabildigi gibi bakterilerin gelisme ortami veya igerigi de kristal tipini
etkilemektedir (Akyol ve dig., 2017; Tepe ve dig., 2019). Ornegin Proteus
mirabilis'in tirettigi CaCO3 i¢i bos kiire seklindedir (Chen ve dig., 2009). Kalsiyum
asetat marul benzeri veya lamellar seklinde vateriti indiiklerken, kalsiyum laktat ve

kalsiyum glukonat kiiresel formda vaterit olusturmaktadir (Tai ve Chen, 1998).

Yukarida verilen literatiir bilgileri 15181nda, calismamizdan elde edilen iki tiire
ait bakteriyel c¢okeltilerin hem kalsiyum karbonat olup olmadigi hem de mineral
tipinin ne oldugunun anlasilmasi amaciyla mineralojik analizler yapilmistir. Bu
amagcla, P. favisporus U3 ve S. pasteurii ATCC 6453 tarafindan ¢okelim sonrasinda
elde edilen bakteriyel ¢okeltiler liyofilize edilmis ve XRD, XRF, CRS ve SEM ile
analiz edilmistir. Her iki bakterinin maksimum kalsiyum karbonat ¢okelimi yaptigi
sartlarda elde edilen SEM goriintiileri, EDX ve EPMA analiz sonuglar1 Sekil 4.4, 4.5
ve 4.6’da gorilmektedir. Bu sonuglara gore U3 izolati kalsiyum karbonatin
tabakalagsmis katmanlar halinde kalsit ve kiiresel bigcimdeki vaterit formlarini
olusturdugu goriilirken (Sekil 4.4 ve 4.5), S. pasteurii ATCC 6453’{in irettigi
CaCO3’1in rhombohedral yapida vaterit karakterinde oldugu anlasilmaktadir (Sekil
4.6). Her iki bakteride de EDX ve EPMA analizlerinde belirlenen elementler ve
kiitlece yiizdeleri incelendiginde Ca elementinin olduk¢a yiiksek oldugu

goriilmektedir. Ozellikle P. favisporus U3 ile yapilan kalsiyum karbonat ¢okelimi
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Sekil 4.4: Paenibacillus favisporus U3’iin SEM-EPMA analizi (1000 mM CaCly, 100 mM tire, pH
6,5, 37 °C, inokiilasyon %10) (A: SEM goriintiisii; B: Element analizi ve kiitlece ytlizdeleri)
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calismasinda ortamda 1000 mM gibi yiliksek CaClz olmasina ragmen, EPMA
analizlerinde ya iz miktarda klor (Cl) varlig1 ya da klora hi¢ rastlanmamasi deneysel
caligmalarimiz i¢in olduk¢a 6nemli bir veridir. Ciinkli mineralojik analizler, sadece
U3 izolatinin tirettigi bakteriyel ¢okeltinin kalsiyum karbonat oldugunu kanitlamamais
ayn1 zaman da yerel izolatimizin 1000 mM CaCl2’1 tolere edebildigini ve yiiksek
konsantrasyonda dahi enzim aktivitesi gostererek bakteriyel CaCO3 ¢okelimi yapma
yetenegine sahip oldugunu da dogrulamistir. Literatiirdeki yerel izolatlarla
kiyaslandiginda P. favisporus U3 izolati iistiin 6zellikte olup bakteriyel biyogimento

alaninda gelistirilebilir bir potansiyele sahiptir (Bozbeyoglu ve dig., 2021).

cps/eV

25 B F.lémclits .\'Ias:s percent
0 47.62%
T [Cal ||l [ 35.80%. |
<0 C 14.79%
1 Cl 1.70%
15+ €l
T T
5 6

Sekil 4.5: Paenibacillus favisporus U3 tarafindan tiretilen CaCO3’mn SEM-EDX analizi (1000 mM
CaCl,, 100 mM fiire, pH 6,5, 37 °C, inokiilasyon %10) (A: SEM goriintiisii; B: Element analizi ve
kiitlece yiizdeleri)

cps/eV

Ca Au

C Element %
Ca 49.37
O 28.14
C 8.06
Au 14.43

Sekil 4.6: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 tarafindan iiretilen CaCO3’in FESEM-EDX analizi (A:
SEM goriintiisii; B: Element analizi, C: kiitlece yiizdeleri) (1000 mM CaCly, 333 mM iire, pH 6,5, 30
°C, inokiilasyon %10)
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S. pasteurii ATCC 6453°ten elde edilen bakteriyel kalsiyum karbonatin SEM
analizinde, kalsit mineralleri iizerinde EPS ile kaplanmis ve fosillesmis bakteri

hiicreleri (Pa 1: 2,129 pm, Pa 2: 527,7 nm) goriilmektedir (Sekil 4.7).

WD = 7.0 mm EHT = 5.00 kv Signal A = SE2 Date :23 Mar 2018 Time :10:11:54

Noise Reduction = Line Int. Don€hamber Status = Pumping (H'
g 2 _ " ping (HV) System Vacuum = 3490 007 mbar |

Sekil 4.7: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453’{in SEM goriintiisii (ortam sartlari: 10. giin, %20
inokiilasyon, 333 mM iire, 250 mM kalsiyum laktat, 30 °C, pH 6.5) (A: fosillesmis S. pasteurii ATCC
6453; B: kalsit minerali)

100 mM Ca laktat igeren ortam sartlar1 5. giin, %10 inokiilasyon, 100 mM
tire, 37 °C, pH 6,5 olan U3 bakterisine ait SEM goriintiisiinde kalsiyum karbonatin
rhombohedral yapidaki kalsit ve kiiresel yapidaki wvaterit formlar1 birlikte
goriilmistiir (Sekil 4.8 ve 4.9). Yine yerel izolatimiz U3’iin Ca-nitrat igeren ortamda
irettigi CaCO3z’in SEM-EDX analizi yapilmis ve rhombohedral yapidaki vaterit
formlarinin varligi tespit edilmistir (Sekil 4.10). U3’tin CaCO3s ¢okelimi iizerine
etkisi ¢alisilmig her ii¢ kalsiyum kaynagi kiyaslandiginda CaCl, ve Ca-laktat iceren
ortamlarda kalsiyum karbonatin hem vaterit hem de kalsit formlar1 gozlenirken, Ca-
nitrat iceren ortamda sadece vaterit formu olustugu dikkati ¢ekmektedir. Bu sonug
bize ortamdaki kalsiyum kaynaginin olusacak kalsiyum karbonat kristali formunu

etkiledigini kanitlamaktadir.
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Mikrobiyal  kalsiyum  karbonat  ¢okeliminde olusan  minerallerin
karakterizasyonu ile ilgili yapilan literatlir taramasinda arastirmacilarin XRD ve
SEM analizlerine basvurdugu gériilmiistiir. Orn; Tourney ve Ngwenya (2009)
tarafindan Bacillus licheniformis S-86 susu ile yapilan bakteriyal kalsiyum karbonat
¢Okelimi ¢alismasinda 6rnekler SEM ve XRD ile analiz edilmis EPS, vaterit ve kalsit
mineral tipi tespit edilmistir. Achal ve Pan (2014) adli arastirmacilarin Bacillus sp.
CR2 bakterisiyle yaptiklari mikrobiyal indiiklii kalsiyum karbonat c¢okelimi
calismasinda da XRD ve SEM analizleri sonucunda kalsit ve vaterit disinda bir

kalsiyum karbonat formu olan aragonit olusumu da rapor edilmistir.

WD« 7.0 mm EHT = 5.00 kv Signal A = SE2 Date :23 Mar 2018 Time :10:23:04

Noise Reduction = Line Int. Don€hamber Status = Pumping (HV) Swstem V 3.570.007 ml
System Vacuum = 3.57¢ mbar

Sekil 4.8: Paenibacillus favisporus U3’iin Ca-laktat igeren ortamda SEM goriintiisii (ortam sartlar1: 5.
giin, %10 inokiilasyon, 100 mM {ire, 100 mM kalsiyum laktat, 37 °C, pH 6,5) (A: vaterit; B: kalsit)
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Sekil 4.9: Paenibacillus favisporus U3’iin Ca-laktat igeren ortamda SEM-EDX analizi (ortam sartlar:
5. giin, %10 inokiilasyon, 100 mM iire, 100 mM kalsiyum laktat, 37 °C, pH 6,5) (A: SEM goriintiisii;
B: Element analizi; C: Elementlerin kiitlece yiizdeleri)

1.28%
9.41%
51.75%
30.92%
5.97%
0.67%

Sekil 4.10: Paenibacillus favisporus U3’iin Ca-nitrat i¢eren ortamda SEM-EDX analizi (ortam
sartlari: 5. glin, %10 inokiilasyon, 100 mM iire, 100 mM kalsiyum nitrat, 37 °C, pH 6,5) (A: SEM
goriintiisii; B: Element analizi; C: Elementlerin kiitlece yiizdeleri)
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Kalsiyum karbonatin kristal yapisinin aydinlatilmasinda kullanilan ve
literatiirde sik rastlanan analizlerden biri de XRD analizidir. Bu sebeple biz de
calismamizda YEBIM ve PAU-ILTAM arastirma merkezlerinde her iki bakterinin
optimum sartlarda iretmis oldugu kalsiyum karbonatin XRD analizlerini
gerceklestirdik. Elde edilen veriler SEM analizlerini destekler niteliktedir. Yani P.
favisporus U3’iin irettigi CaCOg3 kalsit ve vaterit icerirken, S. pasteurii ATCC
6453’tin trettigi CaCO3 vaterit yapisindadir (Sekil 4.11 ve 4.12). Literatiirde
rastlanan diger XRD analizlerinde calisilan bakteri tiirlerine bagli olarak degisen
kalsiyum karbonat formlarmin yapisi belirlenmistir. Ornegin, Synechococcus
leopoliensis PCC 7942’in irettigi CaCOsz kristallerinin aragonit oldugu XRD
analizleriyle belirlenmistir (Obst ve dig., 2009). B. megaterium, B. cereus, B. subtilis
ve B. thuringiensis ve L. fusiformis ile yapilan CaCOs3 ¢okelimi ¢alismasinda, XRD
analizine gore B. megaterium, B. cereus, B. subtilis ve B. thuringiensis tiirlerinin hem
kalsit hem de vaterit olusturdugu, L. fusiformis’in ise sadece vaterit lirettigi tespit
edilmistir (Kaur ve dig., 2013). Onceki ¢alismamizda da B. aerius U2 susunun kalsit
ve vaterit mineral tipi, Sporosarcina pasteurii ATCC 6453’iin ise sadece vaterit

olusturdugu XRD analizi ile gosterilmistir (Bozbeyoglu ve dig., 2019).
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Sekil 4.11: Paenibacillus favisporus U3 tarafindan iretilen CaCO3’1in XRD profili (1000 mM CaCl,,
100 mM fiire, 25 mM NaHCOs, pH 6,5, 37 °C, inokiilasyon %10)
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Sekil 4.12: Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 tarafindan tiretilen CaCO3’1in XRD profili (1000 mM
CaCly, 333 mM iire, 25 mM NaHCOg, pH 6,5, 30 °C, inokiilasyon %20)

Maddelerin elemental yapisinin  belirlenmesinde en ¢ok yararlanilan
yontemlerden olan XRF, kristalin CaCOsz i¢in de kullanilmaktadir. Bu amagla
calismamizda Spectro marka X—LAB 2000 model Polarize Enerji Dispersif X Isinlar
Floresans Spektrometresi (PED-XRF) ile XRF analizi Ankara-YEBIM’de
yapilmistir. XRF analizine gore U3 tarafindan iiretilen CaCO3’taki Ca (%36,35), ClI
(%4,5), Si (%0,21), Zn (44,3 ppm), Sr (41,1 ppm), Ba (18,2 ppm), Ce (22 ppm), La
(11 ppm) ve U (10,4 ppm) elementleri diger elementlere kiyasla daha fazladir (Tablo
4.17). Sporosarcina pasteurii ATCC 6453 bakterisinin olusturdugu ¢okeltide yapilan
XRF analizinde %11,80 Ca elementine rastlanilmistir (Arpajirakul ve dig., 2019).
Benzer sekilde iireolitik Bacillus amyloliquefaciens U17 bakterisinin irettigi
cokeltinin XRF analizi ile yiiksek oranda Ca (%29,25) tespit edilmistir (Tepe ve dig.,
2019).
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Tablo 4.17: Paenibacillus favisporus U3’iin iirettigi CaCO3’mn element analizi (1000 mM CaCl,, 100
mM fiire, 25 mM NaHCO3, pH 6,5, 37 °C, inokiilasyon %10)

Element | Yogunluk | Element Yogunluk Element Yogunluk

(%0) (ppm) (ppm)

Na 0,11 Cu 1,8 Sb 1,3

Mg 0,017 Zn 44,3 Te 1,7

Al 0,0822 Ga 1,1 I 2,9

Si 0,2121 Ge 0,5 Cs 5,3

P 0,999 As 04 Ba 18,2

S 0,1115 Se 0,3 La 11

Cl 4,526 Br 2,4 Ce 22

K 0,1104 Rb 0,8 Hf 3,9

Ca 36,35 Sr 41,1 Ta 2,5

Ti 0,0137 Y 0,4 w 2,3

\Y 0,00093 Zr 4,9 Hg 1,7

Cr 0,0028 Nb 3,6 Tl 1,9

Mn 0,00163 Mo 3,3 Pb 2,9

Fe 0,01689 Cd 1,1 Bi 0,6

Co 7,1 ppm In 1,1 Th 2,1

Ni 1,3 ppm Sn 1,3 U 10,4

Sulu  ¢ozeltiler, tek  kristaller ve/veya  polimerlerin  yapisinin

karakterizasyonuna imkan veren konfokal raman spektrometresi (CRS) ile CaCO3’1n
da analizi miimkiindiir. Bu amagla yerel izolatimiz U3 tarafindan {iretilen numunenin
CRS analizi yapilmis ve Raman kaymalarina gore hem vaterit hem de kalsit pikleri
goriilmiistiir (Sekil 4.13). Kalsit piklerinde, 1086 cm™, 710 cm™ ve 281 cm™ olmak
tizere lic onemli Raman kaymas1 gostermistir (Sekil 4.13a) ve bu Raman kaymalari,
veri tabanindaki kalsitin Raman degerleri ile uyumludur (Sekil 4.13b). Vaterit ise,
1090-1076 cm™ ve 333-301-282 cm’de Raman kaymalar1 gdstermistir (Sekil
4.13c). Bu vaterit spektrumu, referans spektrum ile eslestirilmistir (Sekil 4.13d).
Literatiire bakildiginda kalsitin, simetrik gerilme titresiminin 6zelligi olan 1086 cm”
Yde tek bir banda sahip oldugu, vateritin 1090 ve 1076 cm™de ikiz bantlara sahip
oldugu gériilmiistiir (Sun ve dig., 2014). 710 cm™'deki Raman kaymasimin ise,
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bozulmamis COs? gruplar igin iki kat dejenere olan diizlem i¢i biikkme modundan
kaynaklandig1 belirtilmistir (Sun ve dig., 2014). 281 cm™ kalsit bandindaki Raman
kaymasi, bu gruplarin rotatif ve translasyon salinimlarini olusturan CO32 grubunun
dis titresimlerinden kaynaklanmistir (Gunasekaran ve dig., 2006; Sun ve dig., 2014).
Yaklasik 282-333 cm™deki Raman kaymalarinin nedeni ise, katyon ve anyonik
gruplar arasindaki goreceli 6telemelerden kaynaklanmaktadir (Gunasekaran ve dig.,
2007a; Gunasekaran ve dig., 2007b; Sun ve dig., 2014). Kalsit ve dolomit arasindaki
Raman kaymasi farkliliklart da yapisal varyasyonlari ile ilgili olup, kalsit trigonal bir
yapiya sahipken, vaterit altigen bir yapiya sahiptir. Vateritte 1176 cm™'deki Raman
kaymasi, silisin varligindan dolayr Si — O — Si'nin gerilme titresimlerinden
kaynaklanmaktadir (Sun ve dig., 2014). Bu silika igerigi, P. favisporus U3 tarafindan

tiretilen CaCO3'm XRF sonuclarinda da goriilmiistiir.
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Sekil 4.13: Paenibacillus favisporus U3 tarafindan iiretilen CaCO3’in Konfokal Raman Spektroskopi
(CRS) analizi (a) Kalsitin CRS spektrumu, (b) kalsitin referans spektrumu ile karsgilastirmasi, (c)
vateritin CRS spektrumu, (d) vateritin referans spektrumu ile karsilagtirmasi (1000 mM CaCly, 100
mM iire, pH 6,5, 37 °C, inokiilasyon %10)

Literatiirde genellikle CRS ve XRF analizlerinin bir arada yapildig
goriilmektedir. Bu iki analiz birbirini destekleyerek elde edilen sonucun dogrulugunu
arttirmaktadir. Tepe ve dig. (2019) iireolitik Bacillus amyloliquefaciens U17’den elde
edilen presipitata XRF ve CRS analizlerini birlikte uygulamislar ve presipitattaki

CaCOgz varligim kanitlamiglardir. Pseudomonas aeruginosa ile yapilan bir ¢alismada
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ise biyofilmler igindeki cokeltilerin spektrumlari, i¢ karbonat iyonunun simetrik
gerilme titresiminin neden oldugu 1088 cm™'de en dikkat ¢ekici zirveyi, 712 cm™'de
diizlem igi biikiilme tepe noktasini ve 153 cm™de kafes modu tepe noktasmi
gdstermis olup normal basing ve sicaklikta kalsitin Raman standart spektrumlariyla

eslesmistir (Bai ve dig., 2017).

Sonu¢ olarak, tiim mineralojik analizler ile bakteriyel kalsiyum karbonat
¢okelimi dogrulanmis olup, Ozellikle yerel izolat U3’iin yiiksek kalsiyum klorit

igeren ortamda CaCOs varlig1 gosterilmistir.

45  Kil-Bakteri Etkilesimi

Bakteri-kil etkilesimi, ozellikle killi topraklarin veya zeminlerin yerinde
iyilestirme caligmalarinda yeni stratejilerin gelistirilmesi icin 6nemlidir. Bu amagla
P. favisporus U3 ve S. pasteurii ATCC 6453 bakterilerinin kil etkilesimleri hakkinda
bilgi edinmek i¢in denemeler yapilmistir. Bentonit kilinin (montmorillonit) her iki
bakteri tiirli izerine inhibisyon etkisi aragtiritlmistir. Bakterilerin gelisim ortamlarina
0,25, 0,50, 1,0 ve 2,0 g/L olacak sekilde kil ilave edilmistir. 24-48 saat inkiibasyon
sonunda bakteri gelisimi saglanamamustir. Birgok c¢aligsma killerin bakteriler iizerinde
inhibisyon etkilerinin oldugunu ifade etmektedir (Haydel ve dig., 2008; Williams ve
Haydel, 2010; Zarate-Reyes ve dig., 2017). Ornegin; Williams ve Haydel tarafindan
2010 yilinda yapilan arastirmada smektit (Na-montmorillonit) igeren Fransiz yesil
kili gibi geleneksel olarak da kullanilan killerin antibakteriyal etki gosterdikleri
belirtilmektedir. Literatiirde bu konuda yapilmis diger ¢alismalarda da killerin
antibakteriyal etkisi oldugu tekrarlanmis olup antibiyotik direngliligi yiiksek olan
patojen bakterilerde dahi etkili oldugu vurgulanmistir (Haydel ve dig., 2008; Zarate-
Reyes ve dig., 2017). Calismada kullandigimiz her iki bakterinin de bentonit kiline
duyarl1 oldugu tespit edilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Mikrobiyal kalsiyum karbonat ¢okelimi zemin giiglendirme, betonlarin ve
tarihi eserlerin restorasyonu, erozyonu 6nleme, biyoremediyasyon, saglik ve tarimda
biyosensor basta olmak iizere pek ¢ok kullanim alanina sahip ¢evre dostu bir siirectir.
Bu silire¢ iireaz ve karbonik anhidraz enzimlerinin katkilariyla uygun ortam
sartlarinda gergeklesmektedir. Gezegenimiz i¢in bu kadar faydali bir siirecin bilimsel
calismalarla tiim basamaklarinin aydinlatilmasi, optimum ortam sartlarinin
belirlenmesi, siliregte gorevli elemanlarin rollerinin belirlenmesi biiyiik énem arz

etmektedir.

Arastirmamizda Paenibacillus favisporus U3’iin CaCOs iretimi, farkli
kalsiyum karbonat ¢okelim parametreleri, ¢cokelimde rolleri oldugu bilinen iireaz ve
karbonik anhidraz enzimlerinin farkli besiyerlerinde aktiviteleri incelenmistir.
Ayrica, mikrobiyal kalsiyum karbonat cokelimi i¢in model organizma olarak
adlandirilabilen Sporosarcina pasteurii ile tim parametrelerde kiyaslanarak kalsiyum

karbonat ¢okelim kapasitesi arastirilmistir.

Sonug olarak P. favisporus U3 bakterisi kalsiyum karbonatin hem kalsit hem
de vaterit formlarmi iretirken, S. pasteurii ATCC 6453 sadece kalsit tiretmistir.
Bakteriyel CaCO3 iiriinleri XRD, XRF, CRS ve SEM-EDX ile analiz edilmis ve
yiiksek CaCl; sartlarinda her iki bakterinin de kalsiyum karbonat ¢okelimi yiiksek
diizeyde gergeklestirdigi kanitlanmustir. P. favisporus U3’iin iireaz enzim aktivitesi
yiiksek iken S. pasteurii ATCC 6453’te karbonik anhidraz aktivitesinin daha yiiksek
olmas1 dikkat ¢ekmistir. Kalsiyum karbonat ¢okeliminde farkli rolleri olan iireaz ve
karbonik anhidraz enzim aktivitesinin de tiire spesifik oldugu sonucuna varilmstir.
En iyi kalsiyum karbonat ¢okelim sartlarinin belirlenmesi tiire gore degiskenlik
gostereceginden her iki enzimin aktivite sartlarinin detayli olarak arastirilmasi
gerektigine karar verilmistir. Diger taraftan P. favisporus U3 bakterisinin yliksek tuz
varliginda kalsiyum karbonat ¢okelimi yapabilme yetenegi bir avantajken, aym
bakterinin kil etkilesiminin tespit edilememesi bir dezavantajdir. Ozellikle elde
edilen veriler, P. favisporus U3 izolatin, killi topraklarin iyilestirilmesinde kullanim

potansiyelinin  olmadigim1  gostermekle birlikte daha detayli optimizasyon
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caligmalanyla arastirilarak bu 0Ozelligin olup olmadiginin  ortaya konmasi

gerekmektedir.
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7. EKLER

EK A. Arastirmada kullanilan besi ortamlar1 ve kimyasal maddeler

Kalsivum Mineralizasyon Ortami (KMOQO)

. Nutrient Broth (Merck, 70122) 3,09

. CaCl (Isolab, 909.023) 25 mM
. NaHCO3 (VWR, VWRV0865) 25 mM
. Ure (Sigma, 818710) 333 mM
. Distile su 1000 mi

Luria-Bertani+iire besiortami

. Tripton (Sigma, T9410) 10,0¢g

. Maya o6ziit (Merck, 70161) 5090

. Sodyum kloriir (Merck, 31434) 10,09

. Ure (Sigma, 818710) 25mM
. Distile su 1000 ml

Ure agar besiortami

. Pepton from meat (Merck, 1.07214) 1g
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. D (+) Glikoz (Merck, 1.08337) 1g

. Sodyum Kloriir (Merck, 31434) 59

. Potasyum Dihidrojen Fosfat (Scharlau, PO0260) 20

. Fenol Red (Alfa AEsar, 16294) 0,012 g
. Agar-Agar (Sigma, A1296) 12 g
. Distile su 1000 ml

Triptik Soya Agar (Merck)

. Kazein peptonu (Merck, 70169) 1509
. Soya peptonu (Merck, 1.07212) 5090

. Sodyum klortir (Merck, 31434) 500

. Agar-Agar (Sigma, A1296) 15,09

. Distile su 1000 ml

EDTA Titrimetrik yonteminde kullanilan cozeltiler

Tampon Cozelti:

. Na;EDTA.2H;0 (Sigma, 324503) 1,179 ¢
. MgSQO4.7H20 (Merck, 1.05886) 780 mg
. NH.CIl (VWR, AA0235) 16,9 g

. NH;OH (Merck, 1.05432) 143 ml

Na;EDTA.2H20 ve M@gS04.7H,0 50 ml dH.0O’da ¢6ziilmiistiir. Daha sonra
cozeltiye NH4Cl ve NH4OH ilave edilerek 250 ml’ye dH2O ile

tamamlanmastir.
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Standart EDTA Cozeltisi:

. EDTA disodyum tuzu dihidrat (Sigma, 324503) 3,723 ¢

. dH20 1000 ml

Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA) disodyum tuzu dihidrat maddesi saf su

igerisine eklenerek ¢ozelti hazirlanmistir.

Lowry metodu kullanilan cozeltiler

Bazik Bakir Cozeltisi:

. Reaktif 1: %2 CuS0O4.5H20 (Merck, 1.02790)

. Reaktif 2: %2 NaKCsH406.4H20 (Merck, 1.08087)

. Reaktif 3: %2 Na,COs (Merck, 1.06392) (0,1 N NaOH iginde)

Bazik bakir ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 1 pay reaktif 1, 1 pay reaktif 2 ve 100
pay reaktif 3 eklenmistir.

Lowry Reaktifi:

. dH.0

. Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Sigma, F9252)

Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi ve distile su 1:1 oraninda deney aninda taze
olarak hazirlanmistir. Reaktif 1s18a duyarli oldugu i¢in karanlikta

hazirlanmaistir.

Modifiye edilmis fenol-hipoklorit vonteminde kullanilan cozeltiler

Potasyum fosfat tamponu (100 mM, pH 8,0):

. K2HPO4 (Merck, 105109) 0,8708 g

. KH,PO, (Scharlau, PO0260)  0,06804 g
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Oncelikle K,HPO4 100 ml dH,0’da ve KH,POy4 ise 10 ml dH-O da manyetik
kanistiric1 ile karnstirilarak ayri ayr ¢oziilmistiir. Daha sonra hazirlanan
K2HPO4 ¢ozeltisinin pH degeri KH2PO4 ¢ozeltisi kullanilarak pH 8,0’e titre

edilmistir.

Ure cozeltisi (50 mM):

. Ure (Sigma, 818710) 0,3003 g
. dH20 100 ml
Ure 100 ml saf su icerisine eklenerek ¢dzelti hazirlanmustir.

Fenol-Sodyum Nitroprussit cozeltisi:

. Sodyum nitroprussit (Merck, 106541) 0,059

. Fenol (Merck, 100206) 19

. dH20 100 ml

Sodyum nitroprussit ve fenol 100 ml saf su da ¢oziilerek fenol-sodyum

nitroprussit ¢ozeltisi elde edilmistir.

Alkali hipoklorit cozeltisi (Sigma, A1727):

. NaxHPO4.2H.0 44749
. Sodyum hipoklorit 1ml
. dH20 100 ml

Disodyum hidrojen fosfat tartilarak 100 ml saf suda c¢oziildiikten sonra
icerisine 1 ml sodyum hipoklorit eklenerek alkali hipoklorit ¢ozeltisi

hazirlanmigtir.

Karbonik anhidraz enzim aktivitesi belirlemede kullanilan cozeltiler

Tris tamponu (50 mM, pH 8,5):

89



. Trisma Base (Sigma, T1503) 0,6055 g

. dH20 100 ml

Trisma base (markasi) hassas terazide tartilarak 50 ml saf suda ¢oziilmiistiir.
Daha sonra ¢o6zelti pH’s1 HCI kullanilarak pH 8,5’e ayarlanmistir. Son hacim

100 ml olacak sekilde saf su ilavesi yapilarak ¢ozelti hazirlanmistir.

p-NPA (4-nitrofenil asetat) (1 mM):

. 4-nitrofenil asetat (p-NPA) (Sigma, N8130) 0,0091 g

. %100 asetonitril (Merck, 100030 50 ml

4-nitrofenil asetat hassas terazide tartimi yapildiktan sonra 50 ml %100

asetonitril i¢inde ¢oziilerek ¢cozelti hazirlanmstir.

Western blot analizinde kullanilan cozeltiler

10X Elektro Cozeltisi:

. Glisin (Multicell, 800-045-LG) 729
. Trisma Base (Sigma, T1503) 15¢
. dH20 500 ml

72 g Trisma base (markasi) ve 15 g Glisin (marka) hassas terazide tartilarak

500 ml saf suda ¢Oziilmiistiir.

1X Elektro Cozeltisi:

. SDS (Sigma, L3771) 1lg
. 10X Elektro Cozeltisi 100 ml
. dH20 900 ml
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SDS ve 10X Elektro ¢ozeltisi karistirilmis ve ¢ozelti 1000 ml’ye distile su ile

tamamlanmustir.

Transfer Cozeltisi:

. Metanol (Merck, 822283) 200 ml
. 10X Elektro Cozeltisi 100 ml
. dH20 700 ml

Cozelti icindeki tiim maddeler soguk olacak sekilde belirtilen hacimlerde

eklenerek 1000 ml’lik transfer ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Stok Ayirma Cozeltisi (1,5 M Tris-HCI, pH 8.8):

. Trisma Base (Sigma, T1503) 18,15¢g

. dH20 100 ml

18,15 g Trisma base Oncelikle 60 ml distile su ile ¢ozlilmiistiir. Cozelti pH’s1
10 M HCI ¢ozeltisi ile pH 8,8’e ayarlanmis ve son hacim dH20 100 ml’ye

tamamlanmustir.

Stok Sikistirma Cozeltisi (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8):

. Trisma Base (Sigma, T1503) 69

. dH20 100 ml

6 g Trisma base Oncelikle 40 ml distile su ile ¢oziilmiistiir. Cozelti pH’s1 10
M HCI ¢ozeltisi ile pH 6,8’e ayarlanmis ve son hacim dH20 100 ml’ye

tamamlanmistir.

Stok Jel Cozeltisi (%30 T, %2.67 C):

. Akrilamit (Merck, 110784) 29,29

. Bisakrilamit (Amresco, 0172) 0,89
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. dH20 100 ml

Akrilamit az suda ¢Oziilmiis ve iizerine bisakrilamit eklenmistir. Son hacim

dH20 100 ml’ye tamamlanmustir.

%10 SDS:
. Sdoyum Dodesil Siilfat (SDS) (Sigma, L3771) 10¢g
. dH20 100 ml

SDS oncelikle bir miktar distile su ile ¢oziilmiistiir. Son hacim dH>O 100

ml’ye tamamlanmistir.

%10 APS (Amonvum Persiilfat):

. Amonyum Persiilfat (Sigma, A3678) 01g
. dH.O 1ml

Deney esnasinda kullanmadan hemen 6nce 0,1 g APS tartilarak 1 ml distile

suda coziilerek taze olarak hazirlanmstir.

4X SDB (Ornek seyreltme cozeltisi):

. 1 M Tris-HCI (pH 6,8) 2,5ml
. Gliserol (Merck, 356352) 4 ml
. B-merkaptoetanol (Merck, 444203) 2ml
. SDS (Sigma, L3771) 0,89
. Bromfenol mavisi (Serva, 15375.01) 1mg
. dH20 10 ml
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Yukarida verilen tiim bilesenler sirasiyla eklenmistir. Cozeltinin son pH
degeri 1 M HCI kullanilarak pH 6,8’e ayarlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti -80

°C’de saklanmustir.

TBST (Tris Buffer Saline Tween 20):

. 1 M Tris-HCI (pH 7,4) 20 ml

. NaCl (Merck, 31434) 29,44 g
. Tween 20 (Chem Cruze, sc-39113C) 0,5ml

. dH20 1000 ml

Tiim kimyasallar ve ¢ozeltiler sirasiyla eklenmis ve son hacim 1000 ml

olacak sekilde distile su eklenerek ¢ozelti hazirlanmistir.

Bloke Cozeltisi:
. Yagsiz siit tozu (Bioshop, SK1400.1) 50
. TBST 100 ml

5 g yagsiz siit tozu TBST ¢ozeltisi iginde ¢oziilerek bloke c¢ozeltisi

hazirlanmigtir.

ALP (Alkalin fosfataz) Substrat Cozeltisi:

. 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 2,67 ml
. 1 M NaCl (Merck, 31434) 4 ml

. 100 mM MgCl, (Merck, 105833) 820 ul
. 100 mM ZnCl; (Carlo Erba, 393007) 40 ul

. Diethanolamin (Sigma, D8885) 96 ul

. NBT (Nitrotetrazolyum mavi klorit) (Biomatik, A4120) 0,0122 g
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. Sature Tris 2,5ml

. BCIP (5-Bromo-4-Kloro-3-indolil) (Sigma, B6149) 0,0054 g
. Fenazin (Sigma, P9625) 270 pl
. dH20 40 ml

Tris, NaCl, MgCl,, ZnCl,, Diethanolamin ve NBT sirasiyla ilave edildikten
sonra ¢oOziinlinceye kadar az miktarda distile su konulmus ve ¢ozelti pH ‘st
9,45’e sature Tris ile titre edilmistir. Cozelti hacmi 38-39 ml olacak sekilde
dH20 eklenmis ve sonrasinda Sature Tris ile pH 9,55 e ayarlanmustir.
Sonrasinda karanlik otramda sirasiyla BCIP ve fenazin eklenmis manyetik

karistirict ile karistirilarak homojen ALP substrat ¢ozeltisi elde edilmistir.

94



