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MICP Son yillarda ortaya c¢ikan zeminlerin biyolojik iyilestirmesi teknigi diger
Biyolojik zemin tekniklerden farkli olarak mikroorganizmalar kullanilarak yapilabilmektedir.
iyilestirme teknigi Mikroorganizmalar kullanilarak yapilan bu yeni yaklasim ile zeminlerin birgok
Viridibacillus ozelligi iyilestirilebilmektedir. Diger iyilestirme tekniklerinden daha gevreci olmasi
arenosi ve yeni bir konu olmasi bu alandaki ¢alismalari artirmustir. Literatiirde mevcut birgok

calismada silis kumu ve Bacillus pasteurii bakterisi kullanilmistir. Bu ¢aligmamizda
literatiirden farkli olarak Viridibacillus arenosi bakterisi kullanilmustir. Farkli ¢ap
araliklarinda zeminler (Kaba kum, Kaba kum — ¢akil karigim1 ve silis kumu) %50
rolatif sikilikta kaliplara yerlestirilmistir. Biyolojik zemin iyilestirmesi {izerine farkli
besiyerlerin etkisi SEM ve XRD analizleriyle incelenmis ve iyilestirilmis silis kum
zemini lizerinde serbest basing deneyi yapilmistir. Sonug olarak kaba kum ve kaba
kum — cakil zeminlerinde farkli besiyerlerin biyolojik iyilestirmeyi etkiledigi
goriilmistiir. Silis kumunda 25,5 kPa serbest basing dayanimi elde edilmis SEM ve
XRD analizleri ile olusan yapilarin kalsit ve vaterit oldugu belirlenmistir.

The Observation into the Effect of Viridibacillus Arenosi Bacteria on Soil
Environment in Biological Improvement of Soils

Keywords: Abstract

MICP The technique of biological improvements of soils that has emerged in recent years
Microbially may be achieved by using microorganisms in difference to other techniques. With
Induced Calcite this new approach that is achieved by using microorganisms, several characteristics
Precipitation of soils may be improved. Studies in this field have become more prevalent as this
Viridibacillus technique is more environment-friendly then other improvement techniques, and it
arenosi is a novel topic. Silica sand and the bacterium Bacillus pasteurii were used in many

studies in the literature. In this study, we used the bacterium Viridibacillus arenosi
in difference to the literature. Soils with different spaces (coarse sand, coarse sand -
gravel mixture and silica sand) were placed into molds with a relative densities of
50%. The effects of different broth media on biological soil improvement were
examined through SEM and XRD analyses, and a unconfined compressive strength
experiment was carried out on the improved silica sand soil. As a result, it was seen
that different broth media affected biological improvements in coarse sand and
coarse sand - gravel soils. 25.5 kPa of unconfined compressive strength was achieved
in the silica sand, and it was determined that the structures that were formed with the
SEM and XRD analyses were calcite and vaterite.
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1.  GIRIS

Son yillarda endiistri, sanayi ve insaat sektoriindeki hizli gelismeler sonucunda imara yeni yerler agilmis, ingaat
sahalar1 genislemis boylece zayif zeminler iizerine yapilar insa edilmek zorunda kalinmustir. Zayif zeminler
genellikle diisiik dayanim ve yiiksek sikisabilirlik karakteristiklerine sahiptirler[1], [2]. Kullamima uygun ingaat
sahalarinin azalmasiyla birlikte farkli zemin iyilestirme metotlari gelismis ve bu metotlar kullanilarak zayif
zeminler iyilestirilmis ve lizerine yapilar insa edilebilmistir. Ancak zemin iyilestirme metotlari ¢evre sorunlarini
da birlikte getirmistir. Son yillarda zemin iyilestirme metotlarma farkli bir yaklagim olarak biyolojik zemin
iyilestirme teknigi ortaya ¢ikmistir. Bu teknigin diger iyilestirme tekniklerine gore birgok avantaji bulunmaktadir.
MICP (Mikrobiyal kaynakli kalsit ¢okelmesi) kullanilarak yapilan iyilestirme yemyesil, siirdiiriilebilir ve doga
dostu bir teknik olarak bize iyi bir gelecek vaat etmektedir [3]. Ayrica mikrobiyal zemin iyilestirmenin maliyetinin
(0,5$ -9 $ /m?®) kimyasal enjeksiyon teknigine (2$ - 72$ /m?) gére oldukg¢a ucuz oldugu belirtilmistir [4] .

Bakteri gruplarma bagli olarak farkli mikrobiyal CaCOs olusum mekanizmalari bulunmaktadir. Bunlar
fotosentetik mikroorganizmalar tarafindan siyanobakteriyel fotosentez, siilfat indirgeyen bakteriler tarafindan
stilfat indirgenmesi, nitrat indirgeyen bakteriler tarafindan denitrifikasyon, amonifikasyon ve iirolitik bakteriler
tarafindan gergeklestirilen iire hidrolizi olarak siralayabiliriz [5].

Biyolojik zemin iyilestirmesi diger bir degisle Kalsiyum karbonat ¢okelmesi reaksiyonu bir dizi kimyasal iglemler
sonucunda gergeklesmektedir. Sivi besiyerinde bakteri araciligi ile ger¢eklesen reaksiyon sonucunda amonyum ve
karbonat (1) olugmaktadir [6].

CO(NH;); + 2H,0 mmmms) 2NH,* + COz> 1)

Kiiltiir ortamina CaCl, stok ¢ozelti eklendiginde (Sekil 1) gergeklesen reaksiyon sonucunda olusan karbonat
iyonlar kalsiyum ile reaksiyona girerler ve pH degerinin yiikselmesi ile kalsiyum karbonat ¢cokelmesi (2) meydana
gelir [6].

Ca,* + COs* mmmmmp CaCOsy @

Sekil 1. Mikroorganizmada olusan iire enzim aktivitesi tarafindan baglatilan kalsiyum karbonat ¢6keltisi mekanizmasi [7]
*(A) Ca iyonlarmin bakteriye tutunmasi. (B) Biitiin hiicrenin kapsiillenmesi. (C) Kalsiyum karbonat ¢dkelmesinin
sonlanmast.

Reaksiyon sonucunda farkli kristal yapiya sahip CaCOs olusumunu tespit etmek amaciyla SEM (Taramali Elektron
Mikroskobu) ve XRD (X-Isin1 Kirinimi) analizleri yapilabilir. Sekil 2°de SEM mikrografinda kalsiyum karbonatin
(CaCO03) 3 farkli bigimi goriilmektedir.

43



Zeminlerin Biyolojik Iyilestirilmesinde Viridibacillus Arenosi Bakterisinin Zemin Ortamia Olan Etkisinin BUFBD 1-1,2018
Gozlemlenmesi

g w
Sekil 2. Uc farkl1 kalsiyum karbonat polimorfu SEM gériintiileri (a) aragonit, (b) vaterit, (c) kalsit [8]

MICP uygulamasi ile zeminlerin birgok 6zelligi iyilestirilebilmektedir. Biyolojik uygulamanin baslica etkileri,
kum ve kilde sikiligin ve kesme dayaniminin artirilmasi, kumda permeabilitenin diisliriilmesi, killi zeminlerde
sikisabilirligin azaltilmasi, kumlarda sivilasma direncinin artirilmasini igermektedir [9]. Literatiirde zeminlerin
biyolojik iyilestirmesinde kullanilan farkli birkag bakteri bulunmaktadir. Kalsiyum karbonat olusumunda
literatiirde yapilan birgok ¢aligmada Bacillus pasteurii bakterisi kullanilmistir [10-17]. Bu ¢alismada literatiirden
farkli olarak Viridibacillus arenosi bakterisi kullanilmistir. Farkli besiyerleri ve farkli graniilometriye sahip
zeminler kullanilarak sonuglar1 analiz edilmistir.

2. MATERYAL ve METOD

2.1. Deneylerde Kullanilan Zemin

Deneylerde farkli zeminler farkli ¢ap araliklarinda (kaba kum, kaba kum- ¢akal, silis kum) hazirlanarak kaliplara
yerlestirilmis ve uygulamalar yapilmigtir. ASTM E 11 standardina gore yapilan elek analizine gore zeminlerin tane
cap1 dagilim egrisi Sekil 3’te verilmistir. Tim zeminler kaliplara %50 rolatif sikilikta yerlestirilmistir.
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Sekil 3. Uygulama yapilan zeminlerin graniilometri egrileri

2.2. Bakteri ve Siv1 Besiyeri

Kalsiyum Karbonat reaksiyonunun gergeklesmesi igin yiiksek iireaz aktivitesine sahip presipitasyonda rol aldigi
bilinen gram pozitif in vitro kalsiyum karbonat ¢&ktiirebilen Viridibacillus arenosi K64 izolati kullanilmstir. ilgili
izolatin daha 6nce magaralardan elde edilmis ve kalsiyum karbonat ¢okeltisi olusturdugu tespit edilmistir. Bu
bakteri gram pozitif 6zellige sahip topraktan izole edilebilen bir 6rnek olup endospor olusturma yetenegi nedeni
ile de olduk¢a dayaniklidir. Mikroskoptaki goriintiisii gubuk seklinde olup boyutlar1 yaklasik 1 mikron ¢apinda 2.5
mikron boyundadir. Bakterinin tanis1 16S rDNA dizi analizleri kullanilarak yapilmistir. Atatiirk Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimiindeki Molekiiler Biyoloji ve Bakteriyoloji Laboratuvarindan temin edilmistir. Stvi
besiyeri olarak Cizelge 1’de yer alan Growth medium (DB), Biodeposition (DB) ve SF kullanilmistir. Her sivi
besiyeri i¢in kontroller zeminlere uygulanmistir. Besiyerleri hazirlandiktan sonra 0,22 pm filtreden gegirilerek
steril edilmistir. Tiim islemler steril ortam sartlarinda uygulanmaistir.

Cizelge 1. Kalsiyum karbonat ¢okelmesi reaksiyonunda kullanilan farkli sivi besiyerleri [18]

isim Besleyici Ogeler  Konsantrasyon pHa  Referanslar
Nutrient broth 3glL?
Urea 20gL? Stocks-Fischer
SFPe CaCl,.2H,0 1,4-56g L% 6 etal. (1999)
NH,CI 10gL* [19]
NaHCO; 2,12gL?
GrO\.Nth Yeast extract 20gL? Whiffin (2004)
Medium Urea 209 L 7 [13]
(DB)
. " a De Belia and
Blodeggsnwn c CLfreZaH o ég g t‘l 7 De Muynck (
(DB) aCl2H, 9 2008) [20]

2.3. Uygulama Yoéntemi

Stv1 besiyeri belirlenmesinde oncelikle literatiirdeki ¢aligmalar incelenmistir. Segilen sivi besiyerlerine bakteri
asilamasi yapilmis ve inkiibe edilmistir. Elde edilen kiiltiirler farkli zeminlere uygulanarak sonuglari incelenmistir.
Zeminler farkli ¢ap araliklarinda (kaba kum, kaba kum- ¢akil) hazirlanarak plastik kaliplara %50 rélatif sikilikta
yerlestirilmistir (Sekil 4). Kiiltiir ortamu1 ve ¢imentolama soliisyonu (2/100 mL CaCly) numunelere asilanmistir.
Literatiirde mevcut ¢alismalarin bircogunda silis kumu kullanilmigtir. Bu ¢alismada da ayrica benzer sekilde silis

45



Zeminlerin Biyolojik Iyilestirilmesinde Viridibacillus Arenosi Bakterisinin Zemin Ortamina Olan Etkisinin BUFBD 1-1,2018
Gozlemlenmesi

kumu kullanilmigtir. Silis kum numuneleri 5 cm i¢ gapli PVC kaliplara 10 cm yiiksekliginde %50 rolatif sikilikta
yerlestirilmistir (Sekil 5). Bakteri kiiltiirii zemine eklenmis ve zemin doygun hale gelince alttan stiziilmiistir.
Siiziilen kiiltiir tekrar zemine verilerek kiiltiiriin zeminin her noktasina ulagsmasi amaglanmaistir. Daha sonra 2/100
oraninda CaCl; stok ¢ozelti eklenmistir. Kimyasal reaksiyonun devam etmesi igin 14 giin sonra tekrar sivi besiyeri
ve CaCl, stok ¢ozelti eklenmis ve 28 giin sonunda numuneler incelenmistir. Biyolojik iyilestirme sonucunda
olusan yapilarin degerlendirilebilmesi amaciyla SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) ve XRD (X-Ray Kirmnimi)
analizleri yapilmistir. Ayrica serbest basing dayanimi belirlenmistir.

Sekil 5. Silis kumu deney diizenegi

3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1.  Sivi Besiyeri Analizi

Uygulama yapilan zeminler ve kullanilan besiyerleri Cizelge 2’de verilmistir. Kiiltiir uygulamasi yapilan
zeminlere sonrasinda 2/100 CaCl, uygulanarak reaksiyon gergeklestirilmistir. Uygulama sonuglar1 kaba kum,
kaba-kum ¢akil karigimlarinda 14 giin silis kumunda ise ¢evrim yapildigi i¢in 28 giin sonra incelenmistir.

Cizelge 2. Deney Uygulama Cizelgesi

No Zemin Tiirii Siv1 Besiyeri No Zemin Tiirii Sivi Besiyeri
1 Kaba Kum Growth Medium (DB) 8 Silis kumu SF

2 Kaba Kum-Cakil Growth Medium (DB) 9 Silis kumu SF

3 Kaba Kum Biodeposition (DB) 10 Silis kumu SF

4 Kaba Kum-Cakil Biodeposition (DB) 11 Silis kumu SF

5 Kaba Kum Growth Medium (DB) 12 Silis kumu SF

6 Kaba Kum-Cakil Growth Medium (DB) 13 Silis kumu SF

7 Kaba Kum-Cakil Biodeposition (DB)
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Cizelge 2°de 3 ve 4 nolu numunelerde iyilesme gozlemlenmistir. 4 nolu kaba kum-gakil zemin karsimi
kohezyonsuz oldugundan dogal sartlarda taneler birbirine tutunamamaktadir. Ancak uygulama sonrasinda Sekil 6
(b) ve (c) ‘de goriildiigii gibi taneler arasinda ¢imentolanma gerceklesmistir. Cizelge 2’de 3 nolu kaba kum
numunesinde de aymi sekilde zemin taneleri arasinda ¢imentolanma goriilmistir (Sekil 6(a)). Buradan
Biodeposition (DB) sivi1 besiyerine V. arenosi bakterisinin asilanmasi ve inkiibasyonu ile kaba kum ve ¢akil
karigimi zeminlerin iyilestirilebilecegi goriilmektedir. Sadece sivi besiyeri eklenen numunelerde herhangi bir
iyilesme gozlemlenmemistir.

Sekil 6. Uygulama Sonug:a (a) 3 nolu numune, (5) 4 nolu numune, (c) 4 nolu numune (zemin tanelerinin birbirine
tutunmasi)

Silis kum ftizerinde yapilan uygulamalarda diger numunelerden farkli olarak icerigi Cizelge 1°de verilen SF sivi
besiyeri kullanilmigtir. SF sivi besiyerinin se¢iminde i¢eriginde bulunan nutrient broth kimyasalinin da etkisi
olmustur. Bir¢ok c¢alismada kullanilan nutrient broth, uygulama soliisyonuna eklendiginde bakterinin yagsama
yetenegini ve bilylimesini siirdiiriilebilir hale getirmektedir [21] . Silis kum numuneleri Sekil 5’te verilen deney
diizeneginde kaliplara yerlestirilmistir. Sekil 7°de goriildiigii gibi 1 nolu numunede iyilesme gozlemlenmis kontrol
olarak sadece besiyeri uygulanan numunelerde iyilesme goriilmemistir.

Sekil 7. Uygulama yapilan numune sonuglari (a) 1 nolu numune, (b) 2, 5, 6 nolu numune

3.2.  SEM Analizi Sonuclari

Uygulama yapilan silis kum numunelerden Sekil 7(a)’ da yer alan 1 nolu numune {izerinde SEM analizleri yapilmig
ve sonuglar1 incelenmistir. Sekil 8’de uygulama yapilmayan silis kum numunenin goriintiisii bulunmaktadir. Sekil
9’da sadece sivi besiyeri uygulanan kiiltiir ortaminda sadece tuz kristallerine rastlanmistir baska bir olusuma
rastlanmamustir.
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Sekil 8. Uygulama yapilmamis kum zemin SEM analizi (400x)
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an zemin 1000x, (c)

Sekil 10. Uygulama sonucu SEM goriintiileri (a) uygulama yapilan zemin 500x, (b) uygulama yapil.
olusan yapilar 1000 x, (d) olusan yapilar (3000x)

Uygulama sonucunda olusan yapilar Sekil 10°da verilmistir. Sekil 10(a) ve (b)’ye bakildiginda biyolojik
iyilestirme sonucunda taneler arasinda baglayici bir yap1 olusmustur. Sekil 10(c) ve (d) incelendiginde Sekil 2’de
gorildiigii gibi olusan yapilarin kalsit ve vaterit oldugu goriilmektedir.

3.3. XRD Analizi Sonuclari

Sekil 11°da uygulama yapilan ve yapilmayan zeminlerin XRD analiz sonuglar1 verilmistir. XRD analiz sonuglarina
gore uygulama yapildiktan sonra kalsit ve vaterit piklerinde artiglar goriilmiistiir.
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Sekil 11. (a) Uygulama yapilan kum zemin XRD sonuglari (b) uygulama yapilmayan zemin XRD sonuglart

3.4.

Serbest Basin¢ Deneyi Sonuclari

SF besiyeri kullanilarak hazirlanan silis kum numune iizerinde ASTM D 4219-02 standardina uygun olarak serbest
basing deneyi yapilmistir. Kirllma anindaki gerilme 25,5 kPa olarak hesaplanmistir. Serbest basing deneyine ait
bir fotograf Sekil 12°de verilmistir.
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4. SONUCLAR

Yapilan bu ¢alismada V. arenosi bakterisi kullanilarak zeminlerin biyolojik iyilestirmesi aragtirilmustir. Literatiirde
mevcut ¢calismalarda ¢cogunlukla silis kumu kullanilmistir. Caligsmamizda silis kum zeminle beraber farkli ¢aplara
sahip zeminler iizerinde de uygulama yapilmistir. Farkli ¢aplarda hazirlanan zemin numunelerinde yapilan
uygulama ile biyolojik olarak iyilestirmenin bu zeminlerde de basarili sonuglar verebilecegi goriilmiistiir. Ayni tiir
zeminlerde farkli besiyerleri kullanilmig ve besiyerinin uygulama sonuglarini etkiledigi goriilmistiir. Silis kum
tizerinde yapilan uygulamalarda ise 25,5 kPa basing dayanim degeri elde edilmis ve reaksiyon sonrasinda olusan
yapilar incelenmigtir. Taneler arasinda olusan bu yapilar tanelerin arasini doldurmus ve birbirine baglamistir. SEM
analizlerinde bu yapilarin vaterit ve kalsit oldugu belirlenmistir. Sonug olarak V. arenosi bakterisi kullanilarak
biyolojik zemin iyilestirmesinin yapilabilecegi goriilmektedir. Yapilacak detayli analizlerle daha iyi sonuglarin
alinabilecegi diisliniilmektedir.
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