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OZET

SOGUTMA KULE SUYUNDAN iZOLE EDIiLEN ANAEROP BAKTERI
IZOLATININ KOROZIF ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Mikroorganizmalar tarafindan baglatilan veya hizlandirilan korozyon, “Mikrobiyolojik
Korozyon” (MIC) veya “Biyokorozyon” olarak tanimlanmaktadir. Korozyondan en gok
etkilenen endiistriyel yapilar elektrik gii¢ santralleri, su borular1, su depolar1 ve sogutma

kuleleridir.

Sogutma kulelerinin i¢ ylzeylerinde olusan biyofilm tabakasi, mikrobiyolojik
korozyona neden olan anaerobik sulfat indirgeyen bakterilerin (SRB) bulunabilmesine

olanak saglamaktadir.

Galvanizli celik sac, biyofaulinge ve korozyona direngli olmasi ve paslanmaz ¢eliklere
gore nispeten ucuz olmasi nedeni ile su depolar1 ve sogutma Kulelerinde siklikla tercih

edilen bir malzemedir.

Bu projedeki amacimiz, bir sogutma kulesi suyundan izole edilen SRB iceren ve H,S
ureten anaerobik bakteri kultiriintn, kurulan laboratuvar 6lgekli deney diizeneginde,
galvanizli celik kuponlar Uzerine korozif etkisinin incelenmesi, korozyon hizinin

belirlenmesi, ayrica bu anaerop bakteri kiltiriiniin molekiiler tanisinin yapilmasidir.

Deney, diizenege yerlestirilen galvanizli ¢elik kuponlarin 2, 4, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 168,
360 ve 744. saatlerde ¢ikarilarak kupon yizeyindeki (sesil) SRB sayilarinin ve ayni
saatlerde duzenek kultiriindeki serbest (planktonik) SRB sayilarmin belirlenmesi,
metalin korozyon hizinin saptanmasi, bakterilerin hiicre dis1 polimerik maddelerinin
(Extracellular Polymeric Substances-EPS) igerdigi karbonhidrat miktarlarinin 6l¢timii
ve kiltlriin igerdigi bakteri tiirlerinin molekiiler yontemlerle tanisinin yapilmasi

seklinde planlanmustir.

Calismamiz sonucunda, deney diizeneginde denenen SRB iceren anaerop bakteri
kalturanun galvanizli celik kupon ylzeylerinde tutunarak biyofilm olusturdugu ve

korozyona neden oldugu, ancak kontrol diizenegindeki kuponlarin korozyon hiziyla



karsilagtirildiginda bu hizin ¢ok yiiksek olmadigi gézlemlenmistir. Tez kapsamindaki
molekler analizler Hollanda Delft Teknoloji Universitesi Biyoteknoloji Bolimi’nde
gerceklestirilmistir. Bu analizler sonucunda, inceledigimiz anaerop bakteri kilturinin
bir SRB tirt olan Desulfosporosinus sp. ve anaerop H,S Ureten Clostridium sp.

tiiriinden olustugu belirlenmistir.



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE CORROSIVE EFFECTS OF ANAEROBIC
BACTERIA ISOLATED FROM A COOLING TOWER WATER

Corrosion which is initiated or promoted by microorganisms is called as
“Microbiologically Influenced Corrosion (MIC)” or “Biocorrosion”. Corrosion mostly
affects structures like; electrical power plants, water pipelines, water tanks and cooling

towers.

The biofilm layer which forms on cooling towers inner surfaces allows sulfate-reducing
bacteria (SRB) to live in which cause MIC.

Galvanized steel is commonly used as a construction material in building water tanks
and cooling towers, because of its resistance to biofauling and biocorrosion and

relatively cheap cost compared to stainless steel.

The aims of our study were to investigate the corrosive effects of the anaerobic bacteria
isolate that contains SRB and produces H,S, which was isolated from a cooling towers’
water, on galvanized steel coupons by using a laboratory scaled experimental setup, to
determine the corrosion rate, and also to perform molecular identification of this

anaerobic bacteria culture.

The experiment was planned as taking the galvanized steel coupons out of the setup at
hours 2, 4, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 168, 360 and 744, determining the planktonic and sessil
SRB numbers, estimating the corrosion rate of the metal coupons, measurement of the
carbonhydrate amount of extracellular polymeric substances and determining the

bacterial species present in the experimental setup culture by molecular analysis.

It was determined at the end of this study that anaerobic bacteria culture in the
experimental setip could form biofilm on galvanized steel coupons, but it was observed
that there wasn’t marked difference between them in terms of corrosion rate when
compared to the control coupons. Molecular analysis were carried out at Delft
University of Technology, Department of Biotechnology. The result of these analyses



showed that the anaerobic bacteria culture was consisted of Desulfosporosinus sp.

(99%), an SRB species, and an anaerobic sulfidogenic bacterium Clostridium sp (99%).



1. GIRIS

Mikroorganizmalar dogal, endiistriyel ve medikal ortamlardaki kat1 yiizeylere tutunup
cogalarak mikrobiyal korozyon (MIC) ve fauling gibi azimsanmayacak sorunlara sebep
olmaktadirlar (Costerton ve dig., 1995). Malzemeler tizerinde mikroorganizma gelisimi,
liman donanimlari, deniz tasimaciligi, madencilik endiistrisi, enerji iretimi, gida
endistrisi, atik su aritimi, SU sogutma sistemleri, su dagitimi, halk saghg ve
biyomalzemeler gibi birgok teknolojik alani etkilemektedir (Borenstein, 1994; Morton
ve dig., 1998).

Sogutma kuleleri, ideal bir ortam ve elverisli bir besin dengesi saglayarak
mikroorganizmalarin gelisimini destekleyen tipik ekosistemlerdir (Choudhary, 1998).
Sudan veya suyla temas halindeki havadan sisteme giren bakteri, mantar ve algler,
sogutma kulelerinin i¢ yiizeylerinde bir biyofilm tabakasinin olusumuna neden
olmaktadirlar. Boylece bu biyofilm tabakasi, sogutma kulelerinde mikrobiyolojik
korozyona (MIC) neden olan anaerobik bakterilerin bulunabilmesine olanak
saglamaktadir. Mikroorganizmalarin varlig1 veya aktiviteleri sonucunda meydana gelen
mikrobiyolojik korozyon 6nemli dl¢lide ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Thierry
ve Sand, 2002). Su sogutma sistemlerinde, pahali ekipmanlarin tahribatinda en sik
karsilagilan sorun olan korozyon ve mikrobiyal fauling, iiretim disiisiine, bakim
masraflarinin  artmasina, 1s1 tranfer veriminin azalmasima ve enerji kaybina yol
acmaktadir (Satpathy, 1999). Bu sebeple son yillarda mikroorganizmalarin su Sogutma

sistemlerindeki aktivitelerinin arastirilmasi olduk¢a 6nem kazanmustir.

Yapilan saha g¢alismalari, biyofilm i¢inde bazi potansiyel patojenlerin (Drake ve dig.,
2003) yanisira, anaerobik sulfat indirgeyen bakterilerin (SRB) de bulundugunu ortaya
koymustur (Beech, 1999; Beech ve Gaylarde, 1999; Geesey ve Suci, 2000). Sulfat
indirgeyen bakteriler, sogutma sistemleri malzemelerinin korozyonuna neden olan
baslica bakteri gruplarindan biri olarak kabul edilmektedir (Hamilton, 1985; Little ve
dig., 1991; Papapetropoulou, 1997; Rao ve Satpathy, 1999). SRB, anaerobik ortamlarda
gelismekte ve biyofilmdeki karbon kaynaklarini kullanarak siilfati (SO42) hidrojen



stlfure (H,S) indirgemektedirler (Lee ve dig., 1995). Olusan H,S, celik, paslanmaz
celik, galvanizli celik gibi metalleri ciddi sekilde korozyona ugratmaktadir (De Bruyn,
1992; John ve dig., 1994; Jayaraman ve dig., 1999; Rao ve dig., 2000). Ilhan-Sungur ve
Cotuk’un (2005) yapmis olduklart bir ¢alismada Istanbul civarindaki otel ve
igyerlerinden olusan 30 farkli binanin sogutma kulesi sulari, siilfat indirgeyen
bakterilerin dagilimi bakimindan incelenmis ve incelenen binalarin %50’sinin sogutma

kulesi suyunda SRB’nin varlig1 tespit edilmistir.

Sogutma kulesi yap1 malzemesi olarak, korozyona ve biyofaulinge direncinden dolay1
genellikle galvanizli ¢elik kullanilmaktadir (Zhang, 1996; Kazang, 1992). Yapilan
literatiir calismalarinda sulu ortamlarda SRB’in galvanizli ¢elik iizerine korozif etkisi ile
ilgili az sayida caligmaya rastlanmustir. Ilhan-Sungur ve dig. (2007) laboratuvar
kosullar1 altinda saf Desulfovibrio sp. ile yapmis olduklart g¢alismada SRB’nin
galvanizli celigi korozyona ugratabildigini gdstermislerdir. Ayrica Ilhan-Sungur ve
Cotuk (2010) model bir su sisteminde gergeklestirdikleri caligmalarinda galvanizli

celigin mikrobiyolojik olarak korozyona ugrayabildigini tespit etmislerdir.

MIC’in mekanizmasin1 anlamak i¢in, her ne kadar dogadan izole edilmis saf kiiltiirlerle
laboratuvar ¢aligmasi yapmak gerekliyse de, mikroorganizmalar, dogada neredeyse
hi¢bir zaman saf tiirler halinde bulunmazlar, dolayisiyla mikrobiyal birlikteliklerin roli
Uzerine yapilan arastirmalar artarak devam etmektedir. Soracco ve dig. (1988), asit
ureten bakteriler (APB) tarafindan iiretilen asitin, SRB ve metanojenler tarafindan besin
olarak kullanildigini  ve SRB’nin  korozyona wugrayan bolgelerde APB’nin
aktivitelerinden dolay1 ¢ogaldigini ileri stirmiislerdir. Mikroorganizma tiirleri arasindaki
etkilesimlerin karmagikligini gosteren bir baska ¢alisma da Gaylarde ve Johnston (1986)
tarafindan gerceklestrilmistir. Calismalar1 sonucunda, ¢eligin anaerobik korozyonunun,
anaerobik Desulfovibrio vulgaris’in saf kiiltiirlerinde arttigini, bir fakultatif anaerop
olan Vibrio anguillarum tirinln saf kilturinde kontrol seviyelerinin altina diistiigiinii;

her iki tiirlin varliginda ise en yiiksek korozyon oranlarinin goriildiigiinii bildirmislerdir.



Bu nedenle, bu tez projesi kapsaminda, sogutma kulesinden izole edilen SRB iceren ve
H.S Ureten anaerop bakteri kiltirinin galvanizli ¢elik sac tzerine korozif etkisinin olup
olmadiginin, kurulan laboratuvar 6lg¢ekli deney diizeneginde incelenmesi, korozyon
hizinin belirlenmesi ve bu kilturin molekiiler tanisinin yapilmasi amaglanmistir. Ayrica
SRB sayisi, ve EPS ve H,S gibi biyolojik parametrelerin mikrobiyolojik korozyona

etkileri arastirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. SOGUTMA KULESI

Sogutma kuleleri, endiistriyel sistemlerin calismasit esnasinda olusan atik 1smin
sistemden uzaklastirilmasi i¢in kullanilan yapilardir (Choudhary, 1998; Kazang, 1992).
Petrol rafinerileri, kimya fabrikalar1 ve enerji santrallerinde kullanilan suyun
sogutulmasinda siklikla tercih edilmektedirler. Kulelerin boyutu sisteme ve amaca gore
farkli olgiilerde olabilmektedir. Kule malzemesi olarak baslica galvanizli celik olmak

lizere agag, plastik, beton, tas tugla vb. kullanilmaktadir (Kazang, 1992).

Iki tip sogutma kulesi bulunmaktadir (Kazang, 1992):

1) Indirek temasl (kapali sistem) sogutma kulesi
Sicak su, sogutma kulesinde bir boru icerisinde hareket etmekte ve suyun sicakligi
borunun disindaki dis ¢evrim suyu ve hava akisi yolu ile diisiiriilmektedir. i¢ cevrimdeki
su, atmosferle direk olarak temas etmemektedir (British Association For Chemical
Specialities, 1989; Kazang, 1992). Kapali sistemlerde faaliyet siiresince su kaybi1 ve

kazanimi olmamaktadir (Herro ve Port, 1993).

2) Direk temasli (agik sistem) sogutma kulesi

Acik sistem sogutma kulelerinde, su direk olarak agik havaya maruz kalmakta ve suyun
buharlagmasi ile sicaklik havaya transfer olmaktadir (Sekil 2.1). Uygun sicaklik, pH ve
iyi havalandirma kosullarina sahip olmalarinin yanisira, tamamlama suyundan ve
havadan gelen c¢esitli mikroorganizmalar, kule i¢ yiizeylerinde biyofilm tabakasi
olusumuna neden olmaktadirlar (Choudhary, 1998). Buharlasma dolayisiyla sudaki
¢Oziinmiis madde miktar1 artmaktadir. Cozlinmiis madde miktarindaki artig, sistemdeki
sicaklik degisimleri ve suyun sistem metalleri lizerindeki etkisiyle bir araya geldigi
zaman, bircok probleme neden olmaktadir. Bu durumu engellemek igin, sogutma
kulesinden diizenli olarak su bosaltilmakta ve kuleye, buharlasma ve bosaltim
sonucunda eksilen su miktariyla esdeger oranda su eklenmektedir. Nitekim, kule
suyunun fiziksel, kimyasal ve biyolojik parametrelerinin belirli degerler (Tablo 2.1)
dahilinde olmasi onerilmektedir (de Almeida ve dig., 1997; Electric Power Research
Institute, 2003; Lane ve Peck, 2003; Aqua Correct, 2008).



Sekil 2.1 : Direk temash sogutma kulesi semast

Tablo 2.1 : Sogutma kulesi suyu i¢in dnerilen bazi fiziksel, kimyasal ve biyolojik parametre
degerleri (Electric Power Research Institute, 2003)

Parametre Birim Deger
Toplam Alkalinite mg/l 200 - 400
Sulfat mg/l <707
Klor mg/l <900
Demir mg/l <03
pH 6.5-85
Tletkenlik pS/cm <1200
TCM mg/l <500
Bakteri sayist:

Heterotrof bakteriler kob/ml <1000
SRB hicre/ml Sifir

Kob: Koloni olugturan birim
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2.2. BIYOFILM

Sudaki bakteriler ya su icinde serbest halde dagilmis (planktonik) ya da bir ylzeye
tutunmus (sesil) halde bulunurlar. Sesil olanlar yavas gelisirken, planktonik bakterilerin
hizli ¢ogalma gosterdikleri ve yeni alanlara yayildiklart bilinmektedir. Kendi urettikleri
matriks igine gomulu, birbirlerine ve/veya bir yilizeye yapismis mikroorganizmalar
topluluguna biyofilm denmektedir. Biyofilmler, suyla temas eden biitiin yizeylerde
meydana gelebilmektedir. Sudaki bakterilerin % 99’u biyofilm icinde, yani sesil formda
yagsamaktadirlar (Costerton ve dig., 1986). Biyofilm heterojenik bir yapiya sahiptir ve
icerigi de cevresel kosullara ve varolan mikroorganizmalara bagl olarak degismektedir

(Videla, 1996; Beech ve dig., 2000).

Biyofilm olusumu kompleks dinamik bir siirectir (Costerton ve dig., 1987). Yiizeyler
Uzerinde su, lipitler, albumin, hiicre dig1 polimerik matriks (EPS) veya ¢evreden gelen
diger besinlerle dogal bir film tabakasi olusur (Dunne, 2002). Bakteriler bu yiizeylere
oncelikle geri-dontisiimlii halde yapisirlar, ardindan geri-doniisiimsiiz olarak baglanirlar
ve sonucta yapisal olarak gelismis bir biyofilm halini alirlar (Costerton ve dig., 1995;
Davey ve O’Toole, 2000; Stoodley ve dig., 2002).

Su, biyofilmin en 6nemli bilesenidir ve toplam matriksin % 97’sini teskil etmektedir.
Su, EPS i¢inde baglanabilmekte veya bir ¢ozicl olarak varolabilmektedir (Sutherland,
2001; Allison, 2003). Bu nedenle biyofilmle kapli yilizey jelatinimsi ve kaygan bir
yapiya sahiptir (Dreeszen, 2003). EPS’de en fazla miktarda karbonhidratlar bulunmakta
olup, EPS’in % 65’ini teskil etmektedirler. Fakat bu makromolekillerin EPS’deki
miktarlar1 bakterilerin tiiriine ve biiyiime kosullarina bagl olarak degisir (Zhang ve dig.,
1999). Polisakkaritler, proteinler, niikleik asitler, lipitler ve diger maddelerden olusan
bu hiicre dis1 matriksin, bakteriyel hiicreleri biyofilm tabakasi iginde birarada tutmak,
biyofilmin buyumesi icin gerekli besinleri yakalamak ve hicreleri kurumadan ve
antimikrobiyal ajanlarin etkilerinden korumak gibi ¢ok 6nemli gorevleri oldugu kabul
edilmektedir (Sutherland, 1985; Beech ve Cheung, 1995; Zhang ve dig., 1999, Pace ve
dig., 2006). EPS’nin bir diger 6nemli 6zelligi de metal iyonlar1 ile kompleks olusturma

yetenegidir (Mittleman ve Geesey, 1985; Beech ve Cheung, 1995).
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Bir biyofilm tabakasi i¢inde birgok mikrohabitat bulunmakta ve bunlar besin, pH,
oksidasyon potansiyeli (redoks) gibi lokal farkliliklara bagli olarak degisik ozellikler
gostermektedirler. Mikrokoloninin yiizeyine yakin hiicreler, yiiksek konsantrasyonda
oksijene maruz kalirken, merkezdeki oksijen seviyesi bakterilerin solunum yapmasiyla
hizli bir sekilde azalarak anaerobik seviyelere yaklagir ve biyofilm icerisinde bir oksijen
derecelenmesi meydana gelir. Bu biyofilm tabakasi 10-25 pm kalinliga ulastigi zaman,
alt kisimlarinda anaerobik kosullar olusur. BOylece biyofilm, yiksek miktarda tor
cesitliligine sahip olgunlasma durumuna yaklasir (Hamilton, 1985; de Beer ve dig.,
1994; Stoodley ve dig., 2002).

2.3. SOGUTMA KULESINDE BULUNAN MiKROORGANIZMALAR

Kule sularinda MIC’e neden olan baslica mikroorganizmalar, anaerobik sulfat
indirgeyen bakteriler, Thiobacillus spp. ve Nitrobacter spp. gibi aerobik asit Ureten
bakteriler, Clostridium spp. gibi anaerobik H,S ve asit Ureten bakteriler, Gallionella
spp. gibi demir bakterileri ve Pseudomonas spp. gibi mukus-olusturan bakterilerdir
(Tatnall, 1981; Pope ve dig., 1988; Choudhary, 1998). Algler de su sogutma
sistemlerinde sicaklik transfer verimini diisiirerek birgok probleme neden olmaktadirlar
(McCoy, 1980). Sogutma sistemlerinde baskin olarak bulunan alg grubunun mavi-yesil

algler oldugu rapor edilmistir (McCoy, 1980).

SRB’nin neden oldugu biyokorozyon, sogutma sistemlerinde ciddi bir problem olarak
tamimlanmaktadir (Hamilton, 1985; Iverson, 1987; Rao ve dig., 1997). SRB’nin,
sogutma sistemine giris suyunda bulunmasi ve ¢ikis suyundaki sayilarinin giris
suyundakinden fazla olmasi dikkate deger bir durumdur (Rao ve Nair, 1998). SRB’nin
meydana getirdigi korozyondan o6zellikle sogutma kulesi sistemlerinin zarar gordiigi

belirtilmektedir (Puckorius, 1999).
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2.3.1. Siilfat Indirgeyen Bakteriler

Stilfat indirgeyen bakteriler, zorunlu anaerop bakteriler olarak bilinmekle birlikte bazi
tiirlerinin oksijeni tolere edebildigi ve diisiik oksijen konsantrasyonlarinda tireyebildigi

rapor edilmistir (Beech ve dig., 2000).

Bir¢ok cinsi Gram negatif ve filamentlidir. Spor olusturan formlar1 Gram pozitif
olabilir. Cok az bir tir gaz vakuoli icerir. Bu bakteriler hareketli veya hareketsiz olup

hareketleri tagidiklar1 flagelladan kaynaklanmaktadir (Widdel ve Pfennig, 1984).

SRB yuvarlak, oval, kok, spiral, virgiil seklinde, diiz veya kivrik ¢omak gibi farkli
sekillerde goriilebilirler (Sekil 2.2). Caplari 0.4-3 um ve uzunluklar1 3.0-5.0 pm’dir
(Videla, 1996; Dworkin ve dig., 2006). Genel olarak 4-9.5 pH araliginda
yasamaktadirlar ve bazi tiirleri 500 atmosfer basinca kadar toleranshdirlar
(Javaherdashti, 2008).

Sekil 2.2 : Morfolojileri farkli bazi SRB’lerin faz kontrast mikroskobundaki gérinimleri; (A)
Desulfovibrio desulfuricans, (B) Desulfobacter latus, (C) Desulfococcus multivorans, (D)
Desulfonema limicola, bar = 10 um (Holt ve dig., 1994)
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Deniz, nehir veya gdl sedimentleri bu bakterilerin tipik habitatlar1 olup celtik tarlalari,
petrol yataklari, yanardag agzi, ¢ok tuzlu bolgeler, derin yeralti tabakasi, atik aritma
tesisleri, sogutma kuleleri gibi tarimsal ve endiistriyel su sistemlerinden de siklikla izole
edilmiglerdir (Widdel ve Phennig, 1984; Tardy-Jacquenod ve Caumette, 1996; Ilhan-
Sungur ve Cotuk, 2005; Muyzer ve Stams, 2008). Ayn1 zamanda insanlarin, agiz ve
bagirsaklarinda da yasayabildikleri rapor edilmistir (McDougall ve dig., 1997; Willis ve
dig., 1999; Langendijk ve dig., 1999).

SRB, hiicre sentezi ve gelisimi igin gereken enerjiyi, organik bilesikleri ve molekiiler
hidrojeni (H,) oksitleyerek ve son elektron alicist olarak siilfatin (SO4?) yanusira, siilfiti
(H2S03), tiyosiilfati (S203), diger kiikiirt bilesiklerini ve nitrati (NO3’), asidik ve toksik
bir driin olan hidrojen siilfire (H,S, HS) (Denklem 2.1) ve amonyuma (NH;")
(Denklem 2.2) indirgeyerek saglamaktadirlar (Dworkin ve dig., 2006; Javaherdashti,
2008).

SO42 + 2(CH,0) + 2H" —— H,S + 2CO, + 2H,0 (2.1)
NO, + 66 + 8H* —— NH," + 2H,0 (2.2)

H.S, paslanmaz celik, galvanizli ¢elik vb. metallerde ciddi korozyon hasarlarina sebep
olmakta ve ayrica toksik etkisi ¢alisanlarin sagligi ve giivenligi acgisindan da biiyiik bir
tehlike olusturmaktadir (Jayaraman ve dig., 1999; Rao ve dig., 2000). Bu nedenle,
sogutma kulesinde bulunan SRB sayisiin mililitrede 100’den az olmasi gerektigi

belirtilmektedir (Lu ve dig., 1989).

2.3.2. Clostridium

Clostridium cinsinden ilk kez 1880 yilinda Prazmowski tarafindan bahsedilmistir.
Firmicutes subesinin Bacillus/Clostridium altgrubuna dahil bir cinstir. Bir
mikroorganizmanin Clostridium olarak siniflandirilabilmesi igin dort kriter gerek
mektedir: (1) endospor olusturabilme yetenegi, (2) anaerobik, fermentatif enerji

metabolizmasina sahip olmasi, (3) siilfat indirgeme yeteneginin olmayisi, ve (4) Gram
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negatif olarak davranabilen Gram pozitif hiicre duvarinin varligi (Minton ve Clarke,

1989).

Clostridium cinsi bakteriler ¢comak seklinde, 0.3-2.0 pum c¢apinda, 1.5-20.0 pm
uzunlugunda ve genellikle giftler veya kisa zincirler seklinde bulunurlar (Sekil 2.3).
Taze kiiltiirleri genellikle Gram pozitif boyanma 06zelligi gosterirken, durgun fazdaki
kilturleri Gram negatif boyanabilmektedir. Peritrik flagellalariyla hareket ederler.
Karbonhidrat veya peptonlardan organik asit ve alkol karisimlari tiretirler (Minton ve
Clarke, 1989; Holt ve dig., 1994). Hiicrelerin sismesine neden olan oval veya kiiresel
formda endospor olustururlar (Holt ve dig., 1994). Endosporlar1 onlara, buzullar, ¢dller,
asidik sicak su kaynaklar1 gibi ekstrem kosullara sahip bolgeler ile toprak, nehir, gol
sular1 ve sedimentleri, ve hayvanlarin bagirsaklar1 gibi ¢ok genis c¢evre aginda

yasabilmelerine imkan tanir (Dworkin ve dig., 2006).
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Sekil 2.3 : Farkli Clostridium tirlerinin mikroskop goérintileri; (A) Clostridium botulinum™un
Gram boyal1 preparatinin 151k mikroskobu goriintiisii (Center For Disease Control and
Prevention), (B) Clostridium perfingens’in SEM fotografi, (DENNIS KUNKEL
MICROSCOPY, INC.)
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2.4. KOROZYON

Korozyon, metalik bir malzeme ve onun cevresi arasinda gerceklesen ve madde
kaybiyla sonuglanan kimyasal bir etkilesimdir. Bir¢cok durumda bu, elektronlarin bir seri
redoks reaksiyonuyla metal ylizeyden son elektron alicisina transfer edildigi
elektrokimyasal bir islemdir. Elektron alicis1 genellikle oksijendir. Elekton alicisinin
rediiklenmesi, metalin oksitlenmesiyle es zamanli gerceklesir ki, bu da metalin

bozunmasina yol agar (Barton ve Hamilton, 2007).

Oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlart metal ylizeyin farkli bolgelerinde gerceklesir.
Metal atomlarinin ¢Ozeltiye metal iyonlar1 olarak girmesiyle metal kaybinin
gerceklestigi  oksidasyon reaksiyonu, anodik bdlgede meydana gelir (Barton ve
Hamilton, 2007). Hem oksijenli hem de oksijensiz ¢Ozeltilerde, anodik reaksiyon her
zaman metalin bozunmasidir. Denklem (2.3) (Hamilton, 1985).

Fe —>Fe™ + 2¢ (2.3)

Katodik bolgede, elektronlar ylizeye yakin kimyasallarin rediiksiyonuyla tiiketilir
(Barton ve Hamilton, 2007). Korozyonda, hakim olan rediiksiyon reaksiyonlari

oksijenin veya protonlarin rediiklenmesidir. Denklem (2.4, 2.5) (Hamilton, 1985).

%0, + H,0 + 26" — 20H (2.4)
2H* + 26" — 2H — Hy 2.5)

Anot ve Kkatotta gergeklesen islemlerin friinleri, genellikle korozyon firiinleri
olusturmak lizere reaksiyona girerler ve korozyon iiriinii olarak beyaz renkteki demir(ll)
hidroksit [Fe(OH),] ¢okeltisi olusur. Denklem (2.6) (Iverson, 1987).

Fe?* + 2(OH’) — Fe(OH), (2.6)

Fe(OH), oksijen varliginda pasin bir diger formu olan demir (III) hidroksite [Fe(OH)s]
doniismektedir. Denklem (2.7) (Iverson, 1987).
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Fe(OH); + %2 H,0 + ¥ O, — Fe(OH)3 2.7)

Elektronoétralligi saglayabilmek i¢in anodik ve katodik reaksiyonlarin dengede olmasi

gerekmektedir (Thierry ve Sand, 2002).

2.5. MIKROBIYOLOJiK KOROZYON

Mikrobiyolojik korozyon, mikroorganizmalarin varligina baglh olarak veya aktiviteleri

sonucunda olusan korozyondur (Thierry ve Sand, 2002).

Mikroorganizmalarla iliskili tipik bir korozyon olayi ilk kez, 1840 yilinda, Seine Nehri
(Fransa) tabaninda bulunan bir demirin anaerobik kosullar altinda aginmaya ugradigi
goriildiigiinde farkedilmis ve hidrojen silfir igeren korozyon iiriinleri belirlenmistir.
Ancak MIC, 1891 yilinda ilk kez Garret tarafindan tanimlanmis ve bakterilere ait

metabolizma iiriinlerinin korozyonda rol oynadig1 saptanmistir (Garrett, 1891).

2.5.1. MIC Olusumu

Mikroorganizmalar fizyolojik Ozelliklerine bagli olarak asagida bahsedilen faktorlerin

biri veya daha fazlasi ile korozyona yol agabilmektedirler (Hadley, 1948; Videla, 1996).

Korozyonu baglatan veya hizlandiran mikrobiyal olusumlar;

1) Asidik metabolitlerin tretimi (Or: Kikirt okside eden bakteriler (Thiobacillus
thiooxidans) tarafindan siilfiirik asit (H,SO,) Uretimi)

2) Metalin kaynak yapilmis bélgelerine bakterilerin segici saldirist (Or: Demir
okside eden Gallionella cinsi bakterilerin ¢ift fazli ferrit-ostenit kaynaklara
tercihli saldiris1)

3) Mikrobiyal yapismanin etkisiyle oyuklanma korozyonunun baslamasinin
kolaylastirilmas1 (Or: Aliiminyum alasimlarinda Hormoconis resinae mantar

misellerinin tutunma noktalarinda oyuklanmay1 baglatmasi)
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4) Korozyon frenleyicilerinin mikrobiyal tilketimi (Or: Benzin/su sistemlerinde H.
resinae mantarlari tarafindan aliiminyum korozyon inhibit6rii olan nitratlarin
tiketimi)

5) Koruyucu kaplamalarin mikrobiyal yikimi (Or: Benzin depolama tanklarindaki
koruyucu kaplamanin mantarlar tarafindan bozulmasi )

6) Metal yiizeylerden koruyucu filmin c¢ozilmesi (Or: Denizdeki Vibrio cinsi
bakterilerin ¢éziinmeyen inorganik korozyon iiriinlerini olusturan Fe*¥i Fe+2'ye

indirgeyerek ¢oziinen bilesikleri olugturmasi)

Metal yiizeyler lizerinde gelisen biyofilmleri olusturan bakterilerin metabolik {irtinleri,
biyofilm-metal arayiiziinde gergeklesen islemleri degistirerek genellikle oyuklanma
formunda korozyona yol agmaktadirlar (Barton ve Hamilton, 2007). Ekzoenzimler,
organik ve inorganik asitler, amonyum gibi ucucu bilesikler, veya SRB varliginda
hidrojen sulfiir ve diger metal siilfiirleri de igeren EPS, temasta oldugu yiizeydeki metal
atomlarinin stabilitesini etkilemekte ve bunun sonucunda korozyona yol acabilmektedir
(Barton ve Hamilton, 2007). EPS’de bulunan asidik polimerler korozyonu arttiric1 bir

etki gostermektedir (Beech ve Gaylarde, 1999).

MIC’ten en ¢ok etkilenen endiistri alanlar1 acik veya kapali sogutma kuleleri, filtrasyon
sistemleri, kagit endiistrisi, petrol borulari, atik aritim tesisleri, su tasima, depolama ve

dagitim sistemleridir (Al-Darbi ve dig., 2005; Little ve Lee, 2007; Javaherdashti, 2008).

25.2. MIC’eYol Acan Bakteriler

Mikrobiyolojik korozyon aragtirmalarinin  bilyilk c¢ogunlugunda, demir, bakir,
aluminyum ve onlarin alagimlar1 ilizerinde meydana gelen biyofilmlerin etkisinden
bahsedilir (Beech ve Gaylarde, 1999). Karasal ve sucul habitatlarda, metallerin
korozyonuna yol acan baslica mikroorganizmalar; stlfat indirgeyen bakteriler, kukurt
oksitleyen bakteriler, demir oksitleyen/redikleyen bakteriler, hidrojen Ureten/tiketen
bakteriler, manganez oksitleyen bakteriler, organik asit ve mukus salgilayan bakteriler,
algler ve mantarlardir (Beech ve Gaylarde, 1999).
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2.5.3. SRB’nin Korozyon Mekanizmalar:

Sulfat indirgeyen bakteriler, MIC’e neden olan en o6nemli bakteriler olarak
tanimlanmiglardir (Coetser ve Cloete, 2005). SRB’nin karasal ekosistemlerde oldugu
gibi, oksik ve anoksik sucul ortamlarda da demir ve alasimlarini oyuklanma seklinde
korozyona ugrattiklar1 bir¢cok c¢alismayla kanitlanmistir. SRB’nin sadece farkli cinsleri
degil, aym1 cinse dahil farkli tiirleri bile metal bozunumunu etkileme yetenekleri

acisindan oldukea degisiklik gostermektedir (Barton ve Hamilton, 2007).

Von Wolzogen Kihr ve Van der Vlught, 1934’te SRB’nin aktivitesinin anaerobik
korozyona yol acgtigini kanitlamiglar ve bunun sebebi olarak ‘katodik depolarizasyon
teorisi’ni sunmuslardir. Bu mekanizmaya gore SRB’nin  metalleri korozyona
ugratmadaki baslica etkisi, hidrojenaz enzimi vasitasiyla katodik ylizeyden hidrojeni
uzaklastirmasi, boylece katodu depolarize etmesidir (Coetser ve Cloete, 2005; Barton ve
Hamilton, 2007; Javaherdashti, 2008). Katodik depolarizasyon teorisi asagidaki
denklemlerle 6zetlenmistir (Javaherdashti, 2008).

Fe — > Fe™ + 2e” (anodik reaksiyon) (2.8)
2H,0 —— 2H" + 20H" (suyun parcalanmasi) (2.9)
2H" + 26— 2H (Katodik reaksiyon) (2.10)

Bakteriyel etkilesim (Denklem 2.11):

SO42+8H" —— S?+4H,0 (katodik depolarizasyon) (2.11)
(bakteri)

Korozyon urunleri (Denklem 2.12 ve 2.13):

Fe*?+S?— 5 FeS (anod) (2.12)
Siyah cokelti

Fe*? + 20H — Fe(OH), (katod) (2.13)
Pas

Toplam reaksiyon (Denklem 2.14):

4Fe*? + SO, + 4H,0 ——> 3Fe(OH), + FeS + 20H" (2.14)
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Hidrojenaz enziminin aktivitesi ya direk olarak metal yizeyden katodik hidrojeni
depolarize etmekle veya indirek olarak metabolik son Grlnlerin Gretimiyle ilgili
olabilmekte ve bdylece anaerobik korozyonda énemli bir rol oynamaktadir (Bryant ve
Laishley, 1990; Ford ve Mitchell, 1990) (Sekil 2.4). Siilfatin hidrojen siilfiire
rediiksiyonu ve hidroksit iyonlarinin iiretilmesi iglemlerinin ayn1 anda gergeklesmesi,
demir silfir ve demir hidroksit {irinlerinin olusumuna yol agabilmektedir. Bu katalitik
etki, anotta daha fazla demirin ¢dziinmesine neden olacak ortami yaratmaktadir (Barton

ve Hamilton, 2007).

Sekil 2.4 : Silfat indirgeyen bakterilerin varliginda demirin anaerobik korozyonu.

Bu reaksiyonlar sonucu a¢iga ¢ikan FeS metali depolarize edebilir ve H,S ve onun
oksidasyon {irlinleri kimyasal olarak demir ve ¢eligi korozyona ugratabilir (De Bruyn,

1992).

Demirin korozyonu iizerine SRB’nin etkisinin incelendigi 1934 yilindan beri, bu
bakterilerin ¢esitli metal (paslanmaz ¢elik, galvanizli ¢elik vb.) ve alasimlari iizerinde
oyuklanma seklinde korozyona neden olduklar1 ¢esitli makalelerde rapor edilmistir (Rao

ve dig., 2000; Karr ve dig., 2005; Ilhan-Sungur ve dig., 2007). Bugiine kadar SRB
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kaynakli korozyonla ilgili birgok mekanizma ileri siiriilmiistir. Bu mekanizmalarin

hepsi de sulfat indirgenme aktivitesi icermektedir (Lee ve dig., 1995; Hamilton, 1998).

2.6. GALVANIZLI CELIK VE KOROZYON

Demir ve celigi katodik olarak korozyona karsi korumak tizere, kaplama malzemeyi
olarak korozyon direnci yiksek olan ¢inko kullanilmaktadir. Cinko ile kaplanmis olan
celiklere galvanizli celik denmektedir. Galvanizli ¢elikten yapilmis tanklar sicak suyu
depolamak tizere genis ¢apta kullanilmaktadir ve bu tanklarin dayanikliliginin 30-40 yil
oldugu bildirilmektedir (Zhang, 1996).

Cinko ve alasimlar1 korozyona direngte oldukg¢a 6nemlidir. Dogal gevresine bagli olarak
yari-iletken ¢inko oksit ve hidroksit igeren koruyucu tabaka olusturabilme yetenegi,

cinkoya korozyona kars1 direng 6zelligi kazandirmaktadir (Zhang, 1996).

Cinkonun korozyona karsi direncini etkileyen bircok faktér arasinda en 6nemlileri
sicaklik, ortamdaki ¢6ziinmiis gazlar (oksijen ve karbondioksit) ve pH degeridir (Zhang,
1996). Sulu ortamlarda bulunan g¢inkonun korozyona ugrama hizi, sicaklik, ¢oziinmiis
oksijen ve karbondioksit miktari, ve akis hiziyla orantili olarak artmaktadir (Zhang,
1996). Ayrica ¢inko i¢in yumusak sular sert sulara oranla daha zarar vericidir. pH’s1 6-
12 arasinda degisen sularda ¢inkonun korozyona ugrama hizinin en diisiik seviyede
oldugu bildirilmistir. Bu durum, 6-12 pH araliginda ¢inko yiizeyinde pasif korozyon
trtinlerinin olusumuna baglanmaktadir. Alkalinitesi yuksek olan sularda oksijenin
¢oziinebilirligi distiigiinden dolayr ¢inko korozyona ugramaktadir. Korozyon urlnleri

olarak ¢inko karbonat veya diger temel bilesikler olusmaktadir (Zhang, 1996).
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3.MALZEME VE YONTEM

3.1. MiIKROBIYOLOJIK ANALIZLER

3.1.1. Kule Suyundan Anaerop Bakteri izolasyonu

Calismamizda, Istanbul’da merkezi sogutma sistemine sahip 3 otel ve 2 is merkezinin
acik sistem sogutma kulelerinden alinan kule sularindan SRB iceren anaerop bakteri

izolatlar1 elde edilmistir.

Anaerop bakterilerin analizi i¢in sogutma kulesi su ornekleri, 50 ml hacimli kapakl
steril cam kavanozlara, kaplar1 tamamen dolduracak sekilde alinmistir. Kapaklarin agzi
sikica kapatilmis, 151k girisini engellemek {izere kavanozlarin etrafi aluminyum folyo ile

sartlmigtir. Ornekler en kisa zamanda laboratuvara getirilerek kiiltiirleri yapilmustir.

SRB iceren anaerop bakteri izolasyonu i¢in kule suyu orneklerinden 1 ml alinarak,
icinde 9 ml siv1 Posgate B besiyeri bulunan 20 ml hacimli plastik kapakli cam siselere
ekim yapilmigtir. Anaerobik ortam: saglamak {iizere, besiyerlerinden saf azot gazi
gecirilmistir. Baslangigta pembe olan besiyerinin rengi, igerisindeki oksijen alindiktan
sonra bu rengi kaybederek tipik krem rengini almistir. Ekim yapilan tiipler 28°C’lik
etiivde 21 giin bekletilmistir. PoStgate B besiyerinin renginin siyahlagsmasi, siilfat

indirgeyen bakterilerin iirediginin gostergesidir (Postgate, 1984, Feio ve dig., 1998).

Sulfat indirgeyen bakteri icerdigi diisiiniilen tiiplerden en hizli ve yogun iireme 6zelligi
gosteren bir tanesi sec¢ilmis ve SRB’lerle birlikte, sulfit, tiyosilfat ve/veya elementel
stlfurii hidrojen siilfiire indirgeyebilen fakiiltatif anaeroplar1 elde etmek Uzere 2 kez
yari-kat1 Postgate C besiyerine ekim yapilmustir. Inokuliim miktarlar1 olarak 0.1 ml ve
0.5 ml kullanilmistir. Ekimler 2 tekrarli olarak yapilmigtir. Ekim yapilan Petri kaplar
anaerop kavanozlar icinde, 28°C’lik etiivde 21 giin bekletilmistir. SRB’lerle beraber
kiikiirt bilesiklerini indirgeyebilen anaeroplar, demir indikatéri iceren Postgate C
besiyerinde siyah renkte koloni olusturmaktadirlar. Yari-kati Postgate C besiyerinde

tireyen siyah renkli koloniler steril Pasteur pipetiyle alinarak sivi Postgate B besiyerine
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aktarilmigtir (Feio ve dig., 1998; Hines ve dig., 2007). Elde edilen SRB iceren ve H,S

Ureten anaerop bakteri kiltiirl, korozyon deneyinde kullanilmustir.

izole edilen anaerop bakteri Kkiiltiiriintin morfolojisini saptamak amaciyla Gram boyama
yontemi kullanilmistir (Holt ve dig., 1994). izolatin spor 6zelliklerinin incelenmesinde

endospor boyama yontemi kullanilmistir (Cotuk ve Ang-Kicuker, 1995).

3.2. MiKROBiIYOLOJIiK KOROZYON DENEYi

Belirli morfolojik 6zellikleri belirlenen SRB iceren anaerobik bakteri kultrinin
galvanizli gelik Uzerine korozif etkisi laboratuvar kosullar1 altinda hazirlanan deney

diizeneginde incelenmistir.

3.2.1. Kupon Temizligi

Deney diizeneginde korozif etkinin incelenecegi metal olarak, sogutma kulesi
malzemesi olan galvanizli g¢elikten yapilmis kuponlar kullanilmistir. Galvanizli gelik
kuponlar, Kerim Celik A.S firmasi tarafindan yiizeyinde 205 g/m® ¢inko bulunan ve
kalinlig1 1 mm olan galvanizli ¢elik levhadan 20x20x0.5 mm boyutlarinda ASTM G1-
72 (American Society for Testing Material, 1975) standartlarina gore kesilerek
hazirlanmistir. Firmadan alinan kuponlarin kimyasal igerigi ile ilgili bilgiler Tablo

3.1’de gosterilmistir.

Tablo 3.1: Galvanizli celik kuponlarin kimyasal igerigi

% C %P %S %S %Mn %Al % Zn Zn Kaplama,
Kalinhgi (g/m")
0003 0006 0008 0004 0131 0039  99.809 205

Galvanizli ¢elik kuponlarin en ve boy Olgiileri alinarak toplam yiizey alani
hesaplanmistir. Kuponlar aseton ile temizlendikten sonra Pasteur firininda
kurutulmugtur. Kesik kenarlar, korozyona ugramamasi icin epoksi ¢inko fosfat primer

(Moravia, Turkiye) ile astarlanmig, astar tamamen kuruduktan sonra (24 saat) epoksi
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son kaplama (Moravia, Tiirkiye) ile kaplanmistir (Ilhan-Sungur ve Cotuk, 2010).
Kuponlar tekrar aseton ile temizlendikten sonra Pasteur firminda kurutulmus ve
agirliklart Olgiilmistiir. Kuponlar, deneyde kullanilana kadar desikatorde saklanarak

havayla temas etmesi Onlenmistir.

3.2.2. Deney Diizenegi

Anaerop bakteri kulturinun galvanizli celik Gzerine korozif etkisi, kurulan laboratuvar
olgekli deney diizeneginde incelenmistir. I¢inde deneyin gerceklestirilecegi 1 litrelik
cam beher, deney Oncesi Pasteur firminda steril edilmistir. Deney besiyeri olarak
kullanilacak olan 720 ml Postgate C besiyeri de hazirlanarak 121°C’te, 1 atm basingta
15 dk steril edilmis ve aseptik kosullarda steril cam beherin igine bosaltilmistir.
Besiyerine, % 10 oranmi saglayacak sekilde 80 ml 24 saatlik anaerobik bakteri
kiiltiiriintin (2.5 x 10" hiicre/ml) ekimi yapildiktan sonra cam beher anaerobik kavanoz
igine yerlestirilmistir. Kavanoz igerisine anaerobik ortami saglamasi igin 1 adet
AnaeroGen (Oxoid) ve ortamin anaerobik olup olmadiginin kontrolii i¢in oksijen
indikatorii (Oxoid) koyularak kavanozun kapagi hava girmeyecek sekilde kapatilmistir.
Deney diizenegi, ekimi yapilan bakteri kultirinin besiyerinde Ureyerek diizenege
adaptasyonunu saglamak i¢in manyetik karistirict ile 300 rpm hizla karistirilarak
28°C’lik etiiv icerisinde 2 giin beklemeye birakilmistir. SRB’nin (iremesi, besiyerinin

bulaniklig1 gdz oniine almarak belirlenmistir (ilhan-Sungur ve dig., 2007).

38 adet kupon, kuponlar: tagiyacak olan cubuklara dizilmis ve 260 nm dalga boyundaki
UV 151k altinda her iki yiizeyleri de 24 saat bekletilerek steril edildikten sonra aseptik
kosullarda dlzenek besiyeri igine yerlestirilmistir. Kuponlarin yerlestirilmesiyle deney
siiresi baglamistir. Diizenek, deney stiresince 28°C’lik etiiv icerisinde muhafaza edilmis
ve manyetik karistirictyla 300 rpm hizla kanistinlmistir (Sekil 3.1) (Marchal ve dig.,
2001; Padilla-Viveros ve dig., 2005; Midander ve dig., 2006).

Deney diizeneginde korozif etkinin incelenecegi érnekleme saatleri 0, 2, 4, 6, 12, 24, 48,
72, 96, 168, 360 ve 744 saat olarak belirlenmistir. Her 6rnekleme saatinde, diizenekten
aseptik kosullar altinda {i¢ adet kupon ¢ikartilmis ve ayni anda 50 ml desarj karsiliginda,
diizenege 50 ml steril Postgate C besiyeri ilave edilmistir (Rao ve dig., 2005).

Diizenekten ¢ikarilan kuponlardan biri SRB izolasyonu ve sayimi, digeri EPS eldesi ve



24

karbonhidrat tayini igin, tguncl kupon ise diger iki kuponla birlikte agirlik kaybi tayini

icin kullanilmustir.

Deney diizenegindeki kiilturiin pH, CI", SO42 ve H,S degerleri her érnekleme saatinde
Ol¢iilmiistiir. Deney Oncesi ve sonrasi yapilan tartimlar sonucunda kuponlarda meydana

gelen agirlik kayiplar belirlenmis ve korozyon hizlar1 hesaplanmistir.

Sekil 3.1 : Deney diizenegi

3.2.3. Bakteriyolojik Analiz
3.2.3.1. Kultiirden Siilfat Indirgeyen Bakterilerin Izolasyonu ve Sayimi
Deney diizenegindeki kilturden SRB’nin izolasyonu ve sayimi amaciyla her drnekleme

saatinde 5 ml érnek alinarak 10 ’den 10"%a kadar sulandirim serileri hazirlanmis ve bu

serilerden ekim yapilmstir.

SRB sayisi1 ¢oklu tiip yontemine (MPN) gore tespit edilmistir (APHA, 1981). Ekim

yapilan tiipler, 28°C’de 21 gun inkiibe edilmis ve besiyerinde goriilen siyahlasma
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pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir. SRB ekimleri 2 tekrarli olacak sekilde

gergeklestirilmistir (Postgate, 1984).

3.2.3.2. Kuponlarda Olusan Biyofilmdeki Siilfat Indirgeyen Bakterilerin Izolasyonu ve
Sayimi

Biyofilmdeki bakterilerin izolasyonu ve sayimi i¢in her 6rnekleme saatinde ¢ikarilan 1
kupon kullanilmistir. Yiizeye gevsek tutunmus bakterileri uzaklagtirmak amaciyla
kuponlar, beher igerisine konmus steril Postgate C besiyerine birka¢ kez daldirilip
cikartildiktan sonra her iki ylizeyde olusan biyofilm tabakasi steril ekiivyon ile
toplanmis ve 15 ml Postgate C besiyeri igerisinde 1 dk vortekslenmek suretiyle
bakterilerin siviya gecisi saglanmistir (Gagnon ve Slawson, 1999). Biyofilm

stispansiyonundan 10™"den 10®’ye kadar sulandirim serileri hazirlanmistir.

SRB’nin sayimi i¢in her bir sulandirimdan Postgate B besiyeri iceren MPN serilerine
ekim yapilmistir. Ekim yapilan tiipler 28°C’de 21 gilin bekletilmistir. Besiyerinde
goriilen siyahlasma pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir. Ekimler 2 tekrarli

yapilmistir (Postgate, 1984).

3.2.4. EPS Eldes ve Karbonhidrat Tayini

Her ornekleme saatinde deney diizeneginden c¢ikarilan bir kupon iizerinde olusmus
biyofilmden EPS elde edilmis ve karbonhidrat analizi gerceklestirilmistir. Kuponlar,
yiizeye gevsek tutunmus bakterileri uzaklastirmak amaciyla steril Postgate C besiyerine
birkag¢ kez batirilip ¢ikartilmistir. EPS eldesi 4 asamada gergeklestirilmistir (Zhang ve
dig., 1999).

[k asamada yikama islemi yapilmistir. Kuponun her iki yiizeyindeki biyofilm tabakasi
steril ekiivyon yardimiyla toplanarak, 10 ml steril bidistile su igerisinde stispansiyon
hale getirilmistir. Biyofilm siispansiyonu 6000g’de 10 dakika santrifiij edilmis ve

stipernatant steril bir tiip i¢ine aktarilarak muhafaza edilmistir.

Ikinci asamada, santrifilj tupinde kalan biyofilm peleti tizerine 10 ml % 8.5 NaCl ve

0.22 ml formaldehit iceren soliisyondan konmus ve 1 dakika en yiiksek devirde
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vortekslenmistir. Ardindan ilk iki asamada elde edilen Ornekler steril bir kapta

birlestirilmistir.

Uciincii asamada ekstraksiyon islemi yapilmistir. Bunun igin, ikinci asama sonunda elde

edilen ve son hacmi 20 ml olan tiipler 11227g’de 30 dakika santrifiij edilmistir.

Filtrasyon ve toplama isleminin yapildigi son asamada, Santrifiij isleminin ardindan,
supernatant 0.22 um por c¢apli membran filtreden (Sartorious) gecirilerek steril

edilmistir.

EPS ornekleri elde edildikten sonra karbonhidrat analizi gergeklestirilmistir. Bunun igin
fenol shlfirik asit yontemi kullanilmistir (Dubois ve dig., 1956). Bu yoOntem
cercevesinde, cam tiiplere 1 ml EPS 6rnegi konmus ve bunun Gzerine 1 ml % 5’lik
fenol ¢ozeltisi eklenmistir. Son olarak, icinde EPS ve fenol ¢ozeltisi bulunan tiplere 5
ml % 95°lik siilfiirik asit konarak 10 dakika beklenmis ve siire sonunda tiipler
vortekslenerek karigtirilmistir. Tiipler 15-20 dk 25-30°C’lik su banyosunda bekletilerek
kimyasal reaksiyon sonucu yiikselen sicakligin diismesi saglanmistir. Bu reaksiyon
sununda sivinin  sari-turuncu - renk  aldigi  gozlenmistir.  Rengin  koyulugu
spektrofotometre cihazinda 490 nm dalga boyunda (Shimadzu UV 150-02)
Ol¢iilmiistiir. Karbonhidrat miktari, standart egriye ait denklem kullanilarak

hesaplanmistir. Olgiimler 3 tekrarli yapilmustir.

Standart egriyi olusturmak Uzere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 ug/ml
konsantrasyonlarinda standart glukoz ¢o6zeltileri hazirlanmistir. Fenol silfurik asit
yontemi uygulanarak her bir konsantrasyona ait absorbans degerleri belirlenmistir
(Dubois ve dig., 1956). Kor olarak bidistile su kullanilmistir. Elde edilen absorbans
degerleri ile standart grafik ¢izilmis ve egri denklemi elde edilmistir (Sekil 3.2). Kontrol
amaciyla 10, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlardaki standart glukoz c¢ozeltileri

deneylerle es zamanli olarak 6l¢lilmiistiir.
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Sekil 3.2 : Toplam karbonhidrat miktarinin tayini igin fenol sulfiirik asit yontemi ile standart
glukoz konsantrasyonlarindan hazirlanmig olan standart egri.

3.2.5. Duzenekteki Kulturun Fiziksel ve Kimyasal Parametrelerinin Analizi

3.2.5.1. Siilfat (S04

Diizenekteki SO42 miktar1 turbidimetrik yontem ile Sl¢iilmiistir (APHA, 1981). 100 ml
Ornek iizerine 5 ml ayarlama soliisyonundan eklendikten sonra manyetik karigtiricida 1
dk sabit hizla karigtirllmis ve 6rnek iizerine 0.5 g BaCl, kristali eklenerek tekrar 1 dk
sabit hizla karistirilmigtir. Siire sonunda olusan BaSO, bulanikliginin absorbans degeri
spektrofotometrede (Shimadzu UV 150-02) 420 nm dalga boyunda her 30 saniyede bir

olmak iizere 4 dk siiresince dl¢iilmiistiir. Olgiimler 2 tekrarli yapilmistir.

Standart egriyi olusturmak i¢in oncelikle 5 mg/l, 10 mg/l, 15 mg/l, 20 mg/l, 25 mg/l, 30
mg/l, 35 mg/l, 40 mg/l, 45 mg/l konsantrasyonlarinda standart Na,SO, c¢Ozeltileri
hazirlanmis, bu gozeltilerle turbidimetrik yontem uygulanmistir. Kor olarak bidistile su
kullanilmistir. Elde edilen absorbans degerleri ile standart grafik cizilmis ve egri

denklemi elde edilmistir (Sekil 3.3). Kontrol amaciyla 5, 25 ve 45 mg/l
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konsantrasyonlardaki standart siilfat c¢dozeltileri deneylerle es zamanli olarak

Olciilmiistiir.
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Sekil 3.3 : Siilfat miktarinin tayini i¢in turbidimetrik yontem ile standart stilfat
konsantrasyonlarindan hazirlanmis olan standart egri.

3.2.5.2. Hidrojen sulfur (H,S)

Deney diizenegindeki kiltiriin igerdigi hidrojen stlfir miktar1 Cord-Ruwish yontemi ile
tayin edilmistir (Cord-Ruwisch, 1985). Bir miktar besiyeri 0.22 um porgapl filtreyle
stiziilerek Falcon tiiptine aktarilmistir. 12 ml CuSO, solisyonu cam tipte
vortekslenirken, 0.3 ml medyum pipet yardimiyla Falkon tlipinden alinip hizlica bakir
stlfat soliisyonuna eklenmistir. 5 saniye karistirildiktan hemen sonra, absorbans degeri
spektrofotometrede (Shimadzu UV 150-02) 480 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. 0.3 ml
kaltar ve 12 ml HC1 (50 mmol/l) k6r olarak kullanilmistir (Azabou, 2005; Alvarez ve
dig., 2006).

Standart egriyi olusturmak Uzere 40 mmol/l konsantrasyonunda standart Na,S
soliisyonu hazirlanmistir. Bu soliisyon kullanilarak 2 oraninda sulandirim serileri

hazirlanmis ve bu c¢ozeltilerle Cord-Ruwisch yodntemi uygulanmistir. 0.3 ml NayS
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solisyonu ve 12 ml HCI (50 mmol/l) kor olarak kullanilmistir Elde edilen absorbans

degerleri ile standart grafik ¢izilmis ve egri denklemi elde edilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 : Hidrojen stlfir miktarinin tayini i¢in Cord-Ruwisch yontemi ile standart hidrojen
sUIfir konsantrasyonlarindan hazirlanmis olan standart egri.

3.2.5.3. Klorur (CI")

Deney diizenegindeki CI” iyonlarinin miktari, iyonmetre cihazi (Thermo Orion) ile

Olciilmistiir.
3.2.5.4.pH

Deney diizeneginin pH’s1, pH metre cihazi (Thermo Orion) ile 6lgiilerek saptanmaistir.

3.2.6. Korozyon Analizi

Korozyon hizi ve agirlik kaybimi tayin etmek zere her 6rnekleme saati igin 3 adet
kupon kullanilmistir. Kuponlar yiizeylerinden biyofilm tabakasi alindiktan sonra %
15’lik asetik asit ¢ozeltisinde 2 dakika bekletilerek temizlenmistir. Siire sonunda
kuponlar dnce distile suya, ardindan % 96’lik etil alkole batirilmis ve sonra Pasteur
firminda 70 °C’de 1 saat kurumaya birakilmigtir (Anderson ve Rein, 1948). Kuruyan

kuponlarin agirlik olglimleri alimmistir. Deney Oncesi ve sonrasi agirlik Olglimleri
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arasindaki fark agirlik kaybi olarak not edilmistir. Korozyon hizi asagida belirtilen

formiil ile hesaplanmistir (ASTM, 1975).

Korozyon hizi (mdd)= (K x W )/ (Ax tx d)

mdd= mg/dm?.giin
K=2.40x 10°x d
W= agirlik kayb1 (g)
A= alan (cm?

t= deney suresi (saat)
d=7.13 g/cm®

3.2.7. Kontrol Diizenegi

Postgate C besiyerinin galvanizli ¢elik tizerine korozif etkisi, steril kontrol diizeneginde

incelenmistir. Kontrol diizenegi, deney diizenegi ile ayni isletim kosullarina sahiptir.

35 adet kupon, kupon tastyicisina dizilmis ve UV 1s1k altinda her iki ylizeyleri de 24
saat bekletilerek steril edildikten sonra aseptik kosullarda steril Postgate C igine
yerlestirilmis ve deney siiresi baslamistir. Kontrol diizenegi, deney siiresince 28°C’lik

etliv icerisinde muhafaza edilmistir.

Ornekleme, deney diizeneginde oldugu gibi 0, 2, 4, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 168, 360 ve
744, saatlerde yapilmistir. Her 6rnekleme saatinde, diizenekten aseptik kosullar altinda
Uc adet kupon ¢ikarilmistir. Diizenekten ¢ikarilan kuponlarin yizeyleri ekiivyonla
temizlenerek petri kaplarinda muhafaza edilmistir. Kuponlar asetik asitle temizlendikten

sonra agirlik tayini yapilmaistir.

3.2.7.1. Kontrol Diizenegi Besiyerinin Fiziksel ve Kimyasal Parametreleri

Kontrol diizenegindeki besiyerinin CI, H,S, SO,2 ve pH degerleri, deney
diizenegindeki degerlerin oOlgildigi bolim 3.2.5°de anlatildigr sekilde yapilmigtir
(Cord-Ruwish, 1985; APHA, 1981).
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3.2.7.2. Korozyon Analizi

Kontrol kuponlariin korozyon hizinin 6l¢iimii i¢in 33 adet kupon kullanilmistir. Kupon
temizligi ve korozyon hizi hesabi deney diizeneginde uygulandigr sekilde

gerceklestirilmistir (ASTM, 1975; Anderson ve Rein, 1948).

3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Deney ve kontrol diizenegindeki pH, klor ve siilfat degerleri, deney diizenegindeki
kuponlarin agirlik kaybi, korozyon orani, biyofilmdeki karbonhidrat miktar: arasindaki
iliski Pearson korelasyon katsayilari testi ile gosterilirken, hidrojen silfiir miktari,
korozyon hizi ve SRB sayilar1 arasindaki iliski Spearman korelasyon katsayilar1 testi
kullanilarak gosterilmistir. Deney ve kontrol diizenegindeki pH, klor ve siilfat
degerlerinin ve kuponlarin agirlik kayiplarinin  ortalamalar agisindan farkinin
bulunmasinda t testi kullanilirken, hidrojen siilfiir miktarinin, deney diizenegindeki
besiyerinde ve biyofilmde bulunan bakterilerin sayisal durumunun ve kuponlarin
korozyon hizinin ortalamalar agisindan farkinin degerlendirilmesi i¢in Mann-Whitney U
testi kullanilmistir. Bulgular boliimiindeki biitiin bakteri sayilar1 logaritma 10 tabanina

gore verilmistir.

3.4. MOLEKULER ANALIiZLER

Korozif aktivitesi incelenen SRB iceren anaerop bakteri kdltliriinin hangi bakteri
tiirlerini icerdigini belirlemek iizere molekiiler taniya gidilmistir. Molekuler analizler,
Hollanda’nin Delft Teknoloji Universitesi’nde, Dr. Gerard Muyzer onderliginde

gergeklestirilmistir.

3.4.1. DNA Eldes

Postgate B besiyerindeki SRB kilturinden 2 ml alinarak Eppendorf tiipe aktarilmis ve
10000 g’de 10 dk santrifuj edilerek yogun bir bakteri pelleti hazirlanmistir. Genomik
DNA, Ultra Clean Microbial DNA Isolation Kit (MOBIO Laboratuvarlari) kullanilarak



32

elde edilmistir. Elde edilen DNA bir sonraki kullanima kadar -20°C’de muhafaza
edilmistir. 5 pl niikleik asit eldesi, 1 pl 6X Bluejuice jel yilkleme tamponuyla
karistirilarak, % 0.8’lik agaroz (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) jele yiiklenmis ve 1X
Tris-Asetat-EDTA (TAE) tamponu igerisinde 32 dk elektroforeze tabi tutulmustur.
Agaroz jel, elektroforez sonunda 30 dk SYBR® Safe (Invitrogen) boya sollisyonu
icerisinde boyanmistir. Jel, boyanma sonrasinda jel goruntiileme sistemine konarak
fotograflanmistir. Elde edilen DNA’nin miktar tayini, hem markirlarin olusturdugu
bantlarin kalinligt ve konumu baz alinarak hem de Nanodrop cihazi ile Olgiilerek

belirlenmistir

3.4.2. 16SrDNA Genlerinin PCR ile Cogaltilmasi

16S rDNA gen fragmentlerinin ¢ogaltilmasi, genel bakteri primerleri olan 341F-GC?
(5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’) ve 907R (5’-CCGTCAATTCMTTTGAGTTT-3’)
kullanilarak gergeklestirilmistir (Muyzer ve dig., 1993; 1995; 1998). Cogaltma
reaksiyonlar1 i¢in, son hacmi 25 ul olan reaksiyon karisimina, 1.25 pl genomik DNA
eklenmistir. Termal dongii su asamalar kullanilarak gergeklestirilmistir: 95°C’de 5 dk
baslangi¢ denatiirasyonu, bunu takiben 32 dongii 95°C’de 30 sn denaturasyon, 57°C’de
40 sn baglanma ve 72°C’de 40 sn uzama. Termal dongi, 72°C’de 30 dk son uzama
basamagiyla sonlandirilmistir (Muyzer ve dig., 1995). Cogalma firiinlerinin varhigi ve
miktar1 agaroz jel elektroforezi (% 1.5) yapilarak belirlenmistir. SmartLadder
(Eurogentec) molekiller markir olarak kullanilmistir (Sekil 3.5). SYBR®Safe ile
boyanan jelin resmi dijital olarak kaydedilmistir.

# 1 GC-dizisi (5’- GCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG -
3)
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Band sizeé  ng/band
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&00 &0
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T 200 20

Sekil 3.5 : SmartLadder molekiiler markirin, jel tizerindeki bant kalinliklarina karsilik gelen
DNA miktarlart.

3.4.3. 16SrDNA Genlerinin Denatiiran Gradyan Jel Elektroforezi (DGGE)

Denatiiran Gradyan Jel Elektroforezi, D-Code sistemi (Bio-Rad, California, USA)
kullanilarak gergeklestirilmistir (Schafer and Muyzer, 2001). % 6’lik poliakrilamid jel
icinde % 20-70 denatiiran gradyan kullanilmigtir. Jel, PCR drinlerinin denatlran
gradyan jel icine girisine olanak tanimak tizere oncelikle 10 Voltta 20 dk ve ardindan
100 Voltluk sabit voltajda 16 saat 1X TAE tamponu iginde yiritilmistiir.
Elektroforezin ardindan jel, Sybr Green boyasi ile 15 dk boyanmis ve dijital olarak
fotograflanmistir. Jel mavi 1g1k lizerine konularak bireysel bantlar steril bisturi ile
kesilmistir. Kesilen bantlar 40 pul 10 mM Tris tamponu igeren PCR tiip¢iiklerine konmus
ve iki gece 4°C’de muhafaza edilmistir. 0.5 pl sipernatant, orjinal primer ¢ifti (341F ve
907R) kullanilarak gergeklestirilen ikinci ¢ogaltma islemi igin kullanilmistir. PCR
drdnleri, dizi analizi 6ncesinde Qiaquick PCR Purifikasyon Kiti (QIAGEN GmbH,
Hilden, Germany) kullanilarak saflastirilmistir. PCR Urtinlerinin dizi analizi Macrogen
(Korea) firmasi tarafindan yapilmis ve alinan dizi kromatogramlarinin giivenilirligi

manuel olarak dogrulanmaistir.

Elde edilen 16S rDNA gen dizileri, filogenetik yakinligin goriilebilmesi i¢in, NCBI
BLAST arastirma araci (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) kullanilarak genel

veritabaninda bulunan dizilerle karsilagtirilmis ve filogenetik olarak en yakin tiirler

secilmistir.
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3.5. ARASTIRMADA KULLANILAN BESIYERLERI VE KIMYASAL
MADDELER

3.5.1. Postgate B Besiyeri

Sogutma kulesi suyundaki siilfat indirgeyen bakterilerin varliginin tespiti igin kullanilan

Postgate B besiyerinin bilesimi asagidaki gibidir (Postgate, 1984):

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PQO,) 059
Amonyum Klortr (NH4CI) 109
Kalsiyum siilfat (CaSO,) 1.09¢
Magnezyum stilfat heptahidrat (MgSO,4 x7H,0) 209
DL-Laktik asit (C3Hs0O3Na) 35¢g
Maya 0zutu 10g¢
L-Askorbik asit (C¢H;O¢Na) 01g
Tiyoglikolik asit (C,H30,SNa) 01g
Demir (111) stlfat heptahidrat (FeSO4x7H-,0) 05¢g
Resazurin 0.001¢g
Distile su 1000 ml

pH=7.2+0.2 (% 10 m/V NaOH ile ayarlanir), 121°C ‘de 15 dk steril edilir.

3.5.2. Postgate C Besiyeri

Silfat indirgeyen bakteri slipheli suslarin saflagtirilmasinda ve pasajlarinda kullanilan

Postgate C besiyerinin bilesimi asagidaki gibidir (Postgate, 1984):

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) 059
Amonyum klorir (NH4CI) 10g
Sodyum sulfat (Na;SOy) 45¢g
Kalsiyum klorir (CaCl,x6H,0) 0.06 g
Magnezyum stilfat heptahidrat (MgSO,4 x7H,0) 0.06 g
DL-Laktik asit (C3HsO3Na) 60
Maya 0zutu 10g
Demir (111) stlfat heptahidrat (FeSO4x7H,0) 0.004 g

Sitrik asit (C¢Hs0;Nazx2H,0) 03¢
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Distile su 1000 ml

pH=7.2+0.2 (% 10 m/V NaOH ile ayarlanir), 121°C ‘de 15 dk steril edilir.
Besiyerinin 1 litresine 7 g agar katilarak yari-kati agar elde edilmistir.

3.5.3. % 5 Malasit Yesili

Malasit yesili 509
Distile su 100 ml

3.5.4. 5 mmol/l Bakar Sulfat Soltisyonu

CuSO, 1.248 ¢
HCI 4.18 ml
Distile su 1000 ml’ye tamamlanir.

3.5.5. 50 mmol/l Hidroklorik Asit

HCI 4.18 mi

Distile su 1000 mI’ye tamamlanir

3.5.6. Ayarlama Cozeltis

%37'lik HCI 30 mi
Distile su 300 ml
%095 Etil alkol 100 ml
NaCl 759

Gliserol 50 ml
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3.5.7. Dikromat (Bikromat) Eriyigi

Sodyum/Potasyum dikromat 10¢g
Sulfirik asit 25 ml
Distile su 75 litre

3.5.8. Ix Tris-Asetat-EDTA (TAE)

50x TAE tamponu (hazir) 1 birim
Distile su 49 birim

3.5.9. 10mM Tris Tampon Cozeltis

Tris 1.21 gram
Distile su 1000 ml

3.5.10. % 0.8 Agaroz Jel

Ix TAE 65 ml
Agaroz 0.5 gram

3.5.11. SYBR Safe Boya Soliisyonu

SYBR Safe 50 pl
Ix TAE 500 ml
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4. BULGULAR

Bu caligma kapsaminda, 5 farkli sogutma kulesinden su 6rnegi alinmis ve SRB i¢in
spesifik olan Postgate B besiyerine ekim yapilmistir. Elde edilen SRB iceren izolatlar
yari-kat1 Postgate C besiyerine 2 kez inokiile edilmis, besiyerinde olusan siyah koloniler
alinip tekrar Postgate B besiyerine ekilerek SRB iceren H,S Ureten kultir elde
edilmistir. Kurulan laboratuvar oOl¢ekli deney diizenegi ile bu kalturin korozyon
aktivitesi test edilmistir. Ardindan bu kiiltiiriin icerdigi bakteri tiirlerini belirlemek iizere

molekiiler taniya gidilmistir.
4.1. MIKROBiIYOLOJIiK ANALIZLER

Kule suyundan SRB igeren anaerobik bakteri izolat1 eldesi icin SRB’ye 6zel Postgate B
besiyeri kullanilmis ve besiyeri renginin siyaha doniismesi SRB pozitif olarak kabul

edilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 : Bakteri izolasyonunda kullanilan Postgate B besiyerleri; (a ve b) SRB pozitif, (c)
ekim yapilmamis besiyeri.

SRB ile birlikte diger H,S Ureten anaerobik bakterilerin izolasyonu i¢in yogun iiremenin
gbzlendigi tiiplerden yari-kat1 Postgate C besiyerine ekim yapilmistir. Besiyerinin {ist,
orta ve alt kisimlarinda, siyah veya kahverengi renkte ve mekik veya yuvarlak formda

cesitli koloniler olugsmustur (Sekil 4.2 ve 4.3). Bu koloniler alinarak sivi Postgate B
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besiyerine inokiile edilmis ve siyahlasmanin goriildiigii ilk giin bakteriler faz-kontrast
mikroskobunda incelenmistir. Bakterilerin faz-kontrast mikroskobundaki gériintisinde

farkli boyutlarda ¢comak ve kivrik comak formda bakteriler gézlenmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.2 : Yari-kat1 Postgate C besiyerindeki H,S Ureten bakterilerin koloni morfolojilerinin
gorunuma.

Sekil 4.3 : Yari-kat1 Postgate C besiyerinde lireyen farkli sekil ve renklerdeki bakteri
kolonilerinin mikroskop gorinimleri.
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Sekil 4.4 : H,S lreten kilttrun faz-kontrast mikroskobundaki géruntist (A ve B).
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Kiltirdeki H,S iireten bakteri tiirlerinin bazi morfolojik 6zelliklerini tespit edebilmek
amaciyla farkli kolonilerden hazirlanan preparatlar Gram ve endospor boyama
yontemleriyle boyanmis ve 1s1k mikroskobunda incelenmistir. Yapilan Gram boyama
yontemiyle, kalturin hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif, comak/kivrik ¢omak

formunda bakteriler igerdigi belirlenmistir (Sekil 4.5).

A

ey 3

Sekil 4.5 : H,S ureten kiiltlriin Gram boyali preparatinin 11k mikroskobundaki gérintisu.

Sekil 4.6 : H,S ureten kiltlriin endospor boyali preparatinin 151k mikroskobundaki gorintus.
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Ayrica kiltirdeki bazi bakterilerin spor igerdigi ve sporlarinin terminal veya

subterminal olarak konumlandig1 gdzlemlenmistir (Sekil 4.6).
4.2. MIKROBIYOLOJiK KOROZYON DENEY]

H,S (reten anaerobik bakteri kulthrinun, kurulan laboratuvar Olgekli deney
diizeneginde galvanizli celik kuponlar {izerine korozif etkisi arastirilmistir. Ayrica,
besiyerinin korozif etkisini belirlemek i¢in, kurulan kontrol diizenegi deney diizenegi ile

es zamanl olarak calistirilmistir.

4.2.1. Deney Diizenegi

Deney suresince 0, 2, 4, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 168, 360 ve 744. saatlerde deney
diizeneginden alinan besiyerinin SO,2, CI, H,S ve pH degerleri tespit edilmistir.

Belirlenen degerler Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 : Saatlere gore deney diizenegindeki besiyerinin SO4?, CI', H,S ve pH degerleri

Saatler S0, (mg/l) CI" (ppm) H,S (ppm) pH
0 1699 + 0.00 1600 1.0866 + 0.0027 6.35
2 1975 £ 130.54 1600 0.0559 + 0.0261 6.62
4 1583 + 76.15 1500 1.1463 + 0.0109 6.51
6 1891 £ 54.39 1500 1.0677 £ 0.2220 6.52
12 1729 £ 65.27 1600 1.0808 + 0.0272 6.52
24 2129 + 43,51 1500 1.0752 £ 0.0102 6.61
48 2045 + 32.64 1400 1.0577 £ 0.0139 6.50
72 1737 + 32.64 1400 1.0577 £ 0.0054 6.40
96 1614 £ 54.40 1400 1.0675 + 0.0052 6.61

168 1622 + 21.76 1600 1.0651 + 0.0016 6.72
360 2029 + 76.15 1700 1.0534 + 0.0039 6.89

744 2029 +141.42 1400  1.0651 +0.0016 7.09

Diizenekteki SO, konsantrasyonu, 2. saatte 1975 mg/I’ye yiikselmis ve sonra diisiise

gecerek 4. saatte en diisiik miktar olan 1583 mg/I’ye gerilemistir. Ardindan tekrar
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artarak 6. saatte 1891 mg/l degerine ulagmis ve sonrasinda azalarak 12. saatte 1729
mg/I’ye diismiistiir. Ardindan yine artan SO, konsantrasyonu, 24. saatte maksimum
deger olan 2129 mg/I’ye ulasmistir. Bu saatten sonra diisiise gecen SO, miktart 96.
saatte 1614 mg/I’ye gerilemistir. 96. saatten sonra artan SO,? konsantrasyonu deney
sonunda 2029 mg/l olarak kaydedilmistir (Sekil 4.7). Deney diizenegindeki pH

miktarindaki degisimler de SO, miktariyla paralel olarak seyretmistir.

=—0—Deney ---a++ Kontrol

2500

2000

1500

1000

500

Silfat Konsantrasyonu (mg/l)

0 2 4 6 12 24 48 72 96 168 360 744

Zaman (saat)

Sekil 4.7 : Deney ve kontrol diizeneklerindeki SO, konsantrasyonlarinin zamana gore
degisimi. Hata gubuklari standart sapmay1 gostermektedir.

Dizenekteki CI" miktarinda belirgin degisimler gbézlenmeyip, deney siiresince 1400
ppm ve 1700 ppm degerleri arasinda degisiklik gostermistir. Deney diizenegindeki H,S
miktar1, 0. saatten 2. saate geciste diismiis, ardindan yiikselerek 4. saatte maksimum
deger olan 1.1463 mmol/I’ye ulasmistir. 6. saate geciste diisen H,S miktarinda, deney
sonuna dek bir degisiklik gozlenmemistir. Yapilan Pearson korelasyon katsayilar
testine gore, deney diizeneginin besiyerindeki SO, konsantrasyonu ile H,S degerleri
(Sekil 4.8) ve SRB sayis1 arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir. Ayn1 zamanda H,S

degerleri ve SRB sayis1 arasinda da anlamli bir iligki tespit edilmemistir.
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Sekil 4.8 : Deney diizenegi kiiltiiriindeki SO, ve H,S konsantrasyonlarinin zamana gore
degisimi. Hata gubuklari standart sapmay1 gostermektedir.

Kuponlarin deney diizenegine yerlestirilmesinden itibaren 6 saatlik siiregte,
biyofilmdeki karbonhidrat miktarinda belirgin bir azalma gériilmiistiir; 2. saatte, deney
stiresince belirlenen maksimum deger olan 1304.512 + 90.77 pg/cm? olarak 6lcilen
karbonhidrat miktari, 6. saatte minimum deger olan 675.336 pg/cm® + 55.46 olarak
Slciilmiistiir. 24. saate kadar tekrar artis gosteren ve 923.657 + 21.91 pg/cm? degerine
ulasan karbonhidrat miktari, 48. saatte yine diisiis gostererek 720.059 + 10.68
ug/cmz’ye gerilemistir. 48. saatten sonra kademeli olarak artan karbonhidrat miktari,
son 6rnekleme saati olan 744. saatte 988.412 + 59.39 pg/cm®’ye ulagmistir (Sekil 4.9).
Yapilan Spearman korelasyon testine gore, karbonhidrat miktartyla agirlik kaybi,

korozyon hizi ve SRB sayisi arasinda anlamli bir iligki saptanmamustir.
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Sekil 4.9 : Deney diizenegine yerlestirilen galvanizli ¢elik kuponlarin yiizeyinde olusan
biyofilmdeki karbonhidrat miktarinin zamana gore degisimi. Hata ¢gubuklar1 standart sapmay1
gostermektedir.

Biyofilmdeki en yiiksek SRB sayis1 9.75 hiicre/cm? olarak 12. saatte gozlenirken, en
diisiik say1 6.39 hiicre/cm? olarak 360. saatte belirlenmistir. Kiiltirdeki en yiiksek
planktonik SRB sayis1 olan 10.88 hiicre/cm? 2. saatte goriiliirken, en diisiik say1 olan
8.96 hiicre/cm? 168. saatte gdzlenmistir. Planktonik ve sesil SRB sayisinin zamanla
azaldig1 saptanmistir (sirastyla; r = -0.918, P<0.01; r = -0.852, P<0.01). Spearman
korelasyon katsayilari testine gore, planktonik ve sesil SRB sayilar1 arasinda ayni yonde
anlamli bir iliski tespit edilmistir (r = 0.796, P<0.01). Deney diizenegindeki planktonik
ve sesil SRB sayilarinin ortalamalari arasinda anlamli bir fark olmadigi belirlenmistir
(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 : Deney diizenegi kiilttiriindeki ve galvanizli ¢elik kuponlarin yiizeyindeki SRB
sayilari. Hata gubuklar1 standart sapmay1 gostermektedir.

4.2.2. Kontrol Diizenegi

Kontrol diizenegi besiyerinin, deney suresince belirlenen 6rnekleme saatlerine ait H,S,

S04, CI" ve pH degerleri Tablo 4.2’te verilmistir.

Kontrol diizenegindeki en yiiksek SO, miktari, 2160 mg/l olarak 2. saatte, en diisiik
miktar ise 168. saatte 1345 mg/l olarak saptanmistir. 0. saatte 1599 mg/l olarak
kaydedilen SO, miktari, 2. saate kadar yiikselmis, ardindan 6. saatte 1637 mg/I’ye
diigmiis ve sonra biraz yiikselen SO4 miktar1 96. saate kadar belirgin bir degisim
gostermemistir. 168. saatte ise keskin bir diislisle 1345 mg/I’ye gerilemis ve ardindan
tekrar artarak deney sonunda 1960 mg/I’ye ulasmustir. Diizenekteki pH degeri, 0. saatte
7.01 olarak kaydedilirken, 48. saate kadar belirgin bir diisiis gostererek 6.33 seviyesine
gerilemigstir. 168. saate kadar artan pH degeri, bu saatten sonra yine diisiise gecmis ve
744. saatte 6.58 olarak ol¢iilmistiir. Kontrol diizenegi besiyerindeki CI” miktar1 deney
baslangicinda 1100 ppm olarak Ol¢lilmiis ve bu deger artarak 24. saatte 1500 ppm’e
ulagsmistir. Daha sonra diiserek 48. saatte 1300 ppm’e gerileyen CI” konsantrasyonu, 96.
saate kadar degerini korumustur. Bu saatten sonra azalarak 168. saatte 947 ppm olmus

ve ardindan artarak deney sonunda 1900 ppm olarak 6l¢iilmiistiir.
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Tablo 4.2 : Saatlere gore kontrol diizenegindeki besiyerinin SO,?, CI', H,S ve pH degerleri

Saatler S0, (mg/l) ClI'(ppm)  H,S(mmol/l) pH

0 1599 + 76.15 1100 1.0539 + 0.000 7.01
2 2160 + 21.76 1100 1.0616 + 0.000 6.77
4 1875+ 97.91 1000 1.0885 + 0.005 6.69
6 1637 + 152.30 1000 1.0385 + 0.000 6.80
12 1976 + 65.27 1200 1.0667 £+ 0.004 6.66
24 1852 +43.51 1500 1.0634 +0.008 6.43
48 1791 +21.76 1300 1.0616 + 0.000 6.33
72 1706 + 10.88 1300 1.0693 + 0.000 6.57
96 1822 +30.77 1300 1.0675 £ 0.003 6.63
168 1345 + 65.27 947 1.0654 + 0.005 6.82
360 1614 + 32.64 1360 1.0693 £ 0.000 6.65
744 1960 + 65.27 1900 1.0693 + 0.003 6.58

Duzenekteki H,S miktar, ilk 4 saatte artarak 1.0539 mmol/lI’den 1.0885 mmol/I’ye
yiikselmis, ardindan belirgin bir diisiis gostererek 6. saatte 1.0385 mmol/I’ye
gerilemistir. Daha sonra yiikselerek 12. saatte 1.0667 mmol/I’ye ulasan H,S miktarinda
deney sonuna dek belirgin bir degisim gézlemlenmemistir. Yapilan Pearson korelasyon
katsayilar1 testine gore, kontrol diizeneginin besiyerindeki SO4 konsantrasyonu ile H,S

ve pH degerleri arasinda anlamli bir iligki saptanmamustir.

Mann-Whitney U ve T testi analizlerine gore, kontrol ve deney dizeneklerindeki
besiyerlerinin S042, CI', H,S ve pH degerleri arasinda, ortalamalar agisindan anlamli bir

fark olmadig tespit edilmistir.

4.2.3. Korozyon
Deney ve kontrol diizenegine yerlestirilen galvanizli ¢elik kuponlarin agirlik kayiplari

ve korozyon hizlarinda meydana gelen degisimler Tablo 4.3’de gosterilmistir.

Deney diizenegindeki galvanizli celik kuponlarin agirlik kayiplarinin zamana baglh

olarak arttig1, korozyon hizinin ise azaldigi tespit edilmistir (sirasiyla; r = 0.907,
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P<0.01; r = -0.991, P<0.01) (Sekil 4.11). Deney diizenegindeki galvanizli ¢elik
kuponlarda en yiiksek agirhik kaybi 0.0068 g/cm? olarak 744. saatte kaydedilirken, en
diisiik agirlik kaybi 0.0020 g/cm? olarak 4. saatte griilmiistiir.

Tablo 4.3 : Deney ve kontrol diizenegine yerlestirilen galvanizli ¢elik kuponlarin agirlik
kayiplar1 ve korozyon hizlarinin orani

Agirhik kaybi ortalamasi (g/cmz) Korozyon hiz1 (mdd)
Saatler (dene(;/rkaonntr ol)
Deney Kontrol Deney Kontrol
2 0.0021 + 0.0001 0.0018 + 0.0001 213.91 180.7 1.18
4 0.0020 + 0.0001 0.0020 + 0.0003 102.54 84.94 1.21
6 0.0033 + 0.0001 0.0028 + 0.0004 106.93 82.15 1.30
12 0.0032 + 0.0001 0.0026 + 0.0003 51.87 43.83 1.18
24 0.0026 + 0.0002 0.0025 + 0.0001 20.97 21.05 1.00
48 0.0027 + 0.0001 0.0029 + 0.0002 10.91 11.69 0.93
72 0.0035 + 0.0001 0.0042 +0.0003 9.59 11.59 0.83
96 0.0038 + 0.0002 0.0039 + 0.0001 8.17 7.95 1.03
168 0.0051 + 0.0009 0.0045 + 0.0001 6.03 5.42 111
360 0.0057 + 0.0001 0.0052 + 0.0000 3.12 2.86 1.09
744 0.0068 + 0.0001 0.0066 + 0.0001 1.81 1.80 1.01

Mdd: mg/dm?.giin; +: Standart sapma

Deney diizenegindeki kuponlarin agirlik kaybi ile sesil SRB sayilari arasinda ters yonde
anlamli bir iliski oldugu tespit edilmistir (r = -0.712, P<0.05). Biyofilmdeki
karbonhidrat miktar1 ile korozyon hizi ve agirlik kaybi arasinda anlamli bir iligki
saptanmamustir. Ayrica, yapilan Pearson korelasyon testine gore, deney diizenegindeki
pH miktar1 ile kuponlarin agirlik kayiplart arasinda ayni yonde anlamli bir iliski oldugu

tespit edilmistir (r = 0.845; P<0.01).

Kontrol diizenegindeki galvanizli ¢elik kuponlarin agirlik kayiplar1 zamana bagli olarak
artmis (r = 0.945, P<0.01) ve maksimum deger olan 0.0073 g/cm?® 744. saatte tespit

edilmistir. Korozyon hizinin zamana bagl olarak azaldigi gozlenmistir (r = -1.000,
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P<0.01) (Sekil 4.11). Buna karsin, deney ve kontrol diizenegindeki galvanizli gelik
kuponlarin korozyon hiz oranlarinin zamana gore degisimiyle ilgili herhangi bir iligki

tespit edilmemistir.

sedee Deney emmBem K ONtrol

250

200

150

100

Korozyon hizi (mdd)

50

2 4 6 12 24 48 72 9% 168 360 744

Zaman (saat)

Sekil 4.11 : Deney ve kontrol diizenegine yerlestirilen galvanizli ¢elik kuponlarin korozyon
hizlari. Hata ¢ubuklar1 standart sapmay1 gostermektedir.

Yapilan t testi ve Mann-Whitney U testine gore, deney ve kontrol diizenegine
yerlestirilen kuponlarin agirlik kayiplart ve korozyon hizlar1 arasinda ortalamalar

acisindan anlamli bir fark olmadigi saptanmustir.

4.3. MOLEKULER ANALIZLER

Korozif aktivitesi test edilen SRB iceren anaerop bakteri kiltirinin hangi bakteri
tirlerini i¢erdigini belirlemek tizere Kiltlirlin molekiiler tanisi yapilmistir. Bunun i¢in
oncelikle kultiriin DNA’s1, Ultra Clean Microbial DNA Isolation Kit kullanilarak izole
edilmistir. Izole edilen DNA’nin i¢erdigi kismi 16S rDNA gen fragmentleri, bakterilere
0zgu 341F ve 907R primerleri kullanilarak, PCR ile ¢ogaltilmistir. PCR sonrasi elde
edilen gen fragmentlerinin miktarin1 ve kalitesini tayin etmek iizere agaroz jel
elektroforezi yapilmistir (Sekil 4.12). Jelde olusan bantin igerdigi DNA miktari, hem

markirlarin olusturdugu bantlarin kalinlig1 ve konumu baz alinarak hem de Nanodrop
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cihazi ile olgiilerek belirlenmistir. PCR sonrasi elde edilen DNA miktart belirlendikten
sonra, kdltirin ka¢ farkli bakteri tiiriinii i¢erdigini tespit etmek amaciyla denatire

gradyan jel elektroforezi (DGGE) yapilmustir.

M 1 M
Bant
Kalnhgt  ng/bant
i 10000 100
SRR
E\ 5000 50
N \ 4000 40

3000 30
2500 25
2000 20
1500 15

1000 100
800 80
600 60
400 40
200 20

707

Sekil 4.12 : PCR’la ¢ogaltilan 16S rDNA fragmentlerinin agaroz jeldeki goriintiisii; M : Markir,
I izolat.

DGGE, filogenetik olarak birbirinden farkli olan bakteri tiirlerini, sahip olduklart DNA
dizilerine gore birbirinden ayirarak jelin belirli bdlgelerinde bantlar halinde
konumlanmalarint saglamaktadir. DGGE boyunca ¢ift iplikli PCR firiinleri, jel i¢inde,
artan denatliran konsantrasyonlarmma dogru hareket ederler ve esik denatiiran
konsantrasyonuna ulastiklarinda, ¢ift iplikli DNA denatiire olur. Béylece birbirinden
farkli DNA dizileri, farkli denatiiran konsantrasyonlarinda denatiire olarak bantlar
olustururlar. Teorik olarak, her bir bant kominitedeki farkli bir populasyonu temsil
etmektedir (Sekil 4.13). SRB iceren anaerop bakteri kalturinin PCR {rlnlerinin
yuriitildiigi DGGE jelinde, farkli pozisyonlarda 3 adet baskin bant olusumu
gozlenmistir. Olusan bantlarin her biri steril bir bistiiri yardimiyla kesilerek, iclerinde
tampon ¢ozelti bulunan PCR tiipgiiklerine konmus ve 2 gece 4 °C’te bekletilerek, DNA
fragmentlerinin tampon ¢0zeltiye gecisi saglanmistir. Bu tampon ¢ozelti kullanilarak
iclerindeki DNA fragmentleri tekrar PCR ile ¢ogaltilmistir. Reaksiyonun ardindan PCR

urinleri ExoSAP-IT (USB Europe GmbH) ticari iiriin ile muamele edilmis, boylece sivi
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icindeki kullanilmayan primerlerin ve niikleotidlerin elimine edilmesi saglanmistir.
Saflagtirilan DNA fragmentleri, uygun sekilde hazirlanarak dizi analizinin yapilacagi
Macrogen (Kore) firmasina gonderilmistir. Dizi analizi sonucuna gore; 2 ve 3 numarali
bantlarin, filogenetik olarak anaerobik silfat indirgeyen bakteri turi olan
Desulfosporosinus sp.’ye % 99 ve 1 numarali bantin ise anaerobik, spor olusturan ve

H,S treten Clostridium sp.’ye % 99 oraninda yakin oldugu belirlenmistir.

M 1 WM

10

W
oo

Sekil 4.13 : H,S lreten SRB iceren anaerobik bakteri kiltiriinin 16S rDNA gen
fragmentlerinin olusturdugu DGGE profili; M : Markar, I: izolat.
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5. TARTISMA

Biyokorozyon, mikroorganizmalar ve onlarin metabolik aktiviteleri tarafindan baglatilan
veya arttirilan korozyon ¢esitidir. Karasal ve sucul habitatlarda metallerin korozyonuyla
iliskili baslica bakteri tipleri, siilfat- ve demir-indirgeyen bakteriler ve sulfir-, demir- ve
manganez-oksitleyen bakterilerdir (Beech ve Sunner, 2004). Bunlar arasinda, siilfat
indirgeyen bakteriler anaerobik korozyonla baglantili baslica mikroorganizma grubu
olarak tanimlanmaktadir (Beech ve Gaylarde, 1999). Silfat indirgeyen bakterilerle,
ferrik demiri ferréz demire ve sulfit, tiyosulfat ve elementel stlftrt hidrojen sulfire
indirgeyebilen fakiiltatif anaeroplarin olusturdugu sinerjistik reaksiyon, ferr6z demir ve
hidrojen siilfiir miktarindaki artisla ve son derece korozif olan demir siilfiirlerin

olusumuyla sonuglanmaktadir (De Bruyn ve Cloete, 1993).

Sogutma kulesi malzemesini korozyona ugratarak biiyiik ekonomik kayiplara yol agan
bu anaerobik, H,S lreten bakterilerin galvanizli celik Gzerindeki korozif etkisini gormek
ve bu bakterilerin tanimin1 yapmak iizere, g¢esitli sogutma kulelerinden su ornekleri
alimmustir. Yapilan izolasyonlar sonucunda en hizli ve yogun lireyen bir tanesi secilerek

korozif 6zelligi incelenmistir.

Calismamizda, 5 farkli sogutma kulesinden alinan su 6rnekleri Postgate B besiyerine
inokiile edilerek SRB igeren anaerobik bakteri izolatlar1 elde edilmistir. Ardindan, en
hizli ve yogun iireme 6zelligi gosteren izolat segilerek, yari-kat1 Postgate C besiyerine 2
kez ekim yapilmistir. Iki kez ekim yapilmasimin amaci, fakiiltatif anaerop bakterilerin
elimine edilmesi, bdylece korozyonda buyiuk rol oynayan H,S Ureten bakteri
kolonilerinin elde edilmesidir. H,S Ureten bakteriler, besiyerinde bulunan kuikdrt
bilesiklerini kullanarak H,S tiretmekte ve olusan hidrojen siilfiir, besiyerindeki demirle
birleserek siyah renkteki FeS bilesigini olusturmaktadir. Postgate C besiyerinde olusan
siyah ve kahverengi bakteri kolonilerinden hazirlanan boyasiz preparatlar faz-kontrast
mikroskobunda incelendiginde, 21.21 um’ye kadar uzayan, farkli biiyiikliikklerde ve

comak, virgll ve spiral seklinde hiicreler gézlenmistir.

Bakteri kalturinin Gram 06zelligini arastirmak {izere Gram boyama yapilmig ve

kaltarin hem Gram pozitif, hem de Gram negatif bakteriler igerdigi goriilmiistiir. Bu



52

sonug, kultirin saf olmadigmin veya Gram degisken bir bakteri igerdiginin bir
gostergesidir. Ayrica izolatin Postgate B besiyerindeki Kkiiltiirlinden hazirlanan
preparatlara endospor boyama islemi uygulanmis ve prepatlarin  floresan
mikroskobunda incelenmesi sonucunda bakterilerin terminal ve subterminal olarak
konumlanan, oval sekilli sporlar tasidiklar1 goriilmiistiir. Zira baz1 anaerobik SRB tirleri
(Desulfotomaculum (Campbell ve Postgate, 1965), Desulfosporosinus (Stackebrandt ve
dig., 1997), Desulfosporomusa (Sass ve dig., 2004), Desulfovirgula (Kaksonen ve dig.,
2007)), yasadiklar1 ekstrem kosullara adaptasyonlarin1 saglayan sporlar igermektedirler.

Spor olusumu faz-kontrast mikroskobunda incelenen preparatlarda goriilmiistiir.

Mikroorganizmalar ve/veya onlarin metabolik aktiviteleri sonucu olusturduklari {irtinler,
ornegin enzimler, hiicre dis1 polimerik maddeler, organik ve inorganik asitler, amonyum
veya hidrojen siilfiir gibi ucgucu bilesikler, metal yilizeydeki katodik ve/veya anodik
reaksiyonlar1 etkileyebilmekte ve boylece biyofilm/metal arayiiziindeki elektrokimyasal

islemleri degistirebilmektedirler (Beech, 1999).

Biyofilm tabakasi, sadece bakteriler tarafindan salinan zararli metabolitleri hapsetmekle
kalmaz, aynt zamanda pH, ¢oziinmiis oksijen ve klor gradyani olusturmaktadir. Bu,
metali cevreleyen kosullar1 zaman i¢inde degistirmekte ve metalin bolgesel
korozyonuna yol agmaktadir (Sheng ve dig., 2007). pH, klor, siilfat iyonlarinin
korozyonu arttirict bir etkiye sahip olduklari yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Broo ve
dig., 1997; Broo ve dig., 1999; Dubuisson ve dig., 2006). Yapilan t testi analizine gore,
deney diizenegindeki klor miktarinin kontrol diizenegindeki klor miktarindan anlamli
olarak daha fazla oldugu tespit edilmistir (t = 3.249, P<0.05). Bunun nedeni, her
ornekleme saatinde deney diizeneginden 50 ml besiyeri alinarak, bunun yerine 50 ml
taze besiyeri eklenmesi olabilir. Yaptigimiz istatistiksel analizlere gore, deney
diizenegindeki klor miktar1 ile kuponlarin agirlik kaybi ve korozyon hizi arasinda
anlaml bir iligki saptanmamistir. Deney diizenegindeki S0.* konsantrasyonlarinda ise
strekli bir azalma olmamis, azalmalarin ardindan artiglar gozlenmistir. Bunun nedeni
de, azalan SO,* konsantrasyonlarimin, diizenege eklenen taze besiyeri ile yeniden

artmasi olabilir. Yaptigimiz istatistiksel analizlere gore, deney diizenegindeki S04
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iyonlar1 ile korozyon hizi ve agirlik kaybi arasinda anlamli bir iliski olmadig

gorilmistir.

Deney diizenegindeki pH miktar1 ile kuponlarin agirlik kaybi arasinda aym yonde
anlamli bir iligki bulunmustur (r = 0.845, P<0.01). Bu sonuca gore, deney
diizenegindeki pH degerlerinin kuponlarin korozyonunda etkili oldugunu sdyleyebiliriz.
Ayni sekilde, Javaherdashti (2008), klor iyonlar1 varliginda, SRB’nin olusturdugu
biyofilmde pH degerlerinin diisebilecegini, bunun da korozyona onciiliik edecegini
bildirmistir. Ilhan-Sungur ve dig. (2007), kapal1 bir laboratuvar diizeneginde saf SRB
susuyla yaptiklar1 benzer bir ¢aligmada, galvanizli ¢elik kuponlarin agirlik kayiplarinin,
pH degerleri ile paralel oranda arttigini rapor etmislerdir. Bunun yanisira, SRB
tdrlerinin saf ve karisik kiiltiirlerinin metaller {izerindeki korozif etkilerinin farklilik
gosterebilecegi cesitli calismalarla bildirilmistir (Gaylarde and Johnston, 1986; Duan ve
dig., 2008).

H,S o6l¢iimil igin Cord-Ruwisch yontemi kullanilmistir. Olgiimler sonucunda, gerek
deney gerekse kontrol diizeneklerinde H,S miktarmin 1 mmol/l civarinda seyrettigi
goriilmiistiir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda, deney diizenegindeki HpS miktari
ile kuponlarin agirlik kayiplari ve korozyon hizi arasinda anlamli bir iliski olmadigi
saptanmistir. Bu da, deney diizenegindeki bakteriler tarafindan Uretilen H,S’in
galvanizli ¢elik kuponlarin korozyonunda rol oynamadigini gostermektedir. Buna
karsin, Mor ve dig. (1974), ¢inkonun korozyonunda S iyonlarinin etkisini arastirmis ve
yapay deniz suyunda 7.2°den biliyik pH degerlerinde, S? varliginda ¢inkonun
korozyonunun arttigini bulmuslardir. Bu anlamda, kullanilan Cord-Ruwisch yénteminin
yeterince hassas bir yontem olmadigi, H,S 6l¢imi igin daha hassas bir yontemin

secilmesi gerektigi diisiniilmektedir.

Yapilan istatistiksel analiz sonug¢larina gore, hidrojen stlfur konsantrasyonu ile sesil ve
plantonik SRB sayis1 arasinda herhangi bir iliski tespit edilmemistir. Hidrojen sulfur,
6’dan kiigiik pH degerlerinde ¢oziinmemis formda (H,S) bulunmakta, pH degeri
yiikseldik¢e ayrigsmaya baslamakta ve pH 7 civarinda ortamdaki hidrojen siilfiiriin yarisi

iyonik formda (HS") bulunmaktadir (Aerts, 2009). Ortamin pH degerinin, H,S’in
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toksisitesini biiyiik oranda etkiledigi, nétral formdaki H,S’in, iyon formundaki HS e
gore hicre zar1 boyunca daha kolay diflize oldugu bildirilmistir (Greben ve dig., 2005).
6.8 ile 7.2 pH degerleri arasinda, SRB’nin inhibisyonunu ortamdaki H,S
konsantrasyonunun belirledigi rapor edilmistir (O'Flaherty ve dig., 1998). Buna gore,
deney diizenegindeki pH degerleri 6.35 ile 7.09 arasindan Seyrettiginden ve bu degerler
arasinda diizenekteki H,S miktari diisiik oldugundan, hidrojen siilfiirin SRB (izerine

toksik etki gostermedigi diisiiniilmektedir.

Yapilan Mann-Whitney U testine gore, deney diizenegindeki planktonik SRB sayisi ile
sesil SRB sayis1 ortalamalari arasinda anlamli bir fark olmadigi tespit edilmistir. Ayrica,
deney siiresince SRB sayilarinda belirgin bir degisim gozlenmemistir. Bunun nedeni,
her Ornekleme saatinde deney diizeneginden desarj-make up yapilmasi olabilir. Bu
suretle, planktonik SRB sayilarinda belirgin bir degisim olmamig, SRB’ler aktif buylme
fazinda kalmislardir. Spearman korelasyon katsayilari testine gore, sesil SRB sayilari ile
planktonik SRB sayilar1 arasinda ayni yonde anlamli bir iliski oldugu saptanmistir (r =
0.796; P<0.01). Aym sekilde, Ilhan-Sungur ve Cotuk (2010), model sistemde
gerceklestirdikleri bir ¢alismada, biyofilmdeki ve sudaki SRB sayilar1 arasinda ylksek
oranda pozitif bir korelasyon oldugunu bildirmislerdir. Beech ve dig. (1994) ve Ellwood
ve dig. (1982) de benzer sonuglar rapor etmislerdir. Bu sonug, SRB’leri de igeren
anaerobik biyofilm bakterilerinin slrekli olarak planktonik faza gectiklerini ve
olgunlagsmis biyofilmlere sonradan yerlesemediklerini gostermektedir. Benzer sonuglar
Power ve dig. (1999, 2001) tarafindan da bildirilmistir.

Deney diizenegi ve kontrol diizenegindeki galvanizli ¢elik kuponlarin agirlik
kayiplarinin zamana bagli olarak arttig1 tespit edilirken (sirasiyla, r = 0.907, P<0.01; r =
0.954, P<0.01), korozyon hizinin zamanla azaldig tespit edilmistir (sirasiyla, r = -0.991,
P<0.01; r = -1.000, P<0.01). Ayn1 sonug, ilhan-Sungur ve dig. (2007) ve Minnos (2008)
tarafindan da rapor edilmistir. Bu ¢alismadaki korozyon hiz1 sonuglari, ilhan-Sungur ve
dig. (2007)’nin saf SRB susuyla yaptiklar1 ¢alisma sonucunda rapor ettikleri korozyon
hiz sonuglar ile benzerlik gosterirken, IThan-Sungur ve Cotuk (2010)’un model bir su
sisteminde yaptiklar1 ¢alisma sonucunda bildirdikleri korozyon hizlarindan oldukga

yuksek seviyededir. Bunun nedeni, deneylerin gergeklestirildigi  kosullarinin
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birbirlerinden farkli olmasi, dogal ortam kosullarinda gesitli biyotik (EPS, quorum
sensing, vb.) ve abiyotik faktorlerin (pH, sicaklik, vb.) korozyonun gidisatini etkilemesi

olabilir.

Yapilan agirlik kaybi olgiimleri sonucunda, deney kuponlarinin korozyon hizinin
kontrol kuponlarinin korozyon hizina oranmin zamanla degigsmedigi belirlenmistir.
Buna karsin, Minnos (2008) gergek bir sogutma kulesinde galvanizli ¢elik kullanarak
gergeklestirdigi calismasinda, deney/kontrol korozyon hiz oraninin zamanla azaldigini
bildirmistir. Ilhan-Sungur ve dig.’nin (2007), laboratuvar ortaminda, deney diizeneginde
saf SRB susuyla (Desulfovibrio sp.) gergeklestirdikleri c¢alismada, korozyon hiz
oraninin ilk 72 saat arttigini, sonrasinda ise azaldigini rapor etmislerdir. Bizim
calismamizda ise, korozyon hiz oranmin 6. saate kadar arttigi, ardindan 72. saate kadar
azaldig1 ve sonra tekrar artarak azaldigi gozlenmistir. Bu fark, galvanizli ¢elik kuponlar
tizerine korozif etkisini arastirdigimiz anaerop bakteri kilturunin, iki farkli bakteri tiirii
icermesinden kaynaklanmis olabilir. Deney diizenegindeki kuponlarin korozyon hizi ile
kontrol diizenegindeki kuponlarin korozyon hizi incelendiginde, deney diizenegindeki
kuponlarin korozyon hizinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ancak istatistiksel
analiz sonucunda, deney kuponlarinin korozyon hizi ile kontrol kuponlarinin korozyon
hiz1 arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Bu sonuglara gore, deney kuponlarinin
korozyona ugradigi, ancak olusan korozyonun ¢ok diisiik miktarda oldugunu
sOyleyebiliriz. Deneyde kullanilan kiiltirde bulunan Desulfosporosinus sp. ve
Clostridium sp. bakterilerinin galvanizli celik Uzerine korozif etkileri daha o6nce
denenmemistir, dolayisiyla birlikte bulunduklar kiiltiiriin korozyonu nasil etkiledigini
net olarak ortaya koyabilmek icin bu bakterilerin tek tek korozif etkilerinin belirlenmesi
gerekmektedir. Nitekim, Duan ve dig. (2008), bir anaerobik stlfat indirgeyen bakteri
tlrd olan Desulfovibrio caledoniensis ve Clostridium sp. tirlerinin karbon gelik (izerine
korozif etkilerini arastirmak {izere yaptiklart ¢alismanin  sonucunda, Dsv.
caledoniensis’in korozyonu tetikledigini, buna karsin Dsv. caledoniensis ve Clostridium

sp.’nin birlikte bulundugu kiiltiiriin korozyonu inhibe ettigini rapor etmislerdir.

Deney diizenegindeki kuponlarin agirlik kaybi ile sesil SRB sayisi arasinda ters yonde

anlamli bir iliski oldugu tespit edilmistir (r = -0.712; P<0.05). Buradan hareketle,
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korozyonun SRB hiicre sayisina degil, ayn1 zamanda bakterinin korozif aktivitesine
bagli oldugu sdylenebilir. Beech ve dig. (1994) ve Angell ve Urbanic (2000) yapmis
olduklar1 ¢alismalar sonucunda, SRB sayisiyla korozyon oran1 veya korozyon
baslangici arasinda herhangi bir iliski olmadigini rapor etmislerdir. Cesitli biyotik (EPS,
quorum sensing, vb) ve abiyotik (pH, sicaklik, vb.) faktorler korozyonun gidisatini
etkilemektedir.

Biyofilmdeki EPS’de bulunan karbonhidrat miktarinda zamana bagli bir degisim
saptanmamistir. Karbonhidrat miktarinda zaman zaman artis ve azaliglar goriilmiistiir.
Bu sonug, deney diizenegindeki anaerop bakteri kilturinun, kendi irettigi hiicredisi
karbonhidrat1 kullandigin1 géstermektedir. Nitekim, baz1 karisik kiiltiirdeki bakterilerin
aclik fazina girdiklerinde kendi tirettikleri EPS’yi tiikettikleri rapor edilmistir (Zhang ve
Bishop, 2003; ilhan-Sungur ve dig, 2007; ilhan-Sungur ve Cotuk, 2010). Bununla
beraber, yapilmis olan bazi c¢alismalarda siilfat indirgeyen bir bakteri tiirii olan
Desulfovibrio sp. de dahil olmak iizere ¢esitli bakterilerin saf kiiltiirlerinin de kendi
iirettikleri EPS’yi kullanabildikleri rapor edilmistir (ilhan-Sungur ve dig., 2007; Boyd
ve Chakrabarty, 1994).

EPS’deki karbonhidrat miktar1 ile deney kuponlarinin agirlik kayb1 ve korozyon hizi
arasinda anlamli bir iliski olmadigi saptanmistir. Bu durum, biyofilmdeki bakteriler
tarafindan tretilen karbonhidratin korozyonda aktif rol oynamadigini gostermektedir.
Buna karsin, Ilhan-Sungur ve Cotuk (2010), biyofilmdeki karbonhidrat miktariyla
kuponlarin agirlik kaybi arasinda ayn1 yonde anlaml bir iliski oldugunu, IThan-Sungur
ve dig. (2007) ise ters yonde bir iliski oldugunu bildirmislerdir. Bu fark, bizim
calismamizda kullandigimiz anaerop bakteri kulturinun igerdigi bakteri tiirlerinin
olusturduklart EPS iceriginin ve EPS’deki karbonhidrat miktarinin farkli olmasindan,
dolayisiyla bunlarin, metalin korozyonunda farkli etkiler gostermesinden kaynaklaniyor

olabilir.

Calismamizin bir diger amaci da, bir sogutma kulesinden izole edilerek laboratuvar
ortaminda korozyon aktivitesini inceledigimiz anaerobik bakteri Kilturinun igerdigi

bakteri tiirlerini molekiiler tekniklerle arastirmaktir. Bu veri, sogutma kulesinde
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korozyona neden olan anerobik bakteri c¢esitliligini daha iyi bir sekilde
degerlendirmemizi ve anaerobik bakterilerin korozyon siirecini nasil etkilediklerini

anlamamizi kolaylagtiracaktir.

16S rDNA gen fragmentlerini kullanarak yiiriittiiglimiiz DGGE jelinde olusan bantlarin
dizi analizi sonucuna go6re, kaltarin, bir silfat indirgeyen bakteri turii olan
Desulfosporosinus sp. (% 99 homoloji) ve demir indirgeme 6zelligi bulunan anaerobik
fermentatif Clostridium sp. (% 99 homoloji) tiiriinii igerdigi goriilmiistiir. Bu tiirlerin
birlikte bulunmasi galvanizli geligin korozyona ugramasinda 6nemli bir role sahip
olabilir. Duan ve dig. (2008), dogal deniz suyuna daldirdiklar ¢elik yiizeylerde olusan
pas tabakasinin altindaki anaerobik biyofilmi mikrobiyolojik ve molekiiler tekniklerle
analiz etmisler ve biyofilmde bir sulfat indirgeyen bakteri turi olan Desulfovibrio
caledoniensis ve demir indirgeyen bakteri olarak Clostridium sp.’nin birlikte
varolduklarint gostermiglerdir. Bir baska calismada ise Zhang ve Fang (2001), korozif
Ozellikteki bir deniz biyofilminde baskin olan Desulfovibrio turlerinin Clostridium

grubu tiyeleriyle yakin bir birliktelik i¢inde oldugunu rapor etmislerdir.

Dogal bir habitatta, metal yuzeylerin sadece bir tiur korozyona yol acan bakteri
tarafindan kolonize edilmedigi ¢ok aciktir (Licina, 1988; Rao ve dig., 2000). Bunun
aksine, farkli mikroorganizma tiirleri birbirlerine ¢ok yakin bir sekilde biiyiliyerek
heterojen biyofilmler olustururlar (Geesey, 1990). Dogal ekosistemlerde, SRB’nin
aktivitesi mikrobiyolojik korozyon olusumu igin tek basina bir sebep teskil
etmemektedir (Licina, 1988; Hamilton, 1990). Zorunlu anaerop bir organizma olarak,
SRB’nin gelisimi aym1 nisteki diger organizmalarin aktiviteleri tarafindan
etkilenmektedir (Geesey, 1990; Hamilton, 1990). Baz1 fermentatif anaerop bakteriler,
SRB’nin enerji gereksinimini karsilayan organik elektron vericileri saglarlar (Geesey,
1990). Dolayisiyla, bir fermentatif anaerop olan Clostridium ile anaerop
Desulfosporosinus gibi iki farkli, biyofilm olusturan organizmanin birlikte bulunmasi

olas1 bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Desulfosporosinus cinsi, ilk kez 1997 yilinda Desulfotomaculum orientis tlrinG yeni bir

taksonomik gruba yerlestirmek iizere onerilmistir (Stackebrandt ve dig., 1997). Kesfi 10
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yil kadar kisa bir slire once olan Desulfosporosinus cinsi, Clostridia sinifinin
Peptococcaceae ailesine dahil edilmistir. Baslica habitatlar1 nemli toprak ve tatlisu
sedimentleridir. Desulfosporosinus’un filogenetik olarak Gram pozitif bakterilerin
Clostridium-Bacillus altsubesinde yer almasi, Clostridium cinsiyle bircok 6zelliginin
benzestiginin ve dolayisiyla birgok ortamda sinerjistik birliktelikler olusturabileceginin
de bir kanitidir. Bu iki cinsin morfolojik ve fizyolojik Ozellikleri Tablo 5.1°de
gosterilmistir (Dorn ve dig., 1978; Kenealy ve Waselefsky, 1985; Minton ve Clarke,
1989; Holt ve dig., 1994; Moat ve dig., 2002; Bitton, 2005; Ramamoorthy ve dig., 2006;
Spring ve Rosenzweig, 2006; Sallam ve Steinbuchel, 2009).

Desulfosporosinus’un paslanmaz ¢eligi korozyona ugrattigi Zuo ve Wood (2004)
tarafindan gosterilmistir. Booth ve dig. (1966) bir Gram pozitif SRB olan
Desulfosporosinus orientis’in, hidrojenaz aktivitesi oldugunu ve diger SRB’ler gibi
celigi korozyona ugrattigin1 bulmuslardir. Tiller ve Booth (1968) da Desulfosporosinus
orientis’in  gelisiminin, aluminyumun korozyonunu stimiile eden demir siilfiir
presipitasyonuna yol agtigin1  gostermislerdir. Buna Kkarsin, yapilan literatiir
taramalarinda Desulfosporosinus ve Clostridium cinslerini iceren bir kilturin galvanizli
celik Gzerine korozif etkisinin arastirildigi herhangi bir ¢alismaya ratlanmamistir. Bu

acidan ¢alismamiz ayr1 bir neme sahiptir.

Clostridium cinsi bakteriler, metaller iizerinde biyofilm olusturmalar1 esnasinda asidik
hiicredis1 polisakkaritler salgilarlar ve bu 6zelliklerinden dolay: asit {ireten bakteriler
(APB) grubuna dahil edilmektedirler. Metabolik iiriin olarak olusturduklar1 kisa-zincirli
ve diisitk molekiiler agirlikli butirik asit, asetik asit, formik asit gibi organik asitler
metalin korozyonuna neden olmaktadir. Clostridium’larin siklikla siilfat indirgeyen
bakterilerin bulundugu yerlerde varoldugu ve metabolik {iriinlerinin SRB’ler tarafindan
besin olarak kullanildigi bildirilmektedir (Herro ve Port, 1993). Ayrica, trettikleri
hidrojen sulfur ile korozyonu stimiile etmektedir (Cloete ve De Bruyn, 1995; Beech,
1999). Clostridium’larin korozyon mekanizmalarindan birisi de [Fe] hidrojenaz 1
enzimi tasimalaridir. Ozellikle C. pasteurianum tiiriiniin tasidigi bu enzim, celik
yiizeylerden demir salinnmini ve katodik bdlgede hidrojen (retimini arttirarak

korozyona neden olmaktadir (Bryant ve Laishley, 1990).
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Tablo 5.1 : Desulfosporosinus ve Clostridium cinslerinin morfolojik ve fizyolojik dzellikleri

Ozellikler Desulfosporosinus sp. Clostridium sp.
Gram boyama Negatif, pozitif veya degisken Negatif veya pozitif
Morfoloji Kivrik gpmak, (;iftle.r veya kisa Com.ak,.g:iftler veya kisa
zincirler seklinde zincirler gseklinde
Hiicre ¢ap1 (um) 04-12 0.3-20
Elips seklinde, Oval veya kiiresel
Endosporlar terminal/subterminal
Hareket -+ +
Flagella tipi Polar, lateral veya peritrik Peritrik
Biiyiime sicakligi (°C)
Optimum 25-37 30-37
Aralik 5-42 -5-69
Biytme icin pH
Optimum 6.4-7.0 6.5-7.0
Aralik 6.5-75 55-12.2
NaCl araligi (%) 0-5
Laktat varliginda elektron
alicilart
Sulfat + -
Tiyosulfat + -1+
Sulfit -1+ -1+
Kdkdrt -1+ -1+
Demir (I11) -1+ +
Etanol + +
Siilfat varliginda elektron
vericileri
Format + -1+
Asetat - -1+
Piruvat + -1+
Laktat + -1+
Butirat + -1+
Propionat - -1+
Siiksinat - -1+
Fumarat -+ -1+
Malat -+ -1+
H, oksidasyonu (CO; ile) -1+ +
Laktat varliginda fermentatif S+ +
biylme
DNA G+C igerigi (%) 42 - 47 22 -55

+ : bitiin turlerinde goralr, - : hichir tirde gorilmez, -/ + : baz tiirlerde goriiliirken, bazilarinda goriilmez.
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Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar;

Desulfosporosinus sp. ve Clostridium sp.’nin galvanizli ¢elik yiizeylerde {iredigi,
pH’nin korozyonda rol oynadigi, deney ve kontrol diizenegindeki galvanizli c¢elik

kuponlarin agirlik kayiplarinin zamana bagl olarak arttig1 seklinde 6zetlenebilir.

Sonug olarak, Desulfosporosinus sp. ve Clostridium sp.’nin birlikte bulundugu kiiltiiriin,
galvanizli ¢eligi korozyona ugrattigi, fakat korozyon hizinin, kontrol diizenegindeki
kuponlarin korozyon hiziyla karsilastirildiginda ¢ok yiiksek olmadigini sdyleyebiliriz.
Bir sonraki c¢alismamizin amaci, saf olarak elde ettigimiz Desulfosporosinus sp.
susunun galvanizli ¢elik iizerindeki korozif aktivitesini benzer kosullardaki deney
diizeneginde inceleyerek, Clostridium sp. tiriiyle birlikteyken yarattigi etkiyle
karsilastirmak ve bu tiirlerin saf ve karisik kiiltiirlerinin korozif etkileri hakkinda daha

net bir bilgiye sahip olmak olacaktir.
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