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Recent research in the field of concrete materials suggested that it might be possible to develop a smart
cement-based material that is capable of remediate cracks by triggering biogenic calcium carbonate (CaCO3)
precipitation. This paper summarizes a study undertaken to investigate the self-healing efficiency of
Sporosarcina pasteurii (S. pasteurii) cells immobilized on both diatomaceous earth and pumice, to
remediate flexural cracks on mortar in early ages (28 days after mixing).

Figure A. Visual analysis of the cracks in 28-day old specimens (a) Stereomicroscopy image of sample containing
bacterial cells and DE (b) Stereomicroscopy image of sample containing bacterial cells and pumice(c) SEM image of
sample containing bacterial cells and DE (d) SEM image of sample containing bacterial cells and pumice

Purpose: Throughout the literature, studies showed that among several alternatives such as diatomaceous
earth (DE), metakaolin, zeolites and expanded clay could be suitable for protection of the bacteria based on
their effects on compressive strength and setting, in particular DE was found to be effective in self-healing
of cracks. A correct choice of the protection barrier and application methodology are of crucial for further
development of self-healing concrete. This study presents a comparative study on the possible use of a
mineral additive (DE) and a porous lightweight aggregate (pumice) as a protective barrier for bacterial cells.

Theory and Methods:

To obtain a two-phase bio additive, half of the minerals were saturated with a nutrient medium consisting
of urea, corn-steep liqueur (CSL) and calcium acetate and the cells with immobilized to the other half
without nutrients. Screening of the healing process was done with stereomicroscopy imaging, ultrasonic
pulse velocity (UPV) analysis and water absorption testing.

Results:

Cracks with an average width of 0.4 mm in 28-day old mortar specimens were almost completely filled by
bio-based precipitate depending on the curing regime. Cracks were sealed even in sample including
relatively smaller dosage of nutrients and bacterial cells in presence of moisture. Moreover, the duration of
crack healing was approximately 21 days, which was almost half of the duration to remediate the cracks
when cells were directly incorporated to the mix.

Conclusion:
With this approach, the cracks on mortar surface were sealed and the water absorption capacity of the so-
called self-healed mortar decreased compared to its counterpart cracked mortar samples.
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e  (Cimento-esasl harglarda olusan catlaklar biyomineralizasyon ile onarilmigtir
e  Bakteri hiicreleri ponza ve diyatomlu toprak iizerine sabitlenmistir
e Catlak onarimi ile beraber numenelerin su emme kapasitesinde ortalama %40 azalma olmustur
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Beton yapilarin hizmet 6mriinii etkileyen en 6nemli faktdrlerden biri erken yasta olusan catlaklardir. Son
yillarda yapilan arasgtirmalar kendiliginden iyilesen ¢imento-esasli malzemeler ile kilcal catlaklarin
onartlmasinin miimkiin oldugunu gostermistir. Bu amagla kullanilabilecek en yenilik¢i yontemlerden biri
biyomineralizasyondur. Bu reaksiyonda mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerin sonucu {iriin olarak
kalsiyum karbonat (CaCOs) olusur ve olusan CaCOs ¢okeltisinin catlaklari doldurmasi ile kendiliginden
iyilesme elde edilir. Literatiirde yapilan caligmalar sonucunda farkli yontemler ile har¢ igine katilan
mikroorganizmalarin (bakterilerin), beton i¢inde uzun siire canli kalabildikleri, harg¢ yiizeyinde olusan mikro
boyuttaki ¢atlaklar1 onarabildigi ve gegirgenligin azaltildigi gézlemlenmistir. Bu yontemler ¢ogunlukla
bakterilerin beton igine katilirken organik ya da sentetik kapsiiller i¢ine enjekte edilerek korunmasini
icermektedir. Bu c¢aligmada harglarda kendiliginden iyilesmenin saglanabilmesi i¢in maliyeti diisiik ve
stirdiiriilebilir bir malzeme ile birlestirilip toz halinde bir biyolojik katki malzemesi elde edilmesi
amaglanmaktadir. Bu ¢alismada ¢atlaklarda biyomineralizasyonun saglanmasi i¢in Sporosarcina pasteurii
hiicreleri diyatom ve ponza lizerine sabitlenmistir. Numuneler, {iretimden 28 giin sonra servo-hidrolik
deplasman kontrollii bir cihaz kullanilarak ¢atlatilmistir. Ardindan numunelere su ve besi yeri olmak tizere
2 farkl kiir uygulanmigtir. Bakteri-mineral birlesiminden olan biyolojik katkiy1 igeren numunelerde, kiir
ortamu fark etmeksizin, 2 hafta iginde %80 oraninda kapanma gozlemlenmistir. Catlaklarin onarilmasindan
sonra su emme kapasitelerinde belirgin bir azalma belirlenmistir.
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Microracks are one of the main reasons for a decrease in service life in concrete structures. Recent research
in the field suggested that it might be possible to develop a smart cement-based material that is capable of
remediate cracks by triggering calcium carbonate (CaCOs) precipitation. Throughout the literature, studies
showed that there could be various alternatives to incorporate the microorganisms (bacterial cells) where the
cells could remain viable for a defined period and self-heal the cracks resultign with a decrease in
permeability. These methods often involve encapsulation of bacterial cells in organic or synthetic capsules
before incorporation to the mix. This study aims to develop a sustainable and cost-efficient bio-based addive
to trigger self-healing in cement-based composites.To achieve this goal, Sporosarcina pasteurii cells were
immobilized on diatomaceous earth (DE) and pumice. At the end of the 28th day of mixing, the samples
were cracked using a servo hydraulic displacement-controlled device. Two different curing regimes, water
and nutrient medium, were applied after crack formation. Self-healing was achieved in samples containing
bio-based additive regardless of the curing regime. In average, 80% crack sealing was attained after 2 weeks
of curing. There was a significant decrease in water absorption capacity upon crack healing.
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1. GIRIS (INTRODUCTION)

Beton yapilarda ¢atlak olusumu dayanikliligi olumsuz yonde
etkileyen en onemli faktdrlerden biridir. Beton yiizeyinde
ozellikle erken yasta olugan catlaklar betonun gegirgenligini
arttirtr, dayanimini diigiiriir, dolayisi ile hizmet Omriinii
kisaltir. Betonda catlak onarimi i¢in kullanilan klasik
yontemlerde (6rn: epoksi enjeksiyonu), onarim malzemesi
catlak yiizeyine uygulanir ve genis ¢atlaklarin igine niifuz
edebilmektedir. Bununla beraber mikro ¢atlaklarda bu
malzemelerin uygulanmasi ve catlaklarin derinliklerine
ulagabilmesi zordur. Son yillarda yapilan c¢alismalarda,
biyomineralizasyon ile ¢imento-esasli malzemelerde erken
yasta (28 giinden Once) olusan mikro catlaklarin
kendiliginden iyilesme ozelligi ile onarimmin miimkiin
oldugu  gorilmiistir [1, 2]. Biyomineralizasyon,
mikroorganizmalarin iire hidrolizi, demir indirgenmesi,
fotosentez, denitirifikasyon gibi metabolik aktivitelerinin
mineral olusumunu tetikledigi bir biyokimyasal reaksiyonlar
zinciridir  [3]. Bu reaksiyonlarla ile elde edilecek
minerallerin listesi uzun olmasina ragmen ¢imento esasl
malzemelerde sik¢a kullanilan iire hidrolizi sonrasinda elde
edilen ana iiriin kalsiyum karbonattir (CaCOj;). Ureaz
enzimine sahip ve negatif yiiklii bakteriler, ortamda bulunan
treyi, karbonat ve amonyak olarak  hidrolize
edebilmektedirler. Bakteriler, negatif yiikli yiizeyleri
sayesinde ortamdaki kalsiyum iyonlarini elektrostatik olarak
¢cekmekte ve kalsiyum karbonat ¢okeltisinin yiizeyinde
¢ekirdeklenmesini saglamaktadir [4, 5].

Cimento-esasli malzemelerin igine katilan bakteriler ile
kendiliginden iyilesme yetenegi saglanirken ele alinmasi
gereken Onemli bir nokta mikroorganizmalarin ¢imento
hamuru igerisinde canli kalabilmesinin saglanmasidir.
Cimentonun alkali yapisi ve devam eden hidratasyon nedeni
ile azalan bosluk miktarinin, mikroorganizmalarin canli
kalma olasiligint azaltabilecegi One siiriilmils ve gegmiste
yapilan c¢alismalar biiylik oranda mikroorganizmalarin
¢imento i¢inde canlilifi/dayanimi {izerinde yogunlagmusgtir.
Bu amagla Jonkers vd. [6] calismalarinda canli bakteri
hiicreleri yerine endosporlart ¢imento harci karigim suyuna
katmiglardir. Bu yontem ile ¢imento harci igine katilan
endosporlar 4 aya yakin canli kalabilmislerdir.
Mikroorganizmalarin ¢imento i¢inde canli kalma siiresini
uzatmak amaciyla literatiirde kullanilan bir bagka yontem
ise, hiicrelerin sentetik malzemelerle kapsiil igine
alinmasidir. Wiktor ve Jonkers [1] Delft Universitesi’nde
geligtirdikleri sistem ile endosporlar1 (kalsiyum laktat ile
beraber) kendilerinin irettigi genlestirilmis hafif kil
agregalarin icine enjekte etmislerdir. Catlak olusumunda
ylizeyle beraber kirilan agregalarin igindeki karisim
sayesinde ylizey catlaklari kalsiyum karbonat c¢okeltisi ile
tamamen kapatilmig ve malzemenin  gegirgenligi
azaltilmigtir. Wang vd. [7] yaptiklar1 ¢aligmada bakterileri
sirastyla poliiiretan ve silika jel kapsiillerin i¢ine yerlestirip,
iki farkli sistemin verimliligini karsilastirmiglardir. Silika jel
kapsiillerin bakterilerin metabolik aktivitelerini daha az
etkiledikleri ve ire ayrnigiminin daha fazla oldugu

gozlemlenmistir [7]. Wang vd. (2014a) diger bir
calismalarinda ise endosporlart mikro kapsiiller igerisine
yerlestirip; iire, maya 06ziitii ve kalsiyum nitrat (CaNO3) ile
beraber ¢imento harcinin igine karigtirmiglardir. Bu ¢alisma
ile 0,97 mm genisligindeki gatlaklar onarilmis ve gegirgenlik
azaltilmistir. Yine Wang vd. [8] bakterileri hidrojel igerisine
yerlestirip, har¢ i¢ine karigtirmiglardir. Bu yontem ile 28
giinlik numunelerde 0,5 mm kadar olan ¢atlaklar
kapatilmisgtir. Yapilan aragtirmalarda en iyi performans
inorganik genlestirilmis kil agrega ve hidrojel kullanimi ile
elde edilmistir. Ancak, bu yontemler uygulandiginda harcin
basing dayaniminda azalma gdzlemlenmis olup maliyetinin
yiiksek olmasi ve 6zel is¢ilik gerektirmesi nedeniyle piyasa
sartlaria uyum gosterememistir.

Ancak yapilan ¢alismalarda dogru hiicre se¢imi ve karisim
yontemi ile bakterilerin uzun siire har¢ icinde canl
kalabildikleri ve erken yasta olusan catlaklari onarabildikleri
gozlemlenmistir. Bundur vd. [9] biiyiitildiikleri besiyeri ile
beraber ¢imento harcina eklenen Sporosarcina pasteurii
hiicrelerinin, tretimden 1 sene sonra bile canli
kalabildiklerini gozlemlemistir. Ayrica bu yontem ile
bakterilerin ¢imento hamuru iginde CaCOs iiretebildikleri
[10] ve basing altinda olusan i¢ mikro c¢atlaklarin
onarilabildigi belirlenmistir [11]. Benzer bir yontem Achal
vd. [12] tarafindan kullanilmistir ve besiyeri ile katilan
bakterilerin, ugucu kiil ile hazirlanmis ¢cimento harci ve beton
icinde 28 giinliikk testler sirasinda canli olduklar:
belirtilmistir. Ancak bu yontemlerde de ¢imento hamuru
karigiminda bakteriler i¢in gerekli besiyerinin ¢imento
hamurunun priz siiresini 13 saat kadar uzattig1 belirlenmistir
(Bundur vd. 2015). Bunun sebebi olarak besiyeri igerisinde
kullamlan maya 6ziiti hS (MO) gosterilmistir. Maya
Oziitliniin priz siiresini uzattig1 ve de bakterilerin de ¢imento
hamuruna katilmast ile bu siirenin daha da uzadigi
belirlenmistir [10]. Ardindan, MO kullamimma alternatif
olarak besiyerinde musir maserasyon sivist (MMS)
kullanilmasinin S. pasteurii susunun biiyiimesine olumsuz
bir etkisi olmadigi, priz siiresini kontrol numunelerine oranla
2 saat uzattigi ve har¢ basing dayanimini arttirdigt
bulunmustur [13]. Vejetatif S. pasteurii hiicrelerinin
biyiitildikleri iire-MMS besiyeri ve kalsiyum nitrat ile
beraber ¢imento harci igine katildiklarinda 7 giinliik
numunelerde egilme gerilimi altindan olusturulan 0,2
mm’den kii¢iik ¢atlaklar1 1 ay i¢inde onarabildikleri ve su
emme kapasitesini azalttigi belirlenmistir [14]. Bu yontem
ile g¢atlaklarin onarim gergeklestirilmis olmasina ragmen
bakterilerin biiyiitiildiikleri sulu besiyeri ile har¢ icine
katilmast ilerisi igin biiyiikk hacimli har¢ iretimini
kisitlamaktadir. Bunun yani sira, her ne kadar bakterilerin
harg iginde 1 yila kadar canli kalabildikleri bilinse de [9],
catlak onarmmi i¢in belirli bir konsantrasyonun iizerinde
bakteri gerekmektedir [15]. Bu nedenle hicbir koruma
olmadan eklenen vejetatif hiicreler ile 7. Giinden sonra
onarim saglanmamustir. Literatiirde daha 6nce denenen
inorganik kapsiillerin maliyet ve iscilik gereksinimleri
sebebiyle pratikte kullanimi yine zorlastirmaktadir. Bunun
yerine iilkemizde bol rezervi olan, bosluklu ve harg i¢inde
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kullanimi uygun mineral bulunmaktadir. Literatiirde kisitlt
da olsa bazi dogal mineraller bakteri korumasi igin
kullanilmigtir. Ersan vd. [16] ¢alismalarinda zeolit,
diyatomlu toprak, hava siiriikleyici katki, taneli aktif karbon
ve genlestirilmis kil gibi birden ¢ok inorganik ve organik
malzemeyi bakterileri korumak i¢in kullanmustir. Ancak
aragtirmacilar bu malzemelerin sadece priz siiresine ve
basing dayanimina olan etkilerini incelemek ile yetinmis,
kendiliginden iyilesmeye olan etkilerini belirlememislerdir.
Wang vd. [17] ince taneli diyatomlu toprak, besiyeri ile
bakterilerden olusan bir karisim hazirlaylp har¢ icine
eklemiglerdir. Bu yontem ile catlaklar 40 giin iginde
onartlmis ve kapatilan catlaklar ile su emme kapasitesi
azaltilmustir. Son olarak Alazhari vd. [18], genlestirilmis
perlit agregalar1 bakterileri korumak igin kullanmiglardir.
Aragtirmacilar kullandiklari genlestirilmis perlit agregalarin
belirli bir kismina endosporlari sabitlerken, kalan kisminada
iire ve kalsiyum asetattan olusan soliisyonu yedirmisler ve
agregalar1 sodyum silikat ile kaplamiglardir. Olusturduklart
bu sistem ile, catlak onarimi saglanmig, ancak hicbir
kiirlenme uygulanmayan numunelerde ancak 165 giin
sonunda onarim gergeklesebilmistir. Bu ¢alismada ¢imento-
esasli malzemelerde olugsan catlaklarda kisa siirede
kendiliginden iyilesmenin saglanmasi i¢in dogal mineraller
ve bakterilerden olusan 2- birlesenli biyolojik katki
gelistirilmesi  amaglanmaktadir. Caligma  kapsaminda
bakteriler iilkemizde bolca rezervi bulunan diyatomlu toprak
ve ponza lzerine basit bir yontem ile sabitlenmistir.
Karigimdan 28 giin sonra egilme yiiklemesi ile oluguturulan
catlaklarda biyomineralizasyonun etkileri mikroskopik ve
UPV analizleri takip edilmistir. Catlak onariminin
malzemenin performansina olan etkisi su emme kapasitesi
belirlenerek dl¢iilmiistiir.

2. MALZEME VE DENEYSEL METOT
(MATERIALS AND EXPERIMENTAL METHODS)

2.1. Bakterilerin besi yerinde ¢ogaltilmasi
(Microorganism growth)

Alman mikroorganizma ve hiicre kiiltiirleri koleksiyonundan
(DSMZ) 33 nolu susu olan Sporosarcina pasteurii (S.
pasteurii) steril olarak hazirlanan 0,13 M Tris Bazi, 20 g/L
tire, 10 g/L musir maserasyon sivisi (MMS) ve 10 g/L
sodyum asetat igeren besiyerinde (pH 9), 30°C’de
biiytitiilmiistiir. Hiicre konsantrasyonu Sekil 1’deki grafige
gore mililitrede 10° koloni olusturan birim (KOB /mL)
bakteri kiiltiirii inkiibasyondan alimmistir (ortalama 36 saat
sonra). Ardindan, hiicreler 6300g’de 15 dakika santrifiij
edilerek biyiitiildiikleri besi yerlerinde ayrigtirtlmig ve
sterilize edilmis fosfat ¢ozeltisi (PBS) ile 3 kere yikanmustir.
Hiicreler kullanima kadar 4°C de saklanmustir.

2.2. Koruma igin kullanilan minerallerin karakterizasyonu
(Characterization of immobilization barriers)

Diyatom tanecik boyut dagilimi 1slak dispersiyon iinitesine
sahip bir partikiil bilylikliigl analiz cihazi (Malvern, Hydro
MU 2000 Worcestershire, UK) ile belirlenmistir. Diyatomun
yant sira deneyler sirasinda kullamilan CEM 1 42.5 R
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¢imentosunun da partikiil boyutu analizi yapilmigtir. Ponza
taginin ise tanecik dagilimi elek analizi ile belirlenmistir.

Diyatom ve ponza tasinin su emme kapasitesi asil olarak
ASTM C-128 standart1 6rnek alinarak belirlenmistir. Ancak
diyatomun su emme kapasitesinin belirlenmesi i¢in bu
standart kismen degistirilmistir. Mineral ve agregada su
emme kapasitesini belirlemek igin ilk olarak kuru agirliklari
belirlenmistir. Test i¢in 50 gramlik numuneler 175 g su i¢ine
konularak 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan,
ortalama partikiil boyutuna (20 pm) uygun bir filtre kagidi
kullanilarak siiziilmiis ve numuneler gorsel olarak kurudugu
belirlenene kadar oda sicakliginda tutulmustur (ortalama 6
saat kadar). Benzer bir yaklagim ile ponza tasinin emme
kapasitesi belirlenmistir. Oncelikle ponza tasi tane boyu 300
pum ve 2,5 mm arasinda olacak sekilde ayristirilmistir.
Ardindan, 200g numune 500g su i¢ine konulmus ve 24 saat
oda sicakliginda bekletilmigtir. Sonra, fazla su uygun elekten
(175pum) gegirilerek ayristirilmig ve numuneler gorsel olarak
kurudugu belirlenene kadar oda sicakliginda tutulmustur.
Ardindan, mineral ve agrega numuneler 24 saat boyunca
110°C firinda tutulduktan sonraki agirlik kaybi belirlenmis,
bu su emme kapasitesi ile iliskilendirilmistir. Tablo 1 farkl
diyatom, ponza tas1 ve CEM I 42.5 R ¢imentosu igin
karakterizasyonu degerlerini 6zetlemektedir.

Ayrica kullanilacak minerallerin mikroyapisinin incelenmesi
icin cevresel taramali elektron mikroskopu (FEI-Philips
XL30 Environmental Scanning Electron Microscope with
Field Emission Gun (ESEM) analizi yapilmustir. Sekil 2 kuru
mineral ve ponza taginin goriintiilerini gdstermektedir.

2.3. Hiicrelerin minerallere sabitlenmesi
(Immobilization of cells on minerals)

Cimento-esasli  harglarda  kendiliginden iyilesmenin
saglanabilmesi igin canli bakteri hiicreleri 2 farkli mineral
irerine 2 farkli yontem kullanilarak sabitlenmistir. Sabitleme
igleminin adimlar1 agagidaki sekilde 6zetlenmistir:

(1) Hicreler iire-MMS besi yerinde ~40 saat
biiyiitiilldiikten sonra 6300g’de 15 dakika santrifiij edilerek
besi yerinden ayrilmis ve sterilize edilmis fosfat ¢ozeltisi
(PBS) ile 3 kere yikanmustir. Eger, kullanimdan once
hiicreler 4°C’de (ya da derin dondurucuda) saklanmis ise,
oncelikle oda sicakligina getirilmiglerdir.

(2) Ik sabitleme islemi olarak hiicreler besi yeri olmadan
mineral ya da agregalara sabitlenmistir. ince tanecikli yapisi
nedeni ile 22,5 gram (kullanilacak ¢imento miktarinin %5’1
kadar) diyatom kullanilirken. Tane boyutunun biiyiik olmast
nedeni ile 67,5 gram (kullanilacak kum miktarinin %5’1
kadar) ponza tag1 kullanilmustir.

a.  Iki gram S. pasteurii hiicresi 90 mL steril PBS ve 22,5
gram diyatom iceren soliisyona eklenmistir. Elde edilen
karisim 30°C’de 24 saat 170 rpm’de c¢alkalanmustir.

b. Diyatomun 3 kati kadar ponza kullanildigindan
ponzaya ile hazirlanan numunelerde hiicre miktar1 6 grama
¢ikarilmistir. Bu islemde 6 gram S. pasteurii hiicresi 90 mL
steril PBS ve 67,5 gram ponza tasi igeren soliisyona
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eklenmistir. Elde edilen karigim 30°C’de 24 saat 170 rpm’de
calkalanmustir.

(3) Ikinci sabitleme isleminde minerallerin yaris1 PBS+
hiicre igeren su ile doyurulurken, diger yarisi hiicre
icermeyen besi yeri ile doyurulmustur.

a.  Diyatom ile hazirlanan karisimlarda 1 gram S. pasteurii
hiicresi 45 mL steril PBS ve 11,25 gram diyatom igeren
soliisyona eklenmistir. Benzer sekilde geri kalan 11,25 gram
mineral 45 mL {ire- MMS-KA besi yeri i¢ine eklenmis ve
30°C’de 24 saat 170 rpm’de ¢alkalanmustir.

b. Ponza ile hazirlanan karisimlarda 3 gram S. pasteurii
hiicresi 45 mL steril PBS ve 33,75 gram ponza igeren
soliisyona eklenmistir. Benzer sekilde geri kalan 33,75 gram
agrega 45 mL iire- MMS-KA besi yeri i¢ine eklenmis ve
30°C’de 24 saat 170 rpm’de calkalanmustir.

(4) Her iki yontem ile de elde edilen karigimlar 8 saat
40°C’de kurutulmus ve iizerlerinde kalan fazla su (sivi)
miktar1 hesaplanarak karisim suyundan ¢ikarilmigtir. Besi
yerinde iire-MMS- KA miktar1 sirastyla 20 g/L, 15 g/L ve
10g/L olarak kullanilmustir.

Sekil 3. sabitleme isleminden sonra minerallerden elde
edilen ESEM goriintiilerini icermektedir.

2.4. Cimento harci numunelerin hazrilanmasi ve ¢atlak

olusturulmasi
(Preparation of mortar samples and crack formation)

Cimento-esasli malzemelerde ¢atlak onariminin belirlenmesi
icin CEM 142.5R ¢imento ile ASTM C 305 standardina gore
hazirlanan ¢imento harci numuneler 40 x 40 x 160 mm
boyutunda kaliplara dokiilmiistiir. Karisimlarda su/¢imento
orani 0,45 olarak kullanilirken, karisimlarda EN 196
normlarina uygun standart kum kullanilmistir. Catlak

olusturma swrasmnda numunelerin egilme dayanimini
giiclendirebilmek i¢in 12 mm boyutunda sentetik fiber
kullanilmustir (%1,3 w/w ¢imento). Bu fiber orani istenilen
catlak araliginin kontroliiniin saglanmasi1 daha 6nce yapilan
caligmalarimizda belirlenmistir [19]. Su azaltici miktari
belirlenirken ayn: numune gruplar1 i¢cinde %20 oraninda
sapma ile yayilma elde edilmesi hedeflenmistir. Karigimin
ardindan numuneler yiikleme giiniine kadar nemli odada
tutulmustur. Tablo 2 c¢alismada kullanilan numunelerin
karigim oranlarini 6zetlemektedir.

1,E+10

1,E+09 ¢ ;
1,E+08 ¢ 24§saat
1,E+07 ¢ LI 4 ‘
1,E+06 +

1,E+05 £

1,E+03 ¢

Hiicre Konsantrasyonu (KOB/mL)
L 4

1,E+02 ¢

i
i
1,E404 £
i
1,E+01 4 i

1,E+00

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Zaman (dk.)

SeKil 1. S. pasteurii susunun iire- MMS igeren sulu besi
yerinde hiicre sayisi- zaman grafigi. KOB: Koloni olusturan

birim (Growth profile for S. pasteurii averaged from viable plate counts
(cell concentration vs. time) in urea UCSL media)

Acc.V.=10kV Spot=3.0 Mag=10000X
DET=SE WD=7.38

Acc.V.=10kV Spot=3.0 Mag=10000X
DET=SE WD=10.5

-

Spum

Acc.V.=10kV Spot=3.0 Mag=10000X
DET=SE WD=9.9

Sekil 2. Kullanilan minerallerin ve ¢cimentonun ESEM goriintiileri (a) Ponza (b) Diyatom (c) CEM 1 42.5R Cimento.
Olgek 5 pum (ESEM images of the minerals and cement used in the study (a) Pumice (b) Diatomaceous earth (c) Cement. Scale: Sum)
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Acc.V.=10kV Spot=3.0 Mag=10000X
DET=SE WD=10.6

Acc.V.=10kV Spot=3.0 Mag=10000X

DET=SE WD=10.6

Spm a 2 pm b

Acc.V.=10kV Spot=3.0 Mag=10000X
DET=SE WD=10.9

Acc.V.=10kV Spot=3.0 Mag=10000X
DET=SE WD=10.9

—

5 pm c 2 pm d

Sekil 3. Sabitleme isleminden sonra elde edilen biyolojik katkinin ESEM goriintiileri. Goriintiiler igin kullanilan
mineraller (11,25 diyatom ya da 33,75 gram ponza) belirtilen bakteri miktarini igeren PBS i¢inde tutulmustur; (a)Diyatom
(b) ponza ile hazirlanan biyolojik katk1. Bakteri hiicreleri beyaz ok ile belirtilmistir. Olgek 5 pm

(ESEM images of biological additive after immobilization process. The minerals (11,25 g of diatomaceous earth or 33,75¢g of pumice)were submerged in
PBS solution containing bacterial cells. Biological additive containing (a) diatomaceous earth (b) pumice. White arrows indicate the bacterial cells)

Tablo 2. Kendiliginden iyilesmenin incelenmesi igin hazirlanan numuneler. DE: Diyato Pum: Ponza Tas1; PBS: Fosfat
Cozeltisi; SP: Siiperakigkanlastirici. C: Sadece mineral; Bac: Mineral + PBS + Bakteri; 2P: Mineral + Bakteri + PBS ve
Mineral+ Besi yeri igeren iki birlesenli biyolojik katki igeren numuneleri géstermektedir.

(Samples prepared for self-healing evaluation. DE: Diatomaceous earth; PUM: Pumice; PBS: Phosphate buffer solution; SP: Superplasticizer; C: Only
includes minerals; B: All mineral content was saturated with bacterial cells and PBS; 2P: Bio additive containing bacterial cells immobilized to minerals
with nutrients.)

Numune Cimento (g) Kum (g) Bakteri miktar1 (g) Mineral Miktar1 (g) PBS (g) Besi yeri(g) SP (g) Yayilma %

Kontrol 450 g 1350 g - - - - 3 21+04
DE-C 450¢g 1350 g - 22,5¢g - - 30+04
Pum-C 450 g 1282,5¢ - 67,52 - - 2 25+04
DE-Bac 450¢g 1350 g 2g 22,5¢ 90g - 36+ 0,4
Pum-Bac 450 g 1282,5g 6g 67,5g 90g - ’ 25+0,4
DE-2P 450¢g 1350g 1g 22,5¢g 45g 45g 34+04
Pum-2P 450 ¢g 1282,5g 3¢ 67,5g 45¢ 45g ’ 32+04
Karigimlarda — su/cimento  (s/¢) orami  olarak 0,45 testiyle catlatilmigtir. Test sirasinda yiikleme hizi 0,005

kullamiinustir. Cimento-kum oranmi 1:3’e  kullanilmigtir.

mm/sn olarak kaydedilmistir. Numunelerde ortalama ¢atlak

Karisima diyatom ile saglanan biyolojik katki ¢imento
miktarinin %5°i olarak eklenmigstir. Ponza tast ile hazirlanan
biyolojik katki kullamiminda ise kum miktarmin %5°i katki
ile degistirilmistir.

Karsimdan 28 giin sonra ¢gimento harci kirisler servo-hidrolik
deplasman kontrollii bir cihaz kullanilarak 3 nokta egilme
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genisligi 0,36 £ 0,05 mm olarak belirlenmistir. Her set
numuneye 2 farkl kiir yontemi uygulanmistir. Deneysel
caligmalarda her seri numune igin (6rnegin: DE-2P)
toplamda 9 kiris hazirlanmistir. Bu kiriglerden 3’ ¢atlatilmig
ancak sadece oda sicaklifinda tutularak ortalama 40. giinde
kontrol numunesi olarak 6lgtimleri alinmustir. Sekil 4, egilme
deneyi ve yiik-deplasman grafigini gostermektedir.
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Sekil 5. Bakteri icermeyen numunelerde 28 giinde olusturulan ¢atlaklarda kiirlenme sonrasi kapanma (0,3- 0,4 pm arasi)
(a) DE-C numunesinde 28 giin su kiirlenmesi sonrasi (b) DE-C numunesinde 28 giin besi yeri kiirlenmesi sonrasi (c)
PUM-C numunesinde 28 giin su kiirlenmesi sonrasi ve (d) PUM-C numunesinde 28 giin besi yeri kiirlenmesi sonrasi

¢atlak onarimi. (Crack healing (between 0.3 to 0.4 um) in 28-day old control specimens without any bacterial cells (a) DE-C sample after 28 days of
water curing (b) DE-C sample after 28 days of nutrient medium curing (c) PUM-C sample after 28 days of water curing and (d) PUM-C sample after 28
days of nutrient medium curing)

2.4. Catlak olusumu sonrast numunelerin kiirlenmesi ve

kendiliginden iyilesmenin belirlenmesi
(Curing condition and evaluation of crack healing)

Belirtilen giinlerde catlatilan numunelerin yarisina su ile
kiirlenme uygulanirken, diger yarisina ise iire-MMS-KA
iceren sollisyon ile kiirlenme uygulanmigtir. Kiir
uygulamasinda numuneler 48 saat su/soliisyon igine
batirilirken, 48 saat oda sicakliginda tutulmustur. Toplamda
4 giin siiren bu dongii 7 kere tekrarlanmig ve catlak sonrasi
kiir siiresi 28 giin i¢inde tamamlanmistir. Catlaklardaki
fiziksel kapanma periyodik olarak stereo mikroskop analizi
ve ultrason dalga hizi (UPV) testi ile takip edilmistir.

Stereo mikroskop (Nikon SMZ745T, Japonya) ile elde
edilen resimler Clemex yazilimi incelendikten sonra,
catlaklarda % olarak kapanma miktar1 belirlenmesi i¢in ileri
analizler yapilmigtir. Catlaklarda kapanma oraninin
belirlenmesi i¢in etmek i¢in Java tabanli goriinti igleme
programi  olan “Image]” kullamlmustir. 1lk olarak
mikroskoptan alinan 50X fotograflarin olgekleri pixel/um
diizenlenmistir. Olcegi ayarlanan fotograflara catlagi daha
belirgin hale getirmek amaciyla, 6zellikle ilk catlak 6l¢timii
olan goriintiilerde, “Threshold” filtresinden yararlanilmustir.

Olgiim almaya uygun hale getirilen fotograflardan ilk
catlatma sonrasi1 t=0 olmak iizere, catlak olusumundan 7.,
14., 21. ve 28. Giin sonra ¢atlak boyunca 10’ar adet 6l¢iim
almmustir. Catlak kapanmasimi daha iyi goézlemlemek
amactyla farkli giinlerde alinan 6l¢iimlerin ayni noktalardan
alimmasina 6zen gosterilmistir. Catlak kapanma yiizdesini

hesaplamak i¢in asagidaki Es. 1’deki formiilden
yararlanilmstir.

10, 10
% Catlak Kapanma = Z=1Wi—tnsi V7142128 (1)

10
Yn=1Wi

w_i:ilk catlak dl¢iimii

w_(7.,14.,21.,28.):7.,14.,21.ve 28.glinlerde alinan ¢atlak
Ol¢timleri

Her numune i¢in ¢atlak kapanma orani ayri ayri olarak
hesaplanmigtir. Sonrasinda ayni set igerisindeki ve ayni giin,
kiir kosullarindaki farkli mineraller i¢eren numunelerin
catlak kapanma oranlar1 hesaplanmugtir.

UPV testi icin CONTROLS marka test diizenegi
kullanilmastir. UPV 6l¢limleri kiriglerin uzun olan aksinda
(160mm) uzunlukta yapilmstir. Catlak olusumundan hemen
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sonra baglayan oOl¢iimler, catlak olusturulduktan sonra 0, 7,
14, 21 ve 28. Giinlerde devam etmistir. Olgiimler igin
transdiisorler ile kiris arasinda cihaz freticisi tarafindan
tavsiye edilen jel siiriilmiis ve hava ile temas etmesi
engellenmistir. Catlak onarimint  degerlendirme igin
belirlenen  giinlerdeki UPV  degerinin  ilk ¢atlak
olusturdugunda elde edilen UPV degerine olan fark:
almmugtir (Es. 2).

% UPV degisimi = UPV,_; — UPV,_, 2

Ardindan biyolojik katki malzemesinin kendiliginden
iyilesmeye olan etkisi su emme kapasitesi RILEM 25 PEM
II-6’ya  dayanilarak belirlenmistir (RILEM25 PEM
Commission, 1980). Numuneler kiitle degisimi +%0,1
seviyesine diisene kadar 40°C’de kurutulduktan sonra ¢atlak
olmayan yiizeyler sizdirma yaptirmayacak sekilde parafin ile
kaplanmistir. Ardindan, kuru numune agirliklari 6l¢iildiikten
sonra (Wy), catlak olan kaplanmamis yiizey ise 2+1 mm
yiiksekliginde su banyosu icine yerlestirilmistir. Su
seviyesinin deney sirasinda degismemesi gerektiginden,
gerektiginde su eklenmistir. Periyodik olarak (1, 3, 5, 8, 24,
48, 72 and 120 saat) numuneler su banyosundan ¢ikarilip,
ylizeydeki su temizlendikten sonra, hassas terazi ile
tartilmistir (Wy,). Bu islemler sonunda numunelerin su emme
katsayisi agsagida Es. 3’te belirtilen formiil ile hesaplanmistir:

k(t'?)=W/A 3)

k :su emme kat sayisi (g.cm?.s7?)

0 : Numunede periyodik olarak olgiilen su miktar
(Ww' Wd) (g)

A : Suya batirilan yiizey alan (cm?’)

Su emme deneyinden sonra numuneler ¢atlaklarin gectigi
bolgelerden kirilarak, kirilma yiizeyinde biriken {iriiniin
mikro yapist ESEM analizi ile incelenmistir.

3. SONUCLAR VE TARTISMALAR
(RESULTS AND DISCUSSIONS)

3.1. Catlaklarda kendiliginden iyilegsmenin
degerlendirilmesi (Evaluation of self-healing in cracks)

Bu ¢alisma dogada kolayca bulunabilen diyatom ve ponza
tagina bakteri hiicrelerini sabitleyerek ¢imento-esasli harglar

icin iki birlesenli, kendiliginden iyilesmeyi saglayan bir
katki1 gelistirmeyi amaglamaktadir. Bu nedenle ¢alismanin en
6nemli adimi gelistirilen bu katkinin harg yilizeyinde egilme
gerilmesi altinda olusan ¢atlaklar1 kapatabilme yetenegidir.
Tamamlanan deneysel sonuglara gore bakteri iceremeyen
numunelerde kiir yontemine bakilmaksizin, 60 giinliik
siirede onarim goézlemlenmemistir. Sekil 4, Sekil 5 ve Sekil
6 bakteri icermeyen kontrol serileri (C) ve bakteri iceren
serilerin  (Bac ve 2P) stereomikroskop resimlerini
gostermektedir. Her seriden 3’er kiris incelenmis olup,
hepsinde benzer davranis gozlemlendiginden ayni set
numune i¢in sadece bir numunenin resmi sunulmustur. Sekil
5, 28 giinliik bakteri icermeyen kontrol numunelerini
gostermektedir. Kismen de olsa c¢atlak agzinda mineral
¢cokelmesi gozlemlenmistir.Bu o6zellikle besi yeri kiir
uygulanmas1 numunelerde gozlemlenmistir. Hatta ¢ogu
numunede bu kristal ¢okmesi catlak olusumundan &nce
gozlemlenmistir. Literatiirde daha once yapilan tim
caligmalarda, bu mineraller miimkiin oldugunca bildirilmisti
kendiliginden iyilesme saglayabilen puzolan davraniglari
olan ¢imentomsu malzeme adaylari olarak rapor edilmistir.
Konu ile ilgili olarak, diyatomun igerisindeki yiiksek SiO,
miktar1 sebebi ile puzzolan olarak kullanilabildigi
gozlemlenmistir [20, 21]. Seraj [21], ¢ok ince tanecikli
ponzanin da yavas da olsa reaksiyona girebildigini
gozlemlemistir. Bu minerallerin suya doyurulmus olarak
eklenmesi de i¢ kiirlenmeye neden oldugu diisiiniilmektedir.
Bu sayede, dzellikle daha ¢ok nem hapseden ponza iceren
numunelerde, kisithi miktarda yiizeye kristal olugumunun
tetiklendigi disiiniilmektedir. Ancak, ayni siirede bakteri.
iceren numunelerde gozlemlenen kapanma miktar:
diistiniildiigiinde sadece mineral kullanimi ile catlaklarda
kisa vadede gorsel olarak daha etkini bir ¢atlak onarinin
saglanmast miimkiin géziikmemektedir.

Sekil 6’da gozlemlendigi iizere diyatom iceren numunelerde
iretimden 28 giin sonra catlaklar 6zellikle besi yeri ile
kiirlenme saglandiginda tamamen kapanmustir. Su ile
uygulanan kiirlenmede ise c¢atlaklar kismen kapanmustir.
Burada dikkat edilmesi gereken bir nokta, DE-Bac
numunesinde besi yeri bulunmamasina ragmen sadece su ile
kiirlendiginde bile ¢atlak agzinda kismen CaCOj; ¢okeltisi
olusturabildigidir. Bu kristal ¢okelmesini dogrudan bakteri
kullanimi ile ilisklendirmek ¢ok zordur. Ciinkii, bakteri
hiicrelerinin  CaCOs ¢okeltebilmeleri igin besi yerine,

Sekil 6. Diyatom -bakteri igeren numunelerde 28 giinde olusturulan ¢atlaklarda kiirlenme sonrasi kapanma (0,3 - 0,4 pm
arasi) (a) DE-Bac numunesinde 28 giin su kiirlenmesi sonrasi (b) DE-Bac numunesinde 28 giin besi yeri kiirlenmesi
sonrasi (¢) DE-2P numunesinde 28 giin su kiirlenmesi sonrasi ve (d) DE-2P numunesinde 28 giin besi yeri kiirlenmesi

sonrasi ¢atlak onarimi. (Crack healing (between 0.3 to 0.4 um) in 28-day old samples containing diatomaceous earth and bacterial cells (a) DE-Bac
sample after 28 days of water curing (b) DE-Bac sample after 28 days of nutrient medium curing (c) DE-2P sample after 28 days of water curing and (d)
DE-2P sample after 28 days of nutrient medium curing)
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ozellikle tireye ihtiyaglar1 vardir. Ancak sadece diyatom
iceren DE-C numunesinde gorsel olarak hi¢ bir c¢atlak
onarimi gozlemlenmemistir. Literatiirde, daha 6nce yapilan
caligmalarda metakaolin ve bentonit gibi killerin ¢imento
esasli malzemelerde catlaklarin kendiliginden iyilesmesini
saglamak i¢in kullanildig1 belirtilmistir [22]. Karigimda bu
mineralleri igeren har¢larda olusan kilcal ¢atlaklarda bir sene
boyunca nemli ortamda tutulmalarinin sonucunda kismen ya
da tamamen iyilesme goézlemlenmistir [22]. Benzer bir
etkinin diyatomda da olmasi1 olagandir. Kontrol numunesi
DE-C’de bir onarim goézlemlenmeyip, sadece bakteri igeren
DE-Bac numunesinde nemli kosullarda CaCOs ¢okeltisinin
gozlemlenmesi bakterilerin varligimin bu mekanizmay1
hizlandirdigini gostermektedir. Burada belirtilmesi gereken
bir nokta da su kiirlenmesi uygulanan DE-2P numunesinde
ilk bir hafta iginde ¢atlaklarda %80 {izeri kapanma
gozlemlenirken, ilerleyen siiregte bu kristallerin onarim
stirecinin 7. Giiniinden sonra ¢oziindiigii gézlemlenmistir.
Ancak, takip eden giinlerde onarim devam etmis ve kiir
uygulamasinin 28. Giiniinde su kiirii uygulamasi ile kismen
and besi yeri kiir uygulamasi ile ¢atlagin neredeyse tiim
ylizeyi ¢okelti ile kaplanmigtir. Sadece DE i¢eren numunede
gozlemledigimiz kiir uygulamasinda ¢okeltide olusan
¢oziinmenin nedenlerini anlamak i¢in ileri caligmalar
yapilmaktadir.

Benzer sekilde, ponza ile karigma eklenen bakteriler de
iretimden 28 giin sonra olusturulan ¢atlaklarda
kendiliginden iyilesmeyi saglayabilmiglerdir (Sekil 6).
Literatiirde daha once yapilan caligmalarda
biyomineralizasyonun gergeklesmesi ve c¢atlak onarim
yeteneginin bakteri miktar1 ile dogrudan iliskili oldugu
belirlenmistir [15]. Diyatom kiiciik tane boyu ile daha
homojen bir dagilim saglasa bile ponza kum yerine
kullanilmas: nedeni ile daha fazla miktarda, daha fazla
bakteri icererek eklenmistir. Ponza daha biiyiik tanecikli
olmasi sebebi ile hem karisimda diyatoma gore daha fazla
kullanilmig, hem de ponza ile beraber karigima diyatoma
kiyasla daha fazla bakteri saglanmistir. Benzer sekilde, hem
DE-Bac hem de PUM-Bac numunelerinde bakteri miktari iki
bilesenli 2P numunelerinin iki kat1 kadar kullanilmistir. Bu
sekilde farkli uygulamanin yapilmasinin nedeni “Bac” seri
numenelerde tiim mineraller kullanilarak hiicrelerin
sabitlenmesi gergeklestirilmis iken, “2P” seri numenelerde
hiicreler kullanilan mineralin yarisma sabitlenmistir. Bu

islemde emdirilme sirasinda kullanilan PBS de yariya
diisiiriilmistiir. Bu nedenle “2P” seri numunelerde hiicre
sayist da yariya diisiiriilerek sabitleme isleminde hiicre-
mineral birlesiminin denk tutulmasi hedeflenmistir. Aksi
taktirde, ayni hiicre miktarinin yar1 oranda minerale
sabitlenmesi gerekmekte olup, bu islem sirasinda hiicrelerin
bir kismmin minerallere  sabitlenmeden  bilesende
kalabilecegi diisiiniilmektedir. Sekil 6 ve Sekil 7°deki gorsel
veriler kiyaslandiginda ponza igeren numunelerde bu
dogrultuda c¢atlak kapanmasmin daha etkin oldugu
gozlemlenmistir. Ancak, resimler bahsedildigi tizere 3erli
setlerden temsili olarak secilen numunelerden elde
edilmistir. Tablo 3 mikroskop analizi ile beraber hesaplanan
3 numuneden elde edilen ¢atlak kapanma yiizdelerini
gostermektedir. Bu analize gore, Bac seri numunelerde iki
mineralin de benzer oranda g¢atlak onarmmi saglamasina
ragmen ozellikle az bakteri kullanilan 2P serilerinde diyatom
ile kullanilmas1 daha etkin bir onarim saglamistir. Su kiirii
uygulanan DE-2P numunesinde c¢atlan kapanma orant
muadil Pum-2P numunesine gore %25 daha fazladir.

Daha 6nce, metabolik olarak aktif olan mikroorganizmalarin
yiiksek miktarda DE ile karigtirilarak pasif halde uzun bir
stire tutulabilecegi gosterilmistir [17, 23]. Bu durumda, aktif
S. pasturii hiicrelerinin DE iizerine sabitlenmesi hiicrelerde
benzer bir pasif uyku hali (spor benzeri) saglayabilir ve
numunelerde catlama meydana geldikten sonra, saglanan
besi yeri ile CaCOs'i ¢dkeltmek i¢in tekrardan aktif hale
gelmis olabilecekleri diigiiniilmektedir. Besi yeri kisith ile
karisima eklenen ve g¢atlak olusumundan sonra sadece su
saglanan 2P numunelerinde diyatom kullanilmasi
bakterilerin daha uzun siire uyku halinde korunmasini
sagladig1 diisiiniilmektedir [24].

Kontrol numunelerinden elde edilen veriler sonucunda (DE-
C ve PUM-C), minerallerin ¢atlaklardaki kapanmaya olan
etkisi %15’in altindadir (Bkz. Tablo 3). Bu da Bac ya da 2P
numunelerden elde edilen herhangi bir arisin
mikroorganizmalardan kaynakl1 oldugunu
diisiindiirmektedir. Bununla alakali olarak bakteri iceren
numunelerde, kiir ortamu fark etmeksizin ¢atlak onariminda
bir artig gézlemlenmistir. Su kiir uygulamasi ile kismen bir
artig gdzlemlenmis olsa da besi yeri saglandiginda %80 iizeri
kapanma saglanmistir. Su kiir uygulamasinda 6zellikle 2P
numunelerde catlak onarim oraninin %40 mertebelerinde

Sekil 7. Ponza -bakteri iceren numenelerde 28 giinde olusturulan ¢atlaklarda kiirlenme sonrasi kapanma (0,3 - 0,4 um
arasi) (a) Pum-Bac numunesinde 28 giin su kiirlenmesi sonrasi (b) Pum-Bac numunesinde 28 giin besi yeri kiirlenmesi
sonrasi (¢) Pum-2P numunesinde 28 giin su kiirlenmesi sonrasi ve (d) Pum-2P numunesinde 28 giin besi yeri kiirlenmesi

sonrasi ¢atlak onarimi. (Crack healing (between 0.3 to 0.4 um) in 28-day old samples containing pumice and bacterial cells (a) PUM-Bac sample
after 28 days of water curing (b) PUM-Bac sample after 28 days of nutrient medium curing (c) PUM-2P sample after 28 days of water curing and (d)
PUM-2P sample after 28 days of nutrient medium curing)

1179



Tezer ve Bundur / Journal of the Faculty of Engineering and Architecture of Gazi University 36:3 (2021) 1171-1184

olmasi, bakteriler ile karisima eklenen besi yerinin g¢atlak
onarimi i¢gin kullanilabildigini ancak bunun goéreceli olarak
kisith kaldig1 anlasilmistir. Bu sebep ile disaridan saglanan
besi yeri kiir uygulamasinin daha fazla besi saglamasi ile
daha fazla onarim elde edilmistir. Ayrica, karisim sirasinda
belirli oranda besi kullanilmistir. Bakteriler ihtiya¢ halinde
iceriden saglanan bu besileri tiikettiklerinde, ek besi
saglanmadigi slirece metabolik aktivelerine devam
edemeyecekleri bilinmektedir. Besi yeri kiir uygulamasinda
ise stirekli besiler saglanmig ve kiir sollisyonu haftada bir
degistirilmistir. Bu sayede hiicreler siirekli tazelenen bir besi
yeri uygulamasi ile daha etkili olmuslardir.

Tablo 3. Catlaklardaki kapanma yiizdesi. DE: Diyatom;
Pum: Ponza Tas1. C: Bakteri hiicresi olmayan sadece mineral
iceren kontrol numuneleri; Bac: Minerallere PBS ile
sabitlenmis bakteri igeren numuneler; 2P: Minerallere besi

yeri ile sabitlenmis bakteri igeren numuneler

(% crack healing. DE: Diatomaceous earth; PUM: Pumice; PBS: Phosphate
buffer solution; SP: Superplasticizer; C: Only includes minerals; B: All
mineral content was saturated with bacterial cells and PBS; 2P: Bio additive
containing bacterial cells immobilized to minerals with nutrients.)

KUR UYGULAMASI
Numune Adi

Su Besi yeri
DE-C %6,1 %2,8
DE-BAC %29,2 %84,7
DE-2P %46,0 %96,8
PUM-C %9,5 %14,3
PUM-BAC %17,3 %84,4
PUM-2P %36,8 %90,1

Oksijen kullanarak yasayan aerobik bakteriler kullanilarak
saglanan kendiliginden iyilesmede gozlemlenen olasi bir

0,25

01+

UPV degisimi (km/h)

Ce

II

DE-CWC DE-C DE-Bac DE-Bac DE-2P  DE-2P
UCSLCC WC UCSLCC WC UCSLCC

UPV degisimi (km/h)

sorun catlak onarmmmnin ¢atlagin sadece yiizeyinde
gergeklesmesidir [14, 25]. Bu sebep ile numenelerde gorsel
analizin yani sira UPV degisimi de incelenmistir (Sekil 8).
Su ile kiirlenen ve de higbir ¢atlak onarimi gozlemlenmeyen
DE-C numunesindeki degisim referans alindiginda, yine
gorsel bir catlak onarimi gozlemlenmeyen ancak kiirlenme
sirasinda besi yeri saglanan DE-C numunesinde ¢atlak i¢inde
bir degisime sebep oldugu gozlemlenmistir. Bu egilim
bakteri iceren DE-Bac ve DE-2P numunelerinde de
gozlemlenmistir. Bunun iki olast nedeni oldugu
diigiiniilmektedir. 1lk olarak, besi yerinde kullanilan
kimyasallarin zamanla c¢atlak iginde birikip dalga hizini
azalttig1 disiiniilmektedir. Diger olasi neden ise diyatomun
aslinda kendisinin de alglerden olusan dogal bir mineral
olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir [20]. Besi yeri
ile saglanan kaynaklarin kismen de olsa diyatomun
kristallesmesine neden oldugu diisiiniilmektedir.

Gorsel analiz ile orantili olarak hem diyatom hem de ponza
kullanilarak  hazirlanan numunelerde besi yeri  kiir
dongiisiiniin uygulanmasinin ¢atlak onarimi i¢in daha etkili
oldugu UPV sonuglar1 ile de desteklenmistir. Ancak su ile
kiirlenen PUM-Bac numunesinde gorsel bir onarim olmasa
bile UPV degisiminde es deger kontrol numunesi PUM-C’ye
gore belirgin bir artis oldugu gozlemlenmektedir. Bu
numunede gerceklesen onarimin gatlak agzindan ¢ok ¢atlak
icinde oldugu diisiiniilmektedir. Ilerleyen asamalarda
biyomineralizasyonun karakterizasyonu i¢in her numune
catlak yiizeylerinden iki parg¢aya boliinmiistiir. Bu noktada,
numunelerin ¢gogunda CaCOj olusumunun ¢atlak derinligine
yayildig1 gorsel olarak belirlenmistir. Besi yeri olmadan
catlak onariminin saglanmasi teorik agidan pek miimkiin
olmasa da inkiibasyon sirasinda bakteri ylizeyinde tutunan
[CO?] iyonlarmin santrifiij esnasinda tam olarak
temizlenemedigini gostermektedir. Belirtilmesi gereken bir
diger noktada, literatiirde net UPV degerlerinde kaydedilen
¢ok yiiksek hizlar (> 4570 m /s) ¢ok iyi beton kalitesinin bir

0,25

WC UCSLCC WC UCSLCC WC UCSLCC

Sekil 8. Kendiliginden iyilesen numenelerde UPV degerlerindeki degisim (a) Diyatom ve bakteri iceren numuneler (b)
Ponza ve bakteri igeren numuneler. WC: Su ile kiirlenme; UCSLCC: iire-MMS-KA Besi yeri ile kiirlenmenin saglandig:

numuneler. (Change in UPV values upon self-healing in samples containing (a) diatomaceous earth and bacterial cells (b) pumice and bacterial cells.
WC: Water Curing; UCSLCC: Nutrient medium curing-containing urea-CSL-Calcium Acetate)
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gostergesi olarak kabul edilirken, ¢ok diisiik hiz araliklar1 ise
(<3050 m /s) zayif beton kalitesinin bir gdstergesi olarak
kabul edildigidir [26]. Ayrica, UPV degerlerinde belirlenen
degisikliklerin betonun kalitesindeki olast degisikligi
gosterebilecegi belirtilmistir [26, 27]. Bir baska deyis ile
catlak olusumundan sonra UPV degerlerindeki artisin harcin
kalitesindeki artis ile iligkilendirilebilecegi bilinmektedir.
Catlaklarda kendiliginden iyilesmenin saglanmasi ile harcin
kalitesinde bir artis oldugu gozlemlenmektedir. Bunun
sayisal degerler ile anlagilmasi i¢in onarim sonrasi su emme
kapasitesi belirlenmistir.

3.2. Kendiliginden iyilesmenin su emme kapasitesine olan

etkisinin belirlenmesi
(Effects of self-healing on water absorption)

Kendiliginden iyilesmenin malzeme performansina olan en
6nemli etkisinin su emme kapasitesi ya da gegirgenlige olan
etkisi oldugu bilinmektedir. Bu sebep ile gorsel olarak ¢atlak
onarimi  gozlemlenen  numunelerde  kendiliginden
iyilesmenin malzemenin performansma olan etkisinin
belirlenmesi i¢in numunelere RILEM 25 PEM II-6’ya
dayanilarak su emme kapasitesi deneyleri yapilmistir. Bu
amag ile numunelerdeki zamana bagh agirlik degisiminin
grafigi ¢izilmis ve su emme kapasitesi bir fonksiyon
katsayisi (k) olarak grafigin egimi alinarak hesaplanmustir.
Sekil 9 ve Sekil 10 temsili olarak se¢ilmis numunelerde
agirlik degisimi-zaman grafigini ve tiim numuneler i¢in su
emme kat sayisi, k, degerlerini gostermektedir. Elde edilen
degerlere gore, kendiliginden iyilesmenin saglanmasindan
sonra numunelerin su emme kapasitesinde onarim olmayan
kontrol numunelerine gére (DE-C ve PUM-C) belirgin bir
azalma gozlemlemistir. Diyatom ile hazirlanan numunelerde
gozlemlenen su emme Kkapasitesi degerleri gorsel
degerlendirme ve UPV analizi ile tutarhidir. Kapanma

gozlemlenmeyen DE-C (hem su hem besi yeri ile kiirlenen)
numunelerinde ve su ile kiirlenen DE-Bac numunesinde su
emme kapasitesi 0,004’{in iizerindedir. Bununla beraber
gorsel olarak tam kapanma goézlemlenen ve en fazla UPV
degisiminin belirlendigi besi yeri ile kiirlenen DE-Bac ve
DE-2P numunelerinde kontrol numunesi DE-C’ye gore (su
ile kiirlenen) su emme kapasitesinde %50 mertebesinde bir
azalma olmustur. Kismen kapanmanin gézlemlendigi su ile
kiirlenen DE-2P numunesinde de kontrol numunesine gore
su emme kapasitesinde %40’a yakin bir azalma saglanmistir.
Bu sonuglar dogrultusunda diyatomun kendiliginden
iyilesmeyi saglayabilmek igin S. pasteurii hiicreleri igin
uygun bir bariyer oldugu ve ¢imento-esasli malzemelerde
0,4 mm’den ince kilcal catlaklarda onarimi saglayabildigi
belirlenmistir. Benzer sekilde ponza ile hazirlanan
numenelerde ise catlaklarda biyomineralizasyon ile saglanan
kendiliginden iyilesme sonrasinda su emme kapasitesinde
ortalama %45 azalma saglanmistir. Burada yine deginilmesi
gereken bir nokta su ile kiirlenen PUM-Bac numunesinde
UPV sonuglari ile uyumlu olarak, su emme kapasitesinde
kontrol PUM-C numunesine gore %42 azalma gézlemlenmis
oldugudur. Bu sonuglar dogrultusunda onarimin diger
numunelerden farkli olarak catlak agzinda olmadig1 ve gatlak
kapanmasinin daha c¢ok c¢atlak ylizeyinde oldugu
sOylenebilir.

3.3. Catlak ara yiiziinde biyomineralizasyonun

karakterizasyonu
(Characterization of biominerals through crack surface)

Numunelerde su emme kapasitesi belirlendikten sonra her
numune ¢atlak onarimi olan noktalardan béliinmiis ve ¢atlak
yiizeyinde SEM analizi yapilmistir. Sekil 11 ¢atlak onarimi
ve ¢okelti gozlemlenen numunelerden elde edilem SEM
goriintiilerini gostermektedir.

y =0,0045x + 0,5584
a

e
ODE-C UCSLC
3,5 + ADE-Bac UCSLC
@®DE-2P UCSLC
3 -
E 25
2
< 2 1 O
(o4
1,5 1
O
! Ech‘ g
05 T [s]
gesl 4
0 t t t
0 100 200 300

(]
y =0,0024x + 0,112
L
y = 0,0025x + 0,0162
2
400 500 600 700

Zaman'? (dk'?)

Sekil 9. Kendiliginden iyilesmenin su emme kapasitesine olan etkisi: Temsili 6rneklerden agirlik degisimi-zaman egrileri
WC: Su ile kiirlenme; UCSLCC: Ure-MMS-KA besi yeri ile kiirlenmenin saglandigi numuneler
(Effects of self-healing to water absorption capacity: representative Q vs. t curve for DE-C samples WC: Water Curing; UCSLCC: Nutrient medium
curing-containing urea-CSL-Calcium Acetate)
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(a) (b)
DE-2P-UCSLCC | PUM-2P-UCSLCC [T
DE-2P-WC PUM-2P-FC
DE-Bac-UCSLCC peses PUM-Bac-UCSLCC :..:.::.:.::,:.:.:‘:.:.:.::.:.::.:.::.:.:.:1
DE-Bac-W¢ PUM-Bac-W€
DE-C-UCSLCC PUM-C-UCSLCC
DE-C-FC PUM-C-IWC
0 0001 0002 0003 0004 0005 0,006 0 0001 0002 0003 0004 0005 0,006
Su emme kapasitesi, k (kg/m’.dk) Su emme kapasitesi, k (kg/m”.dk)

Sekil 10. Kendiliginden iyilesmenin su emme kapasitesine olan etkisi (a) Diyatom ve bakteri igeren numuneler (b) Ponza
ve bakteri igeren numuneler. WC: Su ile kiirlenme; UCSLCC: Ure-MMS-KA besi yeri ile kiirlenmenin saglandigi

numuneler (Effects of self-healing to water absorption capacity (a) samples containing diatomaceous earth and bacterial cells (b) samples containing
pumice and bacterial cells. WC: Water Curing; UCSLCC: Nutrient medium curing-containing urea-CSL-Calcium Acetate)

N
-

Acc V=10V Spot=30 Mag=20000X |— Acc V=10kV  Spot=30 Mag=20000X
DET=SE WD=153 Zum | DET=SE WD=125

AccV=10kV Spot=3.0 AccV=10kV Spot=3.0 Mag=20000X }—{
DET=SE WD=113 2 DET=SE WD=118 2pm

AccV.=10kV Spot=3.0 Mag=20000X || AccV=10kV Spot=30 Mag=20000X
DET=SE WD=9.4 2um DET=SE WD=85 2um

Sekil 11. Kendiliginden iyilesen numenelerde catlak ara yiizii ESEM analizi (a) DE-Bac numunesinde 28 giin besi yeri
kiirlenmesi sonrasi (b) DE-2P numunesinde 28 giin besi yeri kiirlenmesi sonrasi (¢) PUM-Bac numunesinde 28 giin besi
yeri kiirlenmesi sonrasi (d) PUM-2P numunesinde 28 giin besi yeri kiirlenmesi sonrasi ¢atlak ara yiizii (¢) PUM-Bac
numunesinde 28 giin su kiirlenmesi sonrasi ¢atlak ara yiizii (f) PUM-2P numunesinde 28 giin su kiirlenmesi sonrasi ¢atlak

ara yuizi (ESEM images of crack surfaces from self-healed samples (a) DE-Bac sample after 28 days of nutrient medium curing (b) DE-2P sample
after 28 days of nutrient medium curing (¢) PUM-Bac sample after 28 days of nutrient medium curing (d) PUM-2P sample after 28 days of nutrient
medium curing (¢) PUM-Bac sample after 28 days of water curing and (f) PUM-2P sample after 28 days of water curing)
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Hem DE-Bac hem de DE-2P orneklerinde benzer kristal
morfolojileri gézlenmistir (Sekil 11°a ve Sekik 11°b). Her iki
numunede de cogunlukla kalsit ¢oktiigii gozlemlenmistir
(CC ile igaretlenmistir). Ayrica, kalsit kristallerinin iizerinde
S. pasteurii hiicrelerinin kalintilar1 belirlenmistir. Bununla
beraber MICP reaksiyonu i¢in mikroorganizmalarin biiyiik
rol oynadig1 anlagilmaktadir.

Benzer sekilde onarim gozlemlenen PUM-Bac ve PUM-2P
numunelerinde de ¢ogunlukla kalsit gézlemlenmistir (Sekil
11°c, Sekil 11°d). Bunun yani sira bu numunelerde etrenjit
oldugu diisiiniilen igne sekilli kristaller (Sekil 11°c) ve bol
miktarda kalsiyum hidroksit (Sekil 11°e) goézlemlenmistir.
Bu kristal yapilarinin ¢atlak iginde olustugu, ayrica yapilan
ek Fourier Transform Infrared (FTIR) spektroskopi
analizleri ile de belirlenmistir [24]. Ayrica, stereomicroskop
analizi ile gatlak agzinda bir kapanma gbzlemlenmeyen su
ile kiirlenmis PUM-Bac numunesinde de genel olarak ¢atlak
yiizeyinde kalsit gézlemlenmistir. Bu da onarimin ¢atlak
derinliginde basladigin1  desteklemektedir. Ancak, bu
¢Okeltinin olugmasinin biyomineralizasyon ile iliskisinin
belirlenmesi i¢in ileri analizler gerekmektedir.

Burada deginilmesi gereken diger bir nokta ise diyatom ile
saglanan kalsit biyominerallerinin rombohedral kristal
yapisinin ponza ile saglanan numunelere gore daha diizgiin
oldugudur. Bunun tam olarak neden bilinmese de diyatomun
kendisinin de hali hazirda bir biyolojik formasyon olmasinin
bakterileri tasimak ve mineral c¢ekirdeklenmesi icin daha
uygun bir ortam sagladigi diisiiniilmektedir.

4. SONUCLAR (CONCLUSIONS)

Bu c¢alismada ¢imento-esasli malzemelerde olusan
catlaklarin biyomineralizasyon ile onarilmasi igin .
pasteurii hiicreleri ponza ve diyatom minerallerinin {izerine
sabitlenerek 2-bilesenli bir biyolojik katki tasarlanmigtir. Bu
katkinin harg¢ i¢ine katilmasi ile iiretimden 28 giin sonra
olusturulan c¢atlaklar 28 giin gibi kisa bir siirede
kapatilmistir.  Onarim  siirecinde gorsel olarak her iki
mineralinde etkili oldugu gézlemlenmis olsa da 6zellikle su
kiirii uygulanan numunelerde diyatomun daha etkili oldugu,
bunu da diyatomun hiicreleri koruma &zelliginden
kaynakladigr diigliniilmiistiir. Ayrica, onarim i¢in nemli bir
ortamin, hatta besi yerinin olmasi1 gerektigi belirlenmistir.
Gorsel catlak onartmi UPV degisimi ile desteklenmis ve
genel olarak %30 iizeri c¢atlak onarimi saglanmig
numunelerde catlak onarmu ile UPV degisimi arasinda
tutarlilik  gozlemlenmistir. Catlak onariminin akabinde
numunelerin  su emme kapasitesinde ¢atlak onarimi
saglanmamis kontrol numunelerine goére belirgin bir azalma
gozlemlenmistir. Son olarak, catlak ara yiiziinde genel olarak
CaCOs’lin stabil formu kalsit oldugu belirlenmistir. Diyatom
kiigiik tane boyutu ile harg igine homojen dagilimi saglamasi
ve biyolojik bir zemin olusturmas: dolayis: ile uygulamada
etkin bulunurken, ponza numunelerinin iizerine boyutlart
dolayisi ile daha fazla bakteri sabitlenmesi avantaj olmustur.
Sonuglar dogrultusunda her iki sistemin de etkili bakteriler
ile ¢atlak onarimim saglamak amaci ile kullanilabilecegi

belirlenmistir. Catlak onarmminin mekanik ozelliklere ve
korozyon iizerine olan etkileri iizerine caligmalar devam
etmektedir.
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