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OZET

Doktora Tezi

Aerobik Bakterilerin Nikel Alasimlarinin Korozyonuna Etkisinin Aragtirilmasi

Nalan Oya SAN

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Prof. Dr. Géniil DONMEZ

Es Danisman: Yrd. Dog. Dr. Hasan NAZIR

Bu ¢alismada, Ankara Ivedik Su Aritim Tesisinde korozyon gdzlemlenmis boru sistemlerinden
alman kazinti ve su Orneklerinden izole edilen aerobik bakterilerinin Nikel alagimlarmin
korozyonuna etkisi incelenmistir. Elde edilen izolatlarm morfolojik ve 16S rRNA filogenetik
analizleri ile karakterizasyonu yapilmistir. Aeromonas eucrenophila ve Delftia acidovorans olarak
tanimlanan bu izolatlarm yanisira laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda bulunan ve biyofilm/korozyon
caligmalarinda siklikla arastirilan Pseudomonas aeruginosa bakterisinin Nikel alagimlarinin
korozyonuna etkisi ilk olarak Kuartz Kristal Mikrobalans kiitle kayb1 yontemiyle belirlenmistir.
Sonrasinda, {i¢ bakterinin korozyon etkisi acik devre potansiyeli, polarizasyon caligmalar1 ve
elektrokimyasal empedans spektroskopisi gibi elektrokimyasal yontemler kullanarak incelenmistir.
Elektrokimyasal ¢alismalar sonucunda genellikle bakterilerin etkisi ile Ex, (korozyon potansiyeli)
degerlerinin daha anodik potansiyellere kaydigi ve Iy, (korozyon akim yogunlugu) degerlerinin
oldukca arttig1 goriilmektedir. Nikel alagimlar1 ile kaplanmis disklerde biyofilm olusumu ve
korozyon hasari, taramali elektron mikroskobu (SEM) incelemeleri ve enerji dagitict X 1sin1
analizleri (EDS) ile belirlenmistir. Bakterilerin etkisi ile ylizey degisime ugramis ve yiizeyde etkili
cukurcuk ve catlaklar goriilmiistiir. Bu duruma ilaveten bakterinin etkisi ile ylizeyde siirekli bir
oksijen hiicresi olugsmustur. Bakterilerin ortamun pH degerini asidik degerlere indirmesi sonucu

korozyona sebep olduklar1 digiiniilmektedir.

2012, 164 sayfa
Anahtar kelimeler: Aeromonas eucrenophila, Delftia acidovorans, Elektrokimyasal
Empedans Spektroskopisi, Kuartz Kristal Mikrobalans, Mikrobiyolojik Korozyon Etkisi,

Nikel Alasimlari, Pseudomonas aeruginosa.



ABSTRACT

PhD Thesis

Investigation of the effects of aerobic bacteria on the Nickel alloys corrosion

Nalan Oya SAN

Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Prof. Dr. Goniil DONMEZ

Co-supervisor: Assist. Prof. Dr. Hasan NAZIR

In this study corrosion behavior of Nikel alloys, in the presence of aerobic bacteria which
was isolated from scrapt and water samples taken from Ankara Ivedik Water Treatment
pipe system, was investigated. The isolated bacteria were characterized according to
morphological and on the basis of 16S rRNA sequences is Aeromonas eucrenophila and
Delftia acidovorans. In addition of two bacteria Pseudomonas aeruginosa which is found
in our laboratory culture collection and investigated frequently in biofilm/corrosion
experiments were also used. The microbially influenced corrosion of Nickel alloy coatings
were evaluated by quartz crystal microbalance fistly. After that, open circuit potential,
polarization experiments and electrochemical impedance spectroscopy were used for
explanation effect of bacteria. With electrochemical methods, generally after inoculation,
corrosion potential (E.,) values shifted towards more anodic potentials and corrosion
current density (I.or) values considerably increased. The Nickel alloy coated dics's surface
morphologies and the corrosion products were determined using scanning electron
microscopy (SEM) and energy dispersive X-ray spectra (EDAX) analysis. Intense pitting
and crevice corrosion has been seen due to bacterial adhesion. Furthermore, oxygen cell
was formed by effect of bacteria. As a result, pH values decreased to acidic side and
caused corrosion.

2012, 164 pages

Keywords: Aeromonas eucrenophila, Delftia acidovorans, Electrochemical impedance
spectroscopy, Microbially Influenced Corrosion, Nickel alloy, Pseudomonas aeruginosa,
Quartz Crystal Microbalance.
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1. GIRIS

Her yil milyarlarca dolar kayba yol acan, ciddi sorunlardan biri olarak bilinen korozyon;
malzemelerin O6zellikle metal ve alasimlarin g¢evreleri ile kimyasal ve elektrokimyasal
tepkimeye girmeleri sonucunda asinmalar1 olarak ifade edilir (Shreir vd 2000). Tez
caligmas1 kapsaminda arastirilmak istenen Mikrobiyolojik Korozyon Etkisi (MIC) ya da
biyokorozyon ise; mikrobiyal aktivite sonucu metal veya alasimlarinin bozulmasi olayidir
ve son yillarda giderek dnem kazanmaktadir. Metalik malzemelerde olusan tiim korozyon
zararinin yaklasik % 20’sini MIC’in olusturdugunu ileri siiriilmektedir (Javaherdashti
2008). Mikroorganizmalarin genellikle 1 mikrometreden (um) daha kiigiik olmalari, her
yerde bulunabilmeleri, genis araliktaki sicaklik, basing, pH ve oksijen degisimlerine
dayanikli olmalar1, hizla tiremeleri, bircok kimyasal maddeye dayanikli olmalari, asetik
asit, siilfiirik asit ve formik asit gibi c¢ok farkli asitleri iiretebilmeleri ve metalleri
yiikseltgeyebilme veya indirgeyebilme o6zellikleri mikrobiyal korozyon cesitliliginin ve
siirlarmin pratikge biitiin sistemlerin oldugunu gostermektedir. Ozellikle su sistemleri
(Zhou 2010, Cole ve Marney 2012), ilag endiistrisi (Videla 2003, Wang vd 2008), besin
endiistrisi (Beech ve Sunner 2004, Durmoo vd 2008) petrol, gaz, gemicilik ve insaat gibi
birgok endiistriyel sektorde, saglik ve giivenlik riski ile birlikte biiylik ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Ekonomik kayiplara: hasarin giderilmesi i¢in gegen siirede tesisin devre
dis1 kalmasi, depo, boru vs. delindiginde iiriiniin disar1 akmast 6rnek olarak verilebilir.
Ayrica, korozyona sebep olan mikroorganizmalarin, iretilen iirlinii karbon ve enerji
kaynag1 olarak kullanip kalitesini diisiirmesi, ¢oziinebilen korozyon {irlinlerinin iiretilen
malzemeye karigmasi, korozyonu Onlemek i¢in pahali ve daha kalin malzeme ve
kaplamalarin kullanimi, katodik koruma yapilmasi, mikroorganizma sayilarinin belli

degerler altinda tutulmasi i¢in biyositlerin kullanimi ise maliyeti arttrmaktadir.

MIC aragtirmalarm biiylik bir ogunlugu anaerobik korozyon (Siilfat indirgeyici bakteriler
(SRB)) calismalar1 olusturmakta iken aerobik korozyon mekanizmasi iizerine
mikroorganizmalarin etkisi hakkinda sinirh 6l¢iide bilgi bulunmaktadir. Bu nedenle diinya
genelinde ve iilkemizde endiistride saglamlik ve hava degisimlerinden etkilenmeme
ozellikleri nedeniyle hem kendi basma hem de alasimlari halinde kullanilan Nikel
alagimlarinin (Yuan ve Pehkonen 2007) (Nikel-Cinko (Ni-Zn), Nikel-Bakir (Ni-Cu) ve
Nikel-Kobalt (Ni-Co)) aerobik bakterilerin korozyon etkisi arastirilmistir.



Planlanan doktora tezinin ilk asamasinda, Ankara Ivedik Su Aritim Tesisinde, MIC
gbzlemlenmis boru sistemlerden alinan 6rneklerinden mikroorganizmalar izole edilmistir.
Elde edilen saf kiiltiirlerin 16S rRNA filogenetik analizleri yapilarak, tiir diizeyinde

tanimlanmaistir.

Ikinci kisimda; bakterilerin korozyon etkilerinin arastirilmasi i¢in Agik Devre Potansiyeli
(OCP), Lineer Taramalt Voltametri (LSV) ve Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi
(EIS) teknikleri ile korozyon verilerine ulagilmistir. Ayrica, Kuartz Kristal Mikrobalans
(QCM) teknigi ile kiitle kayb1 verileri elde edilmistir.

Tez ¢aligmasmin iiciincii kisminda, korozyon deneyleri sonrasinda yiizey morfolojisindeki
degisimin incelenmesi i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM) ve yiizeyde olusan
korozyon firiinleri ve degisen iyon konsantrasyonlar: i¢in ise enerji dagilimlh X-ignlar1

analizi (EDS) yapilmuistur.

Ozetle, tez galismasi, su ile baglantili tesislerde énemli ekonomik kayiplara yol agan
aerobik bakterilerin tiir diizeyinde teshislerini, Nikel alagimlarinin korozyonuna etkisini ve

korozyon hizinin belirlenmesini amaglamaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Elektrokimya ve Kullamim Alanlar

Genel anlamda elektrokimya redoks (indirgenme/ylikseltgenme) reaksiyonlarmi inceler.
Maddelerin elektrokimyasal Ozelliklerini analiz amaciyla kullanilan yontemlere de
elektroanalitik yontemler denir. Bir elektrokimyasal olay mutlaka bir redoks
reaksiyonudur. Elektrokimya pratikte biliylk Oneme sahip bir konudur. Piller ve
akiimiilatorler, kimyasal enerjiyi elektrik enerjisine doniistiiren diizeneklerdir ve giinliik
hayatimizda ¢ok ¢esitli amaclar i¢in elektrik enerjisi kaynagi olarak kullanilmaktadirlar.
Dogada ¢ok sik karsilagilan ve gerceklesmesi istenilmeyen bir olay olan korozyon da

elektrokimyasal bir siirectir (Schweitzer 1996, Beech 2004).

2.2. Elektrokimyasal Hiicreler

Bir dogru akim (DC) elektrokimyasal hiicre her biri uygun bir elektrolit ¢dzeltisine
daldirilmis, elektrot olarak isimlendirilen iki elektriksel iletkenden olugmaktadir. Bir

hiicrede bir akim olusabilmesi igin,

e Elektrotlarin bir metal iletkenle dis baglantilarinin saglanmasi

e (ozeltiler arasinda birinden digerine iyon gecisine imkan verecek bir temas olmast

e Her iki elektrotun her birinde bir elektron aktarim reaksiyonunun meydana gelmesi

gereklidir.

Indirgenme reaksiyonu katotta olurken, yiikseltgenme reaksiyonu anot kisminda olur.
Cozelti icerisinde indirgenecek ve yiikseltgenecek bagka bir madde bulunmadiginda katotta
H, anotta ise O, olusur (Berger 1990). Bir elektrokimyasal hiicrenin basit sematik sekli
Sekil 2.1'de verilmistir.
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Sekil 2.1 Basit bir elektrokimyasal hiicrenin sematik gosterimi

Elektroanalitik yontemler, diger ydntemlere gore bazi iistiinliiklere sahiptir. Ornegin,
elektrokimyasal 6l¢timlerle belirlenen degerler cogu kez bir elementin bir ylikseltgenme
basamag1 i¢in spesifiktir. Ayrica elektroanalitik yontemlerde kullanilan cihazlar diger
yontemlerdekilere gore daha ucuzdur. Elektrokimyasal yontemler, kimyasal tiirlerin

derisimlerinden ¢ok aktiflikleri hakkinda bilgi verir (Berger 1990, Uneri 1998).

2.3. Elektrokimyada Kullanilan Elektrotlar

Tanim olarak, elektrokimyasal bir hiicrenin katodu indirgemenin oldugu elektrottur, anot
ise yiikseltgenmenin oldugu elektrottur. Bu tanimlamalar hem galvanik hem de elektrolitik
hiicreler i¢in gegerlidir. Elektrotlar 3 tiptir; referans elektrotlari, ¢alisma elektrotlar1 ve
karsit (yardimci) elektrotlar. Elektrokimyasal yontemlerde kullanilan elektrot sistemine
ikili veya iiclii elektrot sistemi ad1 verilir. Ikili elektrot sistemi bir calisma ve bir referans
elektrottan olusurken, iigli elektrot sistemlerinde ilave olarak bir yardimci elektrot

mevcuttur (Koehler 1944, Felloni vd 1987).



2.3.1. Referans elektrotlar

Referans elektrotlar; elektrokimyasal uygulamalar sirasinda potansiyeli dis ortamdan
etkilenmeyen, sabit kalan ve calisilan ¢ozeltinin bilesiminden etkilenmeyen elektrotlardir.
Bir referans elektrot kolayca hazirlanabilmeli, potansiyelinin sicaklikla degisim katsayisi
cok diisiik olmali, belli bir akim araliginda tersinir davranmali yani i¢inden kiiciik akimlar
gectiginde dahi gerilimi sabit kalmalidir (Gilbert vd 1995, Schweitzer 1996). Bu kosullar
dikkate alindiginda, Standart Hidrojen elektrotu, Gilimiig/Glimiis Kloriir elektrotu
(Ag/AgCl) ve Kalomel Elektrot referans elektrot olarak kullanilabildigi goriilmiistiir.

Standart Hidrojen Elektrot (SHE), potansiyeli bilinmeyen herhangi bir elektrodun standart
potansiyelini saptamak i¢in kullanilir. Standart hidrojen elektrodunun potansiyeli her
sicaklikta sifir kabul edilir. Hazirlanmasi zor bir elektrot oldugundan fazla kullanish

degildir (Uneri 1998).

Kalomel elektrot, referans elektrodu olarak ¢ok kullanilan elektrotlardan bir tanesidir.
Elektrotta, Hg>Cl, + 2¢” <> 2Hg + 2Cl reaksiyonu meydana gelmektedir. Bdyle bir
reaksiyonun potansiyeli ortamdaki klor iyonu konsantrasyonuna baghdir. Sicaklikla
potansiyeli ¢ok degismesine ragmen akim alinmalarina karst ¢ok dayaniklidir. Boyle bir
elektrot laboratuvarda kolaylikla hazirlanabilir. Yalniz dengeye gelmesi i¢in yapildiktan
sonra birkag giin bekletilmelidir (Gilbert vd 1995).

Glimiis- giimiis kloriir referans elektrot (Ag/AgCl): Gilimiis bir telin, elektrolitik yoldan
Glimiis kloriir (AgCl) ile kaplanarak klor iyonu igeren bir ¢ozeltiye daldirilmasiyla elde
edilen bir elektrottur (Sekil 2.2). Bu elektrotun yar1 tepkimesi asagida verildigi gibidir.

AgCl(k) + ¢ — Agk) + CI



Sekil 2.2 Glimiis- giimiis kloriir referans elektrot

Doygun potasyum kloriir (KCl) c¢ozeltisi kullanildigi zaman, bu elektrotun standart
hidrojen elektrotuna gore potansiyeli, +0,222 V'dur.

2.3.2. Yardimcvkarsit elektrotlar

Yardimci elektrotun gorevi; ¢alisma elektrotu ile referans elektrotu arasina uygulanan
gerilim farkinin glivenceye alinmasidir. Potansiyel, referans ve caligma elektrotlar1 arasina
uygulanmakta ve yardimci elektrotun varligi ile sabit kalmaktadwr. Akim, caligma

elektrotundan yardimci elektroda dogru akmaktadir (Gilbert vd 1995, Stott 2010).

Yardimc elektrot helezon seklinde kivrilmig platin bir tel veya bir civa havuzu seklinde
olan ve elektrigin ¢ozelti i¢inden g¢aligma elektrotuna aktarimasini saglayan karsit

elektrottur (Sekil 2.3).

Sekil 2.3 Karsit elektrot 6rnegi; Platin elektrot



2.4. Kaplama

Malzemelerin yiizey 6zelliklerini degistirerek; yeni mithendislik 6zellikleri kazandirmak ya
da dekoratif agidan c¢ekici kilmak, insanoglunun eski ¢aglardan beri siiregelen
amaglarindan birisi olmustur (Shreir vd 2000). Teknolojinin hizla ilerlemesiyle birlikte
malzemelerin bircok 6zelligi bir arada bulundurmasi istenmektedir. Ancak yiiksek aginma,
korozyon dayanimi ve iyi sekillendirebilme gibi 6zellikleri saglayabilmek yiiksek {iretim
maliyetini de beraberinde getirmektedir. Kaplama teknolojileri, diger iiretim tekniklerine
kiyasla diisik maliyetleri nedeniyle son yillarda Ozellikle korozyondan koruma

calismalarinda arastirmacilarin ilgi odagi olmuslardir (Cetinkaya 2006).

Yiizey lizerine yapilan her tiir isleme yiizey islem denir. Yapistirmadan, boyamaya, 1s1l
islemden, kaplamaya kadar son derece genis bir uygulama alanina sahiptirler. Bu tiir
islemler ara islem olabildigi gibi son islem olarak da uygulanabilir. Bazen hem ara islem
hem de son islem olarak birka¢c asamada da uygulanabilir (Gamburg vd 2001). Yiizey
kaplama; performans artigi, maliyet diisiisii, korozyon ya da dis etkenlerden korumak,
dekoratif goriinim kazandirmak, miihendislik, fonksiyonellikte iyilesme, miithendislik
problemlerine ¢oziim getirme, nadir malzeme kaynaklarmin doniisiimii, gili¢ tiiketiminde
diisiis ve verim artis1 amaglari i¢in uygulanmaktadir (Gilbert vd 1995, Jones 1996). Cizelge
2.1°de cesitli metallerin kullanim amagclar1 ve Cizelge 2.2°de bu metallerin siklikla

kullanildiklar1 sektorler verilmistir.



Cizelge 2.1 Cesitli metallerin kullanim amaglarina gore siniflandirilmasi (Yal¢in ve Kog
1991)

Metal ada Kullanim amaci
Cinko Koruma, dekoratif
Nikel Koruma, dekoratif, mithendislik
Bakir Dekoratif, miihendislik
Krom Dekoratif, miihendislik
Kalay Koruma, dekoratif
Glimiis Dekoratif, koruma, miithendislik
Rodyum Dekoratif, mithendislik
Paladyum Dekoratif, miithendislik
Rutenyum Dekoratif, miithendislik
Platin Miihendislik




Cizelge 2.2 Cesitli metallerin kullanildig1 sektorler (Yalgin ve Kog 1991)

Metal | Makine | ingaat | Otomotiv | Silah | Havacilik | Promosyon | Elektronik
Adi

Cinko + + + + + +

Nikel + + + + + +

Bakir + + + + + +

Krom + + + + + + +

Kalay + +

Altin + + +
Giimiis + + + +
Rodyum + + +

2.4.1. Metal kaplama

Galvani; 18. yiizyilda elektrik akimi ile iyonlarin hareket ettigini bulmusg ve bu yolla metal

iyonlarmni iki elektrot arasinda transfer ettirmistir. Bu nedenle metal kaplamanin temelini

buldugu kabul edilmis ve bir¢cok yerde kullanilan ‘galvaniz’ kelimesi bu bilim adaminin

soyadindan gelmistir. Daha sonra bu konuda bir¢ok bilim adami ¢alismig ancak temel

teoriyi Faraday kesfetmistir. Faraday uygulanan akim degeri ile transfer edilen iyonlar

arasindaki bagmtilar1 formiile etmistir. Kendi adiyla anilan bu kanunlar ile artik tiim

kaplama iglemleri giiniimiizde teorik olarak hesaplanabilmektedir. Ancak metal kaplama

isleminin kullanilmaya baglanmasi sanayi devriminden sonra 20. yy’da baglamistir. Fakat

20. yiizyilin {giincii ¢eyreginde ve Ozellikle de son g¢eyreginde c¢ok hizli bir gelisim

saglanmis ve hala iizerinde ¢ok yogun bir bicimde calisilmaktadir (Jones 1996, Yuan ve

Pehkonen 2007).




Metallerin elektrokimyasal birikim ve ¢dziinmesi, ¢ok sayida metal isleme yontemlerinde
kullanilir. Bunlardan en yaygin kullanim alanmi olusturan ve en iyi bilineni; elektrolitik
kaplamadir. Iletken bir yiizey tabakasi saglanmak kosuluyla, kaplanan yiizey metal ya da
metal olmayan bir maddedir (Sara¢c 1995). Elektrolitik metal kaplama, genel olarak bir
elektrolit i¢cindeki metal iyonlar1 indirgenerek katot {izerine ¢oktiiriilmesidir. Coktiiriilen
metal iyonlari, anot olarak kullanilan metal plakadan yiikseltgenerek elektrolite gegebilir
ya da elektrolit i¢cine disaridan bu metalin tuzu olarak ilave edilirler. Bir metal kaplama
banyosunun ¢oziiclisii sudur. Elektrolit i¢inde kaplanacak metal iyonlari, iletkenlik
saglayan tuzlar ve kaplanacak metal ile kompleks yapan tuzlar igerir. Bazen iletkenligi
saglayan tuzlar ayn1 zamanda metal ile kompleks de yapabilirler. Bunun yaninda bazi ek
araglara da gereksinim duyulur. Bunlar elektrolitin karistirilmas: ve saflagtirilmasi i¢in
gerekli olan ve herhangi bir otomatik kontrol i¢in gerekli olan araclardir. Elektriksel
araclar ise ana giic kaynagindan gerekli diisiik gerilim saglamak amaciyla bir azaltic
doniistiiriici ve rektifiye edici araglardir. Bazi hallerde motor jeneratorler de
kullanilmaktadir. Bu arada kaplama hiicrelerine gerekli giiclin istenen oranda verilmesini

saglayacak kontrol sistemlerine gereksinim duyulabilir (Koehler 1944).

2.4.2. Alasim kaplama

Elektrot potansiyelleri birbirinden farkli iki veya daha fazla metal iyonunun, elektrot
potansiyellerinden daha negatif bir potansiyelde, birlikte indirgenmelerine alasim kaplama
denir. Ancak metallerin standart elektrot potansiyelleri onlarin birlikte katodik
indirgenmeleri hakkinda bilgi vermez (Sara¢ 1995). Elektrot potansiyelleri yalnizca metal
ve iyonlarmin denge durumunu ve termodinamik agidan hangi metal iyonunun oncelikle
indirgenebilecegi hakkinda bilgi verir. Kaplama sirasinda ise kaplama potansiyeli,
polarizasyondan dolayr denge potansiyelinden daha negatiftir. Metal cozeltilerindeki
kompleks iyonlarin denge potansiyelleri de yine daha negatiftir. Ciinkii bu metal iyonlar1
kompleks yapisindan daha kararlidirlar ve bu kararlilhigi bozmak i¢in gerekli enerji daha
fazladir. Baz1 metallerin elektrot potansiyelleri hidrojene gore daha negatif oldugundan
sulu ¢ozeltilerden iyonlarinin indirgeme ile kazanilmalar1 yine termodinamik agidan
miimkiin degildir. Fakat bu metallerin ylizeyinden hidrojenin agiga ¢ikmasi icin gerekli
enerji yiiksek ise hidrojenden 6nce metal iyonu indirgenmesi miimkiin olmaktadir (6rnegin

cinkonun indirgenmesi gibi). Bu olaya hidrojen voltaji denir (Akgiin 1984).
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2.4.3. Kronoamperometrik kaplama (CA)

Bu teknik, c¢oOzeltiye daldirilmis olan c¢aligma elektrotu potansiyelinin ani olarak
degistirilmesi ile durgun ortamda akim-zaman iliskisinin goézlenmesine dayanir.
Baslangicta ¢ozeltide O maddesinin oldugu ve O + ne’— R reaksiyonunun gergeklestigi
durumda, oncelikle ¢aliyma elektrotuna herhangi bir redoks reaksiyonunun olmadigi E1
potansiyeli uygulanir (Parbery 1968). Sonra aniden elektrotun potansiyeli E2’ye
degistirilir. Dongiisel voltamogramimin (CV) pik potansiyelinin 6tesinde bir potansiyelde
E2 potansiyeli segilir. Potansiyel E2 de sabit tutulur. Bu potansiyelde olusan akimin

zamanla degisimine bakilir (Sekil 2.4). Olusan akim Cottrell esitligi ile verilir.

bl [

Sekil 2.4 Kronoamperometride (a) potansiyel-zaman ve (b) akim-zaman iligkisi

Kronoaperometri teknigi kullanilarak; bir maddenin difiizyon katsayis1 bulunabilir,
elektron aktarim reaksiyonunun hiz sabiti hesaplanabilir, elektrot reaksiyonunun
mekanizmas1 belirlenebilir ve elektron aktarim basamagmna egslik eden bir kimyasal

reaksiyonun hiz sabiti de bulunabilir (Gamburg vd 2001).
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2.5. Nikel Alasimlar1 ve Uygulama Alanlan

Celik malzeme ile aliiminyum, pirin¢ gibi demir dis1 metallerin korozyon dayanimlarini
artirabilmek ve dekoratif goriiniim kazandirmak amaciyla farkli tiirde metal kaplama
uygulamalar1 sanayide yaygin bi¢cimde kullanilmaktadir. Bu metal kaplamalar arasinda
ikinci en yaygm olani nikel ve nikel alasimlar1 kaplamalaridir. Nikel alagimlar1 birgok
uygulamada dayanikliligi, sert yapisi ve korozyona direngliligi nedeni ile siklikla
kullanilmaktadir. Nikel alagimlarindan Ni-Zn alasiminin 6zellikle tuzlu ortamlarda diger
alasimlar icinde en yiiksek korozyon direncine sahip oldugu bilinmektedir (Felloni vd
1987). Ni-Zn alasimi ¢inko (Zn) kaplamanin alternatifi olarak mekanik 6zelliklerin
arttirilmas1 ve yiiksek korozyon direncinden dolayi kullanilmaktadir (Short vd 1996,
Ramanauskas 1999). Tez caligmasinda kullanilan bir diger Nikel alasimi olan Ni-Cu
alasimi ise, Ozellikle gemilerde, boru sistemlerinde, elektrik santrallerinde, 1s1
doniistiiriiciileri gibi tuz iceren su ortamlar1 ile iliskili uygulamalarda kullanilmaktadir
(Gilbert vd 1995, Jones 1996). Ni-Cu alasimi 6zellikle islenebilme, sicaklik gegirgenligi ve
anti-fouling gibi 6zellige sahiptir. Son 50 yildir 6zellikle deniz suyunun taginmasinda
kullanilan boru sistemleri ve ¢ok ¢esitli marin uygulamalarda tercih edilmektedir. Ni-Cu
alasimi gukurcuk korozyonu ve erozyon korozyona direngli bir materyaldir. Tez
calismasinda kullanilan bir diger nikel alagimi olan Ni-Co alasimi ise manyetik
uygulamalar 6zellikle sensor ve erisim diizenekleri gibi mikro-sistemlerde kullanilmaktadir

(Gomez vd 2005, Wang vd 2005).

2.6. Korozyon ve Tarihcesi

Korozyon genel anlamda malzemenin bulundugu ortamda Ozelliklerini kaybederek
parcalanmas1 ve kullanilmaz hale gelmesidir. Korozyon kavramini, daha ¢ok metal ve
alagimlarinin cevreleri ile kimyasal ve elektrokimyasal reaksiyonlar1 sonucu bozulmalarini
tanimlamak i¢in kullaniriz (Berger 1990). Elektrokimyasal korozyon, sifir degerlilikte bir
metalden harici bir elektron aliciya elektron transferini kapsayan bir kimyasal tepkimedir.
Bu tepkime sonucunda ortamda metal iyonlar1 agiga ¢ikar ve metal asinmaya ugrar. Sekil
2.5’de korozyon olaymin sematik gosterimine gore bu siire¢ bir seri yiikseltgenme (anodik)
ve indirgenme (katodik) tepkimesinden meydana gelir (Gilbert vd 1995). Havalandirilmig

cozeltilerde katodik tepkime, oksijenin indirgenmesi ve hidrojenin ag¢iga ¢ikmasidir.
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Anodik tepkime (metalin ¢Oziinmesi) hizi, yiikseltgenme (oksidasyon) iirlinlerinin
(korozyon tiriinleri) koruyucu bir tabaka olarak ylizeye yapigmasi sebebiyle zamanla azalir.
Bu tabakanin kararliligi, kimyasal ve morfolojik yapilarina bagli olup, genel olarak metalin
korozyona dayanikliligin1 belirler. Metal ylizeyinde olusan biyofilm i¢indeki mikrobiyal
aktivite, katodik ve/veya anodik tepkimenin kinetigini de etkilemekte ve ayrica
korozyonun hizlanmasi veya inhibisyona sebep olacak sekilde, koruyucu tabaka
icerisindeki kimyasal yapida da 6nemli Olclide degisiklige yol acabilmektedir (Beech ve
Sunner 2004).

Elektron akig

- t

+ jorlar map
& - ola
Elektrolt

Anot Kafot

Sekil 2.5 Korozyon olaymin sematik gosterimi

2.7. Korozyon Hiicresinde Yiiriiyen Olaylar

Metal ve alagimlarin korozyona ugradiklar1 sulu ortamlar, asit, baz ve tuz ¢ozeltileri gibi
iletkenligi yiiksek olan ve c¢esitli iyonlar1 igeren elektrolitler olabildigi gibi musluk suyu,
deniz suyu hatta damitik su bile olabilir (Marcus 2002). Korozyon, metal/alasim'in ¢evresi
ile oksit veya bagka bir bilesigini olusturmak iizere tepkimeye girmesidir (Berger 1990).
Metal ve alasimlarin korozyonu sirasinda gelisen olaylar bir pilde meydana gelen olaylara
benzemektedir. Korozyon hiicresinden de goriilecegi {iizere korozyonun meydana

gelebilmesi i¢in li¢ ana bilesenin bir arada bulunmasi gereklidir: Anot ve katot bolgeleri,
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anot ve katot arasinda potansiyel farki ve anot ve katodu birlestiren iletken bir yol

(Schweitzer 1996).

Anot ve katot elektriksel olarak iletken olan bir elektrolit i¢ine daldirilmis olmalidir. Suyun
H' ve OH iyonlarina ayrigmasi bile bu kosulu yerine getirebilir. Bu sebeple bir metal
yiizeyinde yogunlasan su bile elektrolit gorevini goriir. Bir boru hattinin ¢evresindeki

nemli toprak ya da deniz suyu bir elektrolit gibi davranir (Koehler 1944).

Korozyon hiicresinin anot bdlgesi, metal atomlarinin yiikseltgenmesi ile metal korozyona
ugrar. Korozyonun siirmesi bu hiicrenin c¢aligmasina baghdir. Korozyon hiicresinin
caligabilmesi, ancak anot ve katot bdlgeleri arasinda bir potansiyel farkinin olugmasi ile
miimkiindiir. Metal/alasim ylizeyinde bolgesel korozyon hiicrelerinin olugmasina sebep
olan potansiyel farklarmi meydana getiren etkenler ¢ok degisiktir. Ornek olarak, metal
yiizeyinin her tarafinin ayni olmamasi, her tiirlii heterojeni, ylizeyde kusurlu bdlgelerin
bulunmasi, metal i¢indeki safsizliklar, bolgesel gerginlikler, ortamdaki degisiklikler, aktif
iyonlar, metal/alagima yapilan farkl islemler, ¢izikler, ¢entikler, diger yiizey piiriizliiliikleri

ve alagim i¢indeki metallerin birbirine gore farkliliklar1 verilebilir (Marcus 2002).

Sonug olarak korozyon olayi, 6zde elektrokimyasal bir olaydir. Korozyon tepkimeleri ile
bir pilde yiirliyen tepkimeler ile temelde aynidir. Korozyon esnasinda metal
elektrokimyasal pile benzer bigimde, olusan korozyon hiicresinin anodunu olusturur ve
yiikseltgenerek metal iyonlar1 halinde elektrolite gecer. Bu katyonlar ortamda bulunan
anyonlara ve ortam sartlarma bagl olarak kati, sivi veya gaz bilesikler olusturabilirler.
Korozyon hiicresinin katodunda ise herhangi bir maddenin indirgenmesi ile anot
bdlgesinden iletilen elektronlar harcanir. Katotta, ortam sartlarma bagl olarak hidrojen
iyonu, oksijen, herhangi bir soy metal iyonu ya da herhangi bir madde veya iyon
indirgenebilir (Hadley 1948). Bir demir levhanin hidroklorik asit ¢ozeltisine daldirilmast

sirasinda yiirliyen tepkime asagidaki gibi gosterilebilir.

Fe + 2HCl — FCC12 + H2

Bu toplam tepkime iki yar1 tepkimeye ayrilabilir:

Demirin yiikseltgenmesi: Fe — Fe'™ + 2¢”
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Hidrojenin indirgenmesi: 2H" + 2¢”— H,

Bu iki yar1 tepkimenin toplami, olusan elektrokimyasal hiicrede yiirliyen korozyon

tepkimesini verir.

Fe' 2H" — Fe™? + H,

Ortamda bulunan CI” iyonlar1 herhangi bir degisiklige ugramadan kaldigindan tepkime

denklemlerinde gosterilmezler.

2.8. Standart Elektrot Potansiyelleri

Metallerin denge potansiyelleri ya da ¢dziinme potansiyelleri tersinir bir referans elektrot
araciligiyla dlgiilebilir. Bu aynm1 zamanda korozyon potansiyelidir (Uneri 1998). Genel
olarak ylikseltgenme potansiyelleri hidrojenin yiikseltgenme potansiyelinden biiyiik olan
metaller sulu ¢ozeltilerde hidrojen ¢ikisiyla ¢oziiniirler. Metalin yiikseltgenme potansiyeli
hidrojenden ne denli biiylikse korozyon da o denli biiyiikk olur. Bunlara 6rnek olarak
kursun, kalay, nikel, kobalt, kadmiyum, demir, krom, ¢inko, manganez, aliiminyum,
sodyum, seryum, potasyum, stronsiyum, berilyum ve lityum verilebilir (Felloni vd 1987).
Yiikseltgenme potansiyelleri hidrojenin yiikseltgenme potansiyellerinden kiiclik olan
metaller hidrojen ¢ikisi ile korozyona ugramazlar fakat oksijen igeren cozeltiler i¢inde
korozyona ugrayabilirler. Bu metaller antimon, bizmut, bakir ve giimiistiir. Yiikseltgenme
potansiyeli oksijenin ¢dziinme ylikseltgenme kiiciik olan metaller, 6rnegin altin genel
olarak sulu ¢ozeltilerde korozyona ugramazlar. Standart elektrot gerilimi ne kadar pozitifse
aktiflik o denli s6z konusudur. Cizelge 2.3’de elde edilen degerler, 1 M madde miktarinin

1 atm basing altinda Platin (Pt) gibi soy metal referans almarak 6l¢iilmiistiir (Uneri 1998).
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Cizelge 2.3 Standart elektrot potansiyel serisi

Elektrot Elektrot Reaksiyonu Standart Elef}t;rl(t)t Potansiyeli
Au/Au® Au — Au”+ 3¢ -1,500
Ag/Ag™ Ag = Ag?+2¢ 20,799
Hg/Hg " Hg — Hg"”+2¢ -0,780
Cu/Cu™ Cu — Cu+2¢ -0,337
Pt/H,/H H?— H™+2¢ 0,000
Fe/Fe' Fe — Fe™ + 2¢ +0,440
Zn/Zn" Zn = Zn"+2¢ +0,763
AVAI? Al = A1+ 3¢ +1,662
Mn/Mn Mn — Mn"* + 2¢” +1,180
Mg/Mg "™ Mg - Mg"+2¢ +2,363
Na/Na" Na—Na +¢ +2, 14

Bir metal, elektrolit bir ¢ozeltiye daldirildigr anda yiikstizdiir. Yani metalle elektrolit
arasindaki potansiyel farki ve elektriksel alan sifirdir. Bu durum ara yilizeyin
elektrokimyasal olarak dengede oldugunu gostermez. Bir siire sonra metal yiizeyinde
denge potansiyeli olusur. Bu potansiyel tersinir bir referans elektrot vasitasiyla 6l¢iilebilir.

Yukarida bazi elementlerin potansiyeli verilmistir (Crawford 1978).

Metalin ylikseltgenme potansiyeli hidrojenden ne denli biiyiikse korozyon da o denli biiyiik
olur. Cizelge 2.3 incelendiginde aktif metal diye adlandirdigimiz Li, Na ve Mg gibi
elementlerin standart elektrot potansiyelleri digerlerine nazaran daha yiiksektir.
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2.9. Potansiyel-pH Diyagramlan

Pourbaix ve arkadaglar1 tarafindan termodinamik ve elektrokimyasal termodinamikten
yararlanarak metaller (ve diger elementler) i¢in potansiyel-pH diyagramlar1 ¢izilmistir. Bu

diyagramlar, Pourbaix diyagramlar1 olarak da adlandirilmaktadir (Sekil 2.6).

2.0

1.69

1.2

0.8+

[v1

0.4

-0.4+

-0.81

-1.24

Sekil 2.6 Demir i¢in Pourbaix diyagrami

Sulu ortamlarda Olciilen potansiyel ve pH degerleri Sekil 2.6’da yer alan korozyon
bolgelerine diigiiyorsa sistemde metal korozyona ugruyor demektir. Eger sudaki
coziinlirligi az olan (Fe,O3 ve Fes3O4) korozyon firiinleri yiizeyi Ortiiyorsa metalin
korozyonu azalabilir. Metallerin hidroksit ya da oksitleriyle kaplanarak korunmalar1
pasiflik olarak tanimlanir. Sekil 2.6’da demirin metalik durumunun korunabildigi alan
icinde demirin korozyon egilimi yoktur. Demirin sulu ortamda 6l¢iilen potansiyeli bu alan
icine disgiiriiliirse demir korozyona karsi korunur. Korozyonla miicadelede metallere
katodik koruma uygulanmasi bu prensibe dayanmaktadir. Fe-H,O sistemi i¢in Pourbaix
diyagrami metallerin sulu ortamda potansiyellerini ve ortamin pH degerini 6lgmek
kolaydir. Olgiilen bu biiyiikliikler bagisiklik bolgesine diiserse metalin korozyona
ugramadigi anlasilir, pasiflik bolgesine diiserse metalin ortiicii bir filmle korundugu ortaya
cikar. Eger bu film yiizeye yapisik, ylizeye siki tutunuyor ve az ¢dziiniiyor ise metal iyi
korunuyor demektir, ama yiizeye siki tutunmayan gozenekli olan filmler metal yiizeyini

yeterince koruyamazlar (Giirii ve Yalgin 2004).
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2.10. Korozyon Cesitleri

Degisik metaller ve alasimlar, i¢inde bulunduklar1 ortamin Ozelliklerine goére ¢esitli
sekillerde korozyona ugrarlar. Bu korozyon tiirleri birbirlerinden pratik olarak ayirt
edilebilmektedir. En en ¢ok korozyonlarin olus sebepleri ve karakteristik 6zellikleri Sekil

2.7°de verilmistir.

Catlak Culcurcuk Filfform

Sekil 2.7 Korozyon ¢esitlerinin sematik ¢izimi (Schweitzer 1996)

2.10.1. Genel korozyon

Genis bir yilizey ya da biitiin ylizeyin her yaninda kimyasal ya da elektrokimyasal
tepkimenin ayni Olciide ylirlimesi ile metal yiizeyinde her tarafta esdeger dlglide olusan
korozyon ¢esididir (Jones 1996, Schweitzer 1996). Korozyon sonucunda metalin kalinlig1
yiizeyin her noktasinda ayni miktarda azalir. Metal giderek incelir ve zamanla kullanilamaz
hale gelir. Atmosfere birakilan metal genel olarak iiniform korozyona ugrar. Mekanik
acidan en az zararl olan korozyon ¢esididir. Metal delinmeden ve kirilmadan uzun siire
isletmede kalabilir. Koruma i¢in boyama, ortama inhibitor ilavesi, kaplama ve katodik

koruma uygulanabilir.

18



2.10.2. Cukur korozyonu

Korozyon olaymin ¢ok lokal ve dar bolgeler iizerinde yogunlasmasi sonucu ortaya ¢ikan
korozyon tiiriidiir. Metal yiizeyinde ¢ok sayida ¢ukur olusur. Cukurlarin ¢api, derinligi,
siklig1, kullanilan malzeme ve ortama bagli olarak degisir. Cukur korozyonu, kiiciik bir
bdlgede olmas1 ve cogu kez bir anda ortaya c¢ikmasi sebebiyle en tehlikeli korozyon
tiiriidlir (Jayaraman 1999). Cukurlarin olugsmasi i¢in genellikle uzun bir siire gereklidir.
Fakat bu siire¢ basladiktan sonra hizla bir sekilde ilerler. Metalde mukavemet kaybina ve
birden olusan kirilma ile de malzemenin tamamen kullanilmaz hale gelmesine sebep olur.
Cukur korozyonu daha ziyade durgun cozeltiler icerisinde meydana gelmektedir.
Genellikle tank tabanlarinda, borularda ve akis hizinin azaldig1 bolgelerde goriilmektedir.
Cukur korozyonu, birgok metal ve alasimda goriiliir. Ozellikle kullanim alani genis ve
endiistriyel acidan Onemi biiyiikk paslanmaz gelikler ve aliiminyum alasimlari i¢in sz
konusudur (Gilbert vd 1995, Jones 1996). Cukur korozyonu dncelikle pasiflesen metallerde
meydana gelir. Cukur i¢inde metal hizla ¢dziinlirken metal yiizeyinde oksijen indirgenir.
Aktiflesen nokta anot, pasif metal yiizeyi katot gibi davranir. Metal aktif duruma gegen
noktalarda hizla ¢6ziiniir ve ¢ukurlar i¢cindeki ortam metal iyonlar1 bakimindan zenginlesir.
Ancak korozyon olaymm her asamasmda ortamin elektrik yiikleri bakimindan
dengelenmesi gerekir. Bu kosul metal iyonlarinin tasidigi elektrik yiikiine esdeger miktarda
klor iyonlarmim gukurlar i¢ine yayilmasi ile saglanir. Boylece olusan metal kloriirler
asagida verilen tepkimeye gore hidrolize ugrayarak hidrojen iyonlarinin biiyiik miktarda

ortaya ¢ikmasina sebep olurlar.

MC1+ H,0 — MOH |+ H' CI

Hidrojen ve klor iyonlar1 bircok metal ve alagimin ¢ézlinmesini hizlandirdigindan ¢ukur
korozyonu hizla ilerler. Anodik olay yani oksidasyon tepkimesi metalin oksijenle temas
edebilen kisimlarinda olusmaya devam eder ve ¢ukur diplerine dogru yogunlasir. Cukur
korozyonunu 6nlemek i¢in bircok yontem uygulanmaktadir. Bu yontemler, malzemenin
hangi ortam ve kosullarda kullanilacag1 gbz oniine alinarak uygulanir. En etkin yontem,
malzemenin Onceden iyi secilmesidir. Malzemelerin kullanildiklar1 ortamda cukur
korozyonuna kars1 alinabilecek baglica dnlemleri korozif ortama inhibitor eklemek, katodik

koruma yapmak, anodik koruma yapmak, kloriirlii ortamim oksijen degisimini azaltmak,

19



malzemeyi korozyona dayanikli maddelerle (boya vb.) kaplamak, oksijen ve oksitleyici

maddelerin ortamda diizenli dagilimini saglamak olarak siralayabiliriz (Schweitzer 1996).

2.10.3. Galvanik korozyon ya da metal cifti korozyonu

Farkli malzeme kullanimindan kaynaklanan korozyon; farkli potansiyelde iki metalin
birbiriyle temas halinde iken aralarmda bir galvanik pil olusturmasi ve aktif olan metalin
anot, soy metalin ise katot gorevi gorerek aktif metalde korozyona sebep olmasi ile
olusmaktadir. Korozyon hizi, anot ve katot bolgeleri arasindaki potansiyel farkina ve
devrenin toplam direncine baglhdir. Ornegin bakir ile ¢eligin birlikte kullanildig
durumlarda, her iki metalin temas etmesi ile bakirdan dolay1 ¢elik korozyona ugrayacaktir.
Galvanik korozyonun pratikte etkili olmas1 i¢in; metallerin iginde bulundugu cevre ne
derece korozif 0zellikte ise galvanik etki daha siddetle kendini gdstermekte, iki metalin
birbirine baglandig1 noktada en siddetli halini almaktadir. Ayrica, biiyiik bir katot ile kiigiik
bir anottan olusan bir galvanik hiicrede anot kisa siirede yipranir, katot/anot oraninin biiyiik
olusu anot akim yogunlugunun biiyiimesine ve kii¢iik bir bolgeden fazla miktarda madde

kaybina neden olmaktadir (Shreir vd 2000).

Galvanik korozyonu engellemek icin galvanik dizide birbirine yakin metaller secilir.
Kiigiik anot, biiylik katot etkisinden kaginilmali, ortamin korozifligini azaltmak i¢in ortama
inhibitor eklenebilir, her iki metale kars1 anodik davranan {i¢iincii bir metal kullanilabilir
ve anodik pargalar kolay degistirilebilecek bicimde tasarlanir ya da daha uzun dayanmasi

icin daha kalin yapilabilir (Giirii ve Yal¢in 2004).

2.10.4. Aralik korozyonu

Cogu zaman korozif ortamda metal yiizeyindeki yariklar, catlaklar, araliklar i¢inde ya da
metal yilizeyinde siddetli bolgesel korozyon olur. Bu tip korozyon, genellikle dar
bolgelerdeki durgun ¢ozeltiler ile conta ylizeyleri, ylizeydeki birikintiler, civata ve perg¢in
baslarinin altindaki araliklar ile ilgilidir. Bu tip korozyonlara aralik korozyonu, bazen da
birikinti korozyonu ya da conta korozyonu denir. Metal yiizeyinde bulunan catlak, aralik

veya cep gibi ¢Ozeltinin durgun halde kaldig1 bolgelere oksijen transferi giic olmaktadir.
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Bunun sonucu bu boélgeler anot, catlagin ¢evresindeki bolgeler ise katot olur (Koehler
1944). Korozyonun en etkili oldugu bolge ¢atlagin katot bolgesine en yakin olan kismudir.
Milimetrik bir c¢atlak bile korozyonun bagslamasi i¢in yeterli olmaktadwr. Aralik
korozyonunu onlemek veya azaltmak amaciyla; civata ile baglantilar yerine lehimleme
yontemi kullanilmali, tam bosaltma yapilabilecek kaplar tasarlanmali, keskin koseler ve
durgun bolgelerden kac¢inilmali, donanimlar sik sik kontrol edilip olusabilecek tortu ve
birikintiler uzaklagtirilmali ve miimkiin oldugu kadar absorplama 6zelligi olmayan contalar

secilmelidir (Schweitzer 1996).

2.10.5. Secimli korozyon

Bir alagim i¢inde bulunan elementlerden birinin korozyona ugrayarak uzaklagmasi sonucu
olusan korozyon ¢esididir. Bu tiir korozyona en iyi 6rnek piring alagimi olup, ¢inko
bakirdan once yiikseltgenerek korozyona ugrar ve uzaklasir. Benzer olay diger alasimlarda
da gozlenmektedir. Alasimlardan se¢imli olarak aliiminyum, demir, kobalt, krom ya da

diger elementler uzaklasir (Videla 1996, Giirii ve Yalgin 2004).

2.10.6. Filiform korozyon

Metal yiizeyinde bulunan boya veya kaplama tabakasi altinda yiiriiyen korozyon olayidir.
Bu korozyon tiiriinde kabuk alti korozyonu da denilmektedir. Filiform korozyonun
mekanizmasi ¢atlak korozyonun olusum mekanizmasma benzemektedir (Shreir vd 2000).
Korozyon kaplamanin zayif bir noktasindan baslar ve bu noktada kabuk altina atmosferden
oksijen ve su girisi olur. Kaplama su ge¢irmedigi durumda korozyon olayr olmaz.
Korozyonun bagladig1 noktada oksijen konsantrasyonu maksimum olup, korozyonun
yiiridiigli yonde giderek azalir. Korozyon olayr sonunda metal hidroksiti ve hidrojen
iyonlar1 olusur. Boylece u¢ kisimda korozyonun devami i¢in uygun bir ortam saglanmis

olur (Jones 1996).
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2.10.7. Erozyonlu korozyon

Bir metal ya da alagim ile korozif ortam arasindaki hareket nedeniyle metal ya da alagimin
asinmasi sonucu erozyon korozyonu meydana gelir. Korozif ¢ézeltilerin metal ylizeyinden
hizla akmasi halinde, korozyon olayr yaninda erozyon da meydana gelir. Bu durum
korozyon hizinin da artmasina neden olur. Bunun nedeni, olusan korozyon iiriinlerinin
akiskan tarafindan siiriiklenerek gotiiriilmesi olarak sdylenebilir. Ozellikle boru
sistemlerinde ve limanlarda ¢ok rastlanan bu tiir korozyonda metal/alagim ile korozif ortam
arasindaki bagil hareket nedeniyle metalin asinma hizi artmaktadir. Erozyonlu korozyon
genellikle bircok metalde goriinmekle birlikte, bu korozyona en duyarli metal bakir ve

bakir alagimlaridir (Videla 1996, Giirii ve Yalgin 2004).

Erozyon korozyonu Onlemek icin; tasarim iyi yapilmali, daha dayanikli malzemeler
kullanilmali, korozif ortam degistirilmeli, malzeme kaplanmali ve katodik koruma

yapilabilir.

2.11. Korozyonun Onlenmesinde Genel Yontemler

Korozyonun teknik ve ekonomik agidan en diisiik diizeye indirilmesi veya zorunlu hallerde
tamamen Onlenmesi i¢in kullanilan yontemler ¢ok ¢esitlidir. Endiistride en ¢ok kullanilan

korozyon 6nleme yontemleri agagida siralanmistir:

e Dayanikli malzeme kullanmak: korozif ortamda kullanacak malzeme segilirken,
ortamin Ozelligi iyi bilinmeli ve bu ortama direng gosterecek ozellikteki metal

ve/veya alagimlar secilmelidir (Yalgin 1991).

e Ortamin korozif etkisini giderecek onlemler almak: korozyon hizini azaltmanm en
etkin yollarindan biri, ortam sartlarini kontrol etmektir. Korozif ortamin sicakligi,
derisimi, akis hizi, icerdigi oksijen ve oksitleyicilerin miktar1 gozlem altinda
tutularak korozyon hizi belirli diizeyde tutulabilir. Korozif etkiyi gidermenin bir

diger yolu da, aktif ortama inhibitor ya da pasiflestirici ilave etmektir (Zhou 2010).
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e Metal yiizeyini kaplama: kaplamalarmm goérevi, metal yiizeyi ile korozif ortam
arasinda bir engel olusturarak metali korumaktir. Genellikle kaplamalar ¢ok korozif
ortamlarda kullanilmazlar. Ancak atmosfer, toprak, su gibi dogal ortamlarda

kullanilirlar (Uneri 1998).

e Katodik koruma yapmak: katodik korumanin temel ilkesi elektrokimyasal korozyon
teorisine dayanir. Bu teoriye gore bir elektrokimyasal hiicreden net bir akim
gectiginde anotta oksidasyon (ylikseltgenme) tepkimesi, katotta ise buna esdeger
indirgenme tepkimesi yiiriir. Boyle bir sistem i¢inde katot bolgesinde higbir sekilde
korozyon olayr meydana gelmez. Bu teoriye dayanarak bir metalin ylizeyindeki
anodik bolgeler, katot haline donistiiriilerek korozyon olayr kesin sekilde

Onlenebilir (Short vd 1996).

e Anodik koruma yapmak: aynen katodik korumada oldugu gibi metale distan bir
akim uygulanarak koruma saglanir. Anodik koruma bir pasiflestirme islemi olarak
kabul edilebilir. Bu sebeple bu yontem ancak pasiflesme 6zelligi olan metallere
uygulanabilir. Eger sistemde bir ariza meydana gelirse, korunan metal kisa siirede

korozyona ugrayabilir (Schweitzer 1996).

2.11.1. Korozyonun énlenmesinde inhibitor kullanimi

Ortama az miktarda katildiginda korozyon hizini azaltan maddelere inhibitdr denir. Bazi
durumlarda korozyona karsi dayanikli fakat pahali olan bir malzeme kullanmak yerine,
ortama inhibitdr ilave edilerek daha ucuz malzemelerin kullanilmasi yoluna gidilir.
Inhibitdr kullanimi ¢ukur tipi korozyona karsi en ekonomik ¢dziim yoludur. Inhibitérler,
tek bir madde olabildigi gibi belirli bir bilesime gore hazirlanmis kimyasal karisimlar da
olabilir. Karigimlar i¢inde korozif ortamimn tiiriine gore se¢ilmis etkin maddeler
bulunmaktadir. Onemli olan karisim igindeki etkin maddenin tiirii ve derisimidir. Etkin
madde derisimi, metalin kullanildig1 ortam sartlar1 gbéz Oniinde bulundurularak ve
denenerek secilir. Herhangi bir maddenin inhibitor etkisi, kendi kimyasal yapisiin yani

sira, metalin tiirline ve ortamin derisimine baglidir (Marcus 2002).
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Inhibitdrler etki ettikleri tepkimeye gore anodik, katodik ve karma inhibitdrler olmak iizere
ic smnifa, kimyasal yapilarma gore organik ve inorganik inhibitdrler olmak tizere iki sinifa,
etkileme sekline gore ise pasiflestirici, ¢oktiiriicii ve adsorplayici inhibitorler olmak tizere

tic smifa ayrilabilir (Sastri 1998).

Inhibitdr, metalin anodik ¢dziinme tepkimesini yavaslatiyorsa “anodik inhibitdr” olarak
adlandirilir. Anodik inhibitorler sinifinda ortofosfat, silikat, nitrit ve kromat gibi birgok
inorganik inhibitdr ve benzoat vardir. Katodik inhibitorler; katodik tepkime tizerine etki
yaparak korozyon hizim1 yavaglatan inhibitorlerdir. Katodik inhibitdrler, genellikle
katyonlardir (Gilbert 1995, Sastri 1998).

Karma inhibitérler; hem anodik, hem de katodik tepkime iizerine etki ederek, korozyonu
yavaslatirlar. Bu sebeple etkileri korozyon potansiyeli olgiilerek belirlenemez. Karma

inhibitorler, genellikle asidik ortamlarda kullanilirlar.

2.11.2. Mikrobiyolojik korozyonun 6nlenmesi veya kontrol altina alinmasi

Mikrobiyolojik korozyonun onlenmesi amaciyla siirekli olarak bakteri saymmi yapilmali ve
bakteri miktarinin kontrol altina alinmasi i¢in calisma sartlar1 Oncelikle bakterinin
cogalmasini Onleyecek sekilde sec¢ilmelidir. Eger calisma sartlarnin  degistirilmesi
miimkiin degil ise, o takdirde biyosit uygulamalarma baslanabilir. Her bakterinin
cogalmasini yavaglatan veya onu tamamen yok eden bir biyosit vardir. Uygun kiiltiir
calismalar1 yapilarak bu biyositler denenmeli ve tesisin durgun bolgelerinde
kullanilmalidir.  Bakteriler belirli bir siire sonra biyositlere kars1t bagisiklik
kazanmaktadirlar. Bu sebeple siirekli kiiltlir ¢aligmalar1 ile yeni ve daha etkili biyositler

bulunmalidir (Videla ve Herrera 2005, Javaherdashti 2008).

Biyositler, ylikseltgen ve ylikseltgen olmayan diye iki ana grupta toplanabilir. Klor, ozon
ve brom ylikseltgen biyositlerdir. 6,5-7,5 pH degerlerinde ¢ok etkili bir biyosit olan klor,
mikroorganizmalarin kontroliinde en ¢ok kullanilan biyosittir ve sisteme gaz olarak ilave
edilir (Jack 2002). Yiikseltgen olmayan biyositler, mikroorganizmanin metabolizmasina

etki ederler. Boylece elektron aligverisi kontrol altina alinarak mikroorganizmalarin
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cogalmast yavaslatilir. Bu tip biyositler organokalay, bis(triklorometil) siilfon,
metiletilenbistiyosiyanat (MBT), B-brom-B-nitrositiren (BNS), dodesilguanidin tuzlari, di-
bromonitropropanamide (DBNDP), glutaraldehitler, aminler, karbonatlar ve karternar

amonyum tuzlaridir.

Endiistriyel su sistemlerinde biyokorozyonu kontrol etmek i¢in en ¢ok kullanilan kimyasal
yontem biyosit kullanimidir. Endiistriyel su sistemlerinde kullanilan biyositler, 6zellikleri

ve genel kullanim derisimleri Cizelge 2.4’de verilmistir.

Cizelge 2.4 Endiistriyel su sistemlerinde kullanilan biyositler, 6zellikleri ve genel kullanim
derisimleri (Videla 2002, Videla ve Herrera 2005)

Kullanim

Biyosit Ozellikler
derisimi (mg/L)

Bakteri ve alglere kars1 etkili, ylikseltgen,
Klor s . s 0,1-0,2
pH’ya bagiml

o Bakterilere kars: etkili, fungi ve alglere kars1
Klor dioksit . 0,1-0,2
daha az etkili, yiikseltgen pH’dan bagimsiz

Bakteri ve alglere kars1 etkili, yiikseltgen, geni
Brom 8 i 8elh, 850 0,05-0,1
pH aralig1

Bakteri ve biyofilmlere kars1 etkili, yiikseltgen,
Ozon 0,2-0,5
pH’ya bagiml

. Bakteri ve alglere ve biyofilmlere kars1 etkili,
Izotiyazolon ' 0,9-10
yiikseltgen degil, pH’ya bagimlisiz

Kuaterner amonyum | Bakteri ve alglere kars1 etkili, ylikseltgen degil, 835
bilesikleri pH’dan bagimsiz

Bakteri ve alglere, fungi ve biyofilmlere karsi
Gluteraldehit . 10-70
etkili, ylikseltgen degil, genis pH aralig1

Glutaraldehit, hem aerobik hem de anaerobik ortamlarda hizla faaliyet gosterebilen
kuvvetli bir antimikrobiyal madde olmasi sebebiyle, ¢esitli endiistri tesislerinde agiga ¢ikan
sulardaki mikroorganizma miktarini kontrol altinda tutmak amaciyla kullanilmaktadir.

Glutaraldehit, SRB’yi de kapsayan c¢ok sayida bakteri, alg ve funguslara karsi
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kullanilabilir. Ayrica, genis sicaklik ve pH spektrumunda aktif olarak kalabilir (Fang vd
2002).

2.12. Korozyon Hizinin Belirlenmesi

Korozyon, elektrokimyasal bir olay oldugu i¢in, elektrokimyasal yontemlerle dlgiilmesi
miimkiindiir. Korozyon hizinin elektrokimyasal olarak 6l¢iilmesi sirasinda karsilagilan en
biiyiik sorunlardan biri, korozyon potansiyelindeki akimin 6l¢iilmesidir. Bunun sebebi, bu
potansiyelde disaridan bir 6l¢iim cihazi tarafindan kaydedilebilecek herhangi bir akim
olmaz. Sonug¢ olarak, korozyon akimini (ix,r) Ol¢gmek i¢in yapilan herhangi bir
elektrokimyasal yontem, korozyon potansiyeli disindaki potansiyellerdeki akimlar1 6lgerek
gerceklestirilir. Korozyon akiminin belirlenmesinde, korozyon potansiyeli ve akim-
potansiyel egrileri kullanilir. Akim-potansiyel egrileri, akim veya potansiyelden herhangi
birinin kontrollii olarak degistirilmesine karsilik, digerinin aldig1 degerlere gore elde

edilebilir (Uneri 1998, Marcus 2002).

Bu egrilerin elde edilmesi amaci ile kullanilan galvanostatik yontemde, kontrol edilen
degisken akim yogunlugudur. Fakat bu yontem egrinin lineer oldugu bdlgelerde daha

dogru sonug verirken, pasiflesme incelemeleri i¢in yetersiz kalmaktadir.

Potansiyostatik yontemde ise kontrol edilen degisken, elektrot potansiyelidir. Bu
yontemde, aktif pasif doniisiimiiniin yer aldig1, kritik potansiyelde gézlemlenen siireksizlik
disindaki, elektrot potansiyelinin her bir degerine karsilik siirekli bir akim bulmak

miimkiindiir (Marcus 2002).

Korozyon hizi kisaca bir malzemenin birim zamandaki ¢6ziinme hiz1 olarak ifade
edilebilir. Metal ve alagimlarin korozyona karsi direnglerini birbirileriyle karsilastirabilmek
icin her birinin korozyon hizi sayisal olarak verilebilmelidir (Jones 1996). Bolgesel
korozyonun oldugu sistemlerde ise korozyon hizi olusan g¢ukurun derinligi olarak
verilebilir. Korozyon potansiyelini (Ey,) Olgmek icin kullanilan en kolay yontem
elektrokimyasal deneylerdir (Obuekwe 1981). Korozif ortamda bulunan bir malzemenin

korozyon hizmmin bilinmesi, korozyona karsi alinabilecek Onlemler bakimindan 6nem
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tagimaktadir. Korozyon hizi belirleme yontemlerini, mikroskopi, spektroskopi, kiitle kaybi

yontemi ve elektrokimyasal yontemler olmak {izere baglica dort grup altinda toplayabiliriz.

2.12.1. Mikroskopi

Direkt mikroskopik inceleme ve membran-filtre teknikleri, mikrobiyolojik etkili
korozyonla iligkili mikroorganizmalarin tespit edilmesinde kullanisli yontemler olarak

bilimektedir (Uneri 1998).

2.12.2. Spektroskopi

Korozyon analizinde Mdssbauer spektroskopisi kullanilabilmektir.

2.12.3. Kiitle kayb1 yontemi

Bu yontemde, kiitle kaybi deneyleri i¢in hazirlanmig ve ylizeyi temizlenmis Ornek
tartildiktan sonra, korozif ortamda belirli bir siire bekletilir. Korozyon iiriinleri
temizlendikten sonra yeniden tartilan numunenin kiitle kaybinm gram, miligram veya
yiizde kiitle azalmasi1 olarak ifadesi korozyon hizimi belirler. Kiitle azalmasi, 6rnegin
korozyon ortaminda kalma siiresine baghdir. Kiitle kaybi, birim zamanda birim ylizey
basina kiitle azalmasi olarak verilir. Kiitle kayb1 yonteminin basit ve uygulamada bazi
kolayliklara sahip olmasina karsin, bir¢ok dezavantaji da vardir. Deney siireleri genellikle
uzundur ve korozyon hizinin yiiksek oldugu durumlarda giivenilir sonuglara ulagsmak
zordur. Clinkii korozyon hizi degerleri o andaki korozyon hizini degil, baslangictan
itibaren gecen uzun bir siirenin ortalamasint vermektedir. Kiitle kaybi yontemi ile
korozyon hiz1 belirlenirken, ¢éziinmenin homojen olmasi, korozyon sonucu olusan iirliniin
ya tamamen ¢Ozlinmesi ya da uygun bir c¢oziiclide c¢oziilerek metal ylizeyinden

uzaklagtirilmasi gerekir (O’Sullivan ve Guilbault 1999, Ludensky 2003).
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Kiitle kaybmin 6l¢iildiigii bir diger yontem Kuartz Kristal Mikrobalans (QCM) yontemidir.
Bu yontem son yillarda kullanilmaya baglamis, yeni ve giivenilir bir tekniktir. QCM bir

piezoelektrik kiitle-algilama cihazidir.

Piezoelektrik etki ilk defa 1880 yilinda Jaques ve Pierre Curie tarafindan Rochelle tuzunda
kesfedilmistir (Guilbault ve Luong 1988). Temel olarak piezoelektrik etki, mekanik basing
altinda birakilan bazi yalitkan kristallerin bir yiiziinde pozitif, kars1 yliziinde ise negatif
elektrik yiiklerinin ortaya ¢ikmasi seklinde tanimlanmaktadir. Piezoelektrik bir kristalin
yiizeyine fiziksel bir kuvvet uygulandiginda yiizeyler arasinda bir elektriksel potansiyel
fark1 olustugu gozlenmektedir. Olusan elektriksel potansiyelin siddetinin, uygulanan
fiziksel kuvvet ile dogru orantili oldugu bu etkiye “Piezoelektrik Etki" adi verilmektedir
(He vd 2005). Bu durumun tersi de miimkiindiir, yani bir kristalin iki yiiziine bir potansiyel
farki uygulanmast sonucunda kristalde mekanik bicim degisikligi goriilmektedir.
Dolayisiyla, piezoelektrik kristalin ylizeyi iizerine yerlestirilen herhangi bir yabanci
maddenin kiitlesi ile rezonans frekansinin degismesi, piezoelektrik diizeneginin ¢ok yliksek
bir hassasiyetle kiitle Ol¢iimiinde kullanilabilmesi miimkiin olmaktadir. Piezoelektrik
kristal olarak genellikle kuvarsin kullanilmasi nedeniyle bu tiir kimyasal sensorler Kuartz

Kristal Mikrobalans Sistemleri olarak anilmaktadir (O’Sullivan ve Guilbault 1999).

Bir QCM cihazi altin kapli bir kuartz kristalin (Sekil 2.8) icerisinden bazi resonant
frekanslarinda titresime neden olan elektriksel bir sinyal yollayarak ¢alismaktadir. QCM
caligmalarinda en yaygin kullanilan elektrotlar altin elektrotlaridir. Ciinkii altin hava

icerisinde okside olmaz. Bununla birlikte, Cu, Ni, Pt ve diger metaller de kullanilmaktadir.
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Sekil 2.8 QCM deneylerinde kullanilan altin elektrotlar

QCM  kristal igerisindeki salinimin frekansin1  dlger. Korozyon deneylerinde
kullanildiginda, QCM kristalin yiizeyindeki kiitle degisimlerinden dolay1 kristalin
frekansindaki degisimleri ortaya ¢ikarmaktadir. Dolayisiyla, piezoelektrik kristalin yiizeyi
iizerinde yerlestirilen/olusan (biyofilm gibi) herhangi bir yabanci maddenin kiitlesi ile
rezonans frekansmin degismesi, piezoelektrik diizeneginin ¢ok yiiksek bir hassasiyetle
kiitle Olgtimiinde kullanilabilmesi miimkiin olmaktadir. QCM sisteminde kullanilan
elektrotlar genellikle 1,000 A miktarinda %99,99 saf altindan (Au) yapilmaktadir. Uygun
kosullar altinda, tipik bir QCM 0,1-1 ng/cm®’lik bir kiitle degisimini 6lgebilir (He 2005).

Temel olarak QCM ii¢ ana kisimdan olusmaktadir;
e quartz resonatort,
e bir akis sistemi ve

e degisen frekansi kontrol eden osilatér.

Frekanstaki degisim ve frekanstaki degisim ile kiitle yilikii arasindaki iligki Sauerbrey
denklemi ile agiklanmis ve tanimlanmistir. QCM’de kuartz elektrotun yiizeyine materyalin

2

tutunmas: ile meydana gelen kiitle artigi, “f ” ile gosterilen rezonant frekansmnin

azalmasina yol acar. Bu iligki “Sauerbrey esitligi” ile gosterilebilir:
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ya da basit bir sekilde ifade edersek;
frekanstakidegisim(f)=(-2,26x10°cm’g's)(baslangi¢ frekans)2(kiitledeki degisim)

Burada,f kristalin resonant frekansi, A kristalin elektrotlar arasindaki hareketli alani, pq

kuartzin yogunlugu, pq kayma genligi(katsayisi), vq kuartzdaki kayma dalga hizidir.

QCM tekniginin Biyoteknoloji alaninda uygulamalari: DNA ve RNA’nm tamamlayici
iplikleri arasindaki etkilesimler, protein ligandlarmmin immobilize reseptorler tarafindan
Ozgiil taninmasi, immunolojik reaksiyonlar, viriis kapsitlerinin, bakterilerin, memeli
hiicrelerinin ortaya c¢ikartilmasi, hiicrelerin, liposomlarin ve proteinlerin adezyonu,
yiizeylerin biyo-uyumlulugu ve biyofilmlerin olusturulmasi ya da olusumunun

engellenmesi calismalarinda kullanilmaktadir (Jones 1996, Kakalis 2011).

2.12.4. Elektrokimyasal yontemler

Giliniimiizde korozyon hizin1 belirlemek icin elektrokimyasal yontemler kullaniimaktadir.
Korozyon olayinda anot ve katot arasinda gecen akim, elektrot potansiyelinde bir
degisiklik meydana getirir. Degisime bagli olarak denge potansiyeli, yani korozyon
potansiyeli ve korozyon akim yogunlugu o6lciilebilir (Popova 2008). Son zamanlarda
elektrokimyasal tekniklerin gelismesi ile birlikte korozyon hizmin belirlenmesinde
polarizasyon egrileri kullanilmaya baglanmistir. Galvanostatik veya potansiyostatik
Olctimlerle elde edilen polarizasyon egrileri degerlendirilerek Tafel ekstrapolasyonu veya
lineer polarizasyon yOntemleri kullanilarak korozyon hizlart ¢ok kisa siirede
belirlenebilmektedir. Korozyon akimmin belirlenmesi i¢in korozyon potansiyeli ve akim—
potansiyel egrilerinin bilinmesi gerekir (Berger 1990, Jones 1996, Beech 2004). Akim—
potansiyel egrileri akim veya potansiyelden birinin kontrollii olarak degistirilmesine karsin
digerinin aldig1 degerlerin grafige gecirilmesi ile elde edilir. Bu egrilerin yardmu ile

korozyon hizinin belirlenmesinde kullanilan en yaygm yontemler asagida verilmistir.
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Acik Devre Potansiyeli yontemi (OCP): OCP tekniginde devreden akim gegmezken
potansiyel fark degeri okunur. OCP tekniginde potansiyel-zaman grafigi elde edilir.
Elektrot ve elektrolitin birbirine temas ettigi noktada elektrottan elektrolite veya
elektrolitten elektrota elektron gecisi gerceklesir. Elektrot ve elektrolit birbirine temas
ettigi noktada elektron gecisi olur ve yliklerin ayrimi gergeklesir. Belli bir siire sonra
elektrot ve elektrolit dengeye gelir. Elektrot veya elektrolitin bos bandinda ortaya ¢ikan
potansiyel fark agik devre potansiyelidir. Indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlar1 ayni
anda meydana gelir. Reaksiyon dengededir ve ayn1 zamanda elde edilen potansiyel fark
denge potansiyelidir. Denge potansiyeli korozyonun basladigi potansiyeldir (Gilbert vd
1995).

Tafel ekstrapolasyonu yontemi: kullanimi diger yontemlere gore daha kolaydir. Bu ylizden
sanayide kullanilan en yaygin yontemdir. Korozyon potansiyelinden baslayarak
potansiyostatik ve galvanostatik yontemle anodik ve katodik yonde ¢izilen yar1 logaritmik
akim yogunlugu potansiyel egrilerinin ¢izgisel bdlgelerinin korozyon potansiyeline
ekstrapole edilmesiyle korozyon hizi, yani korozyon akimi belirlenir (Sekil 2.9). Korozyon
potansiyeli ise katodik akim uygulanmadan Once calisma elektrotunun karsilastirma
elektrotuna kars1 voltmetrede 6lgiilen potansiyelidir. Bu yontem hizli sonug verir. Anodik
ve katodik Tafel bolgeleri bir arada elde edilemedigi zaman, bdlgelerden birinin korozyon

potansiyeline ekstrapole edilmesiyle de korozyon hizi bulunabilir (Uneri 1998).
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Sekil 2.9 Tafel ekstrapolasyon yontemiyle korozyon akimi (ixor) ve korozyon
potansiyelinin (Ey,) bulunusu

Tafel polarizasyon yonteminin avantajlarini agagidaki gibi siralayabiliriz:

e Ideal kosullarin altinda, Tafel polarizasyon yontemiyle elde edilen degerin

dogrulugu, geleneksel kiitle kayb1 metoduyla elde edilen degerlere esit veya
daha fazladir.

e Cok disiik korozyon hizlarinin tespitinde dahi, basarili bir sekilde

kullanilmaktadir.

e Tafel egrileri ile korozyon akimi ve korozyon hizi kolayca ve kisa zaman

icerisinde bulunabilmektedir (Popova 2008).

Elektrokimyasal empedans spektroskopi (EIS) yontemi: EIS normalde kiiglik bir uyarim
sinyali ile Olgiiliir. Bu durumun sebebi hiicrenin cevabinin dogrusal gibi goziikmesini

saglamaktir. Bir dogrusal (veya dogrusal gibi goriinen) sistemde, faz kaymasi ile beraber
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siniizoit potansiyeline karsi olusan cevap ayni1 frekanstaki bir siniizoit olacaktir (Yuan et al.

2002) (Sekil 2.10).

s
B
<
o~

Sekil 2.10 Dogrusal bir sistemde siniizoidal akim cevabi

Empedans asagida verilen denklemle karmasik say1 olarak ifade edilmis olur.

E ol .
sz_ = Zgexpijey = Zo(cosD + jsind)

Z(w) ifadesi bir gergek ve bir sanal kisimdan olugsmaktadir. Eger gercek kisim grafigin Z
ekseni iizerinde ve sanal kism1 Y ekseni tizerinde ¢izilirse, bir “Nyquist grafigi” elde edilir
(Sekil 2.11). Bu ¢izimde y-ekseninin eksi olduguna ve Nyquist grafigindeki her noktanin
bir frekanstaki empedans degeri olduguna dikkat edilmelidir (Borenstein 1994, Beale vd
2012).
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Sekil 2.11 Empedans vektdriine sahip Nyquist grafigi

Sekil 2.11 diisiik frekansli verilerin grafigin sag tarafinda ve daha yiiksek frekanslilarin da
solda oldugunu gosterecek sekilde isaretlenmistir. Bu frekans arttikga empedansin genelde
distigii EIS wverileri i¢in dogrudur (her devre i¢cin dogru olmayabilir)

(http://www.gamry.com/App_Notes/EIS Primer/EIS Primer.htm, 2012).

Diger popiiler gosterim metodu da Bode grafigi’dir. Empedans log frekansi ile x-ekseni
tizerine ve hem empedansin mutlak degeri (|Z|=Z;) ve hem de faz kaymasi y-ekseni

tizerine ¢izilir.
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Sekil 2.12 Ornek Bode grafigi (San vd, 2012)

Bode grafigi Sekil 2.12°de gosterilmistir. Nyquist grafiginin tersine, Bode grafigi frekans

bilgisini agik olarak gostermektedir.

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi, elektrokimyasal reaksiyon mekanizmalarimni
incelemek i¢in c¢ok kullanigh bir tekniktir. Alternatif akim elektrokimyasal empedans
spektroskopi yontemi, 6zellikle kaplama yapilmis elektrokimyasal korozyon sistemlerinin
kinetigini aydinlatmada kullanilan bir yontemdir. EIS yonteminden, metal ile elektrolit ara
fazmin karakterizasyonunu belirlemekte, korozyon mekanizmasmin tahmin edilmesinde ve

korozyon hizinin tespitinde yararlanilmaktadir (Crombie 1984, He 2005).

EIS wverileri ¢ogunlukla bir esdeger elektrik devre modeline uygulanarak analiz
edilmektedir. Modeldeki devre elemanlarinin ¢gogu rezistanslar, kondansatdrler, indiiktorler
gibi ortak devre elemanlaridir. Kullanigshh olmasi amaciyla modeldeki elemanlar sistemin
fiziksel elektrokimyasinda bir karsiiginin olmasi gerekmektedir. Ornek olarak, ¢ogu
model hiicrenin ¢ozelti direncini modelleyen bir direng igcermektedir. Cok az
elektrokimyasal hiicre tek bir esdeger devre elemaniyla modellenebilmektedir. Bunun
yerine, EIS modelleri birbirine bagli birden fazla elemandan olusmaktadir. Elemanlarin

hem seri hem de paralel kombinasyonu bulunmaktadir. Seri ve paralel kombinasyonlardaki
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devre elemanlarinin empedansini tanimlayan basit formiiller bulunmasi bizler i¢in avantaj

saglamaktadir (Iverson 1987) (Sekil 2.13).

I o
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— AN ™ Q L —
Iyl Y, R
Ret
Rf
Rof Rdf

Sekil 2.13 Fiziksel elektrokimya ve esdeger devre elemanlar1

(Cozelti direnci (Rs); genelde bir elektrokimyasal hiicredeki empedansla ilgili olan belirgin

bir etkendir.

Bir elektriksel ¢ift katman (Cg4) bir elektrot ile onu ¢evreleyen elektrolit arasindaki ara
yiizeyde bulunur. Bu ¢ift katman ¢o6zeltideki iyonlar elektrot yiizeyine yapistikca
olugsmaktadir (Yuan ve Pehkonen 2007).

R,: ne zaman bir elektrotun potansiyeli agik devredeki degerinden uzaklastirilirsa, bundan
elektrotu polarize etmek olarak bahsedilebilir. Elektrot polarize edildiginde, bu elektrot
yiizeyinde olusan elektrokimyasal reaksiyonlar yoluyla, akimmn ge¢mesine neden olabilir.
Gegen akimin miktarmi, reaksiyonlarin kinetigi ve reaksiyona katilan maddelerin
elektrolite dogru veya ondan uzaga dogru olan difiizyonu tarafindan kontrol edilebilir.
Hiicrelerde acik devrede, bir elektrotun diizglin (diizgiin dagilimli) asmmmaya ugradigi
kabul edilirse, agik devre potansiyeli iki farkli elektrokimyasal reaksiyonun arasindaki
denge ile kontrol edilebilir (Videla 2003). Reaksiyonlardan biri katodik akim digeri de
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anodik akim iiretir. Acik devre potansiyeli katodik ve anodik akimlarin esit oldugu

potansiyelde son bulur. Her iki reaksiyonun akim degeri, korozyon akimi olarak bilinir.

EIS deneylerindeki kapasitorler genelde ideal bir sekilde davranmazlar. Gergek hiicreler
tizerindeki ¢ift katman kapasitorii, kapasitor gibi davranmak yerine bir sabit faz elemant

(CPE) olarak davranir.

Calismalarda siklikla kullanilan modellerden bir tanesi Randles hiicresidir. Randles
hiicresi, en basit ve en ¢ok bilinen hiicre modellerinden biridir. Bir ¢6zelti direnci, bir ¢ift
katman kapasitorii ve bir yiik transfer veya polarizasyon direnci icerir. Kendi agisindan
kullanigh olmasinin yani sira Randles hiicre modeli, diger daha karmasik modeller i¢in
genellikle bir baslangic noktasidir. Randles hiicrenin esdeger devresi Sekil 2.14’de
gosterilmistir. Bir Randles hiicresi i¢in Nyquist grafigi her zaman bir yarim dairedir (Beech

ve Gaylarde 1999, Chang 2009).

i
—— 7. .I. / Vo ——
" 1)

Sekil 2.14 Randles hiicrenin esdeger devresi.

2.13. Mikrobiyolojik Korozyon Etkisi (MIC)

MIC, mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri sonucu hem dogrudan hem de dolayl

olarak meydana gelen korozyon olay1 ile metalin bozulmasidir (Hadley 1948). MIC ayrica
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biyolojik korozyon, biyolojik olarak desteklenen korozyon ve biyokorozyon olarak da

adlandirilmaktadir (Borenstein 1994).

Bakterilerin korozyondan sorumlu olabilecegini ilk kez 1910 yilinda Gaines (1910) ileri
stirmiistiir. Fakat korozyonun mekanizmasi lizerine esas yorumlar 1960’11 yillarin basindan
itibaren baglamistir. Bununla birlikte Von Wolzogen Kiihr ve Van der Vlugt’un (1934)
gerceklestirmis olduklart ilk 6ncii c¢aligma, elektrokimyasal olarak mikrobiyolojik

korozyonu yorumlamaktadir.

Flemming (1996), metalik malzemelerde olusan tiim korozyon zararinin yaklasik olarak %
20’sini MIC’in olusturdugunu ileri siirmektedir. Booth (1964) yaptig1 calismada,
Ingiltere’de borularda olusan korozyonun % 50’sinin MIC’den kaynaklandigin1 belirtmis
ve bu zararin yilda yaklasik olarak 300-500 milyon sterlin oldugu hesap edilmistir. Klasik
korozyon  mekanizmast gibi  MIC'de  elektrokimyasaldir.  Bununla  birlikte
mikroorganizmalarin bu olaydaki islevini degerlendirmek giictiir. Birkag olasi reaksiyon
iceren korozyon islemleri neredeyse daima karmasik oldugundan, bir¢ok alan ¢aligmasinda

MIC’in net olarak teshisi ile iligkili zorluklar vardir (Felloni vd 1987).

MIC, ozellikle enerji ve petrol sanayinde, mikrobiyolojik korozyondan kaynaklanan
yangm problemleri gibi zaman zaman ciddi hasarlarla sonuglanan birgok soruna yol

acmaktadir. Cizelge 2.5°de MIC’den en ¢ok etkilenen tipik sanayi alanlar1 verilmistir.

Mikrobiyolojik korozyonda mikroorganizmalarin gelismesi sonucu asitler ve siilfiirler gibi
bazi bilesenler ortaya cikar. Bu bilesenler de korozyon hizini artirici rol oynarlar. Bazi
durumlarda mikroorganizmalar dogrudan dogruya -elektrokimyasal tepkimelere de

katilabilir.
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Cizelge 2.5 MIC’den etkilendigi bilinen bazi sanayi dallar1 ve sorunlu alanlar

Sanayi Sorunlu Alanlar

Kimyasal islemler Paslanmaz ¢elik tanklar, boru hatlar1 ve flanjli baglantilar.

. o Karbon ve paslanmaz g¢elik borular ve tanklar, bakir,
Niikleer enerji tiretimi ‘ o ‘
nikel, piring, aliiminyum, bronz sogutma suyu borular1.

Su aritim1 Is1 degistiriciler ve boru sistemleri

Kanalizasyon atiklarinin o
) ) Beton ve takviyeli beton yapilari
taginmasi ve islem gormesi

Otoyol bakimi Drenaj boru sistemi

Havacilik Aliiminyum kanat tanklar1 ve yakit depolama tanklar1

) Makine igsleme yaglari ve emiilsiyonlarinin
Metal isleme
bozulmasmdan kaynaklanan aginma

2.14. Korozyona Yol Acan Mikroorganizmalarin Smiflandirilmasi

2.14.1. Mikroorganizmalarin genel ozellikleri

MIC ile ilgili mikroorganizmalarin genel 6zellikleri asagida verilmistir (Tunail 2009) :

e Genellikle bir mikrometreden (um) daha kiigiiktiirler.

e Her yerde bulunabilirler.
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e Genis bir aralktaki sicaklik, basmng, pH ve oksijen derigimlerine

dayaniklidirlar veya degisimlere kolayca adapte olabilirler.

e Karisik koloniler icerisinde ¢ogalirlar. Birgok organizmanin tek bagina iken

yagsayamadig1 bir yasama ortamini olusturabilirler.

e Belirli sartlar altinda hizla tirerler.

e Bircok kimyasal maddeye dayaniklidirlar.

e Asetik asit, siilflirik asit ve formik asit gibi ¢ok farkl asitleri iiretebilirler.

e Metalleri veya metalik iyonlar1 yiikseltgeyebilir veya indirgeyebilirler.

Korozyona sebep olan mikroorganizmalarin siniflandirilmasindaki ilk 6lgiit, oksijene olan
toleranslaridir. Genel anlamda, mikroorganizmalar oksijen ihtiyaclarma gore asagida

belirtildigi gibi siniflandirilabilir (Madigan vd 2002):

Anaerob mikroorganizmalar: Oksijenin bulundugu ortamda fonksiyon

gosteremeyen mikroorganizmalardir.

e Aerob mikroorganizmalar: Metabolik faaliyetleri i¢in oksijene ihtiya¢ duyan

mikroorganizmalardir.

e Fakiiltatif mikroorganizmalar: Hem oksijenin bulundugu ortamda hem de

bulunmadig1 ortamda faaliyetlerini siirdiirebilen mikroorganizmalardir.

e Mikroaerofil mikroorganizmalar: Fonksiyonlarmi devam ettirebilmeleri
amaciyla oksijene ihtiyagc duyan ancak, oksijenin diisiik seviyelerde
olmasini tercih eden mikroorganizmalardir. Bu organizmalar aerotolerant

olarak da adlandirilir.
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2.14.2. Mikrobiyolojik iireme ve zaman arasindaki iliski

Kesikli bir sistemde mikroorganizma sayisimnin zamanla degisimini gdsteren grafik Sekil

2.15°de verilmistir.
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Sekil 2.15 Kesikli bir sistemde mikroorganizma sayisinin zamanla degisimi (Tunail 2009)

Sekil 2.15 ile ilgili agiklamalar:

A: Mikroorganizma belirli bir siire sonra kullanilacaksa en uygun zaman noktasi.

B: Mikroorganizma hemen kullanilacaksa en uygun zaman noktasi.

Hazirlik Fazi: Mikroorganizmanin aktif hale gegebilmesi i¢in gerekli ¢ogalma siiresi.

Ureme Fazi: Logaritmik iireme zamani.
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Duragan Faz: Mikroorganizmanin iireme hizi ve 6liim hizinin hemen hemen birbirine esit

oldugu faz.

Oliim Fazi: Besin maddesinin yetersiz hale geldigi faz.

2.15. Mikroorganizmalarin Korozyondaki Rolleri

Mikroorganizmalar fizyolojik 6zelliklerine bagli olarak asagida bahsedilen faktorlerin biri
veya daha fazlasi ile korozyona neden olabilmektedirler (Videla 1996). Cizelge 2.6°da

farklt mikroorganizma tiirlerinin korozif 6zellikteki metabolik iirtinleri goriilmektedir.

Cizelge 2.6 Farkli mikroorganizmalarin korozyona neden olan metabolik iiriinleri (Videla

1996)

Korozif Korozyona ugrayan
Mikroorganizma pH arahg
Metabolit metal cinsi
Thiobacillus thiooxidans Siilfurik asit Demir, ¢elikler 0,54
Siilfitler, Demir, yumusak celik,
Desulfovibrio desulfuricans ' 5,5-9,0
H»S paslanmaz celikler
Hormoconis resinae Organik asitler Aliiminyum ve alagimlar1 2,5-7,0
Lactobacillus delbruckii Organik asitler Paslanmaz gelikler -

Mikroorganizmalarin metabolizmalarinin son iiriinii olarak korozif 6zellikte organik ve
inorganik asitlerin iiretimi, metabolik aktiviteler ile redoks potansiyelinin arttirilmasi,
aerobik mikroorganizmalar tarafindan oksijenin tiiketimi sonucu farkli oksijen
konsantrasyon farkliligiyla elektrokimyasal hiicre olusumu sayilabilir. Bu olay bdlgesel
korozyon olarak da tanimlanabilir. Eger durum mikrobiyal koloni {izerinde agiklanirsa,
mikroorganizmalarin  aktif ¢ogalmalar1 esnasinda koloninin altindaki  oksijen
konsantrasyonunu diisirmeleri sonucunda elektrokimyasal farkli havalandirma hiicresi
olusmaktadir. Halbuki koloniyi ¢evreleyen alandaki oksijen konsantrasyonu degismeden
kalmaktadir. Bu durumda bir elektrokimyasal hiicre olusmakta ve koloninin altindaki

anaerobik bdlge bir anod gibi davranirken daha yiiksek oksijen konsantrasyonuna sahip
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bolge ise bir katot alam1 gibi davranmaktadir. Bu mekanizma mikrobiyal aktivite ile
korozyonun en 6nemli nedenlerinden biri olarak diisiiniilebilir. Bunun yaninda, korozyon
inhibitorlerinin mikroorganizmalar tarafindan kullanimi (6rnegin; aliiminyum korozyon
inhibitorii olan nitratin benzin/su sistemlerindeki Hormoconis resinae tiirii fungus
tarafindan  kullanilmasi), —metal yiizeyler {izerindeki koruyucu kaplamanin
mikroorganizmalar tarafindan bozulmasi, metal ylizeyi lizerindeki koruyucu filmlerin
bozulmasi, inorganik filmin koruyucu 6zelligini azaltan veya yok eden metabolitlerin

iiretimi 6rnek olarak verilebilir (Videla 1996).

2.16. Mikrobiyolojik Korozyonun Olusum Mekanizmasi

Korozyon hizi ve korozyonun mekanizmasi mikroorganizmalar tarafindan olusturulan ve
gelisen biyofilmin farkl tiplerine gore degigsmektedir. Suyun akis dinamigi ve kimyasi,
biyofilmin gelismesini etkilemektedir. Tartisabilinir ii¢ biyofilm sistemi vardir (Videla

2002, Stott 2010):

1. Tamamen aerobik biyofilm; sivida oksijen vardir ve tiim biyofilmin i¢ine niifuz

etmektedir.

2. Tamamen anaerobik biyofilm; hem sivi hem de biyofilmde oksijen yoktur.

3. Aerobik/anaerobik biyofilm; sivida oksijen vardir ve biyofilmin i¢inde anaerobik

mikronisler ve/veya anaerobik bir tabaka mevcuttur.

2.16.1. Biyofilm tabakasinin tanimi

Biyofilm tabakas1 “canli veya cansiz bir yiizeye yapisik olarak kendi tirettikleri polimerik
matriks i¢inde yasayan bakteri hiicrelerinin olusturdugu topluluk”, “yogun bir ekzopolimer
matriks i¢inde, mikroorganizmalar tarafindan organize olmus fonksiyonel ortaklik” ya da
“bir yiizeye tutunmus, organik polimer matrikse godmiilii mikrobiyal birlik” olarak degisik

tarzlarda tanimlanmistir (Dunne 2002). Biyofilm tabakasi mikroorganizma, yiizey ve
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matriks olarak ii¢ temel bilesenden olusmaktadir. Eger bu temel bilesenlerden biri olmazsa
biyofilm tabakasindan s6z edilemez. Sozii edilen matriks, yani EPS, terminolojide “hiicre
dis1 polimerikmaddeler”, “ekzopolisakkaritler” ya da ‘“ekzopolimerler” terimlerinin
karsilig1 olarak kullanilmaktadir. EPS, biyofilm tabakasinda bakterilerin hiicre digma
salgiladiklar1 maddelerdir (Zang vd 1999). EPS’nin {iistiinliigii, aracisiz olarak tiim kat1

yiizeylere tutunmay1 saglamasidir.

Bakteriler, suda serbest dolasmak yerine bir ylizeye tutunmayi tercih eder (Beveridge vd
1999). Bunun durumun sebebi, tutundugu yiizeyin besin kaynagi olmasi, suyun akisiyla
tutundugu yere besin maddesi taginmasi ya da su akisi sayesinde bol oksijen bulunmasi
olabilir (Melo ve Bott 1997). Biyofilm tabakasinin olusumunda yiizeye ilk tutunan ve
cogalan bakterinin tiirii de 0nemlidir. Yerlesik bir biyofilm tabakasmin varlig1 yeni bakteri
tiirlerinin girigini engellemektedir. Ciinkii yerlesik mikroorganizmalar elektrik yiikii
farklilig1, besin rekabeti ya da saldigi kimyasal maddeler ile diger mikroorganizmalari

uzaklagtirabilir (Pompermayer ve Gaylarde 2000).

Mikroorganizmalarin bazilar1 ylizeylere tutunurken, bazilar1 da su i¢inde serbest halde
dagilmis olarak bulunurlar. Serbest formdaki mikroorganizmalar hareketlerini yavaglatarak
yiizeye yaklasirlar, ylizeyle veya yiizeye daha dnceden tutunmus olan organik maddelerle
ya da diger mikroorganizmalarla gecici bir iliski kurarlar. Bu gegici iligki, bakterilere
yiizeyde kendilerine uygun bir yer bulma olanagi saglar. Yiizeye tutunan bakteriler, hiicre
disina salgiladigi polimerlerle diger mikroorganizmalarin da o bdlgeye yapismasini
saglayarak biyofilm tabakasini olusturmaya baglar. EPS matriks bakterileri sarar. Onlar1
antimikrobiyal ajanlardan, besinsizlikten, pH dalgalanmalarindan, oksijen radikallerinden,
toksinlerden, bakteriyofajlardan ve protozoonlardan korur, hiicreleri bir arada tutar, iz
miktardaki organik molekiilleri, iyonlar1 ve besin maddelerini biriktirir (Cloete ve Brozel,
1992, Schwartz vd 1998, Codony vd 2002, Fang 2002, Chapman 2003, Flemming 2003).
Ayrica tabaka, zengin gen havuzu sayesinde kolay gen transferi, mekanik destek saglama,
kanallar yardimiyla hizli madde transferi, hiicre dis1 enzimlerin alikonmasi gibi avantajlar
saglar. EPS tabakasi negatif yiiklii olup, bir iyon degisim maddesi gibi davranarak biiytik
miktarlarda besin molekiillerini kendilerine baglar (Anwar 1992). EPS tamamen gecirimsiz
bir tabaka degildir, ancak kimyasal ajanlarmn difiizyonunu yavaslatir ve konsantrasyonlarmi

diistirtir (Mah ve O’toole 2001). EPS birikmesi, su ile temasta bulunan yiizeylerde kirliligin
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en Oonemli basamagidir. Olgun biyofilm tabakasinda mikrobiyal ¢ogalma hi¢bir zaman
durmaz. Ozellikle suyun akis giicii ile kopan hiicre ya da hiicre birliklerinin yeri hemen
doldurulur. Ozellikle besinin bol bulundugu sularda biyofilm tabakasi ¢ok hizl gelisirken,
diisiik diizeyde besin bulunan sularda bu siire¢ yavastir, ¢iinkii diisiik diizeyde besin
maddesinin bulundugu ortamda bakteri tiremekten ¢ok hiicre canliliginin devami igin

miicadele eder.

Biyofilm tabakasi 1s1 degistiricilerde, su ve yakit ileten borularda, gemi karinalarinda, dis
iinitelerinde, bina duvarlarinda, su aritma, depolama, isleme ve dagitim tesislerinde
biyofouling olarak da adlandirilan istenmeyen tortu ve tabakalasmalara yol agarak onemli
derecede ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Gomez vd 2002, Cloete 2003, Ludensky
2003, Beech 2004, Tiiretgen 2004, Kemmling vd 2004). Biyofilm tabakasi kati-sivi, gaz-
kati, gaz-sivi, sivi-sivi, kati-kat1 gibi farkli ara yiizlerde olusabilir. Yapilan caligmalara
dayanarak, yiizeylerde biyofilm tabakasinin olusumunun engellenmesinin neredeyse
imkansiz oldugu sdylenebilir. Ancak dogru malzeme se¢imi, diizenli temizlik ve

dezenfeksiyon ile biyofilm olusumu azaltilabilir.
2.16.2. Mikrobiyal yapisma

Sekil 2.16°da biyofilm tabakasmin olusumu gdsterilmektedir.

Sekil 2.16 Yiizeylerde biyofilm olusumunu gdsteren sematik diyagram (Biyofilm
Miihendisligi Boliimii, Bozeman USA)
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[Ik basamak mikroorganizmanmn yiizeye yaklagmasidir. Ancak bunun dncesinde yiizeyin
yapismaya uygun hale gelmesi gerekmektedir. Bu asamada sudaki cansiz parcaciklar,
elementler, organik ve/veya inorganik molekiiller yiizeye yapisir ve ince bir film tabakasi
olusturarak mikrobiyal biyofilm olusumu i¢in yiizeyi hazir hale getirir. Bu film tabakasi
malzemenin ylizey oOzelliklerini degistirerek mikrobiyal tutunmayi kolaylastirir.
Mikroorganizmalar diflizyon, Brown hareketi, aktif hareket ya da su akisi ile tutunacagi
yiizeye yaklasir. Bakteri yiizeye yakinsa proton ve sinyal molekiiller ylizeye carpip geri
doner ve bakteri ile yiizey arasinda bu molekiillerin konsantrasyonlar: artar (Melo and Bott
1997). Yiizeye kritik uzaklikta oldugu anda, bakteri itici ve ¢ekici giiclerin etkisiyle ya
yiizeye yapisir ya da itilir. Bu itici ve ¢ekici giigler, elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler,
hidrojen ve Van der Waals baglariin kuvveti, asit-baz etkilesimi, sterik etkilesimler ve
hidrodinamik gii¢ler olarak tanimlanmaktadir. Bu etkilesimler, non-spesifik baglanmada
islev goriirler. Elektrostatik etkilesimler daha ¢ok itici gili¢lerdir. Ciinkii bakteriler ve kat1
yiizeyler negatif yiikliidiir. Bakterilerin negatif yiikii genellikle sahip olduklar1 mikrobiyal
polisakkaritlerden ileri gelmektedir (Christensen 1989). Bakterilerin, kendileri gibi negatif
yiiklii cogu dogal veya yapay ylizeylere yaklasabilmesi i¢in hidrofobik etkilesim ya da Van
der Waals giiclerinin elektrostatik etkilesimden daha kuvvetli olmas1 gerekir. Bu nedenle
ortami pH ve iyonik giic parametreleri yapismada onemlidir (Ludensky 2003, Reipa vd
20006).

Mikroorganizmalarin yapigma yeteneklerinin logaritmik iireme fazinda daha yiiksek
oldugu tespit edilmis, bunun nedeninin de hiicre duvarmin iireme fazinda artan hidrofobik
ozelliginden ileri geldigi agiklanmistir (Loosdrecht vd 1990). Biyofilm olusum siirecinde
dort onemli asama bulunur. Bu asamalar: geri doniisimlii yapigsma, geri doniisiimsiiz
yapisma, olgunlasma ve kopmadir. Bu asamalarin sonuncusunda biyofilm gelisim
dongiistinde planktonik faza gegisi saglar. Bu siireg, biitiinsel bir yaklagimla ele
alindiginda, sessil ve planktonik fenotiplerin prokaryotik yasamla biitiinlesmis bilesenler

oldugu goriilmektedir.

Yiizeye tutunan bakteri ¢ogalarak dnce mikrokolonileri, bunlar da biiyliyilip yatay planda
genisleyerek biyofilm tabakasmi olusturmaktadir (Sekil 2.16). Tutunma gergeklesince
bakteri bir takim adaptasyon evreleri gecirir. Bunlar iginde EPS {iretimi ve antimikrobiyal

ajanlara direng¢ gelisimi en 6dnemli olanlaridir. Biyofilm ile ilgili yapilmis ¢aligmalarda en

46



iyl incelenmis tiir olan Pseudomonas aeruginosa bakterileri, hiicre-hiicre haberlesmesiyle

(quorum-sensing) tiremelerini durdurma 6zelligine sahiptir (Kjelleberg Molin 2002).

Quorum sensing, biofilm i¢i bakterilerin birbirleriyle haberleserek virulans faktorleri
iiretim Gzelliklerinin diizenlenmesini saglayan bir ‘cogunlugu algilama’ yetenegidir. Asil
Homoserin Lakton (AHL) sistemi bir grup Gram negatif bakteride, otoindiikleyici-2
sistemi Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde, peptid baglantili sistem ise Gram pozitif

bakterilerde hiicre-hiicre arasi iletisimde kullanilmaktadir (Kjelleberg ve Molin 2002).

2.17. Korozyon Mekanizmasinda Aerobik Olusumlar

Aerobik korozyon olusumlarinda oksijen, hidroksitleri olusturmak i¢in katodik bdlgelerde
elektron alicis1 gibi davranir. Aerobik korozyon mekanizmasi lizerine mikroorganizmalarin

etkisi hakkinda smirli 6l¢iide bilgi bulunmaktadir.

2.17.1. Kiikiirt okside eden bakterilerin rolii

Kiikiirt okside eden bakterilerden Thiobacillus cinsi bakteriler, karbondioksit fiksasyonu
igin enerjilerini siilfiir (S?), H,S veya diger rediiklenmis kiikiirt bilesiklerinin siilfiirik asite
(H,SO4) oksidasyonundan elde etmektedirler (Prescott 1990). Thiobacillus cinsi bakteriler
tarafindan olusturulan giiclii korozif bir madde olan H,SO4, 6zellikle ¢eligin bulundugu

beton yapilari korozyona ugratmaktadir (Roberts vd 2002).

2.17.2. Demir ve mangan bakterilerinin rolii

Gallionella, Crenothrix, Sphaerotilus, Leptothrix ve Clonothrix cinsi bakteriler, Fe ve Mn

+25

yi,

ozellikle paslanmaz celiklerde Fe™’e okside etmektedirler. Ayrica bu bakteriler mangan

gibi metallerin biyolojik oksidasyonuna katilmaktadirlar. Demir bakterileri Fe
iyonlarm manganik iyonlara (Mn'™*) okside ederek metal yiizeylerde mangan dioksit

(MnO3) olusumuna sebep olurlar. Bakteriler tarafindan olusturulan maddeler, paslanmaz

celik gibi metallerin yiizeylerinde olusan pasif oksit filmin kararliligim1 bozmakta ve
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oksijen konsantrasyon hiicrelerinin olusumu ile korozyon reaksiyonlarini arttirmaktadirlar

(Gounot 1994, Little 1997, Roberts vd 2002).

2.17.3. Diger aerobik bakterilerin rolii

Aciklanan bakterilerin yani sira, Pseudomonas cinsi mikroorganizmalarin da korozyona
yol agtigi calismalarla gosterilmisti. Bazi Pseudomonas tiirleri Fe™u Fe™’ye
indirgeyerek, koruyucu Fe” tabakasmmn ¢oziinmesine ve ¢oziiniir 6zellikte olan Fe'
bilesiklerinin olusumuna yol acarlar (Iverson 1987). Pseudomonas, Escherichia,
Flavobacterium, Aerobacter ve Bacillus cinsi mikroorganizmalar metal yiizey iizerinde
kolonize olarak yapiskan bir tabaka olustururlar ve ortamdaki oksijeni tiiketirler. Yapiskan
tabaka oksijenin alt kisimlara ulagsmasini engelledigi i¢in, korozyona yol agan oksijen
konsantrasyon hiicresi olugmaktadir. Ayrica oksijensiz ortam ve mikrobiyal korozyon

olayinda 6nemli rol oynayan anaerobik SRB’nin ¢ogalmasina da olanak saglamaktadir.

2.17.4. Funguslar

Funguslar, metabolik aktiviteleri sonucu {iirettikleri organik asitler ile ortamin pH degerini
diistirerek korozyona neden olabilmektedirler. Hormoconis resinae ve Aspergillus,
Penicillium ve Fusarium cinsi funguslarin bazi tiirleri, benzindeki hidrokarbonlar1
kullanarak organik asit iireterek, aliiminyum ugak benzin depolarinda ve benzin saklama
tanklarinda korozyona yol actiklar1 rapor edilmistir (Parbery 1968, Bento ve Gaylarde
1996).

2.18. Anaerobik Olusumlar

Siilfat indirgeyici bakteriler, anaerobik korozyon ile iliskili olan en 6nemli ve en yaygin
mikroorganizma grubu olarak kabul edilmektedirler (Hamilton 1985, Booth 1964, Videla
1996). Siilfat indirgeyen bakteriler kiiresel, spiral, diiz veya kivrik comak gibi farkli
sekillerde goriilebilmektedirler. Caplar1 0,4-3 pm’dir. Tek veya kiimeler halinde
bulunurlar. SRB ¢ogunlukla Gram negatif olmakla birlikte, filamentli ve spor olusturan

tiirleri Gram pozitif olabilir. Cok az bir kismi, gaz vakuolii icermektedir. Hareketli veya
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hareketsiz olabilirler. Hareketleri, tasidiklar1 flagelladan kaynaklanmaktadir. Flagella,
polar veya peritrik konumlu olabilir. Filamentli formlarinda hareket kayma seklindedir
(Jack 2002). Demir (Fe) indikatorii igeren besiyerlerinde SRB’nin kolonileri, demir siilfiir
(FeS) cokeltisinden dolayr siyah renktedir. SRB, zorunlu anaerobik bakteriler olarak
bilinmektedirler. Siilfat (H2SOy), siilfit (H,SOs3), tiyosiilfat (S,03) veya diger kiikiirt
bilesiklerini elektron alicist olarak kullanarak, bunlar1 H,S’e indirgemektedirler. H,, laktat,
yag asitleri, etanol ve di-karboksilik asitler, SRB tiirleri tarafindan kullanilan elektron
vericileridir. Cogu tiirlerinin, substratlari tamamen okside edemedikleri bilinmektedir. Baz1
tirleri ise, organik maddeleri tamamen, yani karbondioksite (CO,) kadar
oksitlemektedirler. Hiicreler, b veya c tipi sitokrom igermektedirler. Siilfat rediiksiyonu
yapan cogu tiir, desulfoviridin (siilfit rediiktaz), P582 veya desulforubidin icermektedir
(Moreno ve Ibars 1992, Lee vd 1995).

SRB, cok farkli habitatlardan izole edilmektedirler. Bu durum onlarm dogada oldukca
yaygin olduklarint géstermektedir. Deniz, nehir veya gdl sedimentleri, bu bakterilerin tipik
habitatlaridir. Ayrica petrol yataklari, ¢eltik tarlalar1 ve sogutma kuleleri gibi tarimsal ve
endiistriyel su sistemlerinde de yasayabildikleri belirtilmistir (De Bruyn 1992). Bunlarin
disinda, yiiksek ve asagi organizasyonlu hayvanlar ile insanlarin bagirsaklarindan da izole
edilmektedirler. SRB, kiikiirt bilesiklerini son elektron alicis1 olarak kullanarak bunlar1

asidik bir {iriin olan H,S’e indirgemektedirler.

SO;%+ 2 CH,0 4+ 2H* — H,S+2C0, + 2H,0

Olusan H,S, metalleri ciddi bir sekilde korozyona ugratmaktadir (Angell ve Urbanic
2000). Ayrica H,S’in toksik etkisi calisanlarin sagligi ve giivenligi agisindan da biiytik bir
tehlike olusturmaktadir (Iverson 2001).

SRB, ihtiya¢ duyduklar1 enerjiyi organik besin maddelerinden elde ederler ve genellikle
anaerobik bakteriler olup, oksijene alternatif olarak siilfat1 kullanirlar ve sonug¢ olarak
stilfiirleri olustururlar. Bu tiir bakteriler, toprak ve her tiirlii suda yasayabilirler. En ¢ok
tercih ettikleri yerler, uzun siire kapali kalan boru igleri gibi, suyun durgun oldugu
bolgelerdir. Mikrobiyolojik korozyonda en c¢ok karsilagilan SRB tiirii bakteriler;
Desulfovibrio, Desulfobacter ve Desulformaculum bakterileridir.
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SRB'ler, siilfat1 siilfiire doniistiirmek i¢in korozyon ortamindaki hidrojen iyonunu
kullanirlar ve boylece yiizeyin katodik depolarizasyonuna da sebep olurlar. Serbest kalan
siilfiir iyonu hidrojenle hidrojen siilfiir, demir ile demir siilfiir bilesiklerini olusturur.
Bunun sonucunda meydana gelen alkali ortamda bulunan herhangi bir metalin korozyona

ugramasi kagmilmaz olmaktadir.

SRB etkisi ile ¢elikte meydana gelen korozyonu aciklamak amaciyla Onerilen cesitli
modeller verilmistir (Beech vd 1999). Bu modellerden en eski olan1 Von Wolzogen Kuhr
ve Van der Vlugt adl iki bilim adam tarafindan ortaya konulan katodik depolarizasyon
teorisi veya literatiirde bilinen adi ile klasik teoridir (Borenstein 1994). Klasik teori ortaya
atildig1 tarihten giiniimiize kadar gecen zaman igerisinde degisikliklere ugramis, bu

degisiklikler alternatif teoriler olarak bilinmektedir.

Klasik teori (katodik depolarizasyon) teorisi: Kuhr ve Vlught adlarindaki iki bilim adami
tarafindan agiklanan bu teoriye gore bakteri, siilfatin indirgenmesi i¢in, hidrojenaz enzimi

ile katodik hidrojeni kullanir (Borenstein 1994).

Klasik teoriye gore tepkime denklemleri asagida verilmistir:

e Anodik tepkime: 4Fe — 4Fe¢" + 8¢’

e Suyun ayrismast: 8H,O — 8H' + 8¢’

e Katodik tepkime: 8H" + 8¢’ — 8H

e Katodik depolarizasyon (SRB etkisiyle): SO4™ + 8H = S + 4H,0

e Korozyon iiriinii: Fe"*+ S?— FeS

e Korozyon liriinii: 3Fe™ + 60H — 3 Fe(OH),
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e Toplam tepkime: 4Fe + SO, %+ 4H,0 =3 Fe(OH), + FeS + 20H"

Arastirmacilar, SRB bakterisinin korozyona ugrayan metal lizerindeki en biiyiik etkisinin
hidrojenaz enzimi nedeni ile metal yiizeyinden hidrojen iyonunu uzaklastirmasi oldugunu

kabul etmektedir.

Enzim + H, EnzimH +H "

Klasik teoriye alternatif olarak, ortamda siilfir (S*) iyonlarmm bulunmasi, demir
yiizeyinde meydana gelen anodik ve katodik tepkimelerin her ikisini de etkiler. S* iyonlar,
katodik tepkimede yavaslatici, anodik tepkimede ise hizlandirici etkiye yol agar. Ayrica,
katodun depolarizasyon sekline SRB’nin ve siilfiir iyonunun muhtemel etkisi, kat1 demir

stlfiir (FeS) tarafindan engellenmis olabilir (Borenstein 1994).

Genel korozyon, tiim ylizeyi etkilemekte iken MIC, olduk¢a bolgeseldir. MIC, bir yumru
ve bu yumrunun altinda bir ¢ukur olusturur. Bakteriler bu yumrular igerisinde tek baglarina

veya farkl tiir ve gruplardan olusan karisik halde yasayabilirler.

Aerobik bir ortamda anaerobik bakteriler genellikle engellenir ancak, topluluk icerisindeki
aerobik bakteriler, sudaki oksijeni tiiketerek yumruya niifuz eder. Bu sebeple, yumrunun i¢
kismindaki oksijen seviyesi, anaerobik bakterilerin yasamasimni saglayacak seviyelere

diismiis olur.

2.18.1. Metanojenik bakterilerin rolii

Metanojenik bakteriler, anaerobik kosullarda H,’i elektron vericisi, CO;’yi ise elektron
alicist olarak kullanarak metan1 (CH4) olustururlar. Genellikle metanojenik bakteriler
SRB’ye yakin yerlerde bulunurlar ve biyokorozyonda rol oynarlar (Madigan vd 2002,
Javaherdashti 2008).
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2.18.2. Demir rediikleyen bakterilerin rolii

Demir rediikleyen bakteriler Fe""ii Fe'*’ye indirgemektedirler. Fe™, diisiik pH degerleri
haricinde ¢oziinmez formdadir ve Fe™ tuzlar1 metal yiizeyini kimyasal aktivite yiiziinden
daha ileri korozyondan korumaktadir. Fe'* tuzlar1 ¢ogunlukla ¢éziilebilir 6zelliktedir ve bu
nedenle Fe" tuzlarnin rediiksiyonu metal yiizey iizerindeki koruyucu Fe,Os filminin
ortadan kalkmasi ile sonuclanmaktadir. Boylece demir rediikleyen Pseudomonas ve
Shewanella cinsi bakteriler dolayli olarak korozyonun ilerlemesine yardimci olmaktadirlar

(Madigan vd 2002).

2.19. Mikrobiyolojik Korozyon Ile Ilgili Yapilmis Baza Cahsmalar

Mikrobiyolojik korozyon ve aerobik bakterilerle ile ilgili olarak son yillarda yapilmig

calismalardan bir kism1 asagida 6zet olarak verilmistir.

Wagner vd (1997), bakir igme suyu borularinda mikrobiyolojik korozyonu arastirmislardir.
Biyofilm olarak Xanthomonas campestris’ten elde edilen biyopolimeryapidaki ksantan
kullanilmistir. Elektrotlarm biyofilmle kaplanmasi i¢in 2 farkli ortam kullanilmistir: a) %
0,3 ksantan / % 0,1 agar / % 0,05 aljinat, b) % 0,3 ksantan / % 0,1agar. pH 4,0-6,5 arasinda
temas acist yaklasik 800, pH 6,0 nin iistiinde ise temas agis1 400 olarak bulunmustur. Bu
degisimlerin, karboksil gruplarin adsorbsiyonundan kaynakli olabilecegini diisiinmiiglerdir.
Dongiisel voltamogramlarda kloriir iyonlarmin biyopolimer tabakayr geg¢emedigi,
biyopolimer kaplamanin anodik bolgede gozlegoriiliir bir etki yapmazken oksijen i¢in
diflizyon bariyeri olusturarak gecirgen birtabaka olmadigir ve kaplama altindaki pH’nin
cozelti pH’sindan daha diisiik oldugu bildirilmistir. Bakteri bulunan ortamda yiizeyin

biyopolimerle kaplanmasi sonucumetalin bolgesel katot olarak davrandigi goriilmiistiir.

Jayaraman vd (1999), aerob ve SRB bakterilerinin gelistigi modifiye edilmis
Baar’sortaminda, elektrokimyasal impedans spektroskopisi Ol¢iimlerini kullanarak,
bakirmetalinin ve 2024 aluminyum alagimmin korozyon davranisini incelemislerdir.
Pseudomonas fragi K iceren ortama 10-50 pg/mL, Bacillus brevis igeren ortama ise 10

png/mL kanamisineklenirken, steril gruplarin sterilitesinden emin olmak i¢in ortama 50
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pg/mL kanamisin eklenmistir. Steril Baar’s c¢ozeltisine 10 giin daldirilan metallerin
direnglerindeki diisiis, bakterilerin bakir ve aluminyum yiizeylerinde biyofilm olusturarak
ve yiizeyden oksijeni uzaklastirarak korozyonu yavaslattigina baglanmistir. B. brevis 18 ve
P. fragi K ortamlarina SRB (Desulfovibrio vulgaris) eklendiginde, empedans olgiimleri
sterilkosullardaki Glglimlere benzemektedir. SRB’nin iirettigi hidrojen siilfit sonucu
metallerkorozyona ugramistir. Ortama ampisilin ekleyerek SRB’nin biyofilmde gelisimi

durdurulabilecegi ve bu sayede korozyonun yavaglatilabilecegi bildirilmistir.

Choi vd (2002), agir metal icerikli inhibitorler son yillarda aktif olarak korozyon inhibitorii
olarak arastirilmaktadir. Fakat cevreye olumsuz etkileri sebebiyle yeni ve zararsiz
kimyasallar arastirilmaktadir. Caligmada su sogutma sistemlerinde mikrobiyal korozyonun
engellenmesi i¢in inhibitdr denemesi yapilmistir. Calismada denenen inhibitorler sitrik asit,
fosfonat, akrilat kopolimer ve izothiazolondan olusturulmustur. Bu ¢alisma sonucunda yeni
inhibitor karigimi korozyonu azaltmistir. Bunun sonucunda sistem biiyiik dl¢ekte denenmis
ve mikrobiyal gelisim bu kosullar altinda arastirilmistir. Polarizasyon egrilerinde inhibitor
anodik inhibitdér olarak gorev yapmakta ve metal ¢dziinmesine sebep olmaktadir.

Calismada ylizeyde olusan koruyucu tabaka SEM analizi ile gosterilmistir.

Valcarce vd (2005), pH’st 7,6 olan yapay ¢esme suyunda gelistirdikleri Pseudomonas
fluorescens’in, bakir ve 70/30 bakir-¢cinko alasiminda c¢ukurcuk korozyonu olusturma
yetenegini ve oksit tabakanin olusumunu arastirmiglardir. Donglisel voltamogramda
bakirin -0,33 V oldugu potansiyelde yiizeyde oksitleri olusmaya basladig1 goriilmiistiir. -
0,2 V’ta anodik pikler gozlenmis ve 0,005 V potansiyelde de lokalize korozyon
baglamistir. Bu piklerin Cu(I) olusumuna katkisagladigi belirtilmistir. -0,11 V
potansiyelindeki katodik pikler ise Cu(Il) rediiksiyonunu gostermektedir. Cinko metalinde
-0,80 V’ta anodik pikler, 0,005 V’ta lokalize korozyon gézlenmistir. 550 nm ve 380 nm
dalga boyunda Olciilen absorbans grafiginde pikler goriilmiis ve bunlarin Cu,O’ten, 260
nm’de goriilen piklerin ise Zn (II)’den kaynaklandig belirtilmistir. Kiitle kaybi testlerinde,
bakir metalinde ¢ukurlar yalniz bakterili ortamda goriilirken, ¢inko metalinde steril ve
bakteri inokiile edilmis ATW ortamimnin her ikisinde de ¢ukurlar goriilmiistiir. Cinkoya
oranla bakirda daha fazla kiitle kaybr meydana gelmistir. Bakirda, oksit tabakanin bakir
oksitten olustugu vebakteri varliginin, ylizeyde herhangi bir film olusumunu etkilemedigi

goriilmiistiir. Elektrokimyasal 6l¢iimler, ¢inko yiizeyinde bakteri bulundugunda, ¢ukurcuk
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potansiyelinin daha pozitif degerlere kaydigini ve ortama bakteri eklendiginde korozyon

gelisiminin daha yiiksek ve akim yogunlugunun daha az oldugu bulunmustur.

Yuan vd (2007), acrobik deniz bakterisi olan Pseudomonas’in 70/30 Cu-Ni alagiminin
korozyonu {izerine etkisini arastwrmuglardir. Steril ortamda akim yogunluklar1 deney
stiresine bagli olarak diismiistiir. Bu da, yiizeyde koruyucu oksit tabakanin olustugunu ve
bunun da korozyonu yavaslattigini géstermistir. Pseudomonas inokiile edilmis ortamda ise
akim yogunlugu 42. giinden sonra 20 uA cm™’den fazla olmustur. Steril ortamda &lgiilen
empedans degerlerinin arttig1 goriilmiis, bunun koruyucu oksit filminden kaynakli direncin
artmasina baglanmistir. Kontrol ortaminda olgiilen yiiktransfer direngleri R, zamanla

artarak korozyonun yavasladigini gostermistir.

Pseudomonas’li ortamda ise bakteri kolonizasyonun artmasiyla Ry degerinin diismesi,
bakterilerin korozyonu hizlandirdigini géstermistir. Bakteriler yiizeyde geliserek koruyucu
oksit filmin olusumunu engellemisler ya da oksit filmin dagilmasini kolaylastirmiglardir.
SEM analizlerinde steril ortamdaki 6rneklerde 7. giinde heterojen porlu bir goriintii elde
edilirken, 42. giinde dig tabakada kuprik oksite bagh olarak porlar ve i¢ tabakada da Cu,O
kaynakli c¢atlaklar go6zlenmistir. Pseudomonas ortaminda ise bakterinin yiizeye

yapismasindan sonra salgiladigi EPS nedeniyle ¢ukurcuklarin olustugu saptanmigtir.

Starosvetsky (2007) yilinda yaptiklar1 calismada endiistriyel alanlarda kullanilan
donanimlarda meydana gelen mikrobiyal korozyonun tanimlanmasini amaglamaktadirlar.
Bu donanimlar karbon alasimlar1 i¢eren boru sistemleri ve boru birlesme kisimlaridir. Su
1sitma ve sogutma sistemlerinde genellikle demir okside edici bakteriler bulunmaktadir.
MIC’1n etkisinin tanimlanmasi i¢in magnezyum aliiminyum alasimda 3 hafta ¢alisilmistir.
Bu simiilasyon testi ile mikroorganizmalarin etkisi ve korozyon atak mekanizmalarinin

coziinmesine yarar1 olacagi diisliniilmiistiir.

Chang vd (2009) yilinda yaptiklar1 ¢alismada Fes;Al alagimmma mikroorganizmalarin
korozyon etkisi, kiitle kaybi teknigi, elektrokimyasal teknikler ve SEM analizi ile
arastirtlmistir. Polarizasyon egrileri keskin akim piklerini gostermistir. Bu durumda

cukurcuk korozyonuna sebep olmus ve korozyon potansiyeli 15 giinliik deney sonucunda -
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790 mV degerine ulasilmistir. EIS calismalar1 ve elektriksel devre parametrelerine gore
korozyon iirlinleri iki tabaka olusturmus ve i¢ tabakada mikroorganizma ¢ukurcuk ve
erozyon korozyonuna sebep olmustur.

Yin vd (2009) elektrokimyasal teknikler, polarizasyon egrileri ve SEM analizi ile 303
paslanmaz ¢eligine Vibrio natriegens bakterisinin mikrobiyal korozyon etkisi dort farkl
besiyeri ortaminda ¢aligmislardir. Azot fiksasyonunun korozyonu arttirdig1 fakat korozyon
iirlinii olarak agiga ¢ikan NHj’lin etkisi a¢iklanamamistir. Sonug olarak elektron transferi

ya da nitrojenaz etkisinin korozyon prosesini arttirabilecegi sonucuna ulagilmstir.

Giacobone vd (2011) niikleer tesislerde kullanilan %99 saflikta aliiminyum igeren alagima
kars1 mikrobiyal korozyon etkisini test etmislerdir. Sistemde standart metodlar kullanilmig
ve 16S rRNA sekanslamast ile on sekiz mikroorganizma tanimlanmistir. Sistemde Bacillus
cereus RE 10 baskin tiir olarak bulunmus ve biyofilm olusturma siirecinde korozyon etkisi
test edilmistir. Cevresel kosullarin taklit edilmesi i¢cin besiyeri yiikksek oranda diluye
edilmigtir. 20 gilin sonra alasim vyiizeyinde biiylik c¢ukurcuklar gbézlemlenmeye

baslamislardir.

Yaro vd 2011 yilinda bakteri varliginda bakir-¢inko ve tuzlu su sisteminde katodik koruma
olayint incelemislerdir. Bakterinin varliginda ve yoklugunda tuzlu su tasiyan bakir
borularin korozyon olayi ¢inko ilavesi ile katodik koruma seklinde kiitle kayb1 ¢caligmasi ile
incelenmistir. Bundan 6nceki caligmalarda sivinin akis hizi, sicaklik, zaman ve tuz
konsantrasyonlar1 degistirilerek korozyona etkisi incelenmistir. Bu calismada ise ¢inko
ilavesinin etkisi degerlendirilmistir. Bakterinin varlig1 ile ¢inkonun tiiketimi artmistir.
Optimum ¢inko tiikketimi 20 °C’de %3,5aCl konsantrasyonunda 50 dakika sonunda
ulagilmigtir. Bu caligma ileride tuzlu su tasiyan su istemlerinde mikrobiyal korozyon

etkisine yeni bir ¢6zlim ya da iyilestirme saglayabilecegini belirtmislerdir.

Beale vd (2012) mikrobiyal korozyon gdzlemlenmis bakir boru sistemlerinden aldiklar1 su
orneklerini metabolomik teknikler kullanarak tanimlamaya calismislardir. Bir onceki
calismalarinda boru sisteminden aldiklar1 biyofilm tabakasinin ekstraselluler metabolit
oldugunu gostermisler. Bu calisma ile metabolik markerlar tasiyan su orneklerinden

kemometrik istatiksel analizlerin bagar1 ile yapilabilecegini gostermislerdir. Bu analiz ayn1
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zamanda su ile temasta olan bakterinin karboksilik asit rediiksiyonu ile mikrobiyal

korozyona sebep oldugunu gostermektedir.

Stadler vd (2012) mikrobiyal ekstrasellular polimerik maddenin (EPS) metal yiizeyleri
korozyondan korumak i¢in kullanabilecegini bulmuslardir. Bakteri tarafindan salgilanan
EPS’nin korozyon inhibisyonunda koruyucu etkisinin gézlemlenmesi i¢in sistemde MIC
indiiklenmistir. Sonrasinda bu ortamda SRB ve Pseudomonas cinsi bakteriler kiiltiire
edilmis ve olusturduklar1 EPS almmistir. Caligmada kilit nokta metal ylizeye bakterinin
adezyonun Onlenmesini olusturmaktadir. Bu uygulamaya oOrnek olarak boyar madde
kullanilmast verilebilir. Bu g¢alisma ile Desulfovibrio alaskensis—EPS korozyon
inhibisyonunda biyopolimer kullaniminda basaril1 olabilecegi gosterilmistir. Fakat EPS her
zaman koruyucu oOzellikte olmayabilir. Bu sebeple EPS’nin direkt yiizeyle iletisimde

olmamas1 gerekmektedir.

Bairi vd 2012 yilinda D9-paslanmaz celik alagimi iizerine Bacillus sp. and Pseudomonas
sp. bakterilerini yer alt1 sularinda kiiltiire etmis ve korozyon etkisini incelemislerdir.
Toplam canli sayis1 ve epifloresans mikroskop sonuclar1 bu bakterilerin alagim yiizeyine
iyi bir sekilde tutundugunu gostermektedir. Potansiyodinamik polarizasyon deneyleri
korozyon potansiyeli ve yiiksek akim yogunlugunun olusan biyofilm tabakasindan
kaynaklandigim1 belirtmiglerdir. Elektrokimyasal empedans spektroskopi c¢aligmasinda ise
biyofilm tabakasinin altinda olusan pasif tabakanin zayifladig1 gosterilmistir. Bakterilerin
korozyon etkisi karsilastirildiginda ise Pseudomonas sp.’nin Bacillus sp’ye gore etkisinin

fazla oldugu yoniindedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismalar siiresince kullanilan tiim kimyasal maddeler ve kullanim amagclar1 Cizelge

3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Kullanilan madde Kullanim amaci
Agar Stok besiyeri ortamlarina katilagtirma amaciyla eklenmistir.
Amonyum klortir Kaplama banyosunda kullanilmigtir.
Bakir siilfat Kaplama banyosunda kullanilmigtir.
Borik asit Kaplama banyosunda kullanilmigtir.
Cinko klortir Kaplama banyosunda kullanilmigtir.
Kobalt siilfat Kaplama banyosunda kullanilmigtir.
Etanol Bazi sterilizasyon iglemlerinde kullanilmistir.
HCI pH ayarlamalarinda kullanilmustir.
Nikel klortir Kaplama banyosunda kullanilmigtir.
Nikel siilfat Kaplama banyosunda kullanilmigtir.
Nutrient broth Bakteri liretiminde ana besiyeri olarak kullanilmistir.
Potasyum hidroksit pH ayarlamalarinda kullanilmustir.
Referans elektrodun hazirlanmasi/muhafazasi sirasinda
Potasyum kloriir
kullanilmistir.
Sodyum hidroksit pH ayarlamalarinda kullanilmustir.
Boyama kiti Gram boyamada kullanilmistir.
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3.1.2. Kullanilan cihazlar ve techizatlar

Caligsmalar siiresince kullanilan tiim cihaz/techizatlar ve kullanim amaglar1 Cizelge 3.2.’de

verildigi gibidir.

Cizelge 3.2 Calismalar siiresince kullanilan cihaz ve kullanim amaglari

Cihaz/Techizat Marka Kullanim amaci
Ag/AgCl referans CHI Elektrokimyasal ¢aligmalarda referans elektrot olarak
elektrot (doygun KCI) kullanilmustir.
AT-kesimli altin QCM galismalarinda ¢aligma elektrotu olarak
CHI125A
elektrot kullanilmagtir.
Cozeltilerin ve mikroorganizmalarm muhafazasinda
Buzdolab1 Argelik
kullanilmagtir.
Cam malzemelerin sterilizasyon islemlerinde
Firin Niive FN400
kullanilmagtir.
Inkiibator
Innova 4230 | Mikroorganizma iiretimlerinde kullanilmistir.
(Calkalamalr)
Kuartz Kristal
CHI400A Kiitle kaybi1 ¢aligmalarinda kullanilmastir.
Mikrobalans
ST-42 ¢elik disk - Temel caligma elektrotu olarak kullanilmstir.
Otoklav ALP Sterilizasyon islemlerinde kullanilmustir.
PH metre Consort p500 | Besiyeri pH’sinin ayarlanmasinda kullanilmistir.
Platin tel CHI Karsit elektrot olarak kullanilmstir.
Potansiyostat Ivium Elektrokimyasal 6l¢iimlerin yapilmasinda kullanilmusgtir.
Yiizey degisimlerinin gézlenmesinde ve elemental
SEM-EDS JEOL JSM
analizde kullanilmstir.
Sogutmali santrifiij MPW 351R Biyokiitle eldesi i¢in kullanilmugtir.
) Mikroorganizma gelisiminin belirlenmesinde
Spektrofotometre Shimadzu
kullanilmagtir.
Terazi Metler Bazi kimyasallarm ve mikroorganizmalarin tarttmimda
kullanilmagtir.
Distile su cihazi GFL Cesme suyunun distile edilmesinde kullanilmustir.
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3.1.3. Kullanilan hiicre ve elektrotlar

Elektrokimyasal ¢aligmalarda 4 mL kapasiteli klasik 3 elektrotlu hiicre kullanilmistir. OCP,
LSV ve EIS ¢alismalarinda galisma elektrotu olarak 0,204 cm’ yiizey alanina sahip ST-42
karbon celik disk kullanilmistir. Kiitle kayb1 analizi i¢in kullanilan QCM c¢aligsmalarinda ise
calisma elektrotu olarak 0,204 cm’ yiizey alanmna sahip, 7,995 MHz nominal rezonans
frekansli AT kesimli altin elektrot (CHI125A) kullanilmistir. Ag/AgCl (doygun KCI)
referans elektrot (CHI) ve platin tel (CHI) ile hazirlanan platin elektrot karsit elektrot

olarak kullanilmstir.

3.1.4. Ornek alimi

Mikrobiyal korozyon c¢aligmalar1 i¢in korozyon etkisi incelenecek aerobik bakteriler
Tiirkiye’nin en biiyiik igme suyu aritma tesisi olan Ankara Ivedik Su Aritma Tesisinin boru

sistemlerinden alinan kazint1 ve su 6rneklerinden izole edilmistir (Sekil 3.1a-c).
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©)

Sekil 3.1 (a) ivedik Su Aritma Tesisi (b) su ve kaznt1 6rneklerin almdig1 sistem (c)
sistemde yer alan borular
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3.1.5. Besiyeri hazirlanmasi ve izolasyon dncesi 6n asama

Hem izolasyon deneylerinde hem de elektrokimyasal deneylerde besiyeri olarak Nutrient
broth ve izolasyon caliymasinda saf koloni elde edilmesi i¢in Nutrient agar besiyeri de

kullanilmigtir. Kullanilan besiyerlerinin igerikleri asagida belirtilmistir:

Nutrient broth besiyeri igerigi; g/L; pepton (et kaynakli) 5 g, et 6ziitii 3 g.

Nutrient agar besiyeri igerigi; g/L; pepton (et kaynakli) 5 g, et 6ziitii 3 g ve agar-agar 12 g.

Dehidre besiyeri, 8,0 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde eritilir ve amaca uygun kaplara
(tiip, erlen vs.) dagitilir ve otoklavda 121 °C'de 15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmig
besiyeri berrak ve sarimsi kahve renkli olup, 25 °C'de pH's1 7,0+£0,2'dir. Alinan su ve
kazint1 Ornekleri steril kosullarda hazirlanan ve igerisinde metal diskler bulunan

besiyerlerine ekilmis ve 30 °C’de 1 hafta inkiibe edilmistir.

3.1.6. izolasyon

Izolasyon igin NB besiyerine ekim yapilmis ve iireme gdzlemlendikce drnekler NA’l1
petrilere aktarilarak inkiibasyona birakilmistir. Agarli sistemlerde {ireyen koloniler
icerisinden farkli koloni Ozellikleri gosterenler segilerek NA besiyerlerine tek koloni
diisiirme yontemi ile inokiile edilmistir. Tek koloni diisiirme yontemi istenilen kolonilerin
saf olarak elde edilmesini saglamistir. islem birka¢ defa daha tekrar edilerek kiiltiirlerin
saflig1 saglanmaya c¢alisilmistir. Saf olarak elde edilen koloniler arasindan farkli koloni
morfolojisine sahip, renk bakimindan farkli koloniler secilerek gram 6&zelliklerinin
belirlenmesi i¢in gram boyama yapilmigtir. Gram boyamada elde edilen ayirim bakterilerin

tanimlanmasinda 6nemli bir asamadir.

Gram boyama i¢in saf olan koloniler temiz bir lam iizerine alinmas, iizerlerine bir damla su
konmus ve ince bir film tabakasi seklinde yayilmis ve sonrasinda alevden gegirilerek fiske
edilmistir. Preparat kristal violet ile kaplanmis ve 1 dk beklenmis, sonrasinda bol su ile

yikanmig ve tizerine lugol (gram iyot ¢ozeltisi) konarak, 1 dk beklenmistir. Liigol akitilarak
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iizerine %°96lik etil alkol yayilmig 10-15 sn bekletildikten sonra hemen su ile yikanmistir.
En son asamada karsit boya olan bazik fuksin veya safranin ile kaplanarak 10-30 sn

beklenmis ve bol su ile yikanarak havada ya da kurutma kagidinda kurutulmustur.

Boyanmis ornekler 151tk mikroskobunda immersiyon objektifinde incelenmistir. Gram
negatif veya pozitif olarak ayrimlar1 yapilarak mikroskobik O6zelliklerine bakilmigtir.
Saflastirilan bakteriler yatik NA besiyerlerine alinarak, 3 ayda bir yenilenmek iizere + 4

°C’de stoga aktarilmistur.

Iki adet izole edilen mikroorganizmalarin disinda, calismalarin yapildig: laboratuvar kiiltiir
koleksiyonunda bulunan ve bakteri tiirii olan P. aeruginosa susu mikrobiyal korozyon

ozelliklerinin incelenmesinde kullanilmastir.

Stok olarak kullanilan NB besiyerinden alinan 6rnekler 100 mL NB besiyeri i¢eren (pH: 7)
250 mL'lik erlenlerde 30 °C' de ve 100 rpm hizla ¢alisan inkiibatdrde ii¢ giin siireyle

gelistirilerek canlandirma islemi tamamlanmaistir.

3.1.7. izolatlarin karakterizasyonu

Saflagtirilan bakterilerden farkli koloni 6zellikleri gosteren iki tanesi tiir diizeyinde teshis

edilmesi i¢in firmaya gonderilmek {izere se¢ilmistir.

Izolatlarin tiir diizeyinde teshis edilmesi i¢in &n hazirhik olarak drnekler 24 saat boyunca
NB besiyerinde aktiflestirilmis ve sonrasinda 16S rRNA filogenetik analizlerinin yapilmasi

icin firmaya gonderilmistir.

Analiz sonucunda gonderilen ham sekans verileri Chromas 2.33 analiz programi ile
islenmistir (Sekil 3.2). Forward ve revers sekans dizileri Gen Bankasinda bulunan referans
diziler ile karsilastirilmig (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Karsilastirma sonrasinda tiir
diizeyinde belirlenen izolatlar gen bankasi veri tabanina kayit ettirilmistir

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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“iLip1-i1.abi - Chromas
File Edit Options Help
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Sekil 3.2 Filogenetik analiz i¢cin ham sekans verilerinin islenmesinde kullanilan program
Chromas (http://www.technelysium.com.au/chromas.html)

3.2. Yontem

3.2.1. Kaplama banyolarinin hazirlanmasi

3.2.1.1. Nikel Cinko kaplama banyosu

Oncelikle Nikel ve Cinko kaplama banyolar1 teker teker hazirlanip, belli oranlarda

karigtirilmastir.

Nikel Kaplama Banyosu: 1 M NiSO4.7H,0: 5,6 g NiSO4.7H;O0 tartilarak 20 mL distile
suyla tamamlanmis ve 5 mL banyo ¢6zeltisinin i¢ine karigtirilmistir. 0,1 M NiCl,.6H,O:
0,61 g tartilarak 20 mL distile suda c¢oziinerek, 1 mL banyo ¢0zeltisinin igine
karistirdmistir. 0,5 M H3;BOs: 0,49 g tartilarak 2,5 mL’si banyo ¢0zeltisinin igine

karigtirilmastir.

Zn Kaplama Kaplama Banyosu: ZnCl,: 1,5 g tartilarak 20 mL distile su igerinde
coziilmiistiir. NH4Cl: 3,6 g tartilarak 20 mL distile su igerinde ¢oziilmiistiir. Her iki

kaplama banyo hazirlandiktan sonra Ni-Zn kaplama i¢in 1:1 v/v oraninda karistirilmistir.
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3.2.1.2. Nikel Bakir Kaplama Banyosu

1 M NiS0O4.7H,0; 5,6 g, 0,04 M NiCl,.6H,0; 0,19 g NiCl,.6H,0/20mL; 10 mL,0,185 M
H3;BOs3; 0,23 g H3BO3/20mL; 15 mL, 0.05 M CuS0O4.5H,0; 0.25 g CuSO4.5H,0/20mL;
20 mL alinarak, ayr1 ayr1 hazirlanan tiim soliisyonlar karistirilarak Ni-Cu kaplama banyosu

hazirlanmstir.

3.2.1.3. Nikel Kobalt Kaplama Banyosu

I M NiSO4.7H,0; 5,6 g NiSO4.7H,0/20 mL,0,2 M NiCL.6H,O0; 095 g
N1C126H20/201’IlL HQO; 1 I’IlL,O,6 M H3BO3; 0,75 g H3BO3/201’I]L HQO; 2,5 mL,0,0S M
CoSOy4; 0,281 g/20ml H,O; 5 ml almarak, ayr1 ayri hazirlanan tiim soliisyonlar

karistirilarak Ni-Co kaplama banyosu hazirlanmistir.

3.2.2. Kronoamperometrik kaplama

OCP, LSV ve EIS gibi elektrokimyasal analizlerde, ¢calisma elektrodu olarak ST-42 karbon
celik disklerin yiizeyi kaplanmistir. QCM ¢aligmalarinda ise AT kesimli altin elektrotun
yiizeyi Nikel alagimlari ile kaplanmigtir.

Kaplama caligmalarinda 6nce 1200 grit zimpara kagidi ile ST-42 celik disklerin yiizeyi
iyice temizlenmis ve saf sudan gecirilerek kurumaya brrakilmistir. Bir diger ¢aligma
elektrotu olan AT kesimli altin elektrot yiizeyi ise asit temizleyici ile temizlenmis ve saf

sudan gecirilerek kaplama iglemi i¢in hazirlanmistir.

Temizlenerek hazirlanmis c¢alisma elektrotlari, igerigi 3.2.1 boliimiinde verilmis banyo
bilesimi i¢ine kaplanacak disk/elektrot konularak Ni-Zn alasim kaplamasi 100 sn boyunca
-1,2 V, Ni-Cu alagim kaplamasi 150 sn boyunca -0,9 V ve Ni-Co alagim kaplamasi i¢in

150 sn -1,2 V uygulanarak kronoamperometrik olarak kaplanmistir.
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3.2.3. Bakterilerin gelisim egrilerinin takip edilmesi

Mikrobiyolojik korozyon c¢aligmalarinda, MIC etkisi arastirilan mikroorganizmalar gelisim
egrilerinde maksimum gelisme gosterdikleri eksponansiyel fazdan alinip, deneylerde
kullanilmistir. Deneylerin tekrarlanabilirliginin saglanmasi i¢in tiim g¢aligmalarda ayni
fazdan alman mikroorganizmalar kullanilmalidir. Bu sebeple gelisim egrilerinin
arastirilmas1 6nemlidir. Ug adet bakterinin gelisim egrileri her biri 6liim fazma ulasana

kadar takip edilmis ve gelisme egrileri ¢ikarilmistir.

3.2.4. Mikroorganizmalarin mikrobiyal korozyon deneyleri i¢cin hazirlanmasi

Mikroorganizmalarin gelisim egrilerinin takip edilmesi ile tiim bakterilerin eksponensiyel
faza ulagim siireleri belirlenmistir. Belirlenen eksponensiyal fazlara ulasana kadar
bakteriler NB besiyerine ekilmis ve 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Ug bakteri icin
bilinen eksponensiyel faz zamanlarinda erlenlerden 6rnekler santriftij tiiplerine alinmis ve
4000 rpm’de 10 dakika santrifiijden edildeikten sonra siipernatant kismi dokiilmiis ve bu
islem yeteri kadar bakteri biyomasmin santriifiij tiipiinde toplanmasi i¢in tekrarlanmistir.
Yeteri kadar toplanmis biyomaslar korozyon hiicrelerinde elektrolit olarak kullanilan NB

besiyerine ekim yapilarak korozyon deneylerine baslanmustir.

3.2.5. Bakterilerin alasimla kaplanms diskleri iceren besiyeri ortamlarmimm pH’1

uizerine etkisinin belirlenmesi

Bakterilerin pH {iizerine etkisinin incelenmesi amaci ile Nikel alagimlar1 ile kaplanmig
diskler sadece besiyeri ve bakterileri inokiile edilmis besiyerlerinde elektrokimyasal deney

siireleri olan 5 saat boyunca pH degerlerindeki degisim takip edilmistir.

3.2.6. Analiz yontemleri

3.2.6.1. Mikroorganizmalarin gelisim egrilerinim belirlenmesi
Belirtilen kosullarda inkiibe edilen ii¢ bakterinin gelistigi erlenlerden inkiibasyon siiresi

boyunca her giin 6rnek almnarak, spektrofotometrik yontemle 600 nm dalga boyunda
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Olctimler yapilarak OD takip edilmistir. Alinan 6rnekler 5.000 rpm'de santrifiijlendikten
sonra slipernatant kisim atilmig, kalan pellet kismu fizyolojik tuzlu su ile tamamlanip
vorteks cihazinda karistirilarak  ve  gerektigi durumda  seyreltilerek  Slclimii

gerceklestirilmistir.

3.2.6.2. Bakterilerin alasimla kaplanms diskleri iceren besiyeri ortamlarimin pH’1

uizerine etkisinin belirlenmesi

Bakterilerin pH iizerine etkisinin incelenmesi amact ile Oncelikle elektrokimyasal
calismalarda kullanilan ST-42 c¢elik diskler nikel alasimi kaplama banyolarinda
kronoamperometrik olarak kaplanmistir. Sonrasinda nikel alagimlari ile kaplanmis diskler
steril besiyeri (kontrol amagli) ve bakteri inokiile edilmis besiyerlerinde elektrokimyasal

deney siireleri olan 5 saat boyunca pH degerlerindeki degisim pH metre ile takip edilmistir.

3.2.6.3. Elektrokimyasal korozyon dl¢iimleri

Elektrokimyasal Olgimler Ivium CompactStat Potansiyostat (IviumStat, Hollanda)
kullanilarak yapilmistir. OCP, LSV ve EIS deneylerinde 3 elektrotlu standart hiicre

kullanilmistir.

Calisma elektrodu olarak nikel alagimlar1 kaplanmig ST-42 karbon celik elektrot, referans
elektrot olarak Ag/AgCl ve karsit elektrot olarak Pt tel kullanilmistir. Her deneyden 6nce
celik yilizeyi 1200 gritlik zimpara kagidi ile zimparalanmis ve bi-distile su ile yikanmistur.
Mikrobiyal korozyon etkisi arastirilan her {i¢ bakteri icinde temel hazirlik basamaklari,

kullanilan elektrokimyasal hiicre ve elektrotlar esit kosullardadir.

Potansiyel tarama hizi 1 mV s’ olarak secilmistir. Potansiyeller Ag/AgCl'ye karsi
Olclilmiistiir. Tiim deneyler oda sicakliginda yapilmistir. OCP deneyi 5 saat siire ile takip
edilmis ve denge potansiyeli erisildikten sonra LSV deneylerinde denge potansiyelinden
200 mV anodik yonde ve katodik yonde tarama yapilmistir. EIS deneyleri 20 kHz-50mHz
frekans araliginda 5 mV (RMS) voltaj uygulanarak calisilmistir.
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3.2.6.4. izolatlarin neden oldugu korozyonun kuartz kristal mikrobalans yontemi ile

kiitle kaybinin belirlenmesi

QCM calismalarinda Model 400A kuartz kristal mikrobalans (CH Instrument, USA) cihazi
ile CHI400A analiz programma sahip bilgisayar sistemi ile c¢alisilmistr. QCM
calismalarinda calisma elektrotu olarak kullanilan AT-kesimli altin elektrot korozyon
calismalarindan 6nce nikel alasimlari ile kaplanmistir. Sonrasinda aktiflestirilmis bakteriler
belirli oranlarda korozyon hiicresinde elektrolit olarak kullanilan NB besiyerine ekilmis ve

elektrokimyasal deney siireleri olan 5 saat boyunca kiitle kaybi takip edilmistir.

3.2.6.5. Taramah elektron mikroskobu (SEM) ile yapilan ¢calismalar

Taramali elektron mikroskobu kati yilizeyler hakkinda morfolojik ve topografik bilgi
saglayan, yiizeylerin davraniglarmm anlagilmasimi  kolaylastiran bir  yOntemdir.
Elektrokimyasal bulgular1 desteklemek amaciyla, element analiz cihazi ile kombine
edilmis SEM cihaz1 kullanilarak, Aeromonas eucrenophila ve Delftia acidovorans ve
Pseudomonas aeruginosa bakterilerinin Nikel alagimlarinin korozyonuna etkisi hakkinda
bilgiler saglanmistir. Mikrobiyal korozyona bagh olarak yiizeyde degisen maddeler
elementel analiz ile tayin edilmis ve biiyiikliikleri x100 ile x35,000 arasmnda degisen
mikrograflar elde edilmistir. SEM-EDS analizleri i¢in Oncelikle elektrokimyasal
deneylerde oldugu gibi ST-42 ¢elik diskler nikel alagimlar1 ile kaplanmistir.
Mikroorganizmanin etkisinin gosterilme amaciyla oncelikle deneylerde kullanilan steril
elektrolit ¢ozeltisi igeren ortamlarda, 5 saatlik deney siiresince bekletilmis ve yikanarak

analizleri yapilana kadar cam petrilerde muhafaza edilmiglerdir.

67



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bakterilerin izolasyonu

Ankara lIvedik Su Artim Tesisinden, mikrobiyal korozyon gdzlemlenen boru
sistemlerinden kazint1 ve su Ornekleri sterilortamlara alinarak laboratuvara getirilmistir.
Sonrasinda bakteri kiiltiirlerinin zenginlestirilmesi amaciyla hazirlanan, igerisinde metal
diskler bulunan sivi besiyerlerine ekim yapilmustir. Izolasyon calismalar1 sonucunda
gelisebilen izolatlar korozyon deneylerinde kullanilmak iizere saflagtirilarak stoga

alinmugstir. izolatlarmn dzellikleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 igerisinde metal diskler bulunan besiyerinde gelisen izolatlar

Isik
Mikroskobu Koloni Morfolojisi G
No Goriintiisii Spor i
Reaksiyon
Morfoloji Kenar | Yiikseklik | Renk
. Kr

BB1 Basil - dalgali | kabarik em. -
Rengi
. .| Parlak

CCl1 Basil - dalgali gobekli ara -
beyaz

4.2. Izolatlarin Karakterizasyonu ve 16S rRNA Filogenetik Analizleri

Mikrobiyal korozyon gozlemlenmis bolgelerden alinan ve metal disk iceren besiyerlerinde
gelisme gosteren iki izolatin karakterizasyonu ve tiir diizeyinde tanimlanmas i¢in dncelikle

hiicre morfolojisi, Gram reaksiyon ve sporulasyon gibi 6zellikleri incelenmistir.

Ikinci asamada izolatlar 24 saat boyunca N. Broth besiyerinde aktiflestirilmis ve 16S
rRNA filogenetik analizlerinin yapilmasi i¢in firmaya gonderilmistir. Analiz sonucunda
gonderilen ham sekans verileri Chromas 2.33 bilgisayar programui ile islenmistir. Forward
ve revers sekans dizileri Gen Bankasinda bulunan referans diziler ile karsilastirilmais.

Karsilastirma sonrasinda tiir diizeyinde belirlenen izolatlar gen bankas1 veri tabanina kayit
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ettirilmistir. izole edilen bu bakterilerden ilki Aeromonas eucrenophila (Sekil 4.1) digeri

ise Delftia acidovorans (Sekil 4.2) oldugu bulunmustur.

2 NCBI  resourre. by NCBI
Nucleotide Nuclesolicte: ~
Limts  Advanced Help
isplay Settings: &) GenBanl cond to: .
Displ Set [ GenBank Send to: ) Change region shown =

Aeromonas eucrenophila strain BB 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Customize view -
GenBank: GQ466170.1
FASTA  Graphics
Analyze this sequence =
Gule. Run BLAST
Locus Goessi7o =30 B [N linear  BCT 27-APR-2011 Pick Primars
DEFINITION Acromonas cucronophila otrain BB 155 ribosomal RNA gene, partial Highlight Scquence Features
AccEssTON Find in this Sequence
vERsION
HEYWORDS
SouRcE LinkOut to external resources -

Ribosomal Database Project Il
[Ribosomal Database Project Ii]

Aeromenadaceas: Meromonas.
1 o)

REFERENCE (bases 1 to SILVA SSU Database o
UTHORS [sitva)
— Corres sci 53 (8), 2215-2221 (2011) Related intformaton =
REFERENCE 2 (bases 1 to 230) Related S. N
AUTHORS ~ Sau,N.O., Donmez,G. aud Nazis H. olated Sequences
Diroct Submizsion Taxunoiny
JOURNAL  Submitved (0G-AUS-2005) Diology Department, Ankaza Universicy
HiarecAnningy Imatatnne, Hesevier, Ankara (ORnO0, TnTRey
FEATURES Location/Qualificzs Recent activity s
Q gbIGQ4GET70] (830 Ietters)

Clavibacter michiganensic strain SB 168
ribosomal RNA gene. partial sequen rew.

orzcIN

Asromonas eucienuphila stain 55 168
ribosomal RNA gena, partial saquen 1.

& ;
@ 50456170 Aeromonas eucrenophiia sueain
B
Q

CQ466170-Aeromonas eucrenophila strain
55 sLasT

241 ggocgoaage ttaaaactea aatgaattaa
301 See more
261 i ——

am1 agrastoato gotgatanac roggoareac

1
851 cococamcte P acorrocsat

1 aagragatag

Sekil 4.1 Aeromonas eucrenophila bakterisinin Gen Bankas1 veri tabani goriintiisii

Display Settings: () GenSank. Send to:

Ghange region shown -
Delftia acidovorans strain CC 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Customize view 5
GenBank GQALET 2.1
Analyze this sequence B
Coto: & Hun BLAS |
ceise172 1126 bp Dua lincar BCT 22 SET 2009 Pick Primars

cus
DEFINITION Delfria acidovorans strmin CC 165 ribosomal RNA geme, parcial Highlight Soquence Foaturcs

accession Find in this Sequence
TrRsTON
xevwoRDS
SOURCE LinkOut to external resources =
ORGRNISH MeKmoracrian Ribosomal Database Project Il
= [Ribosomal Database Project I1]
reszrENcE SILVA SSU Database
noTHORS
TrTiE
JOURNAL  Submitisd (06-AUG-2008) Biuloyy Deparimsni, Ankare Universily
siotecnnology Institute, Besevier, ankara 08500, Turkey Relatea intormation =
FraTmRRS ToeAT om/ QAT Fiera Foimen Soatrono
acideverans® |axonomy
A
wastewater pipe" Recent activity S
it
o
fproduct—riss zibosomal WA B Delftia acidovorans strain CC 165 ribo

RNA gene. partial sequence

o Q. gblGQAGE1T2] (1446 Ietters)
121 se = =
ey Q. ybLIGQ466170] (830 Ietlers)
Pty siast
301 @cliClLacmu usuuCaucsl LUuGUEELLL Lusdiasluy UCideauCcL uslCCaucaa B Clavibacter michiganensis strain SB 165
ss1 ribnsomal RNA gene. partial sequen ae
221

50466170:Asromenas eucrenophila strain
as1 gegtrastes saacractes seotasases g B
sa1

Go1 See more.
661 uCuLmuaLal UCCUAUURSC =CCUALOUCE @RUBCasLeS CCLOUSSGLY Lacluasuct
1

787 oa an

1021 Loagatgiiy

1747 AQOROOUDAT GRGOTAAAQE GORCATOONS CRTATAORG GOOCTAGAGA GOTCATAacAs

1521 agcalucoue culusalace saccatugua

1241 trgrag

Sekil 4.2 Delftia acidovorans bakterisinin Gen Bankasi veri tabani goriintiisii

Aeromonas eucrenophila: GQ466170

Delftia acidovorans: GQ466172
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore adresinden bakteriler hakkinda bilgiye ulasilabilir.

4.3. Kullanilan Mikrobiyolojik Materyaller

Calismada mikrobiyolojik materyal olarak kullanilan Pseudomonas aeruginosa isimli
mikroorganizma Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Arastirma Laboratuari
Kiiltir Koleksiyonundan temin edilmistir. Calismada kullanilan diger iki bakteri;
Aeromonas eucrenophila ve Delftia acidovorans tiirleri alinan 6rneklerden izole edilmistir.

Tiirlere ait bilimsel smiflandirma Cizelge 4.2' de verildigi gibidir.

Cizelge 4.2 Calismada kullanilan mikrobiyal tiirlerin bilimsel siniflandirilmalari

. Delftia .
Aeromonas eucrenophila ) 4 Pseudomonas aeruginosa
acidovorans
Alem Bakteri Bakteri Bakteri
Filum Proteobacteria Proteobacteria Proteobacteria
Simif Gamma proteobacteria | Beta Proteobacteria Gamma Proteobacteria

Takim Vibrionales Burkholderiales Pseudomonadales
Familya Vibrionaceae Comamonadaceae Pseudomonadaceae

Genus Aeromonas Delftia Pseudomonas

4.4 Bakterilerin Gelisim Egrilerinin Takip Edilmesi

Mikrobiyal korozyon deneylerinde tekrarlanabilirligin saglanmasi i¢in mikroorganizmalar
gelismelerinin en yiliksek oldugu eksponansiyel fazdan alinip mikrobiyal korozyon
deneylerinde kullanilmistir. Bu nedenle {i¢ adet bakterinin gelisim egrileri her biri 6liim
fazina ulasana kadar takip edilmistir. Sekil 4.3 Aeromonas eucrenophila, Sekil 4.4 Delftia

acidovorans ve Sekil 4.5 Pseudomonas aeruginosa bakterisinin gelisim egrileridir.
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’ Aeromonas eucrenophila

!

0 24 48 72 96 120144168 192 216240 264 288 312 336

Zaman / saat

Sekil 4.3 Aeromonas eucrenophila bakterisinin 14 giinliik gelisim egrisi

Delftia acidovorans|

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330
Zaman / saat

Sekil 4.4 Delftia acidovoransbakterisinin 14 giinliik gelisim egrisi

71



Pseudomonas aeruginosa

0 24 48 72 96 120144168 192216 240264 288 312336

Zaman / saat

Sekil 4.5 Pseudomonas aeruginosa bakterisinin 4 giinliik gelisim egrisi

4.5. Nikel Alasimlarina Aeromonas eucrenophila Bakterisinin Neden Oldugu
Mikrobiyal Korozyonun Elektrokimyasal Yontemler, SEM-EDS Analizi ve pH

Degerindeki Degisimle Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin korozyon etkilerinin belirlenmesi amaciyla 6ncelikle QCM yontemi
ile kiitle kayiplar1 bulunmustur. Nikel alagimlari ile kaplanan altin elektrotlar bakterili ve
bakterisiz ortamlarda 5 saat inkiibasyon sonucunda elde edilen kiitle kayiplar1 grafiklerde
goriilmektedir. Sonrasinda 5 saat siiresinde elektrokimyasal ¢aligmalar icerisinde OCP,

LSV ve EIS caligmalar1 yapilmistir.

4.5.1. Ni-Zn alasimina Aeromonas eucrenophila bakterisinin neden oldugu korozyon

etkisinin belirlenmesi

QCM c¢aligmalart ile elde edilen kiitle kayb1 degerleri Sekil 4.6’da verilmistir. Sekil 4.6’da
goriildiigli lizere Ni-Zn alasiminin steril besiyeri iginde kiitle kayb1 12,12 pg iken A.
eucrenophila inokiile edilmis besiyerinde kiitle kayb1 16,82 pg bulunmustur. Bakterinin
etkisi ile gozlemlenen kiitle kayb1 farki 4,7 pg olup, bu durumda bize bakterinin Ni-Zn

alasimina korozyon etkisinin kiitle kayb1 degerini gostermektedir.
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Besiyeri

A. eucrenophila

'1 8 ] T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Zaman/saat

Sekil 4.6 Ni-Zn alasiminin steril besiyeri ve A. eucrenophila inokiile edilmis besiyeri
ortaminda 5 saat siireyle kiitle kayb1

Kiitle kaybi calismasindan sonra bakterinin Ni-Zn alagimma korozyon etkisinin
belirlenmesi i¢in steril besiyeri ve bakteri inokiile edilmis besiyerlerinde OCP alinmustir.
Buna gore Sekil 4.7'de 5 saat sonunda steril besiyerinin E,, degeri -0,569 V iken bakteri
inokiilasyonundan sonra besiyeri ortammin E ., degeri -0,566 V olup 5 saat sonunda E

grafiginde benzer bir desen elde edilmistir.

-0.52
-0.,53 4
-0.,54

-0.55 4

-0.568

EF s, Aoigld

be siveari

-0.,57 o
AL eucrenonilie

-0.,58 o

T T T T T T T T T T T T 1
oo os 10 145 20 25 20 2485 40 45 50

Zarmanisaat

Sekil 4.7 Ni-Zn alasiminin steril besiyeri ve A. eucrenophila inokiile edilmis besiyeri
ortaminda 5 saat stiresince OCP degerlerindeki degisim
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Nikel alagimlarmna izole edilen mikroorganizmalarin korozyon etkisinin belirlenmesi

amactyla 5 saat siiresince steril besiyeri ve bakteri iceren besiyeri ortaminin korozyon

potansiyeli (Ex,r) ve korozyon akim yogunlugu (Iyx.) degerleri Tafel ekstrapolasyon

yontemiyle belirlenmistir (Sekil 4.8). Korozyon akim yogunlugu degerleri Tafel egrisinin

dogrusal kisimlarmin korozyon potansiyeline ekstrapolasyonu ile bulunmustur. Korozyon

potansiyeli; Exorkorozyon akimi; ik, korozyon akim yogunlugu; Iy, anodik ve katodik

Tafel egri katsayilar1 hesaplanmis ve Cizelge 4.3°de gosterilmistir.

4,5-
_5,0_-
5,5
6,0-
6,54
7.0
_7,5_-
_8,0_-
8,5
-9,0

log (i)/ A cmi2

A. eucrenophila | | besiyeri

0,75 -0,70 -0,65 -0,60 -0,55 -0,50 -0,45 -0,40 -0,35

E/V vs. Ag/AgCI

Sekil 4.8 Ni-Zn alasiminin steril besiyeri ve A. eucrenophila inokiile edilmis besiyeri

ortaminda polarizasyon egrileri

Cizelge 4.3 Ni-Zn alasimi iginTafel ekstrapolasyon yontemiyle belirlenen Eyo ve Igor

degerleri

Steril Besiyeri Inokiilasyon Sonrasi
Ni-Zn Ni-Zn+A. e
Evor V (vs. Ag/AgCl) -0,55 -0,56
ikor HA 0,24 0,32
Txor (MA/cm’) 1,19 1,60
Anodik Tafel egrisi f, V/dec 0,80 0,19
Katodik Tafel egrisi . V/dec 0,21 0,16
R, Q cm’ 372400 244118
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Ni-Zn alasiminda, steril besiyeri ve bakteri inokiile edilmis besiyerinin Eyo ve Iyor gibi
korozyon parametreleri incelendiginde, steril besiyerinin Ey, degeri -0,55 V iken
inkiibasyon sonrasinda deger daha negatif degere kaymis ve -0,56 V degerine ulagmustur.
ikor Ve Ixor degerleri bakterinin inokiilasyonu sonrasinda artmis ve bu degerlerin artigt

bakterinin korozyon etkisini gostermektedir.

Sekil 4.9°da Ni-Zn alagimmin steril besiyeri ve bakteri inokiile edilmis besiyeri
ortamlarinin Nyquist egrileri goriilmektedir. Buna gore kapasitif Nyquist yarimdairesinin
cap1 bakteri inokiile edilmis besiyeri ortaminda, steril besiyeri ortamina gore daha fazladur.
Bu durum yiik transfer direncindeki oksit tabaka olusumu ve bakteriyel tutunmadan

kaynakli artistan kaynaklanmaktadir.

8,0-
7,04
6,0
5,0
4,0

A. eucrenophila

3,04
2,0
1,0
0,04

00 10 20 30 40 50 60 70 80

Z Ik Qem?

Z' chm2

besiyeri

Sekil 4.9 Ni-Zn alasiminin steril besiyeri ve A. eucrenophila inokiile edilmis besiyeri
ortaminda Nyquist egrileri

Sekil 4.10°da yiizeyde kaplamadan kaynakli katman ve ylizey filminin fiziksel yapisi ve
elektrik devre esdegeri verilmektedir. Elektrik devre esdegeri bir yiiksek frekansta
empedans verisine ki bu durum pasif oksit tabakasi ve biyofilm tabakasindan olusan
heterojen tabakadan kaynaklanmaktadir, birde diisiik frekansta empedans verisine sahiptir

ki bu durumda elektriksel ¢ift tabaka (EDL)’den kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.10 Korozyon olaymin gergeklestigi alasim yilizeyinin sematik gosterimi ve
elektronik devre esdegeri

Empedansta elde edilen veriler elektrokimyasal empedans spektroskopisi model devresine
tamamen uyum gosterilerek hesaplamistir. Hesaplanan degerler Cizelge 4.4°de verilmistir.
Buna gore R;: besiyerinin direncini, R, por direncini (pasif tabaka/biofilm), R yiik
transfer direncini gostermektedir. CPE sabit faz elementi olup, Qcpr ve Qa sirasiyla
heterojen tabaka ve c¢ift tabakayi belirtmektedir. CPE yiizeyde olusan mikroskopik
purtizliikler i¢in kullanilmaktadir (Chang et al. 2009). R korozyon degerinibelirten
onemli bir parametredir (Yuan et al. 2002). Cizelge degerlendirildiginde agik¢a bakteri
iceren besiyeri ortaminin R degeri steril besiyeri ortamindan daha biiyiiktiir. Bu durumda
bakterinin varliginda korozyon kinetiginin arttigin1 gdstermektedir. R, degeri besiyerinde
12,59k Q cm’ iken bakteri inokiilasyonundan sonra deger 31,19k Q cm’ olarak
bulunmustur. Belli bir zaman sonra R, degerindeki artma belkide biyofilm tabakasmin
pordz yapisinin artmasindan kaynaklanabilmektedir. Yiizeyde bakteri inokiilasyonu ile
birlikte Qcpr degerinin en diislik seviyeye ulagmasi bize alagim yiizeyindeki bozulmay1 ve
boylece alagimin ¢dziinmesinin arttigint gostermektedir (Yuan and Pehkonen 2007). Bu
duruma ilaveten Ry degeri bize 4. eucrenophila bakterisinin Ni-Zn yiizeyinden olusan
oksit tabakanin yapisini etkiledigi ve boylece bu tabakanin daha koruyucu 6zelliginin

azaldig1 ve R degerinin de arttigini gdstermektedir.
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Cizelge 4.4 Ni-Zn alasimmin steril besiyeri ve 4. eucrenophila inokiile edilmis besiyeri
ortaminda elektrokimyasal model empedans degerleri

Steril Besiyeri

Inokiilasyon Sonrasi

Ni-Zn Ni-Zn+A.e

Rs, Q 5422 578,8

R,, k Q cm’ 12,59 31,19

Re, k Q cm” 11,87 15,98
Qcpe x 107, Q" cm™ 15,46 7,19
n 0,77 0,87

Qax 107, Q' cm™ 2,78 10,68
n 0,92 0,9
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Sekil 4.11 Steril besiyeri ve A. eucrenophila igeren besiyeri ortaminda 5 saat siire ile
bekletilmis Ni-Zn alagimu ile kapli disklerin a, b, ¢, SEM mikrografi, d, e, EDS spektrumu

Sekil 4.11 (a)’da Ni-Zn alasim ile kaplanmis diskin tiim yiizeyinde besiyerinden kaynakl1
olusan oksit tabakasi goriilmektedir. Bakteri inokiilasyonundan sonra x1000 biiyiitmede
alinan mikrograf Sekil 4.11 (b)’de goriilmektedir. Mikrografta genis bir alana yayilmis ve

koyu olan bolgeler mikrobiyal korozyon gdzlemlenen bdlgelerdir. Bu alanlarda yogun
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catlak ve ¢ukurcuklar da goriilmiistiir. Sekil 4.11 (c)’de x3000°de alinan mikrografta ise
cubuk seklinde bakteri ve etkili catlaklar daha rahat bir sekilde goriilmektedir.

SEM calismasinda EDS analizleri de yapilmistir. Sekil 4.11 (d) steril besiyerinin (e) ise
bakteri inokiilasyonundan sonra yiizeydeki elementel degisim goriilmektedir. Buna gore
besiyerinde oksit orant %4,8 iken bu oran bakteri inokiilasyonundan sonra %28,8’¢e

ulagmistir.

pH calismasi icin Ni-Zn alasimi ile kaplanmis diskler elektrokimyasal deneyler ile ayni
sartlara sahip on hazirlik safhasindan gecerek, 5 saat boyunca i¢inde bulunduklar:
besiyerinin pH’1 takip edilerek yapilmistir. Bu ¢aligmaya gore her iki ortamin baslangigtaki
pH degeri yaklagik 6,8 iken bu deger steril besiyerinde 5 saat boyunca degismeden
kalmistir. Halbuki bakteri igeren besiyeri ortaminda 5 saat sonunda pH degeri 6 degerine

kadar diigmiistiir (Sekil 4.12).

besiyeri

pH

6.0 1 A. eucrenophila
"0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Time / dakika

Sekil 4.12 Ni-Zn alasimi kaplanmis diskleri igeren steril besiyeri ve bakteri inokiile edilmis
besiyeri ortaminda 5 saat siire ile pH takibi
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4.5.2. Ni-Cu alasimina Aeromonas eucrenophila bakterisinin neden oldugu korozyon

etkisinin elektrokimyasal yontemlerle belirlenmesi

Ni-Cu alasimma A. eucrenophila bakterisinin neden oldugu kiitle kaybmin tespiti igin
oncelikle steril besiyeri igerisinde bulunan Ni-Cu alagimmin kiitle kayb1 2,12 pg olarak
bulunmustur. Besiyerine bakteri inokiile edildikten sonra ise kiitle kaybi 2,96 pg’a

ulasmustir (Sekil 4.13).

ﬁmx1EI'Eg
n
|
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oo o5 1.0 1.5 20O 25 =ZHp =25 40 45 S50
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Sekil 4.13 Ni-Cu alagimmin steril besiyeri ve 4. eucrenophila inokiile edilmis besiyeri
ortaminda 5 saat siireyle kiitle kayb1

-0.,50
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o i
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Sekil 4.14 Ni-Cu alagimmin steril besiyeri ve 4. eucrenophila inokiile edilmis besiyeri
ortaminda 5 saat siiresince OCP degerlerindeki degisim
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Sekil 4.14’de Ni-Cu alasimina 4. eucrenophila bakterisinin Eqcp degeri verilmistir. Buna
gore acik devre potansiyeli steril besiyerinde -0,59 V iken bakteri inokiilasyonundan sonra

deger -0,60 V’a ulagmistir.

4,0
4,5
_510_-
_5,5_-
60]
651

7.0-
_7,5_' A. eucrenophila

log (i) / A cm®

-8 0—- besiyeri

_8!5 ] T T T T T T T T
-0,8 -0,7 -0,6 -0,5 -0,4

E/V vs. Ag/AgCl

Sekil 4.15 Ni-Cu alagimmin steril besiyeri ve 4. eucrenophila inokiile edilmis besiyeri
ortaminda polarizasyon egrileri

Cizelge 4.5 Ni-Cu alagimi i¢in Tafel ekstrapolasyon yontemiyle belirlenen Exor ve Iior
degerleri

Steril Besiyeri Inokiilasyon Sonrasi
Ni-Cu Ni-CutA.e

Exor V (vs. Ag/AgCl) -0,59 -0,60

1kor A 0,59 0,77

Lior (LA/cm?) 2,89 3,77
Anodik Tafel egrisi 5, V/dec 0,08 0,06
Katodik Tafel egrisi f.V/dec 0,27 0,17

R, Q cm’ 93247 55615

Ni-Cu alasimina A. eucrenophila bakterisinin korozyon etkisine bakildiginda oncelikle
steril besiyerinin Ey, degeri -0,59 V iken bakteri inokiilasyonundan sonra Ex, degerinin
daha katodik tarafa dogru kaydigi gézlemlenmistir; -0,60 V. Ex, degeri ile paralel olarak

hem iy, hem de Iy, degerlerinin de bakterinin etkisi ile arttigi goriilmektedir. Akim ve
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akim yogunlugunun artmasi bakterinin etkisi ile korozyonun da arttigini gostermektedir

(Cizelge 4.5, Sekil 4.15).
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Sekil 4.16 Ni-Cu alagimmin steril besiyeri ve 4. eucrenophila inokiile edilmis besiyeri

ortaminda Nyquist egrileri

Sekil 4.16°da EIS calismasi ile elde edilen Nyquist egrileri ve sonrasinda elektronik devre

esdegeri ile hesaplanan veriler de Cizelge 4.6’da verilmistir. EIS ¢alismasi ile elde edilen

Nyquist egrilerine gore ise Rp degeri yiizeyde olusan biofilm tabakasinin etkisini

gostermektedir ki bu deger steril besiyerinde 0,34 k Q cm” iken bakteri inokiilasyonundan

sonra bu deger 0,73 k Q cm® ye yiikselmistir. Yiik transfer direncinde bakterinin varliginda

korozyon firiinlerin artmasindan kaynakli bir artig saptanmistir. Bu duruma paralel olarak

Qcpe degerinindeki azalma ylizeydeki bozulmayi isaret etmektedir.

Cizelge 4.6 Ni-Cu alagiminin steril besiyeri ve A. eucrenophila inokiile edilmis besiyeri
ortaminda elektrokimyasal model empedans degerleri

Steril Besiyeri

Inokiilasyon Sonrasi

Ni-Cu Ni-Cu+tA.e
R,, Q 3921,2 4505.2

R,, k Q cm’ 0,34 0,73
Re, k Q cm® 0,18 40,6
Qcpe x 107, Q' cm™ 58,5 46,8
n 0,73 0,71
Qaux10°, Q" cm™ 31 33,9
n 0,95 0,88
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Ni-Cu alasimi ile kaplanmis diskler, besiyeri ve bakteri inokiile edilmis besiyeri
ortamlarinda 5 saat bekletilmis ve sonrasinda SEM ile incelenen yiizeylerin mikrograflari
Sekil 4.17(a, b, c) gosterilmistir. Sekil 4.17(a) steril besiyerinde 5 saat bekletilen Ni-Cu
alasimi disk yiizeyini gostermektedir. Yiizeyde NiO ve CuO bilesikleri goriilmektedir.
Sekil 4.17(b,c)’de ortama bakteri eklenmis ve 5 saat sonunda yiizeyin gOriintiisii
cekilmistir. Bu mikrografta bakterinin olusturdugu biyofilm tabakasini gérmekteyiz. Buna
ek olarak bakterinin korozyon etkisi sebebi ile yiizeyde ¢ukurcuk ve ¢ok siddetli ¢atlaklarin

olustugu goriilmektedir.

EDS analizine bakildiginda ise alasim yiizeyinde mevcut oksit yilizdesi besiyeri igeren disk
yiizeyinde %6,1 (Sekil 4.17d) iken yiizeyin bakteri ile temasindan sonra bu oran %13,1
degerine (Sekil 4.17¢) ulasildi. Sonug olarak A. eucrenophila nin aerobik solunum yapmast

sebebi ile oksit oraninda artis gézlenmistir.
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Sekil 4.17 Steril besiyeri ve A. eucrenophila igeren besiyeri ortaminda 5 saat siire ile
bekletilmis Ni-Cu alagimiile kapli disklerin a, b, ¢, SEM mikrografi, d, e, EDS spektrumu

Sekil 4.18’deNi-Cu alagimi kaplanmig diskleri igeren steril besiyeri ve bakteri inokiile

edilmis besiyeri ortamimin 5 saat siire ile pH takibi verileri goriilmektedir. Buna gore

baslangigta hem besiyeri hem de bakteri inokiile edilmis besiyerinin pH degeri 7,02 iken
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bu deger 5 saat boyunca degismeden kalmis ve bakterili ortamim pH degeri 5,98 degerine

kadar diismiis oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.18 Ni-Cu alasim1 kaplanmis diskleri igeren steril besiyeri ve bakteri inokiile edilmis
besiyeri ortaminda 5 saat siire ile pH takibi

4.5.3. Ni-Co alasimina Aeromonas eucrenophila bakterisinin neden oldugu korozyon

etkisinin belirlenmesi

A. eucrenophila bakterisinin Ni-Co alagiminda neden oldugu kiitle kayb1 verileri Sekil
4.19'da verilmistir. Sekil 4.19’a gére Ni-Co alasiminin steril besiyerinde kiitle kayb1 20,47

ng iken bakteri inokiilasyonundan sonra kiitle kaybinin 0,63 pg oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.19 Ni-Co alasiminin steril besiyeri ve 4. eucrenophila inokiile edilmis besiyeri
ortaminda 5 saat siireyle kiitle kayb1

Ni-Co alagimina korozyon etkisinin belirlenmesi i¢in steril besiyeri ve bakteri inokiile
edilmis besiyerlerinde OCP alinmistir. Buna gore Sekil 4.20°de 5 saat sonunda steril
besiyerinin E,q, degeri -0,60 V iken bakteri inokiilasyonundan sonra besiyeri ortaminin

Eocp degeri -0,58 V olup 5 saat sonunda E ., grafiginde benzer bir desen elde edilmistir.
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Sekil 4.20 Ni-Co alagimmin steril besiyeri ve 4. eucrenophila inokiile edilmis besiyeri
ortaminda 5 saat siiresince OCP degerlerindeki degisim
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Ni-Co alagimmin steril besiyeri ve 4. eucrenophila inokiile edilmis besiyeri ortaminda
polarizasyon egrileri incelendiginde (Sekil 4.21) Ni-Co alasimmin 0&ncelikle steril
besiyerindeki Ey, degerinin olduk¢a negatif degerde oldugu goriilmektedir. A.
eucrenophila inokiilasyonundan sonra ise, Ex, degerinin daha pozitif degerlere kaydigi
gozlenmistir. Bu duruma ilaveten bakterini inokiile edilmesiyle iy, ve Ixor degerlerinde de

azalma gozlenmistir (Cizelge 4.7).
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Sekil 4.21 Ni-Co alagimmin steril besiyeri ve 4. eucrenophila inokiile edilmis besiyeri
ortaminda polarizasyon egrileri

Cizelge 4.7 Ni-Co alasimi i¢inTafel ekstrapolasyon yontemiyle belirlenen Eyo ve Iyor
degerleri

Steril Besiyeri Inokiilasyon Sonrasi
Ni-Co Ni-Co+A.e

Exor V (vs. Ag/AgCl) -0,08 -0,11

Tkor LA 6,4 5,3

Lior (LA/cm?) 31,4 26,3
Anodik Tafel egrisi 5, V/dec 0,40 0,44
Katodik Tafel egrisi 5. V/dec 0,39 0,46

R, Q cm’ 28875,7 39121,6

EIS calismasinda elde edilen Nyquist egrisi Sekil 4.22 ve elektronik devre esdegerine gore

hesaplanan veriler Cizelge 4.8’de verilmistir. Buna gore kapasitif Nyquist yarim dairesinin
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capt steril besiyerine gore bakteri iceren ortamin kapasitif lupundan daha fazladir.

Bakterinin R, degerini arttirdig1 sonucuna ulagiimistir.
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Sekil 4.22 Ni-Co alagimmin steril besiyeri ve 4. eucrenophila inokiile edilmis besiyeri
ortaminda Nyquist egrileri

Cizelge 4.8 Ni-Co alasiminin steril besiyeri ve A. eucrenophila inokiile edilmis besiyeri
ortaminda elektrokimyasal model empedans degerleri

Steril Besiyeri Inokiilasyon Sonrasi
Ni-Co Ni-Co+A.e

R,, Q 1021 838.5

R,, k Q cm’ 1,39 9,71
Re, k Q cm’ 8,00 7,6
Qcpe x 10°, Q" cm™ 25,59 3,90
n 0,79 0,68
Qax10°, Q' em™ 39,77 1,45
n 0,87 0,90
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Sekil 4.23 Steril besiyeri ve A. eucrenophila igeren besiyeri ortaminda 5 saat siire ile
bekletilmis Ni-Co alagimiile kapli disklerin a, b, ¢, SEM mikrografi, d, e, EDS spektrumu

Sekil 4.23°de Ni-Co alasimimna A. eucrenophila bakterisinin korozyon etkisi SEM analizi

ile gosterilmistir. Sekil 4.23(a)’da besiyerinin igeriginde bulunan NaCl’den dolay1 genel

korozyon goriilmektedir. Bakteri inokiile edildikten 5 saat sonra az miktarda ylizeye

tutunmus bakteri, yogun olmayan ¢ukurcuk ve c¢atlaklar gozlenmistir (Sekil 4.23 b,c).
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EDS analizine bakildiginda ise alasim yiizeyinde mevcut oksit yilizdesi besiyeri igeren disk
yiizeyinde %2,8 (Sekil 4.23d) iken yiizeyin bakteri ile temasindan sonra bu oran %23,8
degerine (Sekil 4.23¢) ulasilmistir.

Sekil 4.24°de Ni-Co alasimi kaplanmig diskleri iceren steril besiyeri ve bakteri inokiile
edilmis besiyeri ortammnin 5 saat siire ile pH takibi verileri goriilmektedir. Buna gore
baslangicta hem besiyeri hem de bakteri inokiile edilmis besiyerinin pH degeri yaklasik 6,8
iken bu deger 5 saat boyunca degismeden kalmis ve bakterili ortammn pH degeri 6,3

degerine kadar diismiis oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.24 Ni-Co alasimi kaplanmis diskleri i¢eren steril besiyeri ve bakteri inokiile edilmis
besiyeri ortaminda 5 saat siire ile pH takibi
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4.6. Nikel Alasimlarina Delftia acidovorans Bakterisinin Neden Oldugu Mikrobiyal
Korozyonun Elektrokimyasal Yontemler, SEM-EDS Analizi ve pH Degerindeki

Degisimle Belirlenmesi

4.6.1. Ni-Zn alasimina Delftia acidovorans Bakterisinin neden oldugu korozyon

etkisinin belirlenmesi

QCM ile alinan kiitle kaybi verileri Sekil 4.25°de gosterilmistir. Sekle gore steril besiyeri
iceren ortamda kiitle kayb1 12.9 pg iken D. acidovorans igeren besiyeri ortammin kiitle

kayb1 18.6 pg bulunmustur.
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Sekil 4.25 Ni-Zn alasimmin steril besiyeri ve D. acidovorans inokiile edilmis besiyeri
ortaminda 5 saat siireyle kiitle kaybi

5 saat siire ile takip edilen OCP verileri Sekil 4.26’da goriilmektedir. Besiyerinin 5 saatlik

Eop degeri -0,57 V iken bakteri igeren besiyeri ortammin E,, degeri5 saat sonunda

pozitife dogru bir kayma gdzlenmis ve E,, degeri -0,55 V olmustur.
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Sekil 4.26 Ni-Zn alasimmin steril besiyeri ve D. acidovorans inokiile edilmis besiyeri
ortaminda 5 saat stiresince OCP degerlerindeki degisim

Bakterinin Ni-Zn alasimina korozyon etkisinin incelenmesi i¢in steril besiyeri ve bakteri
inokiile edilmis besiyerinin korozyon potansiyel degerlerine bakildiginda; 5 saat sonunda
bakteri Ey, degeriniyaklasik ~ 300 mV negatife kaydirmistir (Cizelge 4.9). Bes saatlik
deney sonunda korozyon akimi ve korozyon akim yogunlugu verilerine bakildiginda ise
besiyerine gore bakterinin hem Iy, hem de ik, degerlerinin yiiksek oldugu sonucuna

ulasilmistir.
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Sekil 4.27 Ni-Zn alagiminin steril besiyeri ve bakteri inokiile edilmis besiyeri ortamlariin
5 saat siiresince polarizasyon egrileri
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Cizelge 4.9 Steril besiyeri ve bakteri inokiile edilmis besiyeri ortamlarinin polarizasyon
egrilerinden hesaplanmis korozyon parametreleri

Steril Besiyeri Inokiilasyon Sonrasi
Ni-Zn Ni-Zn+D.a

Evor V (vs. Ag/AgCl) -0,14 -0,17
lkor LA 5,6 6,02
Lior (LA/cm?) 27,5 30,4
Anodik Tafel egrisi 5, V/dec 0,47 0,57
Katodik Tafel egrisi . V/dec 0,31 0,37
R, Q cm’ 6307 33535

Sekil 4.28 Ni-Zn alasiminin besiyeri ve bakteri inokiile edilmis besiyeri ortamlarinda EIS
ve elektronik devre esdegerini gostermektedir. Verilere bakildiginda Ni-Zn alagiminin
elektronik devre esdegerinin ¢ift tabaka (double layer) ozellik gosterdigi bulunmustur.
Devreye bakildiginda R, solusyon direnci, R, biyofilm direnci, R yiik transfer direnci
Qcpe ve Qg kapasitor parametreleridir ve Cizelge 5.0’de hesaplanan sayisal degerleri

verilmistir.

R, degeri: steril besiyerine D. acidovorans inokiile edildikten 5 saat sonra biyofilm
direncini gostermekte olup direkt mikrobiyal aktivite ile ilgilidir. Cizelge 5'e bakildiginda
R, degeri steril besiyerinde 0,3 k Q cm’ iken inokiilasyondan sonra bu degerin arttig1 5

saat sonunda 28,0 k Q cm’ degerine ulastig1 bulunmustur.

Qcpe degeri metal ya da alasim ylizeyindeki bozulmay1 gostermektedir ve ylizeyin
homojenliginin bozulmasindan dolay1 artis gostermektedir. Calismada bakteri inokiile
edildikten 5 saat sonra elde edilen diisik Qcpr degeri alasim yiizeyinin bozulmaya

basladigini ve alagimin ¢oziinerek korozyona ugradigini géstermektedir.
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Sekil 4.28 Ni-Zn alagiminin steril besiyeri ve D. acidovorans inokiile edilmis besiyeri

ortaminda Nyquist egrileri

Cizelge 5 Ni-Zn alasiminin steril besiyeri ve D. acidovorans inokiile edilmis besiyeri
ortaminda elektrokimyasal model empedans degerleri

Steril Besiyeri Inokiilasyon Sonrasi
Ni-Zn Ni-Zn+D.a

R,, Q 2660,8 3362,7
R,, k Q cm’ 0,3 28,0
Re, k Q cm® 21,2 2,7

Qcpe x 107, Q" cm™ 14,6 1248
n 0,75 0,85
Qax10°, Q" cm™ 16,8 245
n 0,8 0,85

Ni-Zn alagmu ile kaplanmis besiyeri ve bakteri inkiibe edilmis besiyeri ortamlarinda 5 saat

bekletilmis diskler taramali elektron mikroskobu ile incelenmis ve Sekil 4.29 a, b, ¢’de

mikrograflar1 gosterilmistir. Sekil 4.29a steril besiyerinde 5 saat bekletilen Ni-Zn disk

yiizeyini gostermektedir. Yiizeyde besiyerinin icerigi sebebi ile kiiciik cukurcuklar ve hafif

catlaklar goriilmistiir. Sekil 4.29b’de ortama bakteri eklenmis ve 5 saat sonunda yiizeyin

gorlintiisii ¢ekilmistir. Bu mikrografta bakterinin etkisi ile olusan yogun catlaklar ve

cukurcuklar goriilmektedir. Sekil 4.29¢’de bakterinin ylizeye adezyonu ve olusturmaya

basladig1 biyofilm pargalar1 goriilmektedir.
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EDS analizine bakildiginda ise alagim yilizeyinde mevcut oksit yiizdesi besiyeri iceren disk

yiizeyinde %4,8 (Sekil 4.29d) iken ylizeyin bakteri ile temasindan sonra bu oran %6,8

degerine (Sekil 4.29¢) ulasilmistir.

fn Component  Type  Cone.
o Cale 43803 wtis
Ha Cale 0000 wtis
Ha Hi Cale 14246 wtis
In Cale 79521 wtis
Cl Cale 0138 wtis
P Cale 1282 wtis

100000 wtie Tatal

In
|
. !
Nl I¥n n
l fl Hj Zn
- . e o . o T T T L T T T T
SANAEM ( X4000  1gm WD 146mm 5. 10. (d)
\

Zn Component  Type  Cone.
o] Cale  A895 wtid
Ha Cale 0000 wtis
12 Hi Cale 7022 wtis
Zn Cale 54059 w4
Cl Cale 0135 wtis
P Cale 1886 wtis

100000 wt. Tatal

Ha

(¢)

Sekil 4.29 Steril besiyeri ve D. acidovorans igeren besiyeri ortaminda 5 saat siire ile
bekletilmig Ni-Zn alagimiile kapli disklerin a, b, ¢, SEM mikrografi, d, e, EDS spektrumu
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Sekil 4.30°da goriildiigii lizere baslangicta besiyerinin pH degeri yaklasik pH 6,84 iken bu
deger 5 saat boyunca degigsmeden kalmistir. Fakat bakterili ortamm pH degeri deneyin
basinda pH 6,85 iken bu deger 5 saatin sonunda pH 6,03 degerine kadar diistiigi

gorilmiistiir.
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Sekil 4.30 Ni-Zn alagimi kaplanmis diskleri iceren steril besiyeri ve bakteri inokiile edilmig
besiyeri ortaminda 5 saat siire ile pH takibi

4.6.2. Ni-Cu alasimina Delftia acidovorans bakterisinin neden oldugu korozyon

etkisinin belirlenmesi

Sekil 4.31, Ni-Cu alasiminin steril besiyeri ve D. acidovorans inokiile edilmis besiyeri
ortaminda kiitle kaybini gdstermektedir. 5 saat sonunda kiitle kaybi sonuclarina gore
besiyeri i¢indeki Ni-Cu alagimmin kiitle kayb1 2,12 pg’dir. Bakteri inokiilasyonundan
sonra hizli bir kiitle kayb1 goriilmiis ve alasimin ¢dzlinmesinden sonra kiitle artmaya

baslamis ve deneyin sonunda sabit faza ulagsmistir (2,01 pg).
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Sekil 4.31 Ni-Cu alasiminin steril besiyeri ve D. acidovorans inokiile edilmis besiyeri
ortaminda 5 saat siireyle kiitle kayb1

Ni-Cu alagimina korozyon etkisinin belirlenmesi i¢in steril besiyeri ve bakteri inokiile
edilmis besiyerlerinde OCP alinmistir. Buna gore Sekil 4.32°de 5 saat sonunda steril
besiyerinin E,q, degeri -0,61 V iken bakteri inokiilasyonundan sonra besiyeri ortaminin

Eocp degeri -0,60 V olup 5 saat sonunda E ., grafiginde benzer bir desen elde edilmistir.
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Sekil 4.32 Ni-Cu alasiminin steril besiyeri ve D. acidovorans inokiile edilmis besiyeri
ortaminda 5 saat stiresince OCP degerlerindeki degisim

Sekil 4.33’de Ni-Cu alasiminin steril besiyeri ve D. acidovorans igeren besiyeri ortaminin
polarizasyon egrileri verilmistir.
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Sekil 4.33 Ni-Cu alasiminin steril besiyeri ve D. acidovorans inokiile edilmis besiyeri
ortamlarinin 5 saat siiresince polarizasyon egrileri

Buna gore besiyeri i¢cindeki Ni-Cu alagiminin korozyon potansiyeli -0,08 V olarak

gozlenmistir. Buna ilaveten, bakteri inokiilasyonundan sonra korozyon potansiyeli anodik

tarafa dogru kaymustir: -0,01 V. Elde edilen veriler Cizelge 5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1 Steril besiyeri ve D. acidovorans inokiile edilmis besiyeri ortamlarinin
polarizasyon egrilerinden hesaplanmis korozyon parametreleri

Steril Besiyeri Inokiilasyon Sonrasi
Ni-Cu Ni-Cu+D.a

Eior V (vs. Ag/AgCl) -0,08 -0,01
ikor HA 4,58 2,03
Lior (LA/cm?) 22.4 14,1
Anodik Tafel egrisi f, V/dec 0,37 0,20
Katodik Tafel egrisi f. V/dec 0,44 0,25
R, Q om’ 40684,7 51401

Bu c¢izelgeye gore bakteri inokiilasyonundan sonra anodik ve katodik Tafel egri katsayilar1

diismiistiir. Fakat korozyon akimi ve korozyon akim yogunlugu bakteri inokiilasyonundan

azalmstir.
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Sekil 4.34 Ni-Cu alasiminin steril besiyeri ve D. Acidovorans inokiile edilmis besiyeri
ortaminda Nyquist egrilerini ve Cizelge 5.2 Ni-Cu alagimmin steril besiyeri ve D.
acidovorans 1inokiile edilmis besiyeri ortaminda elektrokimyasal model empedans
degerlerini gostermektedir. Elektronik devre esdegeri R (Q[R (QR)] yapisindadir. Buna
gore cift tabaka 6zellik gostermektedir. Cift tabakanin dis kisminda oksit tabaka/biyofilm

tabakasi1 ve i¢ kisimda kaplama tabakas1 yer almaktadir.

6,0+
5,0
4,0+

3,04

Z7'] kQom?

2,04 -
besiyeri

1,01 D. acidovorans

0,0

00 10 20 30 40 50 60
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Sekil 4.34 Ni-Cu alasiminin steril besiyeri ve D. acidovorans inokiile edilmis besiyeri
ortaminda Nyquist egrileri

R, degeri besiyerinde 0,07 k Q cm” iken bakteri inokiilasyonundan sonra az bir artis ile
1,03 k Q cm’olmustur. Cizelge 5.2°de besiyerinin yiiksek ncpe degeri yiizeyin bakteri
inokiilasyonuna kadar hemen hemen homojen kaldigmi sonrasinda bakteriden kaynakli
yiizeyin bozulmasi sebebiyle ncpe degeri diismiistiir. Bakterinin etkisi ile diisiik R degeri

de korozyon olayinin bakteri kaynakli oldugunu da gostermistir.
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Cizelge 5.2 Ni-Cu alagimmin steril besiyeri ve D. acidovorans inokiile edilmis besiyeri
ortaminda elektrokimyasal model empedans degerleri

Steril Besiyeri

Inokiilasyon Sonrasi

Ni-Cu Ni-Cu+D.a
R, Q 797 697,5
R,, k Q cm’ 0,07 1,03
R, kQcm’ 7,10 4,38
Qcre x 107, Q" cm™ 11,9 14,09
n 0,92 0,80
Qux 10>, Q" em™ 17,78 222
n 0,94 0,92

Sekil 4.35 Ni-Cu alasiminin steril besiyeri ve bakteri iceren besiyeri ortaminda 5 saat

sonunda SEM mikrograflarin1 icermektedir. Buna gore Sekil 4.35a steril besiyerinin

mikrografi olup yiizeydeki oksit tabakasi ve kiiciik cukurcuklar goriilmektedir. D.

acidovorans bakterisinin inokiilasyonundan sonra bakteri ylizeye tutunmus ve yiizeyde

oldukca siddetli catlaklar olusmasina sebep olmustur. Bu mikrograflarda bakterinin

olusturdugu parcali biyofilm yapis1 goriilmektedir (Sekil 4.35b,c¢).

SEM analizin sonunda yapilan EDS analizine gore ise steril besiyeri i¢indeki Ni-Cu

alasiminin oksit ylizdesi %10,38 iken bu deger bakteri iceren besiyeri ortaminda %12,9

degerine ulagmustir.
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Sekil 4.35 Steril besiyeri ve D. acidovorans igeren besiyeri ortaminda 5 saat siire ile
bekletilmis Ni-Cu alagimu ile kapl disklerin a, b, ¢, SEM mikrografi, d, e, EDS spektrumu
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Sekil 4.36 Ni-Cu alasimi kaplanmis diskleri i¢eren steril besiyeri ve bakteri inokiile edilmis
besiyeri ortaminda 5 saat siire ile pH takibi

Sekil 4.36’da Ni-Cu alagim1 kaplanmis diskleri igeren steril besiyeri ve bakteri inokiile
edilmis besiyeri ortammnin 5 saat siire ile pH takibi verileri goriilmektedir. Buna gore
baslangigta 6,5 pH degeri deneyin sonunda yaklasik pH 6,7 degerine ulasmistir. Bakteri
iceren besiyeri ortammin pH degeri yaklasik pH 6,8 degerinden deneyin sonunda pH 6,19

degerine diigmiistiir.

4.6.3. Ni-Co alasimina Delftia acidovorans bakterisinin neden oldugu korozyon

etkisinin belirlenmesi

Sekil 4.37 Ni-Co alasiminin steril besiyeri ve D. acidovorans inokiile edilmis besiyeri
ortaminda kiitle kaybini gdstermektedir. 5 saat sonunda kiitle kaybi sonuclarina gore
besiyeri i¢indeki Ni-Co alasimmin kiitle kayb1 19,86 pg iken bakteri igeren besiyeri
ortaminda Ni-Co alagiminin kiitle kayb1 3,61 pg olarak bulunmustur.
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Sekil 4.37 Ni-Co alasiminin steril besiyeri ve D. acidovorans inokiile edilmis besiyeri
ortaminda 5 saat siireyle kiitle kayb1

Ni-Cu alagimina korozyon etkisinin belirlenmesi i¢in steril besiyeri ve bakteri inokiile
edilmis besiyerlerinde OCP alinmistir. Buna gore Sekil 4.38’de 5 saat sonunda steril
besiyerinin E, degeri -0,604 Viken bakteri inokiilasyonundan sonra besiyeri ortamimin

Eocp degeri -0,606 V olup 5 saat sonunda E, ¢ grafiginde benzer bir desen elde edilmistir.
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Sekil 4.38 Ni-Co alasiminin steril besiyeri ve D. acidovorans inokiile edilmis besiyeri
ortaminda 5 saat siiresince OCP degerlerindeki degisim
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Sekil 4.39’da Ni-Co alasiminimn steril besiyeri ve D. acidovorans igeren besiyeri ortaminin
polarizasyon egrileri verilmistir.
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Sekil 4.39 Ni-Co alasiminin steril besiyeri ve D. acidovorans inokiile edilmis besiyeri
ortamlarinin 5 saat siiresince polarizasyon egrileri

Elde edilen verilere gore steril besiyerinin korozyon potansiyeli -0,08 V iken bu deger

bakteri inokiilasyonundan sonra ¢ok daha negatif degere -0,61 ulagmustir.

Cizelge 5.3 Steril besiyeri ve D. acidovorans inokiile edilmis besiyeri ortamlarinin
polarizasyon egrilerinden hesaplanmis korozyon parametreleri

Steril Besiyeri Inokiilasyon Sonrasi
Ni-Co Ni-Co+D.a
Exor V (vs. Ag/AgCl) -0,08 -0,61
Tkor A 0,64 0,61
Lior (LA/cm?) 3,14 3,01
Anodik Tafel egrisi 5, V/dec 0,40 0,10
Katodik Tafel egrisi 5. V/dec 0,39 0,22
R, Q cm’ 28875,7 110789

Sekil 4.40 Ni-Co alasiminin steril besiyeri ve D. acidovorans inokiile edilmis besiyeri

ortaminda Nyquist egrilerini ve Cizelge 5.4 Ni-Co alagimmin steril besiyeri ve D.
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acidovorans 1inokiile edilmis besiyeri ortaminda elektrokimyasal model empedans

degerlerini gostermektedir.
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Sekil 4.40 Ni-Co alasiminin steril besiyeri ve D. acidovorans inokiile edilmis besiyeri

ortaminda Nyquist egrileri

Her iki ortam icin R degerleri yakin degerler olarak bulunmustur. R, degerinin

inokiilasyondan sonra steril besiyerine gore oldukca arttigi goriilmektedir. Bu duruma

ilaveten R degerinin bakteri inokiilasyonundan sonra azaldig1 goriilmiistiir.

Cizelge 5.4 Ni-Co alasiminin steril besiyeri ve D. acidovorans inokiile edilmis besiyeri
ortaminda elektrokimyasal model empedans degerleri

Steril Besiyeri Inokiilasyon Sonrasi
Ni-Co Ni-Co+D.a
R,, Q 1021 1144,2

R,, k Q cm’ 4,51 8,48

Ry, k Qcm’ 26,1 3,91
Qcre x 107, Q' cm™ 3,91 6,15
n 0,78 0,84

Qa x 107, Q" em™ 2,69 2,51
n 0.91 0.77
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Sekil 4.41 Ni-Co alasiminin steril besiyeri ve bakteri iceren besiyeri ortaminda 5 saat
sonunda SEM mikrograflarin1 icermektedir. Buna gore Sekil 4.41a steril besiyerinin
mikrografi olup yiizeydeki oksit tabakasi goriilmektedir. D. acidovorans bakterisinin
inokiilasyonundan sonra bakteri ylizeye tutunmus ve ylizeyde bakterinin olusturdugu

yogun biyofilm yapis1 goriilmektedir (Sekil 4.41 b,c).

SEM analizin sonunda yapilan EDS analizine gore ise steril besiyeri i¢indeki Ni-Cu
alasiminin oksit ylizdesi %2,88 iken bu deger bakteri igeren besiyeri ortaminda %30,3

degerine ulagmustir.
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Sekil 4.41 Steril besiyeri ve D. acidovorans igeren besiyeri ortaminda 5 saat siire ile
bekletilmis Ni-Co alagimiile kapli disklerin a, b, ¢, SEM mikrografi, d, e, EDS spektrumu
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Sekil 4.42 Ni-Co alasim1 kaplanmig diskleri igeren steril besiyeri ve bakteri inokiile edilmis
besiyeri ortaminda 5 saat siire ile pH takibi

Sekil 4.42°de Ni-Co alagim1 kaplanmis diskleri igeren steril besiyeri ve bakteri inokiile
edilmis besiyeri ortaminin 5 saat siire ile pH takibiverileri goriilmektedir. Buna gore steril
besiyerinin pH degeiri baglangigta 7 pH degerinde iken deneyin sonunda yaklasik pH 6,8
degerine ulasmis ve sonugta pH degerinde onemli bir degisme kaydedilmemistir. Bakteri
iceren besiyeri ortamimnin ise pH degeri yaklasik pH 6,93 degerinden deneyin sonunda pH

5,91 degerine diigmiistiir.

4.7. Nikel Alasimlarina Pseudomonas aeruginosa Bakterisinin Neden Oldugu
Mikrobiyal Korozyonun Elektrokimyasal Yontemler, SEM-EDS Analizi ve pH

Degerindeki Degisimle Belirlenmesi

4.7.1. Ni-Zn alasimina Pseudomonas aeruginosa bakterisinin neden oldugu korozyon

etkisinin belirlenmesi

QCM c¢alismalar1 ile elde edilen kiitle kayb1 degerleri Sekil 4.43’de verilmistir. Sekil
4.43°de goriildiigl lizere Ni-Zn alasiminin steril besiyeri i¢cinde kiitle kayb1 12,12 pg iken

P. aeruginosa inokiile edilmis besiyerinde kiitle kayb1 12,10 pg bulunmustur. Bakterinin
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etkisi ile gézlemlenen kiitle kaybi1 farki 5,27 pg olup, bu durumda bize bakterinin Ni-Zn

alasimima korozyon etkisinin kiitle kayb1 degerini gostermektedir.
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Sekil 4.43 Ni-Zn alagimimin steril besiyeri ve P. aeruginosa inokiile edilmis besiyeri
ortaminda 5 saat siireyle kiitle kayb1

5 saat siire ile takip edilen OCP verileri Sekil 4.44’de goriilmektedir. Besiyerinin 5 saatlik
Eop degeri -0,56 V iken bakteri igeren besiyeri ortammin E,, degeri5 saat sonunda

negatife dogru bir kayma gozlenmis ve E,, degeri -0,59 V olmustur.

-0.51
-0.52
-0.,53
-0.54
-0.55
-0.56

.57 be siyeri

E/vvs Agital

-0.58

-0.59

F. @eruginasa
-0.60 T T T T T T T T T T T T T 1

o5 10 15 20 25 20 25 40 45 50
Zarnanssaat

a
a

Sekil 4.44 Ni-Zn alagimmin steril besiyeri ve P. aeruginosa inokiile edilmis besiyeri
ortaminda 5 saat stiresince OCP degerlerindeki degisim
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Bakterinin Ni-Zn alasimina korozyon etkisinin incelenmesi i¢in steril besiyeri ve bakteri
inokiile edilmis besiyerinin korozyon potansiyel degerlerine bakildiginda; 5 saat sonunda
bakteri Ey, degerinianodik tarafa dogru kaydirmistir (Cizelge 5.5). Bes saatlik deney
sonunda korozyon akimi ve korozyon akim yogunlugu verilerine bakildiginda ise bakterili
ortama gore besiyeriortammin hem Iy, hem de iy, degerlerinin daha negatif degerlere
ulastigr sonucu bulunmustur. Bu durumda bakterinin korozyona sebep olmadigi

diisiiniilebilir. Kesin sonugtan 6nce EIS analizi ve SEM analiz sonuglar1 incelenmelidir.
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Sekil 4.45 Ni-Zn alagimimin steril besiyeri ve P. aeruginosa inokiile edilmis besiyeri
ortamlarinin 5 saat siiresince polarizasyon egrileri

Cizelge 5.5 Steril besiyeri ve P. aeruginosa inokiile edilmis besiyeri ortamlarinin
polarizasyon egrilerinden hesaplanmis korozyon parametreleri

Steril Besiyeri Inokiilasyon Sonrasi
Ni-Zn Ni-Zn+P.a
Exor V (vs. Ag/AgCl) -0,13 -0,09
ikor HA 4,86 3,71
Lior (LA/cm?) 23,82 17,71
Anodik Tafel egrisi f,V/dec 0.33 0.32
Katodik Tafel egrisi f.V/dec 0.30 031
R, Q cm’ 30262,4 41076,7
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Sekil 4.46 Ni-Zn alagimimin steril besiyeri ve P. aeruginosa inokiile edilmis besiyeri
ortaminda Nyquist egrileri

Cizelge 5.6 Ni-Zn alagiminin steril besiyeri ve P. aeruginosa inokiile edilmis besiyeri
ortaminda elektrokimyasal model empedans degerleri

Steril Besiyeri Inokiilasyon Sonrasi
Ni-Zn Ni-Zn+P.a

R,, Q 5422 723,9

R,, k Q cm’ 2,7 26,3

R, k Q cm’ 21,0 2,0
Qcpe x 10°, Q' cm™ 12,98 6,46
n 0,77 0,73
Qax10%, Q" em™ 354,7 10,09
n 0,84 0,79

Cizelge 5.6'da EIS verileri degerlendirildiginde, en 6nemli korozyon parametrelerinden biri
olan Ry degeri bakterinin etkisi ile besiyerine gore azalmig ve R, degerinde biyofilm

tabakasindan kaynakli bir artig gozlemlenmistir.

Ni-Zn alasimmi ile kaplanmig besiyeri ve bakteri inkiibe edilmis besiyeri ortamlarinda 5 saat
bekletilmis diskler taramali elektron mikroskobu ile incelenmis ve Sekil 4.47 a, b, ¢’de
mikrograflar1 gosterilmistir. Sekil 4.47a steril besiyerinde 5 saat bekletilen Ni-Zn disk

yiizeyini gostermektedir. Yiizeyde besiyerinin icerigi sebebi ile kiiciik cukurcuklar
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goriilmiistiir. Sekil 4.47b’de ortama bakteri eklenmis ve 5 saat sonunda ylizeyin goriintiisii
cekilmistir. Bu mikrografta bakterinin etkisi ile olusan yogun ¢ukurcuklar goriilmektedir.
P. aeruginosa'nin ¢ok kisa siirede, etkili biyofilm olusturdugu bilimektedir (Nercessian vd
2010). QCM ve Tafel verilerindeki celiskiyi bakterinin olusturdugu yogun biyofilm
tabakasi agiklayabilir.

EDS analizine bakildiginda ise alasim yiizeyinde mevcut oksit yilizdesi besiyeri igeren disk

yiizeyinde %4,8 (Sekil 4.47d) iken ylizeyin bakteri ile temasindan sonra bu oran %11,09
degerine (Sekil 4.47¢) ulasilmistir.
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Component Type Cone.
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Cl Cale 0136 wtis
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Sekil 4.47 Steril besiyeri ve P. aeruginosa igeren besiyeri ortaminda 5 saat siire ile
bekletilmig Ni-Zn alagimiile kapli disklerin a, b, ¢, SEM mikrografi, d, e, EDS spektrumu

Sekil 4.48°de Ni-Zn alasimi kaplanmis diskleri igeren steril besiyeri ve bakteri inokiile

edilmis besiyeri ortamimnin 5 saat siire ile pH takibiverileri goriilmektedir. Buna goresteril

besiyerinin baslangicta 6,8 pH degeri deneyin basinda azalma gozlemlense de deneyin
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sonunda yaklasik pH 6,85 degerine ulasmistir. Bakteri iceren besiyeri ortaminin pH degeri

yaklasik pH 6,8 degerinden deneyin sonunda pH 6,76 degerine kadar diigmiistiir.

6,86
_ s S
6,84 4 L 2 besiyeri
4 A ,,,,,,,,,, N
6,82
- i A
6,80 2 /
T ] 4
6,78
. A Aaa A
6,76 - Lo A
i ; P. aeruginosa
6,74 - [V — &
- A
6s72 T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Zaman / dakika

Sekil 4.48 Ni-Zn alasimi kaplanmis diskleri igeren steril besiyeri ve bakteri inokiile edilmis
besiyeri ortaminda 5 saat siire ile pH takibi

4.7.2. Ni-Cu alasimmna Pseudomonas aeruginosa bakterisinin neden oldugu korozyon
etkisinin belirlenmesi

Sekil 4.49 Ni-Cu alasgimmin steril besiyeri ve P. aeruginosa inokiile edilmis besiyeri
ortaminda kiitle kaybini gdstermektedir. 5 saat sonunda kiitle kaybi sonuclarina gore
besiyeri i¢cindeki Ni-Cu alagimmin kiitle kayb1 2,0 pg’dir. Bakteri inokiilasyonundan sonra

kiitle kayb1 degeri 1,01 pg olarak bulunmustur.
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Sekil 4.49 Ni-Cu alasgimmin steril besiyeri ve P. aeruginosa inokiile edilmis besiyeri
ortaminda 5 saat siireyle kiitle kayb1

Ni-Cu alagimina korozyon etkisinin belirlenmesi i¢in steril besiyeri ve bakteri inokiile
edilmis besiyerlerinde OCP alinmistir. Buna gore Sekil 4.50°de 5 saat sonunda steril
besiyerinin E,q, degeri -0,61 V iken bakteri inokiilasyonundan sonra besiyeri ortaminin

Eocp degeri -0,60 V olup 5 saat sonunda E ., grafiginde benzer bir desen elde edilmistir.
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Sekil 4.50 Ni-Cu alasimmin steril besiyeri ve P. aeruginosa inokiile edilmis besiyeri
ortaminda 5 saat siiresince OCP degerlerindeki degisim
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Ni-Cu alasiminm 5 saat sonunda steril besiyeri ve bakteri inokiile edilmis besiyeri
ortaminda polarizasyon egrileri Sekil 4.51°de verilmektedir. Buna gore besiyeri i¢indeki
Ni-Cu alagiminin korozyon potansiyeli -0,08 V olarak gozlenmistir. Buna ilaveten, bakteri
inokiilasyonundan sonra korozyon potansiyeli katodik tarafa dogru kaymistwr: -0,16 V.

Elde edilen veriler Cizelge 5.7°de verilmistir.
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Sekil 4.51 Ni-Cu alasgimmin steril besiyeri ve P. aeruginosa inokiile edilmis besiyeri
ortamlarinin 5 saat siiresince polarizasyon egrileri

Cizelge 5.7 Steril besiyeri ve P. aeruginosa inokiile edilmis besiyeri ortamlarinin
polarizasyon egrilerinden hesaplanmis korozyon parametreleri

Steril Besiyeri Inokiilasyon Sonrasi
Ni-Cu Ni-Cu+tP.a
Evor V (vs. Ag/AgCl) -0,08 -0,16
ikor HA 3,72 6,18
Lior (LA/cm?) 18,23 30,29
Anodik Tafel egrisi f, V/dec 0,46 0,67
Katodik Tafel egrisi . V/dec 0.36 0.40
R, Q cm’ 51009 37935,8
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Cizelgede verilen degerlere bakildiginda, bakterinin korozyon potansiyelinde artmaya
paralel olarak korozyon akimi ve korozyon akim yogunlugunda da artig gézlemlenmistir.

Bu veriler bakterinin etkisi ile korozyon hizininda zamanla arttigin1 géstermektedir.

Sekil 4.52 Ni-Cu alasiminin besiyeri ve bakteri inokiile edilmis besiyeri ortamlarinda EIS
ve elektronik devre esdegerini gostermektedir. Verilere bakildiginda Ni-Zn alagiminin
elektronik devre esdegerinin ¢ift tabaka (double layer) ozellik gosterdigi bulunmustur.
Devreye bakildiginda Ry solusyon direnci, R, biyofilm direnci, R yiik transfer direnci
Qcpe ve Qg kapasitdr parametreleridir ve Cizelge 5.8’de hesaplanan sayisal degerleri

verilmistir.

R, degeri: steril besiyerine P. aeruginosa inokiile edildikten 5 saat sonra biyofilm direncini
gostermekte olup direkt mikrobiyal aktivite ile ilgilidir. Cizelge 5.8’e bakildiginda Rp
degeri steril besiyerinde 30,47 k Q cm” iken inokiilasyondan sonra bu degerin azaldig1 ve 5

saat sonunda 5,33 k Q cm® degerine ulastig1 bulunmustur.
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Sekil 4.52 Ni-Cu alasgimmin steril besiyeri ve P. aeruginosa inokiile edilmis besiyeri
ortaminda Nyquist egrileri
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Cizelge 5.8 Ni-Cu alasiminin steril besiyeri ve P. aeruginosa inokiile edilmis besiyeri
ortaminda elektrokimyasal model empedans degerleri

Steril Besiyeri Inokiilasyon Sonrasi
Ni-Cu Ni-Cu+P.a
R,, Q 814,4 832,6
R,, k Q cm’ 30,47 5,33
Re, k Q cm’ 2,91 31,64
Qcpe x 107, Q' cm™ 8,77 7,93
n 0,83 0,72
Qax 107, Q' cm™ 17,78 69,82
n 0,18 0,95

Ni-Cu alasimi ile kaplanmis diskler, besiyeri ve bakteri inokiile edilmis besiyeri
ortamlarinda 5 saat bekletilmis ve sonrasinda SEM ile incelenen yiizeylerin mikrograflari
Sekil 4.53 (a, b, c) gosterilmistir. Sekil 4.53(a) steril besiyerinde 5 saat bekletilen Ni-Cu
alasimi disk yiizeyini gostermektedir. Yiizeyde NiO ve CuO bilesikleri goriilmektedir.
Sekil 4.53(b,c)’de ortama bakteri eklenmis ve 5 saat sonunda yiizeyin gOriintiisii
cekilmistir. Bu mikrografta ¢ubuk seklinde bakterinin Ni-Cu alagimi kaplama yiizeyine
tutundugunu gérmekteyiz. Buna ek olarak bakterinin korozyon etkisi sebebi ile yiizeyde

derin catlaklarin olustugu goriilmektedir.
EDS analizine bakildiginda ise alasim yiizeyinde mevcut oksit yilizdesi besiyeri igeren disk

yiizeyinde %10,3 (Sekil 4.53d) iken yiizeyin bakteri ile temasindan sonra bu oran %88,6
degerine (Sekil 4.53¢) ulagsmistir.
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Sekil 4.53 Steril besiyeri ve P. aeruginosa igeren besiyeri ortaminda 5 saat siire ile
bekletilmis Ni-Cu alagimu ile kapl disklerin a, b, ¢, SEM mikrografi, d, e, EDS spektrumu

Sekil 4.54’de Ni-Cu alasimi kaplanmig diskleri iceren steril besiyeri ve bakteri inokiile
edilmis besiyeri ortammin 5 saat siire ile pH takibiverileri goriilmektedir. Buna gore
baslangicta hem besiyeri hem de bakteri inokiile edilmis besiyerinin pH degeri yaklaik 6,5

iken bu deger 5 saat sonunda steril besiyerinde artis gostermis ve pH 6,7 degerine

119



ulagsmigsken bakterili ortamin pH degeri deney sonunda 6,75 pH degerine kadar
yiikselmistir.
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Sekil 4.54 Ni-Cu alasimi kaplanmig diskleri i¢eren steril besiyeri ve bakteri inokiile edilmis
besiyeri ortaminda 5 saat siire ile pH takibi

4.7.3. Ni-Co alasimina Pseudomonas aeruginosa bakterisinin neden oldugu korozyon

etkisinin belirlenmesi

Ni-Co alagimma P. aeruginosa bakterisinin neden oldugu kiitle kaybinin tespiti i¢in
oncelikle steril besiyeri icerisinde bulunan Ni-Co alagiminin kiitle kayb1 19,86 pg olarak
bulunmustur. Besiyerine bakteri inokiile edildikten sonra ise kiitle kayb1 0,35 pg olarak

bulunmustur (Sekil 4.55).

120



F.aeruginosa

=5
50 4
m 8
-
w400 4

besiyeari

T T T T T T T T T T T 1
o055 10 1.5 20 285 zZzp 25 40 45 S50

Zarmanssaat

L
3

O m ot o o wm o ;oo
1

Sekil 4.55 Ni-Co alagiminin steril besiyeri ve P. aeruginosa inokiile edilmis besiyeri
ortaminda 5 saat siireyle kiitle kayb1

Sekil 4.56’da Ni-Co alasimma P. aeruginosa bakterisinin Eqocp degeri verilmistir. Buna
gore acik devre potansiyeli steril besiyerinde -0,59 V iken bakteri inokiilasyonundan sonra

Eocp degeri degeri -0,58 V olarak bulunmustur.
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Sekil 4.56 Ni-Co alagiminin steril besiyeri ve P. aeruginosa inokiile edilmis besiyeri
ortaminda 5 saat stiresince OCP degerlerindeki degisim
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Sekil 4.57°de 5 saat siiresinde Ni-Co alasiminin steril besiyeri ve P. aeruginosa inokiile
edilmis besiyeri ortaminda polarizasyon egrileri gosterilmistir. Bu egrilere gore besiyeri
icerisinde bulunan Ni-Co alagimmin korozyon potansiyeli -0,082 V olarak gdzlenmistir.
Buna ilaveten, bakteri inokiilasyonundan sonra korozyon potansiyeli katodik tarafa dogru
kaymig ve -0,117 V degerine ulagsmistir. Elde edilen veriler Cizelge 5.9°da verilmistir.
Cizelge 5.9’a gore ixor Ve Ixor degerlerinde korozyon potansiyeline paralel olarak bakterinin

etkisi ile artma gozlemlenmis ve korozyon tepkimesi hizlanmistur.
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Sekil 4.57 Ni-Co alagimmin steril besiyeri ve P. aeruginosa inokiile edilmis besiyeri
ortaminda polarizasyon egrileri

Cizelge 5.9 Ni-Co alagimi i¢in Tafel ekstrapolasyon yontemiyle belirlenen Eyo ve Ikor
degerleri

Steril Besiyeri Inokiilasyon Sonrasi
Ni-Co Ni-Co+P.a

Evor V (vs. Ag/AgCl) -0,082 -0,117

ikor HA 2,55 4,79

Tior (LA/cm?) 13,0 24.4
Anodik Tafel egrisi f,V/dec 0.23 031
Katodik Tafel egrisi . V/dec 0.26 031
R, Q cm’ 9305 6108
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Sekil 4.58 Ni-Co alasimmnin steril besiyeri ve P. aeruginosa inokiile edilmis besiyeri
ortaminda Nyquist egrileri

EIS calismasinda elde edilen Nyquist egrisi Sekil 4.58 ve elektronik devre esdegerine gore
hesaplanan veriler Cizelge 5.10°da verilmistir. Bu g¢aligmada farkli elektronik devre
esdegeri kullanilmigtir. Caligmalarda kullanilan elektronik devre esdegerine Warburg
empedansit eklenmisir. Warburg empedans elemani devre iginde tasmma direncini
gostermektedir. Buna gore kapasitif Nyquist yarim dairesinin capi steril besiyerine gore
bakteri igeren ortamin kapasitif lupundan daha fazladwr. Bakterinin R, degeri steril
besiyerine gore artmig iken R degerinin ise bakterinin etkisi ile korozyonun artmasma

paralel olarak azaldig1 goriilmektedir.

Cizelge 5.10 Ni-Co alasiminin steril besiyeri ve P. aeruginosa inokiile edilmis besiyeri
ortaminda elektrokimyasal model empedans degerleri

Steril Besiyeri Inokiilasyon Sonrasi
Ni-Co Ni-Co+P.a

R,, Q 90,2 832,6
W, Q cm’ 145 448,2

R,, k Q cm’ 0,3 5,33

Re, k Q cm’ 2,93 0,63
Qcpe x 107, QT cm™ 24.9 61,7
n 0,80 0,81

Qax 107, Q' cm™ 53 6,62
n 0,94 0,44
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Sekil 4.59(a)’da Ni-Co alasim ile kaplanmis diskin tiim yiizeyinde besiyerinden kaynakli
olusan oksit tabakasi goriilmektedir. Bakteri inokiilasyonundan sonra aliman mikrograf
Sekil 4.59(b-c)’de goriilmektedir. Mikrograflarda cubuk seklinde bakterinin yiizeye

tutundugu ve parcali yapida biyofilm tabakasi olusturdugu goriilmiistiir.
Sekil 4.59(d) steril besiyerinin 4.59(e)'de ise bakteri inokiilasyonundan sonra yilizeydeki

elemental degisim goriilmektedir. Buna gore besiyerinde oksit orani1 %2,8 iken bu oran

bakteri inokiilasyonundan sonra %11,7 degerine ulagmistir.
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Sekil 4.59 Steril besiyeri ve P. aeruginosa igeren besiyeri ortaminda 5 saat siire ile

(d)

bekletilmis Ni-Co alagimiile kapli disklerin a, b, ¢, SEM mikrografi, d, e, EDS spektrumu

pH calismasi i¢cin Ni-Co alagimi ile kaplanmis diskler elektrokimyasal deneyler ile ayni
sartlara sahip On hazirlik sathasindan gegerek, 5 saat boyunca icinde bulunduklar1
besiyerinin pH’1 takip edilerek tamamlanmistir. Bu calismaya gore her iki ortamin

baslangigtaki pH degeri yaklasik 6.8 iken bu deger sterilbesiyerinde 5 saat sonunda pH

125



6,78 degerine diigmiistiir. Halbuki bakteri igeren besiyeri ortaminda 5 saat sonunda pH

degeri 6,87 degerinden 7,02 degerine ulagsmistir (Sekil 4.60).
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Sekil 4.60 Ni-Co alasimi kaplanmis diskleri i¢eren steril besiyeri ve bakteri inokiile edilmis
besiyeri ortaminda 5 saat siire ile pH takibi
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Tez ¢ahismasinda Ankara ivedik Su Aritim Tesisinden, mikrobiyal korozyon gdzlemlenen
boru sistemlerinden alinan kazint1 ve su drnekleri inokulum olarak kullanilarak igerisinde
metal diskler bulunan siv1 besiyerlerinde zenginlestirilme yapilmistir. Izolasyon galigmalari
sonucunda elde edilen izolatlar korozyon deneylerinde kullanilmak {izere saflastirilarak

stoga alinmustur.

Tez ¢aligmasinin ilk agamasinda, izole edilen ve farkli morfolojik 6zelliklere sahip iki adet
izolatin karakterizasyonu ve tiir diizeyinde tanimlanmas: i¢in 6ncelikle hiicre morfolojisi,
Gram reaksiyon ve sporulasyon gibi 6zellikleri incelenmistir. Buna gére BB bakterisi
Gram-, basil seklinde, koloni morfolojisi olarak kenari dalgali, kabarik ve krem rengidir.
CC bakterisi ise Gram-, basil seklinde, koloni morfolojisi olarak ise kenar1 dalgali, gobekli

ve parlak beyaz renktedir.

Ikinci asamada izolatlar 24 saat boyunca N.B besiyerinde aktiflestirilmis ve 16S rRNA
filogenetik analizlerinin yapilmasi i¢in firmaya gonderilmistir. Analiz sonucunda elde
edilen veriler forward ve revers sekans dizileri National Center for Biotechnological
Information (NCBI) veri tabaninda mevcut referans diziler ile Kkarsilastirilmis.
Karsilastrma sonrasinda tiir diizeyinde belirlenen izolatlardan BB: Aeromonas

eucrenophila ve CC ise Delftia acidovorans oldugu bulunmustur.

Aeromonas eucrenophila: Gram negatif, ¢ubuk seklinde, hareketli, fakiiltatif aerobik,
oksidaz positif ve glukoz-fermantatif bakteridir. Aeromonas cinsi i¢inde bulunan bakteriler
tatl ve tuzlu sularda, kanalizasyon sularinda ve atiksularda bulunur. Bu cinse ait 14 tiir
mevcuttur. Bunlardan sadece 5 tanesinin insanlarda patojen oldugu bilinmektedir (A.
hydrophila, A. veronii, A. caviae, A. jandaei, and A. schubertii) (Ormena vd 2003, Pablos
2009).

Delftia acidovorans: Gram negatif, zorunlu aerob, diiz gubuk veya burgulu ¢ubuk seklinde,
haraketli, oksidaz ve katalaz pozitif, fermantatif olmayan, toprak ve suda bulunan bir

bakteridir (Wenvd 1999). Delftia acidovorans’in polihidroksialkanoati (PHA) akiimiile
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ettigi bilinmektedir (Loo ve Sudesh 2007). Bu duruma ilaveten, bakteri etkili bir sekilde
anilin (Xiao vd 2009) ve diiiron’u (Bazot vd 2007) karbon, azot ve enerji kaynagi olarak
kullanarak biyodegrade edebilmektedir. D. acidovorans siklikla antimikrobiyal ajanlara
kars1 direng gdstermektedir. Dynes vd (2007) yaptiklar1 ¢calismada antimikrobiyal ajan
olarak kullandiklar1 Klorheksidin (CHX) maddesinin bakterinin gelisimini ve dolayisiyla

biyofilm olusumunu etkilemedigini gostermislerdir.

Tez calismasinda kullanilan iiglincli bakteri laboratuvarimizin kiiltlir koleksiyonunda yer
alan ve hakkinda biyofilm olusumu ve EPS gibi 6nemli c¢aligmalarin mevcut oldugu

Pseudomonas aeruginosa isimli mikroorganizmadir.

Pseudomonas aeruginosa: denizsuyu ve endistriyel atiksularda siklikla rastlanan,
korozyon siirecinde 6nemli rol oynadigi bilinen ve biyofilm olusum siirecinde 6ncii olarak
da bilinen bakteridir (Borenstein 1996). Pedersen vd (1988) ve Videla’nin (1996) yaptigi
calismalara gore Pseudomonas sp. organik asit acgiga c¢ikarmasi sebebiyle metal yada
alasimlarda korozyonu arttirmaktadir. Beech vd (1991, 1999) calismasinin sonuglarina
gore, bakterinin salgiladigi EPS yapisina metal katyonlar1 baglanmakta ve metal yiizeyinde
iyonizasyonu arttirmaktadir. Bu durumda metal iyon konsantrasyon hiicresi olugmasini ve

metal yiizeyinin elektrokimyasal 6zelliklerinin degismesine sebep olmaktadir.

Ucgiincii asama; izole edilen ve tiir diizeyinde teshis edilen bakterilerin NCBI gen bankas1
veri tabanina kayit ettirilmesidir. Bu iglem ile tezin amacini da i¢eren mikrobiyal korozyon
gozlemlenmis ortamlardan izole edilen ve korozyon olaymmda 6nemli rol oynadigi
diistiniilen ve elektrokimyasal deneylerle arastirilan mikroorganizmalardan kiigiik ¢apli bir

veri tabani olusturulmasidir.

Izolasyon ve bakterilerin tiir diizeyinde teshisinden sonra elektrokimyasal korozyon
deneylerinde her seferinde tekrarlanabilirligin saglanmasi igin mikroorganizmalar
gelismelerinin en yliksek oldugu eksponansiyel fazdan alinip, kullanilmistir. Bakteriler her
seferinde belirlenen gelisim zamaninda gelistirilmis ve korozyon deneylerinde
kullanilmistir. Bu sebeple ii¢ bakterinin gelisim egrileri her biri liim fazina ulasana kadar

takip edilmistir. Sonugcta elde edilen sonuglara gore; Aderomonas eucrenophila bakterisi en
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yiiksek OD degerine OD: 2,4 degeri ile 24 saat sonunda ulasmistir. Ikinci bakteri Delftia
acidovorans ise OD: 29 degerine 48 saat sonunda ulagmustir. Uciincii bakteri

Pseudomonas aeruginosa ise OD: 3,6 degerine 24 saat sonunda ulasmaistir.

Tez caligmasinda aerobik bakterilerin Nikel alagimlar1 iizerine mikrobiyal korozyon etkisi
arastirilmigtir. Alasim olarak Nikel alasimlarinin secilme sebebi, her tiirlii korozif ortamda
ve yiiksek sicakliklarda mukavemetlerini kaybetmemeleri nedeni ile endiistride birgok
alanda tercih edilmeleridir. Toklugu ve siinekligi ¢ok yiiksek olan, ¢ok iyi korozyon ve
oksidasyon direncine sahip Nikel alagimlar1 tez ¢alismasinin bakteriler ile birlikte temel

¢ikis noktasini olugturmaktadir.

Izolatlarm mikrobiyal korozyon mekanizmalarinin agiklamasi i¢in bakterilerin korozyon
hizina etkisi, kiitle kaybi1 analizi ve elektrokimyasal analizler ile yapilmistir. QCM
caligmasinda, bazi deneylerde, kiitle kayb1 direkt gosterilirken bazilarinda olusan biyofilm
tabakasinin AT-kesimli altin elektrot iizerinde birikmesi ya da alagimin bozulmasi ile agiga
cikan iyonlarin birikmesi sebebiyle frekans artmistir. Bu durum kiitle kaybinin azaldigimi
gostermektedir. Fakat bu konuda yer alan literatiirlerdeki sonuglara bakildiginda, biyofilm
tabakasi altinda korozyon olaymin devam ettigi bilinmektedir (Reipa vd 2006, Kakalis ve
Panayiotou 2011, San vd 2011).

Steril besiyeri ve bakteri inokiile edilmis besiyeri ortaminda 5 saat boyunca bekletilmis
korozyon disklerinin ylizeyi incelendiginde; yiizeyin bakteri, korozyon iiriinleri,
ekzopolisakkarit ve diger birikintilerden olusan birbiyofilm tabakasiyla kaplandig:
goriilmiistiir. Bu tabaka temizlenmeden SEM analizi ileincelenmis ve ST-42 karbon c¢elik
yiizeyinde kapli Nikel alagimlarina aerobik bakterilerin neden oldugu korozyon hasar1
ortaya c¢cikmistir. Yiizeyin genel olarak bozuldugu ve ¢ok sayida cukurcugun ve derin
catlaklarin olustugu goriilmiistiir. Ayrica aerobik izolatlarinin biyokorozyon iizerindeki
etki mekanizmasi hakkinda fikir vermesi agisindan SEM analizinden sonra EDS analizleri

de yapilmustir.

Elektrokimyasal deneylerin siiresi 5 saat olarak belirlenmistir. On caligmalarda bakterilerin

5 saat sonunda ylizeye tutunarak biyofilm olusturmaya basladiklar1 hem ylizey analizleri
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hem de OCP deneylerinde Ey, degerlerinin 5 saat sonunda sabit faza ulagmasi {lizerine

secilmistir.

5.1 Nikel alasimlarima Aeromonas eucrenophila Bakterisinin Korozyon Etkisi

Calismalardan Elde Edilen Sonuc¢larin Degerlendirilmesi

Izole edilen izolatlarm mikrobiyal korozyon mekanizmalarmmbelirlenebilmesi igin
oncelikle QCM yontemiyle kiitle kayb1 caligmalar1 yapilmistir. Ni-Zn alagimmin steril
besiyeri i¢inde kiitle kayb1 12,12 pg iken 4. eucrenophila inokiile edilmis besiyerinde kiitle
kayb1 16,82 pg bulunmustur. Bakterinin alasim yiizeyinde kiitle kayb1 ile mikrobiyal
korozyona neden oldugu goriilmektedir. Bu g¢aligmanin yaninda diger elektrokimyasal
caliymalara bakildiginda steril besiyerinin E,., degeri daha negatif degerde iken bakteri
inokiilasyonundan sonra E,, degeri daha pozitif bir degere kaymistir. Tez ¢aliymasinda
OCP verilerinde benzer motifler elde edilmistir. Bu duruma bakterilerin deneyin basindan
itibaren hizli bir sekilde ylizeye tutunmasi ve biyofilm olusturmasi sebebiyle ylizeyin
yapisinit degistirmesi ve sanki bakteri alagimi korozyondan koruyormus (pseudo-korozyon)
gibi disiiniilmektedir. Polarizasyon verilerine bakildiginda ise ixove Ixordegerlerinin
bakteri etkisi ile arttig1, yiizeyden gegcen akim ve akim yogunlugunun artmasi sonucunda
korozyona sebep oldugu bulunmustur. Bu verileri destekler nitelikte ylizeyde bakterinin
etkisi ile yogun catlak ve cukurcuklar da goriilmiistiir. Mikrograflarda ayrica ¢ubuk
seklinde bakterinin yiizeye tutundugu da mikrograflarda goriilmektedir. SEM c¢aligmasinda
yapilan EDS analizlerine gore ise steril besiyerinde 5 saat bekletilen ylizeyde oksit orani
%4,8 iken bu oran bakteri inokiilasyonundan sonra %28,8’e ulagsmistir ki bu durumda
bakterinin oksijenli solum yapmasi nedeniyle yiizeyde siirekli bir oksijen hiicresi
olusmustur. Bu duruma ilaveten bakterinin pH degerini asidik degerlere indirmesi sonucu

korozyona sebep oldugu diisliniilmektedir.

A. eucrenophila bakterisinin Ni-Cu alagimma korozyon etkisi Ni-Zn alasimin korozyon
davranisindan ¢ok daha farklidir. QCM g¢aligsmasi ile elde edilen kiitle kaybr steril besiyeri
icinde bulunan Ni-Cu alagimi i¢in 2,12 pg iken kiitle kayb1 bakterinin etkisi ile kayb1 2,96
pg olarak bulunmustur. Polarizasyon egrilerine bakildiginda bakteri hem Ey, hem ik ve
Ixor degerlerinde negatife dogru artma ve sonugta korozyonun artmasina sebep olmustur.

EIS analizinden elde edilen sonuglarda ise bakterinin etkisi ile R, degerinin arttig1 fakat
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yiik transfer direncinde bakterinin varliginda korozyon {iiriinlerin artmasindan kaynakl bir
artis saptanmustir. Bu durumu destekler nitelikte Qcpr degerinde azalma ile ylizeyin
bozuldugu sonucuna ulagilmaktadir. SEM analizinde Ni-Cu ylizeyi tamamen ¢atlaklarla
doludur. Bunun yaninda biiytiklii kiigiiklii cukurcuklar da olusmustur. Ni-Cu alagiminda
yer alan Cu elementinin bakterilere toksik etki gosterdigi (Sungur ve Cotuk 2011)
bilinmekte ikenA. eucrenophila bakterisi Ni-Cu alagimindan etkilenmemis ve siddetli bir
bi¢cimde mikrobiyal korozyona sebep olmustur. Sonug olarak bakteri baslangic pH degerini
7,02 degerinden 5 saat sonunda pH 5,98 degerine kadar diismiistiir.

Ni-Co alasim kaplamasina 4. eucrenophila bakterisinin korozyon etkisine bakildiginda ise
bakterinin Ni-Zn ve Ni-Cu alagimlarina gore daha farkli bir etkiye sebep olmustur. Steril
besiyerinde bulunan Ni-Co alagiminin kiitle kaybi bakterili ortamda bulunan alagim
kaplamasinin kiitle kaybindan 20 kat daha fazladwr. Bu duruma ilaveten, akim ve akim
yogunlugu degerleri steril besiyeri i¢cinde bulunan Ni-Co alagiminda bakterili ortama gore
daha fazladir. Elektrokimyasal model empedans degerlerinden R degeri de besiyerinde en
diisiik degere ulagsmigtir. SEM analizi ile az miktarda ylizeye tutunmus cubuk seklinde
bakteri, yogun olmayan ¢ukurcuk ve catlaklar gézlenmistir ki pH degeri az bir degisimle
pH 6,8 degerinden pH 6,5 degerine ulagmustir. Bu durumda bize A. eucrenophila
bakterisinin Ni-Co alagimina mikrobiyal korozyon etkisinin diger alagimlara gore daha az
oldugunu gostermektedir. Civa (Hg) tiim bakteriler i¢in en toksik komponent iken civay1
(Hg) kobalt (Co) ve sonrasinda kadmiyum (Cd) takip etmektedir. Bu durumda Ni-Co
alasimi anti-fouling 6zellik gostermektedir. Yani bakterilerin gelismesini engeller ve
metal/alagim yiizeylerinde tutunmasini engelleyebilmektedir (Stott 2010). Sonug olarak A.
eucrenophila bakterisinin Ni-Co alasimindan etkilendigi ve yiizeyinde tutunup, diger

alagimlardaki gibi gelisemedigini gostermektedir.

5.2 Nikel alasimlarina Delftia acidovorans Bakterisinin Korozyon Etkisi

Calismalardan Elde Edilen Sonuc¢larin Degerlendirilmesi

Tez ¢alismasimin orijinalligini olusturan mikrobiyal korozyon gdzlemlenmis ortamlardan
izole edilen bakterilerin Nikel alasimlarina korozyon etkisinin incelenmesi ¢aligmasi i¢in
izole edilen ikinci bakteri Delftia acidovorans bakterisi olarak bulunmustur. Kiitle kayb1

calismasinda steril besiyeri i¢ginde bulunan Ni-Zn alagiminin kiitle kayb1 12,9 g iken D.
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acidovorans igeren besiyeri ortaminin kiitle kaybi 18,6 pg bulunmustur. Polarizasyon
egrilerinde Eyo degerini -0,3 V negatife kaydirmis olsa da korozyon akimi ve korozyon
akim yogunlugu degerlerinin ¢ok yakin degerler oldugu bulunmustur. EIS degerleri
bakterinin Ni-Zn alasim kaplamasma korozyon etkisini daha acgik bir sekilde
gostermektedir. Bakterinin etkisi ile R, degeri artmis, Ry degeri azalmis ve bakterinin
korozyon hizint arttirict rol oynadigir bulunmustur. Bu durumu destekler nitelikte SEM
mikrograflarma bakildiginda bakterinin etkisi ile olusan yogun catlaklar ve ¢ukurcuklar
goriilmektedir. Ayrica bakterinin ylizeye adezyonu ve olusturmaya basladigi biyofilm
pargalar1 goriilmektedir. Bu bakterinin olusturdugu biyofilm tabakas1 ve pH degerinin 0,8

degerinde azalmasi ile korozyona sebep oldugu diistiniilmektedir.

Elde edilen sonuglara gore D. acidovorans bakterisinin Ni-Cu alasimina korozyon etkisi
farkli bir desen ¢izmistir. Steril besiyeri i¢gindeki Ni-Cu alagiminin kiitle kayb1 2,12 pg iken
bakteri inokiilasyonundan sonra hizli bir kiitle kayb1 goriilmiis ve alagimin ¢ézlinmesinden
sonra kiitle artmaya baslamis ve deneyin sonunda sabit faza ulasmistir (2,01 pg). QCM
calismasinda siklikla karsilasilacak durumlardan biride oncelikle kiitlenin azalmaya
baslamasi ve sonrasinda yiizeyde biriken metal/alasim iyonlarmin veya olusan biyofilm
tabakasinin ylizeyde birikerek frekans: kiitle artis1 seklinde yorumlanmasidir. Fakat kiitle
kayb1 analizini tek basina degerlendirmek yanlis olur. Bu sebeple polarizasyon egrilerine
bakildiginda korozyon potansiyeli degerinin anodik tarafa dogru kaydigi ve bu duruma
paralel olarak ix.ve Ixrdegerlerinin bakteri inokiilasyonundan sonra azaldigi sonucuna
ulagilmistir. EIS analizi sonuglarina gore R, degeri artarak sanki bakterinin Ni-Cu alagim
kaplamasini korozyondan koruyormus gibi degerlendirilmesine sebep olmaktadir. Fakat bu
tez calismasinda elde edilen veriler ve benzer literatiirler 15181inda aslinda olusan biyofilm
tabakasinin alt tarafinda korozyonun devam ettigi diisiiniilmektedir. Eger bakteri korozyon
inhibisyonuna sebep olsa yiizeyde herhangi bir degisim goriilmemeliydi. Buna ragmen
SEM mikrograflarma bakildiginda D. acidovorans bakterisinin inokiilasyonundan sonra
yiizeye tutundugu ve yiizeyde oldukca siddetli catlaklar olusturdugu goriilmektedir. Bu
mikrograflarda bakterinin olusturdugu parcali biyofilm yapisi da belirgindir. Bakterinin Ni-
Cu alagimi yiizeyinde olusturdugu biyofilm tabakast ve pH degerinin azalmasi

mekanizmasi ile mikrobiyal korozyona sebep oldugu diistiniilmektedir.
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Bir diger alasim olan Ni-Co alasimi i¢in polarizasyon egrilerine bakildiginda Ni-Co
alasimmin Ey,, degeri bakteri inokiilasyonu ile yaklasik -0,6 V katodik tarafa kaymis fakat
korozyon akimi ve korozyon akim yogunlugu degerlerinde kayda deger bir degisim
gozlemlenmemistir. Kiitle kaybi deneylerine bakildiginda ise steril besiyerinde Ni-Co
alasimmin kiitle kayb1 19,86 pg iken bakteri iceren besiyeri ortaminda Ni-Co alagiminin
kiitle kayb1 3,61 pg olarak bulunmustur. Bu durum SEM analizi ile agiklanabilir. SEM
mikrograflarma bakildiginda D. acidovorans bakterisinin Ni-Co alagim kaplamasi tlizerinde
yogun bir biyofilm tabakasi olusturdugu goriilmektedir. Yogun biyofilm tabakasi olusumu
kiitle kayb1 ¢aligmasinda elektrot iizerinde birikerek frekans artigina sebep olmustur. Tiim
elektrokimyasal ve ylizey analizlerinin birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir. Buna gore
EIS analizinde Nyquist egrileri bakterinin korozyona sebep oldugunu ve egrilerden elde
edilen verilerde R, degerinin inokiilasyondan sonra steril besiyerine gore oldukga arttig1 ve
bu duruma ilaveten R degerinin bakteri inokiilasyonundan sonra azaldigi sonugcta
korozyon hizini arttirdig1 sdylenebilir. D. acidovorans bakterisi Ni-Co alagimi iizerinde
SEM mikrograflarinda goriildiigii {izere yofun biyofilm yapist olusturmustur. Bu
caligmada farkli bir durum da SEM analizi sonunda yapilan EDS analizinde elde edilmistir.
EDS analizine gore steril besiyeri i¢indeki Ni-Co alagiminin oksit yiizdesi %2.88 iken bu
deger bakteri igeren besiyeri ortaminda %30,3 degerine ulagmistir. Bu oran tez ¢aligmast
icinde elde edilen en yiiksek oksit yiizdesi degeridir. Bakteri Ni-Co alasimi yiizeyinde
oksijen konsantrasyon hiicresi olusturmustur. Ayrica pH degeri tiim tez caligmasi iginde

elde edilen en diisiik deger olan pH 5,91 degerine diismiistiir.

5.3 Nikel Alasimlarina Pseudomonas aeruginosa Bakterisinin Korozyon Etkisi

Calismalardan Elde Edilen Sonuc¢larin Degerlendirilmesi

Ni-Zn alasimina P. aeruginosa bakterisinin korozyon etkisi caligmalarindan oncelikle
QCM caligmalar1 sonuglarma bakildiginda, Ni-Zn alagiminin steril besiyeri i¢inde kiitle
kayb1 12,12 ng iken Pseudomonas aeruginosainokiile edilmis besiyerinde kiitle kaybi1
12,10 pgbulunmustur. Bakterinin Ni-Zn alagimina korozyon etkisinin kiitle kayb1 degeri
steril besiyerine gore kayda deger bulunmamistir. Sonrasinda, polarizasyon egrilerine
bakildiginda ise 5 saat sonunda bakteri Ex, degerinianodik tarafa dogru kaydirmistir. Bu
duruma ilaveten, korozyon akimi ve korozyon akim yogunlugu verileri besiyerine gore

daha diisiikk oldugu sonucuna ulasilmistir. Bu durumda bakterinin korozyona sebep
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olmadig1 diisiiniilebilir. Fakat korozyon ¢alismalari i¢in 6nemli analiz yontemlerinden olan
EIS analizinde ise elektrokimyasal model empedans degerlerinden R degeri bakterinin
etkisi ile azaldigi ve sonugta korozyonu arttirdigi sdylenebilir. SEM mikrograflarinda P.
aeruginosa bakterisi Ni-Zn alagimi {lizerinde biyofilm olusumu saptanmamig fakat 5 saat
sonunda bakterinin etkisi ile olusan yogun ¢ukurcuklar goriilmiistiir. Bakteri Ni-Zn alagimi

yiizeyini tamamen degistirmistir.

P. aeruginosa bakterisinin Ni-Cu alasimima korozyon etkisi verilerine gore steril besiyeri
icindeki Ni-Cu alagimimnin kiitle kayb1 2,0 pg iken bakteri inokiilasyonundan sonra kiitle
kayb1 degeri 1,01 pg olarak bulunmustur. Polarizasyon egrilerinde bakteri hem korozyon
potansiyel degerini hem korozyon akimi hem de korozyon akim yogunlugunu iki kat
negatif degerlere kaydirmistir. Bu durum SEM mikrograflar1 ile de dogrulanmaktadir.
Mikrograflarda Ni-Cu alasmmi ylizeyine c¢ubuk seklinde bakterinin tutundugunu
gormekteyiz. Buna ek olarak bakteri korozyon etkisi sebebi ile ylizeyde derin ¢atlaklar
olusturmustur. Cu mikroorganizmalar i¢in anti-fouling 6zellik gostermektedir (Ytreberg vd
2010). Buna ragmen P. aeruginosa bakterisi yiizeye tutunmus ve Ni-Cu alagiminin

morfolojik yapisini etkilemistir.

Tez calismasi kapsaminda Pseudomonas aeruginosa bakterisinin Ni-Co alasimina
korozyon etkisine bakildiginda ise, steril besiyerinde bulunan Ni-Co alasiminin kiitle kayb1
19,86 ng iken bakteri inokiile edildikten sonra ise kiitle kayb1 0,35 pg olarak bulunmustur.
Bu durumda bakterinin korozyona neden olmadigi diisliniilebilir. Fakat mikrobiyal
korozyon mekanizmasini tiim elektrokimyasal teknikler, kiitle kayb1 calismasi ve yiizey
analizleri ile bir biitiin olarak belirlemek gerekmektedir. Polarizasyon egrilerine
bakildiginda bakterinin hem korozyon akimmi hem de korozyon akim yogunlugu
degerlerini 2 kat arttirdi1 dolayisiyla korozyonu da arttirdigi sonucuna ulagilmaktadir. EIS
analizi ile elde edilen veriler polarizasyon egrilerinden elde edilen verileri destekler

niteliktedir. Bakterinin etkisi ile R, degeri artarken, Rdegeri azalmustir.

Mikroorganimalar metal/alasim ile elektrolit ara yiizeyinde elektrokimyasal kosullarin
degismesi ile mikrobiyal korozyona neden olurlar. Bu degisim; bolgesel korozyon, genel
korozyon ya da korozyon inhibisyonuna sebep olur. Giiniimiizde mikrobiyal genomik ve

mikrobiyal —molekiiler ekoloji  alanlarindaki  gelismeler sayesinde korozyon
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mekanizmasinda rol oynayan bakterilerin Ozellikleri ve dolayisiyla kullandiklari
substratlarin 6zelliklerine ulagilmaktadir. Bu avantajlar sayesinde daha agiklanmayan

biyokimyasal yolaklarin da agiklanabilme olasilig1 bulunmaktadir.

Bilindigi lizere mikrobiyolojik korozyon ve sonrasindaki siirecler tek bir mekanizma ile
aciklanamaz. Mikrobiyolojik korozyon olay1 6zellikle su ile ilgili ¢evrelerde (endiistriyel
yapilar, enerji iretim tesisleri, petrokimyasal sanayi ve kagit sanayi) ciddi giivenlik
sorunlar1 ve ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Bu sebeple mikrobiyolojik korozyon

arastirmalar1 ¢ok onemli bir arastirma alani haline gelmistir.

Bu alanda tez calismasinin da kapsaminda olan korozyon mekanizmasinda yer alan
mikroorganizmalarin identifikasyonu ve mikrobiyolojik korozyon olusumu i¢in gerekli
spesifik kosullarin incelenmesi major arastirma alanlarini olusturmaktadir. Bu c¢aligmalar
ile elde edilen sonuglar biyokorozyondan korunma caligmalarina Onciilik etmesi

beklenmektedir.

Mikrobiyolojik korozyonarastirmalarinda anaerobik bakterilerin yol actigi mikrobiyal
korozyon literatiirde pek ¢ok calismanin konusu olusturmaktadir (Crombie vd 1984,
Weimer vd 1988, Czechowski vd 1990, Fonseca vd 1998, Feio vd 2000, Rao vd 2005,
Padilla-Viveros vd 2006, Liu vd 2009, Dong vd 2011, Beale vd 2012). Fakat aerobik ve
farkli tip bakterilerin izolasyonu ve korozyon etkilerininarastirilmasi bugiin ve gelecekte

disiplinler aras1 bir inceleme alani olusturacaktir.

Tez c¢aligmasinda, endiistriyel sistemlerde siklikla kullanilan Nikel alagimlarinin
mikrobiyal korozyon mekanizmalar1 ve biyokorozyonundan korunma g¢ercevesinde teorik

bilgi eldesinin saglanmasi amaglanmustir.
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The corrosion behavior of Ni-Cu alloy in Nutrient Broth medium (peptone from meat 5.0 g, meat extract
(N source) 3.0 g, and sodium chloride 6.0 g in 1 L) and in the presence of Aeromonas eucrenophila, isolated
from water treatment system, has been studied using electrochemical techniques. Results showed that
the polarization curves exhibiting a cathodic shift of the corrosion potential confirmed the increase in
the corrosion rates. According to EIS data lower Qcpg value for 5 h indicates surface inhomogeneity result-
ing from surface metal roughening, which is the likely cause of the enhanced dissolution of the metal also
observed in SEM micrographs. In addition, the pH values of the medium did not change throughout the
experiment; however, after immersion the pH value decreased to acidic value and caused corrosion.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Due to their corrosion resistance, mechanical ductility, excellent
electrical and thermal conductivity, Ni-Cu alloys are used exten-
sively as pipelines and structural materials [1-3]. Nevertheless,
Ni-Cu alloys are sensitive to microbiologically-influenced corrosion
[4]. Microbial communities rapidly colonize and strongly adhere to
metal surfaces that are in contact with natural or industrial aquatic
environments, known as “biofilms”. Biofilm formation protects
microbial cells from the external environment, but this formation
is also harmful to the lower substratum, in case of the physical deg-
radation or bio-deterioration of the metal surface. This situation is
called microbiologically influenced corrosion (MIC) or bio-corrosion
[5-7]. The most widespread problems from microbial biofilm’s cor-
rosive tendencies in systems are damaging expensive equipment,
loss of production and increased maintenance costs [8,9]. Therefore,
the determination of how aerobic and anaerobic bacteria influence
the corrosion behavior of metals and alloys is significant, as it may
provide helpful insights in controlling bio-corrosion and MIC in
aquatic environments. One of the bacterium isolated from water
sample of the water treatment system was Aeromonas eucrenophila,
a Gram-negative, rod shaped, mainly motile, facultative anaerobic,
oxidase positive and glucose-fermenting bacterium. Aeromonas
spp. is ubiquitous in aquatic environments, such as fresh and coastal
water, sewage and wastewater. Among the 14 species currently
belonging to this genus, only five (A. hydrophila, A. veronii, A. caviae,

* Corresponding author. Tel.: +90 312 212 67 20; fax: +90 312 223 23 99.
E-mail address: gdonmez@ankara.edu.tr (G. Dénmez).

0010-938X/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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A. jandaei, and A. schubertii) are recognized as human pathogens
[10,11].

The present study examines the influence of A. eucrenophila on
the corrosion behavior of Ni-Cu alloy in Nutrient Broth medium
using electrochemical techniques. In addition, scanning electron
microscopy (SEM) and energy dispersive X-ray spectra (EDS) analy-
sis were used in this study to examine the surfaces after the
corrosion measurements. Changes in the pH level were followed
using exponential phase bacterium. The surface biofilm and scraped
surface biofilm was also examined using FT-IR spectroscopy.

2. Experimental method

This study was performed using pure cultures of the A. eucreno-
phila isolated from water samples taken from the microbiologically
corroded water treatment system. Samples were spread on Petri
plates containing Nutrient Agar medium. The composition of the
N. Agar medium is peptone from meat 5.0 g, meat extract (N source)
3.0 g, sodium chloride 6.0 g and agar 15 g in 1 L. Plates were incu-
batedat30 + 1 °Con arotary shaker at 100 rpm (New Brunswick Sci-
entific Innova 4230) for 7-10 days. Cells from the micro-colonies
were isolated and purified on these plates by streaking the cells
repeatedly on the N. Agar medium plates. The isolated bacterium
was characterized on the basis of 16S rRNA sequences and submitted
to NCBI under Accession No. GQ466170[12]. Pure cultures were kept
at 4 °C and transferred them to N. Agar medium every 3 months.

The bacterium was cultured for 24 h in a 100 mL Erlenmeyer
flask containing 20 mL of the N. Broth medium on a rotary shaker
(30 £1°C, 100 rpm). Cultured bacterium was centrifuged at 5000g,
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10 min (Hettich EBA12), and then used for bio-corrosion experi-
ments. A 1% v/v 24 h bacterial culture (ODggp ~2.4) was used for
all experiments to ensure reproducibility [13].

The bacterium density was calculated by measuring optical
density (OD) at a wavelength of 600 nm with a UV-vis spectropho-
tometer (SHIMADZU, UV-1201V, Japan). Cell number calculation
was based on the standard calibration with the assumption that
an OD value of 1.0 is equivalent to ~10° cells/mL. The growth curve
of bacterium was determined from the OD measurements. The
exponential phase was achieved after 24 h with an OD value of
approximately 2.4.

Electrochemical measurements were carried out in a conven-
tional three-electrode cell with a capacity of 4 mL. The OCP, polar-
ization curves and EIS were measured using CompactStat
Potentiostat (IviumStat, The Netherlands). The EIS measurements
were carried out at 5mV (root mean square) applied voltage at
sinusoidal wave in the frequency range of 20 kHz-50 mHz. The
EIS measurements were conducted at the end of OCP 5 h which
was enough for biofilm formation. The Tafel polarization curves
were obtained by scanning from the open circuit potential towards
200 mV anodically and cathodically at a scan rate of 1 mV/s. The
QCM measurements were carried out in a Model 400A time-re-
solved quartz crystal microbalance (CH Instrument, USA) linked
to a computer equipped with electrochemistry software
(CHI400A). The working electrode used in QCM was gold AT-cut
quartz crystal (CHI125A). The surface area of a gold crystal was
0.204 cm? and its nominal resonant frequency was 7.995 MHz.
ST-42 carbon steel with a surface area of 0.204 cm? was also used
as a working electrode in other electrochemical studies. The Ag/
AgCl (sat. KCl) electrode (CHI111) was used as the reference elec-
trode and a platinum wire (CHI115) was used as counter electrode
for all experiments. Ni-Cu alloy was electrodeposited from a nick-
el-copper bath containing NiSO4.7H,0 (86 g/L), NiCl,-6H,0
(1.46 g/L), H3BO3 (2.64 g/L) and CuS04-5H,0 (3.84 g/L). The same
thickness for all coatings, electrodeposition was performed chro-
noamperometrically and applied —0.9 V (vs. Ag/AgCl) to the elec-
trolysis system for 60 s during the Ni-Cu coatings, respectively.
The Ni and Cu contents of the deposit were also verified with atom-
ic absorption spectrophotometer. So, the yield of coating for bath
content was assumed as 100%, the coated Ni-Cu ratio was calcu-
lated as 1.2:1 (w/w). Using the bathing solution explained, we elec-
troplated the Ni-Cu thin film with a thickness of approximately
100 nm on one side of the quartz crystal electrodes. Data acquisi-
tion software was used to record the mass change. Frequency
change, Af, was converted into the mass variation, Am, using the
Sauerbrey equation [14]:

 2fgnAm
Avpp

where fy is the resonant frequency of the fundamental mode of the
quartz resonator, n is the harmonic number of the oscillation (here
n=1), A is the piezoelectrically active surface area, p is the quartz
crystal density (p =2.684 g/cm®) and u is the shear modulus of
quartz (u=2.947 x 10" g/cm s®). The theoretical thickness (T,
cm) of the deposits was calculated from Am/p (density g/cm?).

To investigate the changes in the pH level, we carried out corro-
sion of Ni-Cu alloys experiments into laboratory conditions. To
compare the influence of the bacteria, pH changes in medium
and medium inoculated with bacterium were measured 300 min
after inoculation, corresponding to the OCP time.

Surface morphology of the Ni-Cu discs was examined using
Scanning Electron Microscopy and performed elemental analysis
with Energy Dispersive X-ray Spectra (JEOL JSM-7000F Field Emis-
sion SEM-EDAX). Disc surfaces containing biofilm was analyzed
using FT-IR spectroscopy through an Affinity-1 model equipped

Af =

with ATR (Shimadzu, Japan). Measurements of the Ni-Cu coated
steel discs were made in the medium and the 5 h inoculated med-
ium and 7 day inoculated medium in a 20 mL glass flask containing
4 mL Nutrient Broth medium inoculated with 10 pL bacterium. At
the end of 5 h, the disc was fixed in the sample holder and then
analyzed. We also analyzed the disc containing EPS at the end of
7th day by scratching and drying the disc in the air.

3. Results and discussion

The corrosion potentials of Ni-Cu electrodes exposed in med-
ium and inoculated medium were shown in Fig. 1. The Egcp value
of the Ni-Cu alloys in the medium with bacterium (—0.60V (vs.
Ag/AgCl)) showed a lower OCP than the medium (-0.59V (vs.
Ag/AgCl)). The figure shows that the corrosion potential curves be-
tween the electrodes exposed in the medium with bacterium and
without bacterium are different tendency. In the A. eucrenophila
containing medium, that is concurrently connected to the corrod-
ing surface, most probably due to a biofilm formation [15]. On
the other hand, QCM is capable of detecting small mass changes
in the region of ng/cm? under controlled electrochemical condi-
tions in aqueous solutions [16-18]. Fig. 2 shows the results of an
experiment where the change of the resonance frequency of a
quartz crystal was monitored continuously during the corrosion
process for 5 h onto the gold surface of the crystal. The negative
slopes of the mass vs. time curves, as shown Fig. 2, are proportional
to the corrosion rate, decreases slightly over this period. At the end
of 5th h the mass loss of the medium was —2.12 ng, while the mass
loss of the inoculated medium was —2.96 pg. It was clear that the
medium inoculated with A. eucrenophila was more corrosive.

The polarization curves of the Ni-Cu electrodes immersed in the
medium and inoculated medium after incubation periods of
60 min and 5 h are shown in Fig. 3. Values of the electrochemical
corrosion parameters (corrosion potential, Ec,; corrosion current,
icorr; cOrrosion current density, I.o.; anodic Tafel slope, B,; cathodic
Tafel slope, f.) are shown in Table 1. After being immersed in med-
ium for 5 h, we observed that the corrosion potential of Ni-Cu elec-
trodes was —0.59 V (vs. Ag/AgCl). However, the corrosion potential
of Ni-Cu electrodes in the medium inoculated with the bacterium
for 60 min shifted to cathodic site, —0.63 V (vs. Ag/AgCl) means the
increased rate of corrosion. At the end of 5 h, the corrosion poten-
tial of the biofilm formation shifted to anodic site, —0.60 V (vs. Ag/
AgCl). In addition increase of corrosion current and corrosion cur-
rent densities with an increase in incubation time, which means
the increased rate of corrosion and the pitted and creviced surface.
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Fig. 1. Variation of OCP of Ni-Cu electrodes immersed in sterile medium and
Aeromonas eucrenophila inoculated medium.



2218 N.O. San et al./Corrosion Science 53 (2011) 2216-2221

0.5

Am x10°® g

A. eucrenophila

-3.0 A

T T T T T T 1
9000 12000 15000 18000
Time /s

T T T T
0 3000 6000

Fig. 2. Time dependence of mass changes of Ni-Cu electrodes in sterile medium
and Aeromonas eucrenophila inoculated medium, at the room temperature.
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Fig. 3. The polarization curves of Ni-Cu alloy in sterile medium and Aeromonas
eucrenophila inoculated medium.

Table 1
The corrosion parameters determined from the Tafel plots for Ni-Cu alloy in the
sterile and A. eucrenophila inoculated medium.

Sterile medium After inoculation

5h 60 min 5h
Ecorr V vs. Ag/AgCl -0.59 -0.63 —0.60
icore (MA) 0.59 0.51 0.77
Ieorr (MA/cm?) 2.89 2.50 3.77
Anodic tafel slope B, (V/dec) 0.08 0.12 0.06
Cathodic tafel slope . (V/dec) 0.27 0.34 0.17
Ry, (Q cm?) 93,247 16,4591 55,615

Fig. 4 shows the EIS and equivalent circuits used in the analysis
of Ni-Cu alloy in both the medium and in the inoculated medium.
We obtained the impedance graphs for the Ni-Cu alloys fitted dou-
ble-layer equivalent circuits through exposing them to various
experimental conditions. Based on the equivalent circuit, the EIS
data fit well with the parameters by using EIS Spectrum Analyzer
(Beta version) [19]. In the circuit, R is the resistance of solution,
R, is the resistance of inhibitor film pore and R is the resistance
of charge transfer. Qcpr and Qg are the CPE parameters for the

4.0
3.5 1 Q,

3.0 1 P A. eucrenophila 5h

2.5

| medium
2.0 1

-Z"/ k Qcm?

A. eucrenophila 60min

. . —
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0
Z'/kQcm?

Fig. 4. The EIS and equivalent circuit of Ni-Cu alloy in the sterile medium and
Aeromonas eucrenophila inoculated medium.

inhibitor film and the double layer. The fitting parameters of the
EIS for Ni-Cu alloys in the medium and A. eucrenophila inoculated
medium were shown in Table 2. The inspection of Ry, related to the
resistance of the biofilm formed upon the surface, shows an in-
crease from 347.3 Q cm? in the medium to 738 Q cm? after 5h
inoculation. After a certain time, the increase in R, values may be
attributed to the increased porosity of the biofilm. The increase
in the charge transfer resistance value at the 60th min and 5th
hour is due to the build-up of corrosion products on the alloy’s sur-
face in the bacterium'’s presence. In this context, we can use Qcpg as
the measure of surface inhomogeneity, with its decrease connected
with a certain increase at surface metal roughening [20-22]. The
lower Qcpg value for 5 h indicates surface inhomogeneity resulting
from surface metal roughening, which is the likely cause of the en-
hanced dissolution of the metal.

Fig. 5a shows the SEM images of the Ni-Cu disc surfaces im-
mersed in the medium for 5 h. The NiO and CuO components can
be seen clearly. Previously, the toxicity of copper to microorgan-
isms has led to the opinion that Ni-Cu alloys have anti-fouling
properties [23]. Nevertheless, microorganisms, including bacteria,
microalgae and fungi, can easily attach themselves to the surface
of Ni-Cu alloy by producing extra-cellular polymeric substances
to develop a slime layer [24-26]. In addition pitting and crevice
corrosion existed on the surface of alloy in the sterile medium be-
cause of sodium chloride is one of the mediums content.

As displayed in Fig. 5b after 5 h of immersion in the medium
with bacterium, we partially covered the Ni-Cu surface with clus-
ters of microbial cells, extra-cellular polymeric substance (EPS) and
metabolism products. In addition, in Fig. 5¢ and d, more pitting and

Table 2
Electrochemical model impedance parameters of the Ni-Cu alloy in the medium and
A. eucrenophila inoculated medium.

Sterile medium After inoculation

5h 60 min 5h

Rs 3921.2 3144.8 4505.2
R, (@ cm?) 347.3 594.3 738

Ret (Q cm?) 18.6 20876 40,600.3
Qepe x 107° (Q T em™2) 58.5 32 46.8

n 0.73 0.78 0.71

Qai x 107 (@ 'cm™2) 31 59 33.9

n 0.95 0.86 0.88
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crevice corrosion were observed on the surface of the inoculated
medium than on the surface of the medium.

EDS was used for obtain elemental information from the corro-
sion products of some typical areas on the surface of the alloy. In
the end of the SEM analysis, the oxide percentage of the alloy sur-
face exposed with the medium was 10.4% (Fig. 5a) whereas the al-
loy surface exposed to the medium with bacterium was 13.1%
(Fig. 5b). We conclude that A. eucrenophila caused the increase in
the oxide percentage due to aerobic respiration.

Possible groups located in EPS structure are polysaccharides,
proteins and hydrocarbons. Fig. 6 shows the FTIR spectrum of bio-
film (a) and EPS (b). The peak assignments are listed in Table 3. As
seen in the figure, the biofilm formed at the end of 5 h, and scraped
EPS in the 7th day had the same FTIR pattern. Presence of OH
groups is indicated by their stretching modes at 3273 cm~'. The
weak peaks at 2935 and 2873 cm™! are due to aliphatic C—H and
CH, stretching modes. In the case of C=0 (amid I), and C—N (amid
1), two peaks were observed at 1637 and 1538 cm™!, respectively.
Additionally the sharp peaks of polysaccharides are attributable to
C—0, P=0, or C—0—C, an observation which is compatible with the

Transmittance (%)

2219

T T T T T T
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100 +
biofilm
95
90
85

T T T T T T T T T T T T v
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber (cm™)

Fig. 6. FT-IR spectrum of (a) biofilm and (b) EPS.
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Table 3
Relative compositions of model constituents.

Wavenumber Band assignment
(cm™1)
Region
Hydrocarbons 3273 O—H stretch
2935 CH, asymmetric stretch
2873 CH, symmetric stretch
Proteins 1637 C=0 of amide I
1538 C—N of amide II
Polysaccharides 1386, 1307 C—O0 from carboxylic acid
1224 P=0
1045 C—0, C—0—C stretch from

polysaccharides

7.2 4

7.0

6.8 medium

6.6

pH

6.4 1 A. eucrenophila

6.2

6.0

58 T T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Time / min

Fig. 7. pH changes of the (a) medium, (b) medium with bacterium.

literature [27,28]. The peaks appear at 1382, 1224 and 1045 cm™!,
respectively.

From Fig. 7, in the beginning, both the medium and the inocu-
lated medium pH values were approximately the same (7.02).
The pH values of the medium did not change throughout the
experiment; however, after immersion in the medium with bacte-
rium for 5 h, the pH value decreased to acidic value to 5.98. The
probable cause of this change is due to the metabolism product
produced by bacterium. To support this results Pope et al. [29] re-
ported that the microbiological products, such as carbon dioxide,
hydrogen sulfide, ammonia, organic and inorganic acids, metabo-
lites that act as depolarizers and sulfur compounds, contributed
to the attack on Ni-Cu alloys.

4. Conclusions

In this study, Ni-Cu alloy was electroplated using chronoamp-
erometric technique. Bacterium was isolated from water samples
and characterized on the basis of 16S rRNA sequences. To investi-
gate the influence of the bacterium against Ni-Cu alloy coatings,
various electrochemical and microscopic techniques were used.
This study provided the first look into A. eucrenophila on the role
of corrosion process on Ni-Cu alloy. The following conclusions
could be drawn on the basis of the presented results and
discussion:

First, the corrosion potential of the Ni-Cu alloy reached the
minimum value when the electrode had been exposed for 5 h in

the medium; however, after 60 min of immersion in the medium,
the corrosion potential increased gradually, reaching the break-
away potential and leading more easily to corrosion. However, at
the end of 5 h, the corrosion potential for the inoculated medium
began to decrease.

Second, it is found that this bacterium is aerobic former and often
grows in a patchy distribution over the alloy surface and excludes
oxygen via respiration; thereby creating oxygen concentration cells
or ion concentration cells.

Result showed that A. eucrenophila attached and formed a bio-
film layer on the Ni-Cu alloy surface and the presence of possible
acidic groups in the EPS increases the corrosion of Ni-Cu alloys by
lowering the interfacial pH [30].
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water pipe system, has been studied using electrochemical techniques. According to EIS

data, the low R values of Ni-Cu alloy coatings after bacteria incubation indicated that

the metabolic products maybe accelerate corrosion. In addition the pH values of the med-

ium did not change throughout the experiment; however, after immersion the pH value
: . decreased for two bacteria and caused corrosion. These situations were verified with crev-

Failure analysis . . . .

Microbially Influenced Corrosion (MIC) iced corrosion with SEM analysis. X .

Nickel-copper alloy coatings © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Adhesion of bacteria and formation of biofilm commonly exist both in natural environments and industrial processes [1].
The biofilm which was a heterogeneous structure and the attached bacteria form complex biological systems that can cause
several chemical changes at the metal/biofilm interface, such as causing gradients in pH, dissolved oxygen, chloride and sul-
fate [2,3]. Under aerobic conditions, differential aeration and concentration cells were formed due to microbial colonization
and the metabolism of the bacterial colony. The concentration cells is widely characterized to be detrimental to the integrity
of the passive film and to increase the initiation of pitting or crevice corrosion [4]. This process is well known as microbio-
logically influenced corrosion (MIC) or a biocorrosion [5-8].

Metallic coatings (e.g. zinc, nickel, copper) have been used successfully in many practical anti corrosive applications, for
many years. Especially, the nickel plating provides a surface that is resistant to corrosion [9-11]. Ni-Cu alloy coatings were
used frequently in different industries, especially in pipe system, ships, power stations, heat exchangers [12-15] due to their
excellent properties like workability and thermal conductivity [16]. However, MIC is a serious problem in the aquatic envi-
ronment and many industries, such as power generation, petrochemical, pulp and paper, with serious safety and economic
concerns [17]. Therefore, influence of aerobic and anaerobic bacteria on metals and alloys is significant, as it may provide
helpful insights in controlling MIC in aquatic environments. Two bacteria isolated from corroded water pipe system and
characterized on the basis of 16S rRNA sequences is Aeromonas salmonicida and Delftia acidovorans.
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A. salmonicida is an aquatic, facultative, Gram-negative bacterium causing the lethal disease in fish [18]. D. acidovorans is a
Gram-negative, strictly aerobic, straight to slightly curved rods shaped, mainly motile, oxidase and catalase positive, non-fer-
mentative and accumulated Poly-B-hydroxybutyrate. Delftia spp. is ubiquitous in soil and freshwater [19,20].

The aim of this study was to determine the corrosion of Ni-Cu alloy coatings in N. Broth medium and medium
containing two bacteria. In this study, polarization curves and impedance diagrams are compared to the mass evolution
curves during the electrochemical process. The bacterial attachment on the alloy coating surfaces was determined with
SEM analysis.

2. Materials and methods
2.1. Preparation of Ni-Cu alloy coatings

ST-42 steel discs were polished with 1200-grit emery paper, rinsed with double-distilled water and then air-dried. After-
wards, Ni-Cu alloy coatings was electrodeposited from a Ni-Cu bath containing NiSO, 7H,0 (86 g/L), NiCl, 6H,0 (1.46 g/L),
H3BO3 (2.64 g/L) and CuSO45H,0 (3.84 g/L). Due to same thickness for all coatings, electrodeposition was performed
chronoamperometrically and applied —0.9V (vs. Ag/AgCl) to the electrolysis system for 60 s during the Ni-Cu coatings
respectively. The Ni and Cu contents of the deposit were also verified with atomic absorption spectrophotometer. So, the
yield of coating for bath content was assumed as 100%, the coated Ni-Cu ratio was calculated as 1.2:1 (w/w). Using the
bathing solution explained above, the Ni-Cu thin film with a thickness of approximately 100 nm was electroplated on
one side of the quartz crystal electrodes. Data acquisition software was used to record the mass change. Frequency change,
Af, was converted into the mass variation, Am, using the Sauerbrey equation [21].

- —ZAmfoz
N="Avm

where f is the resonant frequency of the fundamental mode of the quartz resonator, A is the piezoelectrically active surface
area, p is the quartz crystal density (p = 2.684 g/cm?) and u is the shear modulus of quartz (u = 2.947 x 10'! g/cm s2). The
theoretical thickness (T; cm) of the deposits was calculated from Am/p (density g/cm?).

2.2. Bacteria isolation and incubation

A. salmonicida and D. acidovorans strains were isolated from plates of the Nutrient Agar medium immersed in samples
taken from the microbiologically corroded pipe system for 7-10 days. Isolates were screened from a layer of deposit on
the metal pipe surface into the sterile Nutrient Broth medium and incubated for enrichment, and were subsequently purified
in sterile agar plates by picking up several single colonies with a sterile inoculation loop. The isolated bacteria were charac-
terized on the basis of 16S rRNA. The sequences obtained were compared directly to all the known sequences deposited in
the National Center for Biotechnology Information (NCBI) databases using the basic local alignment search tool Blastn and
submitted to NCBI (GenBank ID: GU907676 and GQ466172) [22,23].

The bacteria were cultured at 30 + 1 °C on a rotary shaker at 100 rpm for 24 h (New Brunswick Scientific Innova 4230) in a
N. Broth medium used for enrichment culture, which contained peptone from meat 5.0 g, meat extract 3.0 g, sodium chloride
6.0 g in 1 L deionized water. After 24 h incubation, cultured bacteria were centrifuged at 5000 x g, 10 min (Hettich EBA12),
and then biomass used for bio-corrosion experiments. Exponential phase bacteria were used for all experiments to ensure
reproducibility.

2.3. Electrochemical studies for the effect of A. salmonicida and D. acidovorans on the corrosion of Ni-Cu alloy coatings

The electrochemical impedance spectroscopy (EIS), and the potentiodynamic polarization curves were carried out using
the CompactStat Potentiostat (IviumStat, The Netherlands) in a conventional three-electrode cell consisting of the Ni-Cu
coated ST-42 carbon steel with a surface area of 0.204 cm? used as a working electrode (WE), platinum is a counter electrode
(CHI111) (CE) and a Ag/AgCl (sat. KCl) electrode (CHI111) is a reference electrode. The Ag/AgCl (sat. KCI) electrode was con-
nected to the working electrode through a Luggin’s capillary. The EIS measurements were carried out at 5 mV applied voltage
at sinusoidal wave in the frequency range 20 kHz-50 mHz. The experimental data were analyzed using EIS Spectrum Ana-
lyzer software (Beta version) [24] to obtain the fitting parameters. The Tafel polarization curves were obtained by scanning
from potential towards 200 mV anodically and cathodically at a scan rate of 1 mV/s. The Quartz Crystal Microbalance (QCM)
measurements were carried out in a Model 400A time-resolved quartz crystal microbalance (CH Instruments, USA) linked to
a computer equipped with electrochemistry software (CHI400A). In the QCM experiments, AT-cut quartz crystal (CHI125A)
was used as a working electrode and alloy was deposited on this gold surface of the crystal. Surface area of a gold crystal was
0.204 cm? and its nominal resonant frequency was 7.995 MHz.
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2.4. Characterization of the corrosion surface

After MIC experiments, the surface morphology of the Ni-Cu alloy coated discs were characterized using a SEM (JEOL
JSM-7000F Field Emission SEM-EDAX). Besides, the coated Ni-Cu alloy discs exposed to a sterile medium were used for com-
parison. The varying compositions of surface were analyzed using energy dispersive spectrometer (EDS). At the end of exper-
iments, the discs were taken from medium, rinsed with deionized water and dried under a stream of nitrogen gas.

2.5. pH experiments

To investigate the changes in the pH level, corrosion of Ni-Cu alloy coatings experiments were carried out into laboratory
conditions. pH changes in sterile medium and medium containing bacterium were measured for compare the influence of
the bacterium.

3. Results and discussion
3.1. Quartz crystal microbalance

A quartz crystal microbalance (QCM) is capable of detecting small mass changes in the region of ng cm~2 under controlled
electrochemical conditions in aqueous solutions [25,26]. By use of the QCM, we measured the mass loss of the alloy coatings
with time during the corrosion process for 5 h. (see Fig. 1). This mass loss is caused to the corrosion of the coatings, i.e. the
dissolution of alloy. At the end of experiments, the mass loss of the medium was 2.12 pg. After A. salmonicida bacterium inoc-
ulation, the mass loss of the inoculated medium was 1.86 pig. Furthermore, after D. acidovorans inoculation, during the first
period of about 2 h, one observes a rather fast dissolution. After dissolution of alloy coating, mass began to increase and
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Fig. 1. Time dependence of mass changes of Ni-Cu alloy coatings immersed in sterile medium, medium containing A. salmonida and medium containing D.
acidovorans.
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Fig. 2. Polarization curves of Ni-Cu alloy coatings immersed in sterile medium, medium containing A. salmonida and medium containing D. acidovorans.
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Table 1
The corrosion parameters determined from the Tafel plots for Ni-Cu alloy in the sterile, A. salmonicida and D. acidovorans
inoculated medium.

Sterile medium 5 h After inoculation
A. salmonicida D. acidovorans
Ecorn, V Vs Ag/AgCl ~0.08 ~0.60 ~0.01
fcorrs A 4.58 0.66 2.03
Teorn HA/cm? 22.47 3.26 14.1
Anodic Tafel slope g,, V/dec 0.37 0.12 0.20
Cathodic Tafel slope S, V/dec 0.44 0.19 0.25
Rp, Q cm? 40684.7 102,655 51,401
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Fig. 3. Impedance diagrams of Ni-Cu alloy coatings immersed in sterile medium, medium containing A. salmonida and medium containing D. acidovorans.
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Fig. 4. Equivalent circuits used for fitting the impedance spectra based on a double-layer model of surface film.

Table 2
Electrochemical model impedance parameters of the Ni-Cu alloy in the medium, A. salmonicida and D. acidovorans
inoculated medium.

Sterile medium 5 h After inoculation
A. salmonicida D. acidovorans

R, Q@ 797 885.1 697.5

Rp, Q 70.68 2088.9 1038.1

Ret, @ 7100.2 4407.9 4387.7

Qepex 107°,Q ' em ™2 119 3.86 14.09

n 0.92 0.85 0.80

Qux 107>, Q 'cm™2 17.78 23.7 22.2

n 0.94 0.98 0.92

reaches a steady state with a mass loss rate of about 2.01 pg. The mass loss values of the different mediums were seemed
nearly same.

3.2. Polarization curves
The polarization curves of the Ni-Cu electrodes immersed in the medium and medium containing bacteria are shown in

Fig. 2. Values of the electrochemical corrosion parameters (corrosion potential, Eco; corrosion current, icor; COrrosion cur-
rent density, I.orr; anodic Tafel slope, f,; cathodic Tafel slope, f.) are shown in Table 1. After being immersed in medium for
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20.0kV

Fig. 5. SEM micrographs of Ni-Cu alloy coated surfaces exposed to sterile medium and medium containing bacteria (a) Ni-Cu alloy coating in sterile
mediumx1000. (b) Ni-Cu alloy coating in sterile mediumx3000. (c) Ni-Cu alloy coating in medium containing A. salmonicidax1000. (d) Ni-Cu alloy coating
in medium containing A. salmonicidax3000. (e) Ni-Cu alloy coating in medium containing A. salmonicidax6000. (f) Ni-Cu alloy coating in medium

containing D. acidovoransx1000. (g) Ni—-Cu alloy coating in medium containing D. acidovoransx3500. (h) Ni-Cu alloy coating in medium containing D.
acidovoransx6000.
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Fig. 6. EDS spectrum of Ni-Cu alloy coatings exposed to different mediums for 5 h: (a) Ni-Cu alloy coatings in sterile medium [32]. (b) Ni-Cu alloy coatings
in medium containing A. salmonicida (c) Ni-Cu alloy coatings in medium containing D. acidovorans.
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Table 3
pH changes for Ni-Cu alloy in the sterile, A. salmonicida and D. acidovorans inoculated medium.
Sterile medium After inoculation
A. salmonicida D. acidovorans
0 6.52 6.99 6.68
60 min 6.6 6.99 6.73
90 min 6.57 6.91 6.82
120 min 6.66 6.37 6.44
240 min 6.73 6.01 6.34
300 min 6.72 5.7 6.19

5 h, we observed that the corrosion potential of Ni-Cu electrodes was —0.08 V (vs. Ag/AgCl). Furthermore, after being im-
mersed in medium containing D. acidovorans bacterium for 5 h, we observed that the corrosion potential of Ni-Cu electrodes
was shifted to anodic side: —0.01 V (vs. Ag/AgCl). However the situation was totally different for medium inoculation with A.
salmonicida bacterium that E,, was shifted to cathodic side: —0.60 V (vs. Ag/AgCl). The values listed in Table 1 show that the
anodic Tafel slope and the cathodic Tafel slope values decreased with the inoculation of bacteria. But the corrosion current
and corrosion current densities were decreased with inoculation. However researches and literatures about Ni-Cu alloy coat-
ings were showed that morphologies, structures, hardness, corrosion resistance and the other properties of this alloy coat-
ings were depend on amount of copper [27,28]. In this studies, measurement indicated that the hardness reached the
maxima for a copper content of around 50 wt.% and exhibited better corrosion resistance around 40 wt.%. In addition for cop-
per content of 70 wt.% and beyond then dropped hardness and corrosion resistance. These unexpected properties are con-
nected to morphology of alloy coatings and fcc + hcp (face-centered cubic, hexagonal close packing) structure of the
crystal and also low percent of Cu content was increased surface density and smoothness. It is complicate to discuss E
and I values comparison because of for Ni-Cu alloy coatings, positive shift of potential and g, values, which shows electron
transfer from anodic side was difficult. Actually this situation was indicated oxide layer on the surface and inhibition effi-
ciency of the EPS layer [29,30]. However, depend on incubation time, SEM images shows roughness, pits and lateral and ver-
tical crevices on the surface.

3.3. Electrochemical impedance spectroscopy

The results of the potentiodynamic polarization experiments were confirmed by impedance measurements, since the
electrochemical impedance spectroscopy is a powerful technique in studying corrosion mechanisms [31]. Impedance dia-
grams of Ni—Cu alloy coated electrode immersed in mediums have been plotted in Fig. 3. Usually, impedance spectra are ana-
lyzed using an equivalent circuit, taking into account the contribution of each phenomenon, such as the electrical double
layer, passive layer/biofilm formation, and coating. Different models for the equivalent circuit used in the related articles
in the literature were examined. The best fitting circuit is presented R; denotes the resistance of solution, Ry, is the resistance
of film formed on the surface of coated steel and R is the charge transfer resistance. Qg is the constant phase element (CPE)
of the electric double layer and Qcpg is the CPE of the surface film, # is depicted as the dispersion parameter and its value
being less than the one indicating an imperfect capacitor (Fig. 4). Equivalent circuit, R (Q[R (QR)]), contains two relaxation
time constants for sterile medium and medium containing bacteria represents the formation of a double layer; an outer layer
of the oxide film/heterogeneous biofilm (medium containing bacteria) and inner layer of the alloy coatings.

The diameters of impedance loops in the Nyquist plots seemed to decrease with inoculation of two bacteria, implying the
acceleration in the corrosion rates of the alloy. Furthermore, the inspection of R, related to the resistance of the biofilm
formed upon the surface, shows a significant increased from 70.68 Q to 2088.9 Q after A. salmonicida and 1038.1 Q
D. acidovorans inoculation. The increase in the R, effect that enables the easy diffusion of electroactive species through
the patchy biofilm formed on the surface of the Ni-Cu coated electrode.

The increased rate in the charge transfer resistance in sterile medium was slowed down after inoculation of bacteria. The
increase in R causes the increase in the potential of the capacitive component and due to the build-up of corrosion products
on the coated alloy’s surface leads to a decrease in the corrosion rate. Acceleration of the corrosion rate may depend on
bacteria acting directly on alloy coatings, or it may depend on the continued supply of metabolic products.

In Table 2, the higher #cpg values for medium (5 h) indicate that the surface is almost homogeneous till inoculation of
bacterium. The lower #cpg values for both bacteria indicate surface inhomogeneity resulting from surface alloy coatings
roughening. This may be caused by enhanced dissolution of the alloy.

3.4. Scanning electron microscopy-energy-dispersive X-ray spectroscopy

We used SEM analysis to examine the surface of Ni-Cu alloy coatings immersed in sterile medium and medium contain-
ing two bacteria (Fig. 5). The EDS analysis of the elemental information from the corrosion products on the alloy coating sur-
faces was shown in Fig. 6. In SEM analysis, Fig. 5a and b show the Ni-Cu alloy coating surface in sterile medium was covered
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oxide layer with small pits. After incubation of A. salmonicida, surface of Ni-Cu alloy coatings were totally changed. Bacte-
rium was attached on the surface and caused drastic crevices all over the surface (Fig. 5c-e). Furthermore, situation was
quite similar for D. acidovorans inoculation for Ni-Cu alloy coatings. Fig. 5f-h show Ni-Cu alloy coating surface in medium
containing D. acidovorans that bacterium was attached and produced patchy biofilm layer. In addition, attached colonies
were caused effective large crevices. As a result, two bacteria caused effective microbial corrosion. Furthermore, at the
end of the SEM analysis, the oxide percentage of the alloy surface exposed with the medium was 10.38% (Fig. 6a) [32]
whereas the alloy surface exposed to the medium containing A. salmonicida was 8.86% (Fig 6b) and with D. acidovorans
12.9% (Fig. 5¢). Due to aerobic respiration D. acidovorans increased oxide percentage more than A. salmonicida.

3.5. pH analysis

In Table 3, in the beginning, pH value of Ni-Cu alloy coating in the sterile medium and the medium containing bacteria
were approximately the same (pH 6.5). The pH value of the sterile medium did not change throughout the experiment; how-
ever, after immersion, the pH values decreased to pH 6.1 and pH 5.7 for D. acidovorans and A. salmonicida Ni-Cu alloy coat-
ings respectively.

4. Conclusions

In this study, Ni-Cu alloy coating was electroplated using chronoamperometric technique. Two bacteria were isolated
from water samples in pipe system and characterized on the basis of 16S rRNA sequences. To investigate the influence of
the bacteria against Ni-Cu alloy coatings, various electrochemical and microscopic techniques were used. Bacteria used in
this study are aerobic/facultative former and often grows in a patchy distribution over the alloy surface and excludes oxygen
via respiration; thereby creating oxygen concentration cells or ion concentration cells. In addition, EIS results showed surface
inhomogeneity due to A. salmonicida and D. acidovorans attachment. At the end, bacterial attached layer on the Ni-Cu alloy
surface and the presence of metabolic products and possible acidic groups in the EPS increases the corrosion of Ni-Cu alloys
by lowering the interfacial pH [33].

As a result, A. salmonicida and D. acidovorans microorganisms have been created and have intensified crevice corrosion.
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In this study, Delftia acidovorans was isolated from water treatment pipe system and used to demonstrate
microbiologically influenced corrosion of NiZn alloy coatings using electrochemical techniques. The sur-
face morphologies and the corrosion products were determined using scanning electron microscopy
(SEM) and energy dispersive X-ray spectra (EDS) analysis. Results showed that when the metabolic activ-
ity reached maximum level, corrosion activity of NiZn alloy coatings significantly increased in correlation
with Ecorr, Icorn QCM and Ry Furthermore, crevice corrosion which has been seen due to bacterial adhe-
sion confirms that D. acidovorans plays an important role in corrosion of NiZn alloy coating.

Crown Copyright © 2012 Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Zinc coatings are widely used in protection of steel components
against corrosion [1-3]. Co-deposition of other metals is one of the
ways to improve the corrosion properties of zinc deposits. Also the
NiZn alloy coatings possess higher corrosion resistance and better
mechanical characteristics than pure zinc or other zinc alloy coat-
ings and eventually attracting much attention [4-8]. Several
authors showed that NiZn alloy coatings have the best corrosion
resistance in saline environment [9,10].

It is widely documented that microorganisms tend to attach
themselves to surfaces, colonize, proliferate, and form a biofilm.
The biofilm, consisting of microbial cells and their metabolic prod-
ucts, including extracellular polymeric substance (EPS), creates
gradients of pH, dissolved oxygen, nutrient content, temperature
and pressure leading to the corrosion of metals and alloys [11-

Abbreviations: Ag/AgCl, silver chloride electrode; CHX, chlorhexidine; D. acido-
vorans, Delftia acidovorans; EDS, energy dispersive X-ray spectra; EIS, electrochem-
ical impedance spectroscopy; EPS, extracellular polymeric substance; MIC,
microbiologically influenced corrosion; NCBI, National Center for Biotechnology
Information; N. Broth, nutrient broth; NiZn, nickel-zinc; OD, optical density; PHA,
polyhydroxyalkanoate; SEM, scanning electron microscopy; QCM, quartz crystal
microbalance.
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14]. This situation was referred as biocorrosion or microbiologi-
cally influenced corrosion (MIC) [15-17].

Due to changes in the electrochemical conditions at the metal-
alloy/solution interface, microorganisms cause corrosion. These
changes may have different effects, like the localized corrosion,
general corrosion or corrosion inhibition. Current Progress in
microbial genomics and microbial molecular ecology is changing
our perception in composition of bacterial consortia associated
with corroding metals/alloys. Also our understanding of substrata
type that bacteria are capable of utilizing as electron donors and
acceptors was improved. These advances have also revealed the
existence of previously unsuspected biochemical pathways. In
addition, biocorrosion and its counter-process are rarely linked to
a single mechanism and MIC becomes a serious problem in aquatic
environments and many industries, such as power generation, pet-
rochemical, pulp and paper, with serious safety and economic con-
cerns [18,19]. Therefore the issue has become a significant area of
scientific research, particularly the identification and characteriza-
tion of the microbial organisms that cause MIC and the specific
conditions in which MIC occurs has become a major focus. Focus-
ing on these issues may provide helpful insights for controlling MIC
in aquatic environments.

One of the bacterium isolated from corroded water treatment
pipe system is Delftia acidovorans: a Gram-negative, strictly aerobic
and straight to slightly curved rods shaped, mainly motile, oxidase

0010-938X/$ - see front matter Crown Copyright © 2012 Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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and catalase positive, non-fermentative and found in soil and
water [20]. D. acidovorans is the best known wild type bacteria that
can efficiently accumulate polyhydroxyalkanoate (PHA) [21]. Fur-
thermore, bacterium was successfully biodegradade aniline [22]
and diuron [23] into sole carbon, nitrogen and energy sources. In
another study, D. acidovorans was utilized organosulfonates as car-
bon sources due to sulfite dehydrogenase [24]. In addition to above
information, D. acidovorans is often resistant to antimicrobial
agents [25]. According to Dynes et al. D. acidovorans formed an
effective biofilm formation and this helps the bacterium not to
be affected by chlorhexidine (CHX) which is used as antimicrobial
agent [26]. In the light of these information, metabolic and resis-
tance properties of D. acidovorans may have the main role in MIC
process.

The aim of this study is to examine the influence of D. acidovo-
rans on the corrosion behavior of NiZn alloy coatings in nutrient
broth medium by using electrochemical techniques. Changes in
the pH level were calculated using exponential phase bacterium.
Furthermore, scanning electron microscopy (SEM) and energy dis-
persive X-ray spectra (EDS) analysis were used in the examination
of the corroded surface.

2. Experimental method

Aerobic bacterium population of D. acidovorans was isolated
from microbiologically corroded water treatment pipe system in
Ankara, Turkey. Genetic characterization of the isolated bacterium
was made on the basis of 16S rRNA and submitted to NCBI Gen-
Bank under Accession No. GQ466172 [27]. The bacterium density
analysis, culture preparation, pH level and electrochemical mea-
surements were carried out as described in the previous report
[28].

NiZn alloy coating was electrodeposited from the mixture of Ni-
S04-7H,0 (31 g/L), NiCl,-6H,0 (0.68 g/L), ZnCl,-6H,0 (25 g/L),
HsBOs3 (1.3 g/L) and NH4Cl (60 g/L). Electrodeposition was per-
formed chronoamperometrically and a potential of —1.2V (vs.
Ag/AgCl) was applied to the electrolysis system for 100 s during
the NiZn alloy coating. The NiZn contents of the deposit were also
verified with atomic absorption spectrophotometer. The ratios of
the coated Ni/Zn were about 30/70.

At the end of electrochemical experiments (5 h), alloy coating
discs in sterile medium and medium containing bacterium were
observed with a scanning electron microscopy (SEM) under sta-
tionary conditions. After 5h experiments, the discs were taken
from the medium, rinsed with deionized water and dried under a
stream of nitrogen gas. Surface morphology of the NiZn coated
discs were examined using scanning electron microscopy and ele-
mental analysis was performed with energy dispersive X-ray spec-
tra (JEOL JSM-7000F Field Emission SEM-EDAX).

3. Results and discussion

Bacterial culture (exponential phase after 48 h) was used for all
experiments to ensure reproducibility. As seen in Fig. 1, the expo-
nential phase was achieved after 48 h with an ODggg nm value of
approximately 2.9.

QCM is a substantially mass-sensitive sensor that is capable of
quantitatively measuring the mass changes in nano-gram ranges
at real-time modes. Furthermore, QCM has been used to monitor
biofilm formation [29-31]. Several papers appeared on bacterial
adhesion [32,33] and little attention was given to the use of QCM
in monitoring corrosion activity on biofilm formation. As the local
attack of the microorganisms attached to the metal or alloy sur-
faces caused the most severe problem, our experiments were fo-
cused on researching adhesion and corrosion at an early stage.
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Fig. 1. Growth curve of Delftia acidovorans.
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Fig. 2. Time dependence of mass changes of NiZn alloy coatings immersed in sterile
medium and medium containing D. acidovorans, at the room temperature.

Fig. 2 shows the mass losses during the corrosion process for 5 h
onto the gold surface of the crystal for sterile medium and medium
containing bacterium. In both cases, significant differences could
be seen between samples exposed to sterile medium and medium
containing bacterium. The negative slopes of the mass vs. time
curves, as shown in Fig. 2, are proportional to the corrosion rate,
and mass losses decreased rapidly over this period. During the first
period (4 h), one observes a rather fast corrosion. Then, the mass
loss rate dropped and reached a steady state with a mass loss rate
of about 12.10 pg for sterile medium and 18.71 pg for medium
containing bacterium. These data confirmed that when bacterium
was added into the medium, the mass loss reached the highest va-
lue, which means D. acidovorans influenced NiZn alloy coating effi-
ciently and caused biocorrosion.

Potentiodynamic polarization curves for the NiZn alloy coatings
after 5 h of exposure in the sterile medium and the medium con-
taining D. acidovorans are shown in Fig. 3. Values of the electro-
chemical corrosion parameters such as corrosion potential (Ecor),
corrosion current (icorr), cOrrosion current density (Ico,), anodic Ta-
fel slope (8,) and cathodic Tafel slope (.) are presented in Table 1.
In comparison with alloy coating in sterile medium for 5 h, the cor-
rosion potential, E o, of the NiZn alloy coating undergoes a nega-
tive shift of ~30 mV by the effect of the D. acidovorans bacterium
(Table 1). Furthermore, at the beginning of the experiments (60
and 90 min), the E., value of the D. acidovorans-colonized alloy
coating electrode is much more positive than the alloy coating in
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Fig. 3. The polarization curves of NiZn alloy coatings in sterile medium and
medium containing D. acidovorans.

Table 1
The corrosion parameters determined from the Tafel plots for NiZn alloy coatings in
the sterile and medium containing D. acidovorans.

Sterile medium After inoculation

5h

60min 90min 5h
Ecorr V vs. Ag/AgCl -0.14 —0.08 -0.07 -0.17
fcorr LA 5.6 49 335 6.02
Teorr MA/cm? 27.5 24 16.4 304
Anodic tafel slope , V/dec  0.47 0.57 0.39 0.57
Cathodic tafel slope . V/ 0.31 0.37 0.34 0.37
dec
Rp, Q cm? 6307 35912 49735 33535

sterile medium, indicating that adhesive layer formation suppos-
edly protects alloy coating from corrosion. However, at the end
of experiments, i and I value of the inoculated medium
(5h) was higher than sterile medium, showing a slightly higher
electrochemical activity on the alloy coated surface due to the bio-
logical activity. This means that the bacterium and its metabolites
induced an increase in the corrosion rate of NiZn alloy coating.
Nyquist plots of nickel alloys immersed in N. broth medium and
medium containing bacterium have been plotted in Fig. 4. The en-
tire frequency region can be divided into two sub-regions, corre-
sponding to two time constants as shown in Bode plots (log|Z| vs.
log(f)) in Fig. 5. In this sense, an electrical-equivalent-circuit com-
prised of two time constants was used to model the experimental
values (Fig. 6) and summarized in Table 2. In the circuit, R; is the
resistance of solution, R, is pore resistance and R is the resistance
of charge transfer. Qcpg and Qg are the CPE parameters for the
inhomogeneous layer and the double layer. A constant phase ele-
ment (CPE) is used due to the microscopic roughness of a surface
[34-37]. Examination of R, data obtained in D. acidovorans inocu-
lated medium for 5 h revealed a direct influence of microbial activ-
ity. Table 2 shows that R, values increases from 0.326 kQ cm? in
the sterile medium to 10.545 kQ cm? for 60 min, 11.658 kQ cm?
for 90 min and 28.008 kQ cm? after 5 h inoculation of the bacte-
rium. When charge transfer resistance value (R.) decreased, this
eventually leads to an increase in the corrosion rate [38]. R, value
of the sterile medium was 21.287 kQ cm?. After the incubation, R
values were decreased. Acceleration of the corrosion rate may de-
pend on bacteria acting directly on alloy coatings, or it may depend
on the continued supply of metabolic products. In addition, Qcpg
value clarified surface inhomogeneity, with its descent connected
with a certain increase at surface alloy coatings roughening
[39,40]. It could be seen that there are two-time constants in Bode
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Fig. 4. Impedance diagrams of NiZn alloy coatings in the sterile medium and
medium containing D. acidovorans.

plots (Fig. 5). The first one, which appears at high frequencies, has
been related to the response of the corrosion products layer [41].
The second time constant appears at low frequencies after expo-
sure and could be related to the growth and stabilization of the
bacterial adhesive layer.

Fig. 7 shows the surface appearance of the NiZn alloy coatings
discs immersed in sterile medium and medium containing bacte-
rium for 5 h. Fig. 7a shows the medium effects to the coated alloy
surface. Sterile medium contains sodium chloride, so pitting corro-
sion occurred. As displayed in Fig. 7b, after 5 h of immersion, in the
medium containing bacterium, it was seen that the NiZn surface
was partially covered with clusters of microbial cells. In addition,
in Fig. 7c and d, more pitting and effective crevice corrosion were
observed on the surface of the medium containing bacterium un-
like the surface of the sterile medium.

EDS was used for obtaining elemental information from the cor-
rosion products of some typical areas on the surface of the alloy.
EDS analysis shows that the oxide percentage of the alloy surface
exposed with the medium was 4.8% (Fig. 8a) whereas the alloy sur-
face exposed to the medium containing bacterium was 6.89%
(Fig. 8b). As a result, D. acidovorans caused an increase in the oxide
percentage due to aerobic respiration.

As displayed in Fig. 9, both the medium and the inoculated
medium pH values were approximately the same (6.75) in the
beginning. The pH values of the medium did not change through-
out the experiment; however, after immersion in the medium con-
taining bacterium for 5 h, the pH value decreased to 6.0.

4. Conclusions

Microbiologically influenced corrosion of NiZn alloy coatings by
the aerobic D. acidovorans bacterium has been monitored by elec-
trochemical techniques, quartz crystal microbalance and SEM-EDS
analysis. MIC of the material was predicted by quartz crystal
microbalance. The electrochemical response (Ecor, Rp, and EIS) of
NiZn alloy coating was influenced by the presence of bacterium.
At the end of 5 h experiments, E, decreased in the presence of
bacterium, showing a small increase of the electrochemical activity
on the alloy surface. The increase in R, values indicated that elec-
trochemical reactions occurred when the bacterium were active. In
any case, the pH of the medium remained approximately constant.

In this study, EIS of sterile medium and medium containing bac-
terium was carried out. The results obtained were in agreement
with the results coming from the classical electrochemical tech-
niques. Ecor. SO, Icorr and QCM have been shown to be suitable
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Fig. 5. Bode phase angle plots of NiZn alloy coatings immersed in sterile medium and medium containing D. acidovorans

counter electrode

Rer

Fig. 6. Equivalent circuit used for fitting the impedance spectra based on a double-layer model of surface film.

Electrochemical model impedance parameters of the NiZn alloy coatings in the
medium and medium containing D. acidovorans.

Sterile medium 5 h

After inoculation

60 min 90 min 5h
Rs, kQ cm? 0.5 0.7 0.9 0.6
Ry, kQ cm? 0.3 10.5 11.6 28.0
Ret, kQ cm? 21.2 4.1 149 2.7
Qe x 105, 0 'em2 14 85.4 70.3 1248
n 0.7 0.8 0.7 0.8
Qux 1075 Q 'cm2 16.8 237.6 245 245
n 0.8 0.1 0.3 0.8

The EIS measurements were carried out at 5 mV applied voltage at sinusoidal wave
in the frequency range 20 kHz-50 MHz in pH 7.0 nutrient broth medium at room

temperature.

parameters to measure the electrochemical activity of alloy coat-
ings subjected to biological corrosion. All electrochemical tech-
niques have shown that at the end of the exponential phase,
when the metabolic activity is maximum, the corrosion activity
of NiZn coatings notably increased due to bacterial metabolites.
In the end, the accumulation of corrosion product led to degrada-
tion of the alloy coatings.

MIC has been recognized by a combination of observations: pit-
ting and crevice corrosion, and presence of bacterial adhesion.
Thus, the observations tend to confirm that D. acidovorans plays
an important role in the corrosion of NiZn alloy coating, in labora-
tory tests. This is most probably due to the fact that D. acidovorans
caused electrochemical exchanges between the coated alloy sur-
face and the culture liquid medium.

201
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Fig. 7. SEM micrographs of NiZn surfaces exposed to different mediums for 5 h: (a) NiZn alloy coating in sterile medium (1000x); (b) NiZn alloy coating in medium
containing bacterium (1000x); (c) NiZn alloy coating in medium containing bacterium (2000x ); (d) NiZn alloy coating in medium containing bacterium x8000.
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Fig. 8. EDS spectrum of NiZn alloy coatings exposed to different mediums for 5 h: (a) NiZn alloy coatings in sterile medium; (b) NiZn alloy coatings in medium containing D.

acidovorans.

Corrosion never stops but its scope and severity may be dimin-
ished. In this case, the use of biocide is one of the best-known
methods for protection against corrosion [42]. Some researchers
have proved that biocide could control the corrosion of different
metals and alloys. For example, the molybdate anion inhibits
the corrosion of iron, steel, copper, brass, aluminum, and zinc
presence of bacteria [43]. Lavania et al. also reported efficiency of
biocides against Desulvofibrio vulgaris and Desulfovibrio gigas [44].
In the light of these studies, it is necessary for us to study bio-

cide/inhibitor effect on D. acidovorans on NiZn alloy coatings
corrosion.

This study may provide theoretical information for the applica-
tion of NiZn alloy coatings materials in industrial environment and
controlling MIC in aquatic environments. In addition, the
results presented here could provide useful information for MIC,
more experiments should be carried out with different novel
bacteria to find the reasons of microbial corrosion in industrial
environment.
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Fig. 9. pH changes of the (a) medium (b) medium containing D. acidovorans.
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Microorganisms are able to intensely change the electrochemical conditions at the metal/solution inter-
face by forming biofilms. These changes can result in acceleration of corrosion to corrosion inhibition. In
this study microbiologically influenced corrosion inhibition (MICI) has been observed for Ni-Co alloy
coatings when two bacteria inoculated to the medium. Experiments were performed in sterile medium
and using Aeromonas salmonicida and Clavibacter michiganensis bacteria. After the inoculation of the bac-
teria, a decrease detected at the Ecorr and Ieor values. Highest inhibition efficiency (1, and #;) values were
detected for C. michiganensis, as it caused a slower corrosion reaction.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Microbiologically influenced corrosion (MIC) has been defined
as an electrochemical process in which the participation of micro-
organisms is able to initiate, facilitate, or accelerate the corrosion
reaction [1-4]. The formation of biofilms on materials immersed
in an aquatic environment is a combined action by adhesion of or-
ganic/inorganic macromolecules, exo polymeric substance (EPS)
production, microbial growth and hydrodynamic erosion. EPS are
known to modify the substratum surface properties by modifying
surface charge, wettability and surface free energy resulting in en-
hanced corrosion or corrosion inhibition [5,6].

The general concept of MIC is based on the assumption that
microorganisms accelerate the kinetics of electrochemical reac-
tions thereby producing increased corrosion rates [7,8]. Although
Stadler et al. [9] demonstrated a corrosion protection of three dif-
ferent kinds of metal substrate in the presence of Sulfate-reducing
bacteria (SRB) and Pseudomonas strain, it is surprising that the pos-
sibility of corrosion inhibition caused by bacteria has rarely been
considered. Jayaraman et al. [10,11] have demonstrated that pro-
tective biofilms decreased the corrosion rate of mild steel, appar-
ently by reducing the oxygen concentration at the metal surface.
Due to the high costs associated with repairing or replacing com-
ponent damaged by MIC, the issue has become a significant area
of scientific research. These results suggest that MICI is a more
common phenomenon than was previously assumed and observa-

* Corresponding author. Tel.: +90 312 212 67 20; fax: +90 312 223 23 99.
E-mail address: gdonmez@ankara.edu.tr (G. Dénmez).

0010-938X/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.corsci.2012.08.009

tions have led to a new approach of corrosion protection based on
corrosion control using natural bacteria.

The electrochemical properties of nickel coatings are well
known. Their wide application is a result of specific properties of
nickel, which exhibits good corrosion resistance in aggressive solu-
tions and a high catalytic activity for many electrochemical pro-
cesses. In order to enhance the utilization of these materials,
various modifications can be applied, such as the use of nickel al-
loys [12-15]. In addition, electrodeposited Ni-Co alloy coatings
have high strength and hardness, specific magnetic properties,
good chemical stability, wear and corrosion-resistance [16-18].

Two examples of bacteria isolated from the water sample of the
corroded water treatment system are; Aeromonas salmonicida and
Clavibacter michiganensis. The former is A. salmonicida, Gram nega-
tive, facultative, aquatic bacterium and caused the lethal disease in
fish [19,20]. The latter is C. michiganensis, Gram positive, aerobic
and plant-pathogenic bacterium [21,22].

The major aim of the present study was to elucidate the influence
of two bacteria’s corrosion inhibition on alloy coatings. Electro-
chemical polarization and electrochemical impedance spectroscopy
(EIS) was used to characterize the corrosion inhibition process. The
mass loss was determined by using the quartz crystal microbalance
(QCM) method. In addition, scanning electron microscopy (SEM)
was used to examine the electrode surface and energy dispersive
X-ray spectra (EDS) analysis was used to obtain elemental informa-
tion from the corrosion products of some typical areas from the
surface of the alloy.

Considering the lack of literature on the subject, this is the first
report on investigation of microbiologically influenced corrosion
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inhibition of two novel bacteria on Ni-Co alloy coatings. It is
becoming apparent that MICI is a more common phenomenon than
has been assumed previously.

2. Material and methods

Two bacteria were isolated from water samples which were
taken from corroded water treatment system. Samples were incu-
bated in Nutrient Broth medium for enrichment, and subsequently
purified in sterile agar plates. The isolated bacteria were character-
ized using of 16S rRNA nucleotide sequences and submitted to
NCBI GenBank under Accession numbers GU907676 (A. salmonici-
da) and, GQ466171 (C. michiganensis) [23].

The bacteria were cultured on a rotary shaker (New Brunswick
Scientific Innova 4230) at 30 + 1 °C and 100 rpm in a N. Broth med-
ium used for enrichment culture, which contained 5.0 g peptone
from meat, 3.0 g meat extract, and 6.0 g sodium chloride in 1L
deionized water. The medium was autoclaved at 121°C for
15 min (Alp CL-40M, Japan). After 24 hours of incubation, cultures
were centrifuged at 5000g, 10 min (Hettich EBA 12), and the bio-
mass was used for bio-corrosion experiments. In order to ensure
the reproducibility of the experiments, exponential phase bacteria
having approximately the same ODggo values were used.

Electrochemical measurements were carried out in a conven-
tional three-electrode cell. The OCP, polarization curves and EIS
were measured using CompactStat Potentiostat (IviumStat, The
Netherlands). The EIS measurements were carried out at 5 mV ap-
plied voltage at sinusoidal wave in a frequency range of 20 kHz-
50 mHz. The EIS measurements were conducted at the end of
OCP measurements. The charge transfer resistance (R.) was ob-
tained from the diameter of the semicircle in the Nyquist plot,
and the values of percentage inhibition efficiency, n; was using
the equations below:

’11‘ _ (Rct(inh)) - Rct(uninh) %« 100 (l)
Rct(inh)

where Re(uninh) and Reginny are the uninhibited and inhibited charge
transfer resistance, respectively. The polarization curves were ob-
tained by scanning from the open circuit potential towards
200 mV anodically and cathodically at a scan rate of 1 mV/s. The
corrosion current density (I.o;) Was determined graphically by
extrapolating the linear Tafel segment of the cathodic and anodic
curves to the Ec,r (vs Ag/AgCl). The inhibition efficiency, 1, was cal-
culated from polarization measurements according to the equation
given below:

’,’p _ (Icorr(ulninh) _. Icorr(inh)) % 100 (2)
corr(uninh)
where Icorr(uninhy and Icorr(inny are the uninhibited and inhibited cor-
rosion current densities.
All the recorded i, values are converted into the corrosion rate
(A) in mm y~! (Millimeter per year; the penetration rate of corro-
sion through a metal/alloy) using the equation below [24]:

A(mmy 1) = 3.28 x icor X (%) (3)

where M is the arithmetic average of the atomic weights of Ni
(58.6 g/mol) and Co (58.9 g/mol) , n the number of electrons trans-
ferred in the corrosion reaction (n=2) and d is the arithmetic aver-
age of Ni (8.90gcm™3) and Co (8.96 gcm 3)'s densities. Average
atomic weights and densities were used in expression (3).

The QCM measurements were carried out in a Model 400A
time-resolved quartz crystal microbalance (CH Instrument, USA)
linked computer with electrochemistry software (CHI400A). The
working electrode used in QCM was gold AT-cut quartz crystal

(CHI125A). Surface area of a gold crystal was 0.204 cm? and its
nominal resonant frequency was 7.995 MHz. Moreover, ST-42 car-
bon steel with a surface area of 0.204 cm? was also used as a work-
ing electrode in other electrochemical studies. The Ag/AgCl (sat.
KCl) electrode (CHI111) was used as the reference electrode and
a platinum wire (CHI115) was used as counter electrode for all
experiments. Ni-Co alloy was electrodeposited on the QCM and
ST-42 electrodes from a nickel-copper bath containing NiSO4-7H,0
(104 g/L), NiCl,-6H,0 (3.5 g/L), H3BO5 (6.95 g/L) and CoSO4-7H,0
(5 g/L). Electrodeposition was performed chronoamperometrically
with —1.2'V (vs. Ag/AgCl) applied to the electrolysis system for
150 s during the Ni-Co depositions. The Ni and Co contents of
the deposit were also verified with an atomic absorption spectro-
photometer. So, the yield of coating for bath content was assumed
as 100%, where Ni-Co ratios were calculated as 90 and 10, respec-
tively. Using the bathing solution explained, we electroplated the
Ni-Co thin film with a thickness of approximately 100 nm on
one side of the quartz crystal electrodes. Data acquisition software
was used to record the mass change. Frequency change, Af, was
converted into the mass variation, Am, using the Sauerbrey equa-
tion [25].

2f2nAm
AVPE

where fj is the resonant frequency of the fundamental mode of the
quartz resonator, n is the harmonic number of the oscillation (here
n=1), A is the piezoelectrically active surface area, p is the quartz
crystal density (p =2.684 g/cm®) and u is the shear modulus of
quartz (u=2.947 x 10'" g/cms?). The theoretical thickness (T,
cm) of the deposits was calculated using m/ (density g/cm?).

After the experiments (5 h) the coated discs were taken from
the mediums, rinsed with deionized water and dried under a
stream of nitrogen gas. Surface morphology was inspected and
analyzed with a SEM at an acceleration voltage of 20 kV (JEOL
JSM-7000F Field Emission SEM-EDAX).

Af =— (4)

3. Results and discussion

Fig. 1 represents the potential - time curves of the alloy coat-
ings as a function of time in sterile medium, medium inoculated
with A. salmonicida and medium inoculated with C. michiganensis.
In Fig. 1, sterile medium exhibited lower open circuit potential
(c: —0.6 V (vs. Ag/AgCl)) than that in medium inoculated with C.
michiganensis (a: —0.57 V (vs. Ag/AgCl)) and in the medium inocu-
lated with A. salmonicida (b: —0.58 V (vs. Ag/AgCl)). As a result,

-0.35
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Fig. 1. Variation of OCP of Ni-Co electrodes immersed in sterile and inoculated
medium.
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Fig. 2. The polarization curves of Ni-Co alloy coatings in sterile and inoculated
medium.

Ecorr Value of the medium shifted more negative value than Ecy
values of the medium inoculated with bacteria.

Fig. 2 shows the polarization curves in the absence and pres-
ence of two bacteria after 5 h of exposure. The electrochemical
parameters; corrosion potential, Ecorp, COrrosion current, icopr, COIrro-
sion current density, Io, anodic Tafel slope B,, cathodic Tafel slope
B, inhibition efficiency from polarization measurements, #,, corro-
sion rates, A, and mass losses from QCM experiments were calcu-
lated and given in Table 1. As shown in Table 1, the corrosion
potential shifted to less negative values upon inoculation of the
bacteria. On the other hand, the inoculation of bacteria resulted
with a significant decrease in corrosion current. From the results,
the corrosion current density value detected after 5 h of exposure
from the alloy coatings exposed to the medium was 12.29 pA/
cm?. This value was much higher than all current density values
of the medium inoculated with two bacteria. This behavior showed
corrosion inhibition ability of bacteria on Ni-Co alloy coatings. The
I.orr Value of medium inoculated with C. michiganensis has the high-
est 1% value and therefore, this bacterium was more protective
than A. salmonicida which caused less corrosion. In addition, the
corrosion rates of the alloy coating discs in sterile medium and
medium inoculated with A. salmonicida and C. michiganensis were
calculated from the Eq. (3) are shown in Table 1. At the end of
5h long incubation period, the estimated corrosion rates were
approximately five times higher for the sterile medium
(132.61 mmy~!) compared to the medium inoculated with C.
michiganensis (25.42 mmy~!).

QCM is capable of detecting small mass changes in the region of
ng/cm? under controlled electrochemical conditions in aqueous
solutions [26-28]. Fig. 3 shows the results of an experiment where
the change at the resonance frequency of a quartz crystal was
monitored continuously during the corrosion process for 5 h. The
negative slopes of the mass vs time curves, as shown in Fig. 3, were

Table 1

C. michiganensis

A. salmonicida

Amug/cm
&
o

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000
Time sec

Fig. 3. Time dependence of mass changes of Ni-Co electrodes in sterile and
inoculated medium, at the room temperature.
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Fig. 4. Impedance diagrams of Ni-Co alloy coatings immersed in sterile and
inoculated medium.

proportional to the corrosion rate, and decreased slightly over this
period. Results showed that the mass loss of Ni-Co alloy coatings
in the medium was 96.9 pg/cm? but after inoculation of bacteria
the mass loss began to slow down. As a result, the mass loss values
were 2.14 ug/cm? for C. michiganensis and 6.10 pg/cm? for A. sal-
monicida. When we compared the corrosion abilities, A. salmonicida
was found to be more effective than C. michiganensis.

Nyquist plots of Ni-Co alloy coatings immersed in sterile med-
ium and medium inoculated with two bacteria for 5 h are shown in
Fig. 4. In addition Fig. 5 shows the physical structure of the surface
film on the coated alloy specimens and their corresponding

Electrochemical parameters of Ni-Co alloy coatings corrosion inhibition in medium and medium inoculated with bacteria.

2

Ecorr, V vs Ag/AgCl icorr, MA Icorr, MA CM™ Np% Anodic Tafel slope Cathodic Tafel slope- Corrosion Rate QCM mass loss
Bar V dec™ B, V dec! (mmy ) (pg/em®)
Medium -0.61 2.50 12.29 - 0.29 0.23 132.61 96.9
A. salmonicida —-0.60 1.06 5.20 57.6 0.06 0.19 56.15 6.10
C. michiganensis -0.59 0.48 2.36 80.8 0.08 0.11 25.42 2.14
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Fig. 5. Equivalent circuits used for fitting the impedance spectra based on a double-layer model of surface film.

Table 2
Electrochemical model impedance parameters of the Ni-Co alloy coatings in the medium and inoculated medium with two bacteria.
R, Q R, k Q cm? R, k Q cm? ni% Qcpe, Q@ 'cm 2 x 10°° n Qu, Q@ 'em?2x107° n
Medium 441.2 7.6 194 - 24.0 0.85 249 0.7
A. salmonicida 830.2 19.1 8.4 56.6 18.1 0.8 44.6 0.09
C. michiganensis 1159.9 135 3.2 83.5 5.6 0.9 13.5 0.91

i Component Type Conc.

|N o Calc 2883 wik
i Calc 92,093 wt%
4] Cale  0.066 wti
Na Calc 0395 wt%
Co Cale 4563 wtd%

100.000 wt.% Total

Component  Type Conc

0 Calc 4918

HNi Calc  88.943

(4] Calc  0.050
Calc  0.565
Calc 5519

100.000 Total

a
Cl
Cl
T U T T T q
5 10
INi Component Type Conc
0 Cale 1249
i Cale 93953
a Calc  0.048
Na Calc 0133
Co Cak 4613
100.000 Total
1i
(v} '
Cl Col i
Cl of i
T T Y T 1 Y T 1
5 10

Fig. 6. SEM micrographs and EDS spectrum of Ni-Co alloy coated surfaces exposed to sterile medium and medium containing two bacteria for 5 h: (a,b) Ni-Co alloy coating in
sterile medium (c,d) Ni-Co alloy coating in medium containing A. salmonicida (e,f) Ni-Co alloy coating in medium containing C. michiganensis.
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equivalent circuit which can be satisfactorily used for fitting the
impedance data by using EIS Spectrum Analyzer (Beta version)
[29]. In this circuit, Rs is the resistance of solution, R;, is the resis-
tance of the porous inhibitor film and R is the resistance of charge
transfer. Qcpg and Qq; are the CPE parameters for the inhibitor film
and the double layer. Table 2 shows the best fitting parameters ob-
tained in numerical analyses. In this table, it is possible to observe
the decrease of R and R;, values at sterile medium for 5 h, indicat-
ing the breakdown of corrosion inhibition film [30,31]. The inhibi-
tion efficiency values obtained from the EIS measurements were
congruent with those obtained from the polarization
measurements.

SEM and EDS analysis of the Ni-Co alloy coated discs, in nutri-
ent broth medium, at the absence and presence of two bacteria
after 5 h of immersion were also examined. The results obtained
were shown in Fig. 6a-f. In the sterile medium (Fig. 6a), a rough
surface was observed due to rapid corrosion attack of the Ni-Co al-
loy coating disc. Micrographs after bacteria inoculation were
shown in Fig. 6¢ (A. salmonicida) and Fig. 6e (C. michiganensis),
the rough surface is visibly reduced, indicating a formation of film
on the surface of the alloy coatings and inhibiting effect of the bac-
teria. A closer inspection of Fig. 6(c) and (e) reveals that the inhib-
itive biofilm formed in the presence of C. michiganensis (6e) seems
to be more compacted than in the presence of A. salmonicida (6c).
This behavior is related to the compact film and inhibition effi-
ciency enhancement as corrected with EDS analysis. EDS analysis
showed that the oxide percentage of the alloy surface exposed with
the sterile medium was 2.8% (Fig. 6b) whereas the alloy surface ex-
posed to medium containing C. michiganensis bacterium was 1.2%
(Fig. 6e). However, EDS analysis of the medium containing A. sal-
monicida bacterium was 4.9% (Fig 6d). Result was explained with
EIS analysis that double layer capacitance of the A. salmonicida
damaged the barrier of the biofilm and expected corrosion rate
from i.or Value was higher. Furthermore the presence of a biofilm
could speed up the corrosion rate if the concentration of harmful
anions like chloride beneath the biofilm was increased. As seen
in the EDS analysis results, percentage of the chloride in medium
was 0.066%. After incubation, values were decreased to 0.050%
for A. salmonicida and 0.048% for C. michiganensis.

4. Conclusions

Biocorrosion and microbial inhibition are rarely linked to a sin-
gle mechanism. Either the corrosive or the inhibitory actions of
bacteria are developed at biofilmed metal/alloy surfaces where
complex biofilm/protective films interactions occur. Microorgan-
isms influence the type and concentrations of ions and the pH
and oxygen levels inducing significant variations in the physical
and chemical characteristics of the environment as well as in the
electrochemical parameters used to measure the corrosion rate.

MICI has been observed for Ni-Co alloy coatings exposed
to nutrient broth medium inoculated with A. salmonicida and
C. michiganensis bacteria. After bacteria inoculation, the R, values
were increased and indicated inhibition of the corrosion process.
Compact biofilm formation of the A. salmonicida and C. michiganen-
sis may protect the alloy surface [32]. Even damaged surfaces could
be repaired by this bacterial activity. Corrosion protection due to
consumption of deleterious oxygen by the biofilm was also ob-
served, either in a direct [33] or an indirect way [34].
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effect of Pseudomonas aeruginosa bacterium on the corrosion
of nickel-cobalt (Ni-Co) alloy. The corrosion rate was determined with using of Tafel slopes and
Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIS). The morphology and the formation of the alloy surface
were observed by scanning electron microscopy (SEM) and energy dispersive X-ray spectra (EDS)
analysis. It was observed from the Tafel plots that the polarization resistance decreases and the current
density increases with a change in time. This was attributed accumulation to the biofilm on the surface
and therefore surface became pitted. The Nyquist semicircles tended to open at lower frequencies which
indicated the crevice of the surface and the rupture of protective film.

KEYWORDS: Microbial Corrosion; Nickel-Cobalt Alloy; SEM; EIS

INTRODUCTION

Nickel electroplating is utilized in large number of applications due to its advantages
such as strength, toughness and resistance to corrosion/wear . Ni-Co alloy, which
possess good adhesion, low-stress, corrosion resistance, and be thermally stable with
excellent magnetic properties *. Physicochemical interactions between a metallic
material and its environment can lead to corrosion. Electrochemical corrosion is a
chemical reaction involving the transfer of electrons from zero valent metal to an
external electron acceptor, causing release of the metal ions into the surrounding
medium and deterioration of the metal. This process proceeds through a series of
oxidation (anodic) and reduction (cathodic) reactions of chemical species in direct
contact with, or in close proximity to, the metallic surface *°. Metal surfaces are
rapidly colonized by microorganisms in contact with natural or industrial aquatic
environments, giving rise to a complex and strongly adhering microbial community,
termed as “‘biofilm” ’. The biofilm accumulation not only protects microbial cells
from the external environment, but it is also detrimental to the underlying
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substratum, thereby causing physical degradation or biodeterioration of the metal
surface *°. This phenomenon is widely recognized as biocorrosion or
microbiologically influenced corrosion (MIC) ', Electrochemical methods,
including direct current methods, alternating current impedance spectroscopy, and
electrochemical noise measurement, are commonly used to study MIC. These
methods, however, often assume uniform chemical and electrochemical conditions
1213 n reality, the biofilm tends to create non-uniform surface conditions, leading to
localized corrosion.

In the present study, Pseudomonas aeruginosa influence on the corrosion of Ni-Co
alloy in nutrient medium has been examined with using electrochemical techniques.
In addition, scanning electron microscopy (SEM) was used to examine the surface
after the corrosion measurements. P. aeruginosa was chosen due to its widespread
behaviour in nature '*'°. The microorganism used in this study is an aerobic,
heterotroph, motile, Gram-negative bacterium, producing large amount of
exopolysaccharide, called biofilm.

MATERIALS AND METHODS
Microorganism and culture conditions

This study was performed with pure culture of P. aeruginosa obtained from Ankara
University, Biotechnology Laboratory in Ankara, Turkey. The bacterium was
cultured for 24 hours in a 100 mL Erlenmeyer flask containing 20 mL of the
Nutrient Broth medium (peptone from meat 5.0 g, meat extract 3.0 gin 1 L.) on a
rotary shaker (New Brunswick Scientific Innova 4230) with 100 rpm, 30+1 °C. The
cultured bacterium (20 mL) was centrifuged at 5000xg for; 10 min (Hettich EBA12)
then pellet was used for biocorrosion experiments.

Scanning Electron Microscopy

The surface morphology of the Ni-Co deposited brass discs were examined by
scanning electron microscopy and elemental analysis was taken out with energy
dispersive X-ray spectra (JEOL JSM-7000F Field Emission SEM-EDAX).

Electrochemical measurements

The EIS and polarization curves were measured with using Compactstat potentiostat
(IviumStat, The Netherlands). The EIS measurements were carried out at 5 mV (root
mean square) applied voltage at sinusoidal wave in the frequency range 20 kHz - 50
mHz. The EIS measurements were conducted of OCP 5 h. The polarization curve
scanning rate was 1 mV/s, with a scanning range from -0.20 V of OCP to +0.20 V of
OCP. Steel disc was used as a working electrode (A= 0.204 cm?). The Ag/AgCl (sat.
KCI) electrode was used as the reference in which all potentials refer. The counter



THE INFLUENCE OF P.aeruginosa ON CORROSION 3

electrode was a platinum wire. Ni-Co alloy, used as a working electrode, was
electrodeposited from a nickel-cobalt bath. The Ni-Co bath solution contained 1 M
NiS0,4.7H,0, 0.2M NiCl,.6H,0, 0.6 M H3BO3, 0.05 M CoSOy (5:1:2.5:5) v/v). The
electrodeposition was performed chronoamperometric and -1.2 V was applied to the
electrolysis system for 150 s during the Ni-Co coatings.

RESULTS AND DISCUSSIONS

SEM study

“Fig. (1a)” and “Fig. (1b)” show the SEM images of the Ni-Co discs surfaces
immersed in the medium without P. aeruginosa and with P. aeruginosa after
incubation for 5 h. In “Fig. (1a)” the oxide components of Ni and Co can be clearly
seen. As displayed in “Fig. (1b-le)” after 5 hours of immersion with medium
containing bacterium, it can be seen that the Ni-Co surface partially covered with
clusters of microbial cells, extracellular polymeric substance (EPS) and metabolism
products. In addition, from the “Fig. (1e)”, pitting corrosion and crevice corrosion
were observed on the surface of the inoculated medium rather than on the surface
exposed to only medium. The EDS analysis of the corrosion products on discs was
illustrated in “Fig. (1d)”.

At the end of the EDS analysis, the oxide percentage of the alloy surface exposed
with bacterium was 11.80% (“Fig. (1d)””) where as the alloy surface exposed to the
medium was 9 point lower oxide percentage. We conclude that P. aeruginosa
enhanced corrosion rate due to aerobic respiration.




4 NALAN OYA SAN AND HASAN NAZIR

P. aeruginosa

crevice

Fig. 1. The SEM micrograph of the surface of the Ni-Co coated discs exposed to (a)
medium and (b, ¢, ) medium with P. aeruginosa, (d) The EDS spectrum of the Ni-
Co coated disc after incubation for 5 h in the medium with P. aeruginosa.

Polarization curves

The polarization curves from the Ni-Co electrodes immersed in the medium and
inoculated medium after incubation periods of 30, 60 minutes and 5 hours were
shown in “Fig. (2)”. Value of the electrochemical corrosion parameters was shown
in Table 1. It can be seen that after being incubation in medium for 5 h, the corrosion
potentials of Ni-Co electrodes were -0.082 V. However, the corrosion potentials of
Ni-Co electrodes in the inoculated medium with bacterium for 30 min were shifted
to -0.144 V. When time increased (60 min) corrosion potential was shifted to
cathodic site (-0.594 V) and at the end of 5 h due to biofilm formation, corrosion
potentials were shifted to anodic site again as, -0.117 V. Due to microbial activity
E.or Values began to shift cathodic site first then shifted to anodic site because of the
biofilm formation. In addition increase of corrosion current and corrosion current
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densities with an increase in incubation time, which meant the increased rate of
corrosion and the pitted surface. Furthermore, when biofilm began to comprise on
the disc surface, polarization began to decrease, as well, which encouraged the

increasing corrosion rate.

log (i) / A cm’
(4]

64
7 60min | medium

T T 5 hf T T

1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Fig. 2. Polarization curves of Ni-Co alloys in medium for 5h and medium with

bacterium for 30, 60 min and 5h.

Table 1. The corrosion parameters determined from the polarization curves for Ni-
Co alloys in the medium and P. aeruginosa inoculated medium for 5h.

E/V vs. Ag/AgCl

1.5

Sterile After inoculation
medium | 30 min | 60 min 5h
E.. Vvs Ag/AgCl -0.082 -0.145 | -0.594 | -0.117
feorr WA 2.555 3.345 1.607 4.793
Lo LA/cm’ 13.04 17.07 8.199 24.45
Anodic tafel slope f, V/dec 0.238 0.347 0.074 0.311
Cathodic tafel slope . V/dec 0.268 0.331 0.218 0.310
R,Q 9305 9554 6482 6108

Electrochemical Impedance Spectroscopy

It was shown in “Fig. (3)” the EIS and equivalent circuit used in the analysis of Ni-
Co alloy in the medium and inoculated medium. The impedance graphs obtained for
the Ni-Co alloys exposed to various experimental conditions were fitted double-
layer equivalent circuit. Based on the equivalent circuits, the EIS data were fitted
well. In the circuit, Ry is the resistance of solution, W is the resistance of the
transport process which it is described by the Warburg impedance W, R, is the
resistance of inhibitor film pore and R is the resistance of charge transfer. Q, and
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€99

Qa, CPE parameters for inhibitor film and double layer. “n” is depicted as the
dispersion parameter and its value being less than the one indicating an imperfect
capacitor. Increase of the roughness or the lateral and vertical heterogeneity of the
surface film means the decrease of the conductivity and » value. The fitting
parameters of the EIS for Ni-Co alloys in the medium and P.aeruginosa inoculated
medium are given in Table 2. The inspection of R, related to the resistance of the
biofilm formed upon the surface shows that it increases from 527.2 Q in the 60 min
inoculated medium to 3307 Q after the inoculation for 5 hours. The increase in the
R, values after a certain time may be attributed to the increased porosity of the
lateral and vertical heterogeneity of the surface '°. The increase in Ry causes the
increase in the potential of the capacitive component parallel to it. This eventually
leads to an increase in the corrosion rate. Similarly, the decrease in the R has the
same effect that enables the easy diffusion of electro active species through the
biofilm formed on the surface such as seems to control suggests that the increase in
R value for 5 h of immersion is due to build up the corrosion of coated surface ',
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Fig. 3. The EIS and equivalent circuit Ni-Co alloy in the medium and medium with
bacterium.
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Table 2. Electrochemical model impedance parameters of the Ni-Co alloy in the
medium and P. aeruginosa inoculated medium.

Sterile After inoculation

medium | 30 min | 60 min 5h
R, (Q cm?) 442 899 861.5 695.3
W, (Q cm?)* 145 62.4 1031 448.2
Q, (7 emx107) 2.49 1.67 2.88 6.17
n 0.80 0.76 0.93 0.81
R, (Q cm?) 300 808.4 527.2 3307
Qq (Q* emx10% 0.53 0.49 2.29 66.42
n 0.94 0.80 0.78 0.44
R (Q cm®) 2923 2741 1989 637

CONCLUSIONS

In summary, this study provided an initial look at the role of the microbially
influenced corrosion of Ni-Co alloy by P. aeruginosa. We determined the effect of
the MIC using electrochemical techniques and surface analyses. In order to clarify
the effect of the bacterium, we immersed Ni-Co alloys in medium and inoculated
medium. The corrosion potential of the Ni-Co alloy reached the minimum value
when the electrode had been exposed for 5 h in the medium; however, after 60 min
of immersion in the medium, the corrosion potential increased gradually, reaching
the breakaway potential and leading more easily to corrosion. However, at the end of
5 h, the corrosion potential for the inoculated medium began to decrease and closed
the medium’s corrosion potential. SEM analysis showed that P. aeruginosa attached
and formed a biofilm layer on the Ni-Co alloy’s surface, even though cobalt is toxic
to a variety of microorganisms '*%°,
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OZET: Bu ¢alismanm amaci, Pseudomonas aeruginosa bakterisinin nikel-kobalt (Ni-Co) alagimma
korozyon etkisinin incelenmesidir. Korozyon orani, Tafel ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi
(EIS) ile belirlenmistir. Alasim yiizeyinin morfolojisi ve bilesimi taramali elektron mikroskobu (SEM) ve
X-1gmlart sagilimi (EDS) ile incelenmistir. Tafel grafikleri, zamana bagl olarak polarizasyon direncinin
diistigiind, akim yogunlugunun ise arttigini gostermistir. Bu degisim yilizeyde olusan biyofilm tabakasi ve
cukurcuk korozyonu nedeniyledir. Nyquist yarim darireleri diisiik frekanslarda agik hale gelmektedir.
Korozyonun artigini gosteren bu degisim, alasim yiizeyinde meydana gelen yarilma ve biyofilm
tabakasinda olusan catlaklardan dolayidir.
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	2. KURAMSAL TEMELLER
	2.1. Elektrokimya ve Kullanım Alanları
	Genel anlamda elektrokimya redoks (indirgenme/yükseltgenme) reaksiyonlarını inceler. Maddelerin elektrokimyasal özelliklerini analiz amacıyla kullanılan yöntemlere de elektroanalitik yöntemler denir. Bir elektrokimyasal olay mutlaka bir redoks reaksiy...
	2.2. Elektrokimyasal Hücreler
	Bir doğru akım (DC) elektrokimyasal hücre her biri uygun bir elektrolit çözeltisine daldırılmış, elektrot olarak isimlendirilen iki elektriksel iletkenden oluşmaktadır. Bir hücrede bir akım oluşabilmesi için,
	2.3.1. Referans elektrotlar
	Referans elektrotlar; elektrokimyasal uygulamalar sırasında potansiyeli dış ortamdan etkilenmeyen, sabit kalan ve çalışılan çözeltinin bileşiminden etkilenmeyen elektrotlardır. Bir referans elektrot kolayca hazırlanabilmeli, potansiyelinin sıcaklıkla ...
	Standart Hidrojen Elektrot (SHE), potansiyeli bilinmeyen herhangi bir elektrodun standart potansiyelini saptamak için kullanılır. Standart hidrojen elektrodunun potansiyeli her sıcaklıkta sıfır kabul edilir. Hazırlanması zor bir elektrot olduğundan fa...
	Kalomel elektrot, referans elektrodu olarak çok kullanılan elektrotlardan bir tanesidir. Elektrotta, HgR2RClR2R + 2eP-P ↔ 2Hg + 2Cl reaksiyonu meydana gelmektedir. Böyle bir reaksiyonun potansiyeli ortamdaki klor iyonu konsantrasyonuna bağlıdır. Sıcak...
	Gümüş- gümüş klorür referans elektrot (Ag/AgCl): Gümüş bir telin, elektrolitik yoldan Gümüş klorür (AgCl) ile kaplanarak klor iyonu içeren bir çözeltiye daldırılmasıyla elde edilen bir elektrottur (Şekil 2.2). Bu elektrotun yarı tepkimesi aşağıda veri...
	AgCl(k)  +  eP-P  →  Ag(k)  +  ClP-
	Şekil 2.2 Gümüş- gümüş klorür referans elektrot
	Doygun potasyum klorür (KCl) çözeltisi kullanıldığı zaman, bu elektrotun standart hidrojen elektrotuna göre potansiyeli, +0,222 V'dur.
	2.3.2. Yardımcı/karşıt elektrotlar
	Yardımcı elektrotun görevi; çalışma elektrotu ile referans elektrotu arasına uygulanan gerilim farkının güvenceye alınmasıdır. Potansiyel, referans ve çalışma elektrotları arasına uygulanmakta ve yardımcı elektrotun varlığı ile sabit kalmaktadır. Akım...
	Yardımcı elektrot helezon şeklinde kıvrılmış platin bir tel veya bir cıva havuzu şeklinde olan ve elektriğin çözelti içinden çalışma elektrotuna aktarılmasını sağlayan karşıt elektrottur (Şekil 2.3).
	Şekil 2.3 Karşıt elektrot örneği; Platin elektrot
	2.4. Kaplama
	Malzemelerin yüzey özelliklerini değiştirerek; yeni mühendislik özellikleri kazandırmak ya da dekoratif açıdan çekici kılmak, insanoğlunun eski çağlardan beri süregelen amaçlarından birisi olmuştur (Shreir vd 2000). Teknolojinin hızla ilerlemesiyle bi...
	Yüzey üzerine yapılan her tür işleme yüzey işlem denir. Yapıştırmadan, boyamaya, ısıl işlemden, kaplamaya kadar son derece geniş bir uygulama alanına sahiptirler. Bu tür işlemler ara işlem olabildiği gibi son işlem olarak da uygulanabilir. Bazen hem a...
	Çizelge 2.1 Çeşitli metallerin kullanım amaçlarına göre sınıflandırılması (Yalçın ve Koç 1991)
	Çizelge 2.2 Çeşitli metallerin kullanıldığı sektörler (Yalçın ve Koç 1991)
	2.4.1. Metal kaplama
	Galvani; 18. yüzyılda elektrik akımı ile iyonların hareket ettiğini bulmuş ve bu yolla metal iyonlarını iki elektrot arasında transfer ettirmiştir. Bu nedenle metal kaplamanın temelini bulduğu kabul edilmiş ve birçok yerde kullanılan ‘galvaniz’ kelime...
	Metallerin elektrokimyasal birikim ve çözünmesi, çok sayıda metal işleme yöntemlerinde kullanılır. Bunlardan en yaygın kullanım alanını oluşturan ve en iyi bilineni; elektrolitik kaplamadır. İletken bir yüzey tabakası sağlanmak koşuluyla, kaplanan yüz...
	2.4.2. Alaşım kaplama
	Elektrot potansiyelleri birbirinden farklı iki veya daha fazla metal iyonunun, elektrot potansiyellerinden daha negatif bir potansiyelde, birlikte indirgenmelerine alaşım kaplama denir. Ancak metallerin standart elektrot potansiyelleri onların birlikt...
	2.4.3. Kronoamperometrik kaplama (CA)
	Bu teknik, çözeltiye daldırılmış olan çalışma elektrotu potansiyelinin ani olarak değiştirilmesi ile durgun ortamda akım-zaman ilişkisinin gözlenmesine dayanır. Başlangıçta çözeltide O maddesinin olduğu ve O + neP-P→ R reaksiyonunun gerçekleştiği duru...
	Şekil 2.4 Kronoamperometride (a) potansiyel–zaman ve (b) akım-zaman ilişkisi
	Kronoaperometri tekniği kullanılarak; bir maddenin difüzyon katsayısı bulunabilir, elektron aktarım reaksiyonunun hız sabiti hesaplanabilir, elektrot reaksiyonunun mekanizması belirlenebilir ve elektron aktarım basamağına eşlik eden bir kimyasal reaks...
	2.5. Nikel Alaşımları ve Uygulama Alanları
	Çelik malzeme ile alüminyum, pirinç gibi demir dışı metallerin korozyon dayanımlarını artırabilmek ve dekoratif görünüm kazandırmak amacıyla farklı türde metal kaplama uygulamaları sanayide yaygın biçimde kullanılmaktadır. Bu metal kaplamalar arasında...
	Korozyon genel anlamda malzemenin bulunduğu ortamda özelliklerini kaybederek parçalanması ve kullanılmaz hale gelmesidir. Korozyon kavramını, daha çok metal ve alaşımlarının çevreleri ile kimyasal ve elektrokimyasal reaksiyonları sonucu bozulmalarını ...
	Şekil 2.5 Korozyon olayının şematik gösterimi
	2.7. Korozyon Hücresinde Yürüyen Olaylar
	Metal ve alaşımların korozyona uğradıkları sulu ortamlar, asit, baz ve tuz çözeltileri gibi iletkenliği yüksek olan ve çeşitli iyonları içeren elektrolitler olabildiği gibi musluk suyu, deniz suyu hatta damıtık su bile olabilir (Marcus 2002). Korozyon...
	Anot ve katot elektriksel olarak iletken olan bir elektrolit içine daldırılmış olmalıdır. Suyun HP+ Pve OHP-P iyonlarına ayrışması bile bu koşulu yerine getirebilir. Bu sebeple bir metal yüzeyinde yoğunlaşan su bile elektrolit görevini görür. Bir boru...
	Korozyon hücresinin anot bölgesi, metal atomlarının yükseltgenmesi ile metal korozyona uğrar. Korozyonun sürmesi bu hücrenin çalışmasına bağlıdır. Korozyon hücresinin çalışabilmesi, ancak anot ve katot bölgeleri arasında bir potansiyel farkının oluşma...
	Sonuç olarak korozyon olayı, özde elektrokimyasal bir olaydır. Korozyon tepkimeleri ile bir pilde yürüyen tepkimeler ile temelde aynıdır. Korozyon esnasında metal elektrokimyasal pile benzer biçimde, oluşan korozyon hücresinin anodunu oluşturur ve yük...
	Fe + 2HCl → FeClR2 R+ HR2
	Bu toplam tepkime iki yarı tepkimeye ayrılabilir:
	Demirin yükseltgenmesi: Fe → FeP+2P + 2eP-
	Hidrojenin indirgenmesi: 2HP+P + 2eP- P→ HR2
	Bu iki yarı tepkimenin toplamı, oluşan elektrokimyasal hücrede yürüyen korozyon tepkimesini verir.
	FeP+P 2HP+P → FeP+2P + HR2
	Ortamda bulunan ClP–P iyonları herhangi bir değişikliğe uğramadan kaldığından tepkime denklemlerinde gösterilmezler.
	2.8. Standart Elektrot Potansiyelleri
	Metallerin denge potansiyelleri ya da çözünme potansiyelleri tersinir bir referans elektrot aracılığıyla ölçülebilir. Bu aynı zamanda korozyon potansiyelidir (Üneri 1998). Genel olarak yükseltgenme potansiyelleri hidrojenin yükseltgenme potansiyelinde...
	Çizelge 2.3 Standart elektrot potansiyel serisi
	Bir metal, elektrolit bir çözeltiye daldırıldığı anda yüksüzdür. Yani metalle elektrolit arasındaki potansiyel farkı ve elektriksel alan sıfırdır. Bu durum ara yüzeyin elektrokimyasal olarak dengede olduğunu göstermez. Bir süre sonra metal yüzeyinde d...
	Metalin yükseltgenme potansiyeli hidrojenden ne denli büyükse korozyon da o denli büyük olur. Çizelge 2.3 incelendiğinde aktif metal diye adlandırdığımız Li, Na ve Mg gibi elementlerin standart elektrot potansiyelleri diğerlerine nazaran daha yüksektir.
	2.9. Potansiyel–pH Diyagramları
	Pourbaix ve arkadaşları tarafından termodinamik ve elektrokimyasal termodinamikten yararlanarak metaller (ve diğer elementler) için potansiyel–pH diyagramları çizilmiştir. Bu diyagramlar, Pourbaix diyagramları olarak da adlandırılmaktadır (Şekil 2.6).
	Şekil 2.6 Demir için Pourbaix diyagramı
	Sulu ortamlarda ölçülen potansiyel ve pH değerleri Şekil 2.6’da yer alan korozyon bölgelerine düşüyorsa sistemde metal korozyona uğruyor demektir. Eğer sudaki çözünürlüğü az olan (FeR2ROR3 Rve FeR3ROR4R) korozyon ürünleri yüzeyi örtüyorsa metalin koro...
	2.10. Korozyon Çeşitleri
	Değişik metaller ve alaşımlar, içinde bulundukları ortamın özelliklerine göre çeşitli şekillerde korozyona uğrarlar. Bu korozyon türleri birbirlerinden pratik olarak ayırt edilebilmektedir. En en çok korozyonların oluş sebepleri ve karakteristik özell...
	Şekil 2.7 Korozyon çeşitlerinin şematik çizimi (Schweitzer 1996)
	2.10.1. Genel korozyon
	Geniş bir yüzey ya da bütün yüzeyin her yanında kimyasal ya da elektrokimyasal tepkimenin aynı ölçüde yürümesi ile metal yüzeyinde her tarafta eşdeğer ölçüde oluşan korozyon çeşididir (Jones 1996, Schweitzer 1996). Korozyon sonucunda metalin kalınlığı...
	2.10.2. Çukur korozyonu
	Korozyon olayının çok lokal ve dar bölgeler üzerinde yoğunlaşması sonucu ortaya çıkan korozyon türüdür. Metal yüzeyinde çok sayıda çukur oluşur. Çukurların çapı, derinliği, sıklığı, kullanılan malzeme ve ortama bağlı olarak değişir. Çukur korozyonu, k...
	MCl + HR2RO → MOH ↓+ HP+ PClP-
	Hidrojen ve klor iyonları birçok metal ve alaşımın çözünmesini hızlandırdığından çukur korozyonu hızla ilerler. Anodik olay yani oksidasyon tepkimesi metalin oksijenle temas edebilen kısımlarında oluşmaya devam eder ve çukur diplerine doğru yoğunlaşır...
	2.10.3. Galvanik korozyon ya da metal çifti korozyonu
	Farklı malzeme kullanımından kaynaklanan korozyon; farklı potansiyelde iki metalin birbiriyle temas halinde iken aralarında bir galvanik pil oluşturması ve aktif olan metalin anot, soy metalin ise katot görevi görerek aktif metalde korozyona sebep olm...
	Galvanik korozyonu engellemek için galvanik dizide birbirine yakın metaller seçilir. Küçük anot, büyük katot etkisinden kaçınılmalı, ortamın korozifliğini azaltmak için ortama inhibitör eklenebilir, her iki metale karşı anodik davranan üçüncü bir meta...
	2.10.4. Aralık korozyonu
	Çoğu zaman korozif ortamda metal yüzeyindeki yarıklar, çatlaklar, aralıklar içinde ya da metal yüzeyinde şiddetli bölgesel korozyon olur. Bu tip korozyon, genellikle dar bölgelerdeki durgun çözeltiler ile conta yüzeyleri, yüzeydeki birikintiler, cıvat...
	2.10.5. Seçimli korozyon
	Bir alaşım içinde bulunan elementlerden birinin korozyona uğrayarak uzaklaşması sonucu oluşan korozyon çeşididir. Bu tür korozyona en iyi örnek pirinç alaşımı olup, çinko bakırdan önce yükseltgenerek korozyona uğrar ve uzaklaşır. Benzer olay diğer ala...
	2.10.6. Filiform korozyon
	Metal yüzeyinde bulunan boya veya kaplama tabakası altında yürüyen korozyon olayıdır. Bu korozyon türünde kabuk altı korozyonu da denilmektedir. Filiform korozyonun mekanizması çatlak korozyonun oluşum mekanizmasına benzemektedir (Shreir vd 2000). Kor...
	2.10.7. Erozyonlu korozyon
	Bir metal ya da alaşım ile korozif ortam arasındaki hareket nedeniyle metal ya da alaşımın aşınması sonucu erozyon korozyonu meydana gelir. Korozif çözeltilerin metal yüzeyinden hızla akması halinde, korozyon olayı yanında erozyon da meydana gelir. Bu...
	Erozyon korozyonu önlemek için; tasarım iyi yapılmalı, daha dayanıklı malzemeler kullanılmalı, korozif ortam değiştirilmeli, malzeme kaplanmalı ve katodik koruma yapılabilir.
	2.11. Korozyonun Önlenmesinde Genel Yöntemler
	Korozyonun teknik ve ekonomik açıdan en düşük düzeye indirilmesi veya zorunlu hallerde tamamen önlenmesi için kullanılan yöntemler çok çeşitlidir. Endüstride en çok kullanılan korozyon önleme yöntemleri aşağıda sıralanmıştır:
	 Dayanıklı malzeme kullanmak: korozif ortamda kullanacak malzeme seçilirken, ortamın özelliği iyi bilinmeli ve bu ortama direnç gösterecek özellikteki metal ve/veya alaşımlar seçilmelidir (Yalçın 1991).
	 Ortamın korozif etkisini giderecek önlemler almak: korozyon hızını azaltmanın en etkin yollarından biri, ortam şartlarını kontrol etmektir. Korozif ortamın sıcaklığı, derişimi, akış hızı, içerdiği oksijen ve oksitleyicilerin miktarı gözlem altında t...
	 Metal yüzeyini kaplama: kaplamaların görevi, metal yüzeyi ile korozif ortam arasında bir engel oluşturarak metali korumaktır. Genellikle kaplamalar çok korozif ortamlarda kullanılmazlar. Ancak atmosfer, toprak, su gibi doğal ortamlarda kullanılırlar...
	 Katodik koruma yapmak: katodik korumanın temel ilkesi elektrokimyasal korozyon teorisine dayanır. Bu teoriye göre bir elektrokimyasal hücreden net bir akım geçtiğinde anotta oksidasyon (yükseltgenme) tepkimesi, katotta ise buna eşdeğer indirgenme te...
	 Anodik koruma yapmak: aynen katodik korumada olduğu gibi metale dıştan bir akım uygulanarak koruma sağlanır. Anodik koruma bir pasifleştirme işlemi olarak kabul edilebilir. Bu sebeple bu yöntem ancak pasifleşme özelliği olan metallere uygulanabilir....
	2.11.1. Korozyonun önlenmesinde inhibitör kullanımı
	Ortama az miktarda katıldığında korozyon hızını azaltan maddelere inhibitör denir. Bazı durumlarda korozyona karşı dayanıklı fakat pahalı olan bir malzeme kullanmak yerine, ortama inhibitör ilave edilerek daha ucuz malzemelerin kullanılması yoluna gid...
	İnhibitörler etki ettikleri tepkimeye göre anodik, katodik ve karma inhibitörler olmak üzere üç sınıfa, kimyasal yapılarına göre organik ve inorganik inhibitörler olmak üzere iki sınıfa, etkileme şekline göre ise pasifleştirici, çöktürücü ve adsorplay...
	İnhibitör, metalin anodik çözünme tepkimesini yavaşlatıyorsa “anodik inhibitör” olarak adlandırılır. Anodik inhibitörler sınıfında ortofosfat, silikat, nitrit ve kromat gibi birçok inorganik inhibitör ve benzoat vardır. Katodik inhibitörler; katodik t...
	Karma inhibitörler; hem anodik, hem de katodik tepkime üzerine etki ederek, korozyonu yavaşlatırlar. Bu sebeple etkileri korozyon potansiyeli ölçülerek belirlenemez. Karma inhibitörler, genellikle asidik ortamlarda kullanılırlar.
	2.11.2. Mikrobiyolojik korozyonun önlenmesi veya kontrol altına alınması
	Mikrobiyolojik korozyonun önlenmesi amacıyla sürekli olarak bakteri sayımı yapılmalı ve bakteri miktarının kontrol altına alınması için çalışma şartları öncelikle bakterinin çoğalmasını önleyecek şekilde seçilmelidir. Eğer çalışma şartlarının değiştir...
	Biyositler, yükseltgen ve yükseltgen olmayan diye iki ana grupta toplanabilir. Klor, ozon ve brom yükseltgen biyositlerdir. 6,5-7,5 pH değerlerinde çok etkili bir biyosit olan klor, mikroorganizmaların kontrolünde en çok kullanılan biyosittir ve siste...
	Glutaraldehit, hem aerobik hem de anaerobik ortamlarda hızla faaliyet gösterebilen kuvvetli bir antimikrobiyal madde olması sebebiyle, çeşitli endüstri tesislerinde açığa çıkan sulardaki mikroorganizma miktarını kontrol altında tutmak amacıyla kullanı...
	2.12. Korozyon Hızının Belirlenmesi
	Korozyon, elektrokimyasal bir olay olduğu için, elektrokimyasal yöntemlerle ölçülmesi mümkündür. Korozyon hızının elektrokimyasal olarak ölçülmesi sırasında karşılaşılan en büyük sorunlardan biri, korozyon potansiyelindeki akımın ölçülmesidir. Bunun s...
	Bu eğrilerin elde edilmesi amacı ile kullanılan galvanostatik yöntemde, kontrol edilen değişken akım yoğunluğudur. Fakat bu yöntem eğrinin lineer olduğu bölgelerde daha doğru sonuç verirken, pasifleşme incelemeleri için yetersiz kalmaktadır.
	Potansiyostatik yöntemde ise kontrol edilen değişken, elektrot potansiyelidir. Bu yöntemde, aktif pasif dönüşümünün yer aldığı, kritik potansiyelde gözlemlenen süreksizlik dışındaki, elektrot potansiyelinin her bir değerine karşılık sürekli bir akım b...
	Korozyon hızı kısaca bir malzemenin birim zamandaki çözünme hızı olarak ifade edilebilir. Metal ve alaşımların korozyona karşı dirençlerini birbirileriyle karşılaştırabilmek için her birinin korozyon hızı sayısal olarak verilebilmelidir (Jones 1996). ...
	2.12.1. Mikroskopi
	Direkt mikroskopik inceleme ve membran-filtre teknikleri, mikrobiyolojik etkili korozyonla ilişkili mikroorganizmaların tespit edilmesinde kullanışlı yöntemler olarak bilimektedir (Üneri 1998).
	2.12.2. Spektroskopi
	Korozyon analizinde Mössbauer spektroskopisi kullanılabilmektir.
	2.12.3. Kütle kaybı yöntemi
	Bu yöntemde, kütle kaybı deneyleri için hazırlanmış ve yüzeyi temizlenmiş örnek tartıldıktan sonra, korozif ortamda belirli bir süre bekletilir. Korozyon ürünleri temizlendikten sonra yeniden tartılan numunenin kütle kaybının gram, miligram veya yüzde...
	Kütle kaybının ölçüldüğü bir diğer yöntem Kuartz Kristal Mikrobalans (QCM) yöntemidir. Bu yöntem son yıllarda kullanılmaya başlamış, yeni ve güvenilir bir tekniktir. QCM bir piezoelektrik kütle-algılama cihazıdır.
	Piezoelektrik etki ilk defa 1880 yılında Jaques ve Pierre Curie tarafından Rochelle tuzunda keşfedilmiştir (Guilbault ve Luong 1988). Temel olarak piezoelektrik etki, mekanik basınç altında bırakılan bazı yalıtkan kristallerin bir yüzünde pozitif, kar...
	Bir QCM cihazı altın kaplı bir kuartz kristalin (Şekil 2.8) içerisinden bazı resonant frekanslarında titreşime neden olan elektriksel bir sinyal yollayarak çalışmaktadır. QCM çalışmalarında en yaygın kullanılan elektrotlar altın elektrotlarıdır. Çünkü...
	Şekil 2.8 QCM deneylerinde kullanılan altın elektrotlar
	QCM kristal içerisindeki salınımın frekansını ölçer. Korozyon deneylerinde kullanıldığında, QCM kristalin yüzeyindeki kütle değişimlerinden dolayı kristalin frekansındaki değişimleri ortaya çıkarmaktadır. Dolayısıyla, piezoelektrik kristalin yüzeyi üz...
	Temel olarak QCM üç ana kısımdan oluşmaktadır;
	 quartz resonatörü,
	 bir akış sistemi ve
	 değişen frekansı kontrol eden osilatör.
	Frekanstaki değişim ve frekanstaki değişim ile kütle yükü arasındaki ilişki Sauerbrey denklemi ile açıklanmış ve tanımlanmıştır. QCM’de kuartz elektrotun yüzeyine materyalin tutunması ile meydana gelen kütle artışı, “ƒ ” ile gösterilen rezonant frekan...
	ya da basit bir şekilde ifade edersek;
	frekanstakideğişim(ƒ)=(-2,26x10P-6PcmP2PgP-1Ps)(başlangıç frekans)2(kütledeki değişim)
	Burada,ƒR0R kristalin resonant frekansı, A kristalin elektrotlar arasındaki hareketli alanı, ρRqR kuartzın yoğunluğu, μRqR kayma genliği(katsayısı), vRqR kuartzdaki kayma dalga hızıdır.
	QCM tekniğinin Biyoteknoloji alanında uygulamaları: DNA ve RNA’nın tamamlayıcı iplikleri arasındaki etkileşimler, protein ligandlarının immobilize reseptörler tarafından özgül tanınması, immunolojik reaksiyonlar, virüs kapsitlerinin, bakterilerin, mem...
	2.12.4. Elektrokimyasal yöntemler
	Günümüzde korozyon hızını belirlemek için elektrokimyasal yöntemler kullanılmaktadır. Korozyon olayında anot ve katot arasında geçen akım, elektrot potansiyelinde bir değişiklik meydana getirir. Değişime bağlı olarak denge potansiyeli, yani korozyon p...
	Açık Devre Potansiyeli yöntemi (OCP): OCP tekniğinde devreden akım geçmezken potansiyel fark değeri okunur. OCP tekniğinde potansiyel-zaman grafiği elde edilir. Elektrot ve elektrolitin birbirine temas ettiği noktada elektrottan elektrolite veya elekt...
	Tafel ekstrapolasyonu yöntemi: kullanımı diğer yöntemlere göre daha kolaydır. Bu yüzden sanayide kullanılan en yaygın yöntemdir. Korozyon potansiyelinden başlayarak potansiyostatik ve galvanostatik yöntemle anodik ve katodik yönde çizilen yarı logarit...
	Şekil 2.9 Tafel ekstrapolasyon yöntemiyle korozyon akımı (iRkorR) ve korozyon potansiyelinin (ERkorR) bulunuşu
	Tafel polarizasyon yönteminin avantajlarını aşağıdaki gibi sıralayabiliriz:
	 İdeal koşulların altında, Tafel polarizasyon yöntemiyle elde edilen değerin doğruluğu, geleneksel kütle kaybı metoduyla elde edilen değerlere eşit veya daha fazladır.
	 Çok düşük korozyon hızlarının tespitinde dahi, başarılı bir şekilde kullanılmaktadır.
	 Tafel eğrileri ile korozyon akımı ve korozyon hızı kolayca ve kısa zaman içerisinde bulunabilmektedir (Popova 2008).
	Elektrokimyasal empedans spektroskopi (EIS) yöntemi: EIS normalde küçük bir uyarım sinyali ile ölçülür. Bu durumun sebebi hücrenin cevabının doğrusal gibi gözükmesini sağlamaktır. Bir doğrusal (veya doğrusal gibi görünen) sistemde, faz kayması ile ber...
	Şekil 2.10 Doğrusal bir sistemde sinüzoidal akım cevabı
	Empedans aşağıda verilen denklemle karmaşık sayı olarak ifade edilmiş olur.
	Z=(cos)
	Z(w) ifadesi bir gerçek ve bir sanal kısımdan oluşmaktadır. Eğer gerçek kısım grafiğin Z ekseni üzerinde ve sanal kısmı Y ekseni üzerinde çizilirse, bir “Nyquist grafiği” elde edilir (Şekil 2.11). Bu çizimde y-ekseninin eksi olduğuna ve Nyquist grafiğ...
	Şekil 2.11 Empedans vektörüne sahip Nyquist grafiği
	Şekil 2.11 düşük frekanslı verilerin grafiğin sağ tarafında ve daha yüksek frekanslıların da solda olduğunu gösterecek şekilde işaretlenmiştir. Bu frekans arttıkça empedansın genelde düştüğü EIS verileri için doğrudur (her devre için doğru olmayabilir...
	Diğer popüler gösterim metodu da Bode grafiği’dir. Empedans log frekansı ile x-ekseni üzerine ve hem empedansın mutlak değeri (|Z|=ZR0R) ve hem de faz kayması y-ekseni üzerine çizilir.
	Şekil 2.12 Örnek Bode grafiği (San vd, 2012)
	Bode grafiği Şekil 2.12’de gösterilmiştir. Nyquist grafiğinin tersine, Bode grafiği frekans bilgisini açık olarak göstermektedir.
	Elektrokimyasal empedans spektroskopisi, elektrokimyasal reaksiyon mekanizmalarını incelemek için çok kullanışlı bir tekniktir. Alternatif akım elektrokimyasal empedans spektroskopi yöntemi, özellikle kaplama yapılmış elektrokimyasal korozyon sistemle...
	EIS verileri çoğunlukla bir eşdeğer elektrik devre modeline uygulanarak analiz edilmektedir. Modeldeki devre elemanlarının çoğu rezistanslar, kondansatörler, indüktörler gibi ortak devre elemanlarıdır. Kullanışlı olması amacıyla modeldeki elemanlar si...
	Şekil 2.13 Fiziksel elektrokimya ve eşdeğer devre elemanları
	Çözelti direnci (RRsR); genelde bir elektrokimyasal hücredeki empedansla ilgili olan belirgin bir etkendir.
	Bir elektriksel çift katman (CRdlR) bir elektrot ile onu çevreleyen elektrolit arasındaki ara yüzeyde bulunur. Bu çift katman çözeltideki iyonlar elektrot yüzeyine yapıştıkça oluşmaktadır (Yuan ve Pehkonen 2007).
	RRpR: ne zaman bir elektrotun potansiyeli açık devredeki değerinden uzaklaştırılırsa, bundan elektrotu polarize etmek olarak bahsedilebilir. Elektrot polarize edildiğinde, bu elektrot yüzeyinde oluşan elektrokimyasal reaksiyonlar yoluyla, akımın geçme...
	EIS deneylerindeki kapasitörler genelde ideal bir şekilde davranmazlar. Gerçek hücreler üzerindeki çift katman kapasitörü, kapasitör gibi davranmak yerine bir sabit faz elemanı (CPE) olarak davranır.
	Çalışmalarda sıklıkla kullanılan modellerden bir tanesi Randles hücresidir. Randles hücresi, en basit ve en çok bilinen hücre modellerinden biridir. Bir çözelti direnci, bir çift katman kapasitörü ve bir yük transfer veya polarizasyon direnci içerir. ...
	Şekil 2.14 Randles hücrenin eşdeğer devresi.
	2.13. Mikrobiyolojik Korozyon Etkisi (MIC)
	MIC, mikroorganizmaların metabolik aktiviteleri sonucu hem doğrudan hem de dolaylı olarak meydana gelen korozyon olayı ile metalin bozulmasıdır (Hadley 1948). MIC ayrıca biyolojik korozyon, biyolojik olarak desteklenen korozyon ve biyokorozyon olarak ...
	Bakterilerin korozyondan sorumlu olabileceğini ilk kez 1910 yılında Gaines (1910) ileri sürmüştür. Fakat korozyonun mekanizması üzerine esas yorumlar 1960’lı yılların başından itibaren başlamıştır. Bununla birlikte Von Wolzogen Kühr ve Van der Vlugt’u...
	Flemming (1996), metalik malzemelerde oluşan tüm korozyon zararının yaklaşık olarak % 20’sini MIC’in oluşturduğunu ileri sürmektedir. Booth (1964) yaptığı çalışmada, İngiltere’de borularda oluşan korozyonun % 50’sinin MIC’den kaynaklandığını belirtmiş...
	MIC, özellikle enerji ve petrol sanayinde, mikrobiyolojik korozyondan kaynaklanan yangın problemleri gibi zaman zaman ciddi hasarlarla sonuçlanan birçok soruna yol açmaktadır. Çizelge 2.5’de MIC’den en çok etkilenen tipik sanayi alanları verilmiştir.
	Mikrobiyolojik korozyonda mikroorganizmaların gelişmesi sonucu asitler ve sülfürler gibi bazı bileşenler ortaya çıkar. Bu bileşenler de korozyon hızını artırıcı rol oynarlar. Bazı durumlarda mikroorganizmalar doğrudan doğruya elektrokimyasal tepkimele...
	Çizelge 2.5 MIC’den etkilendiği bilinen bazı sanayi dalları ve sorunlu alanlar
	2.14. Korozyona Yol Açan Mikroorganizmaların Sınıflandırılması
	2.14.1. Mikroorganizmaların genel özellikleri
	MIC ile ilgili mikroorganizmaların genel özellikleri aşağıda verilmiştir (Tunail 2009) :
	 Genellikle bir mikrometreden (μm) daha küçüktürler.
	 Her yerde bulunabilirler.
	 Geniş bir aralıktaki sıcaklık, basınç, pH ve oksijen derişimlerine dayanıklıdırlar veya değişimlere kolayca adapte olabilirler.
	 Karışık koloniler içerisinde çoğalırlar. Birçok organizmanın tek başına iken yaşayamadığı bir yaşama ortamını oluşturabilirler.
	 Belirli şartlar altında hızla ürerler.
	 Birçok kimyasal maddeye dayanıklıdırlar.
	 Asetik asit, sülfürik asit ve formik asit gibi çok farklı asitleri üretebilirler.
	 Metalleri veya metalik iyonları yükseltgeyebilir veya indirgeyebilirler.
	Korozyona sebep olan mikroorganizmaların sınıflandırılmasındaki ilk ölçüt, oksijene olan toleranslarıdır. Genel anlamda, mikroorganizmalar oksijen ihtiyaçlarına göre aşağıda belirtildiği gibi sınıflandırılabilir (Madigan vd 2002):
	2.14.2. Mikrobiyolojik üreme ve zaman arasındaki ilişki
	Kesikli bir sistemde mikroorganizma sayısının zamanla değişimini gösteren grafik Şekil 2.15’de verilmiştir.
	Şekil 2.15 Kesikli bir sistemde mikroorganizma sayısının zamanla değişimi (Tunail 2009)
	Şekil 2.15 ile ilgili açıklamalar:
	A: Mikroorganizma belirli bir süre sonra kullanılacaksa en uygun zaman noktası.
	B: Mikroorganizma hemen kullanılacaksa en uygun zaman noktası.
	Hazırlık Fazı: Mikroorganizmanın aktif hale geçebilmesi için gerekli çoğalma süresi.
	Üreme Fazı: Logaritmik üreme zamanı.
	Durağan Faz: Mikroorganizmanın üreme hızı ve ölüm hızının hemen hemen birbirine eşit olduğu faz.
	Ölüm Fazı: Besin maddesinin yetersiz hale geldiği faz.
	2.15. Mikroorganizmaların Korozyondaki Rolleri
	Mikroorganizmalar fizyolojik özelliklerine bağlı olarak aşağıda bahsedilen faktörlerin biri veya daha fazlası ile korozyona neden olabilmektedirler (Videla 1996). Çizelge 2.6’da farklı mikroorganizma türlerinin korozif özellikteki metabolik ürünleri g...
	Çizelge 2.6 Farklı mikroorganizmaların korozyona neden olan metabolik ürünleri (Videla 1996)
	Mikroorganizmaların metabolizmalarının son ürünü olarak korozif özellikte organik ve inorganik asitlerin üretimi, metabolik aktiviteler ile redoks potansiyelinin arttırılması, aerobik mikroorganizmalar tarafından oksijenin tüketimi sonucu farklı oksij...
	2.16. Mikrobiyolojik Korozyonun Oluşum Mekanizması
	Korozyon hızı ve korozyonun mekanizması mikroorganizmalar tarafından oluşturulan ve gelişen biyofilmin farklı tiplerine göre değişmektedir. Suyun akış dinamiği ve kimyası, biyofilmin gelişmesini etkilemektedir. Tartışabilinir üç biyofilm sistemi vardı...
	1. Tamamen aerobik biyofilm; sıvıda oksijen vardır ve tüm biyofilmin içine nüfuz etmektedir.
	2. Tamamen anaerobik biyofilm; hem sıvı hem de biyofilmde oksijen yoktur.
	3. Aerobik/anaerobik biyofilm; sıvıda oksijen vardır ve biyofilmin içinde anaerobik mikronişler ve/veya anaerobik bir tabaka mevcuttur.
	2.16.1. Biyofilm tabakasının tanımı
	Biyofilm tabakası “canlı veya cansız bir yüzeye yapışık olarak kendi ürettikleri polimerik matriks içinde yaşayan bakteri hücrelerinin oluşturduğu topluluk”, “yoğun bir ekzopolimer matriks içinde, mikroorganizmalar tarafından organize olmuş fonksiyone...
	Bakteriler, suda serbest dolaşmak yerine bir yüzeye tutunmayı tercih eder (Beveridge vd 1999). Bunun durumun sebebi, tutunduğu yüzeyin besin kaynağı olması, suyun akışıyla tutunduğu yere besin maddesi taşınması ya da su akışı sayesinde bol oksijen bul...
	Mikroorganizmaların bazıları yüzeylere tutunurken, bazıları da su içinde serbest halde dağılmış olarak bulunurlar. Serbest formdaki mikroorganizmalar hareketlerini yavaşlatarak yüzeye yaklaşırlar, yüzeyle veya yüzeye daha önceden tutunmuş olan organik...
	Biyofilm tabakası ısı değiştiricilerde, su ve yakıt ileten borularda, gemi karinalarında, diş ünitelerinde, bina duvarlarında, su arıtma, depolama, işleme ve dağıtım tesislerinde biyofouling olarak da adlandırılan istenmeyen tortu ve tabakalaşmalara y...
	2.16.2. Mikrobiyal yapışma
	Şekil 2.16’da biyofilm tabakasının oluşumu gösterilmektedir.
	Şekil 2.16 Yüzeylerde biyofilm oluşumunu gösteren şematik diyagram (Biyofilm Mühendisliği Bölümü, Bozeman USA)
	2.17. Korozyon Mekanizmasında Aerobik Oluşumlar
	Aerobik korozyon oluşumlarında oksijen, hidroksitleri oluşturmak için katodik bölgelerde elektron alıcısı gibi davranır. Aerobik korozyon mekanizması üzerine mikroorganizmaların etkisi hakkında sınırlı ölçüde bilgi bulunmaktadır.
	2.17.1. Kükürt okside eden bakterilerin rolü
	Kükürt okside eden bakterilerden Thiobacillus cinsi bakteriler, karbondioksit fiksasyonu için enerjilerini sülfür (SP-2P), HR2RS veya diğer redüklenmiş kükürt bileşiklerinin sülfürik asite (HR2RSOR4R) oksidasyonundan elde etmektedirler (Prescott 1990)...
	2.17.2. Demir ve mangan bakterilerinin rolü
	Gallionella, Crenothrix, Sphaerotilus, Leptothrix ve Clonothrix cinsi bakteriler, Fe ve Mn gibi metallerin biyolojik oksidasyonuna katılmaktadırlar. Demir bakterileri FeP+2P’yi, özellikle paslanmaz çeliklerde FeP+3P’e okside etmektedirler. Ayrıca bu b...
	2.17.3. Diğer aerobik bakterilerin rolü
	Açıklanan bakterilerin yanı sıra, Pseudomonas cinsi mikroorganizmaların da korozyona yol açtığı çalışmalarla gösterilmiştir. Bazı Pseudomonas türleri FeP+3P’ü FeP+2P’ye indirgeyerek, koruyucu FeP+3P tabakasının çözünmesine ve çözünür özellikte olan Fe...
	2.17.4. Funguslar
	Funguslar, metabolik aktiviteleri sonucu ürettikleri organik asitler ile ortamın pH değerini düşürerek korozyona neden olabilmektedirler. Hormoconis resinae ve Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinsi fungusların bazı türleri, benzindeki hidrokarbon...
	2.18. Anaerobik Oluşumlar
	Sülfat indirgeyici bakteriler, anaerobik korozyon ile ilişkili olan en önemli ve en yaygın mikroorganizma grubu olarak kabul edilmektedirler (Hamilton 1985, Booth 1964, Videla 1996). Sülfat indirgeyen bakteriler küresel, spiral, düz veya kıvrık çomak ...
	SRB, çok farklı habitatlardan izole edilmektedirler. Bu durum onların doğada oldukça yaygın olduklarını göstermektedir. Deniz, nehir veya göl sedimentleri, bu bakterilerin tipik habitatlarıdır. Ayrıca petrol yatakları, çeltik tarlaları ve soğutma kule...
	SRB, ihtiyaç duydukları enerjiyi organik besin maddelerinden elde ederler ve genellikle anaerobik bakteriler olup, oksijene alternatif olarak sülfatı kullanırlar ve sonuç olarak sülfürleri oluştururlar. Bu tür bakteriler, toprak ve her türlü suda yaşa...
	SRB etkisi ile çelikte meydana gelen korozyonu açıklamak amacıyla önerilen çeşitli modeller verilmiştir (Beech vd 1999). Bu modellerden en eski olanı Von Wolzogen Kuhr ve Van der Vlugt adlı iki bilim adamı tarafından ortaya konulan katodik depolarizas...
	Klasik teori (katodik depolarizasyon) teorisi: Kuhr ve Vlught adlarındaki iki bilim adamı tarafından açıklanan bu teoriye göre bakteri, sülfatın indirgenmesi için, hidrojenaz enzimi ile katodik hidrojeni kullanır (Borenstein 1994).
	Klasik teoriye göre tepkime denklemleri aşağıda verilmiştir:
	 Anodik tepkime: 4Fe  4FeP+2P + 8eP-
	 Suyun ayrışması: 8HR2RO  8HP+P + 8eP-
	 Katodik tepkime: 8HP+P + 8eP-P 8H
	 Katodik depolarizasyon (SRB etkisiyle): SOR4RP-2P + 8HP+P SP-2P + 4HR2RO
	 Korozyon ürünü: FeP+2P+ SP-2P FeS
	 Korozyon ürünü: 3FeP+2P + 6OHP-P 3 Fe(OH)R2
	 Toplam tepkime: 4Fe + SOR4RP-2P+ 4HR2RO 3 Fe(OH)R2R + FeS + 2OHP-
	Araştırmacılar, SRB bakterisinin korozyona uğrayan metal üzerindeki en büyük etkisinin hidrojenaz enzimi nedeni ile metal yüzeyinden hidrojen iyonunu uzaklaştırması olduğunu kabul etmektedir.
	Enzim + HR2R Enzim H P-P + H P+
	Klasik teoriye alternatif olarak, ortamda sülfür (SP2-P) iyonlarının bulunması, demir yüzeyinde meydana gelen anodik ve katodik tepkimelerin her ikisini de etkiler. SP2- Piyonları, katodik tepkimede yavaşlatıcı, anodik tepkimede ise hızlandırıcı etkiy...
	Genel korozyon, tüm yüzeyi etkilemekte iken MIC, oldukça bölgeseldir. MIC, bir yumru ve bu yumrunun altında bir çukur oluşturur. Bakteriler bu yumrular içerisinde tek başlarına veya farklı tür ve gruplardan oluşan karışık halde yaşayabilirler.
	Aerobik bir ortamda anaerobik bakteriler genellikle engellenir ancak, topluluk içerisindeki aerobik bakteriler, sudaki oksijeni tüketerek yumruya nüfuz eder. Bu sebeple, yumrunun iç kısmındaki oksijen seviyesi, anaerobik bakterilerin yaşamasını sağlay...
	2.18.1. Metanojenik bakterilerin rolü
	Metanojenik bakteriler, anaerobik koşullarda HR2R’i elektron vericisi, COR2R’yi ise elektron alıcısı olarak kullanarak metanı (CHR4R) oluştururlar. Genellikle metanojenik bakteriler SRB’ye yakın yerlerde bulunurlar ve biyokorozyonda rol oynarlar (Madi...
	2.18.2. Demir redükleyen bakterilerin rolü
	Demir redükleyen bakteriler FeP+3P’ü FeP+2P’ye indirgemektedirler. FeP+3P, düşük pH değerleri haricinde çözünmez formdadır ve FeP+3P tuzları metal yüzeyini kimyasal aktivite yüzünden daha ileri korozyondan korumaktadır. FeP+2P tuzları çoğunlukla çözül...
	2.19. Mikrobiyolojik Korozyon İle İlgili Yapılmış Bazı Çalışmalar
	Mikrobiyolojik korozyon ve aerobik bakterilerle ile ilgili olarak son yıllarda yapılmış çalışmalardan bir kısmı aşağıda özet olarak verilmiştir.
	Wagner vd (1997), bakır içme suyu borularında mikrobiyolojik korozyonu araştırmışlardır. Biyofilm olarak Xanthomonas campestris’ten elde edilen biyopolimeryapıdaki ksantan kullanılmıştır. Elektrotların biyofilmle kaplanması için 2 farklı ortam kullanı...
	Jayaraman vd (1999), aerob ve SRB bakterilerinin geliştiği modifiye edilmiş Baar’sortamında, elektrokimyasal impedans spektroskopisi ölçümlerini kullanarak, bakırmetalinin ve 2024 aluminyum alaşımının korozyon davranışını incelemişlerdir. Pseudomonas ...
	Choi vd (2002), ağır metal içerikli inhibitörler son yıllarda aktif olarak korozyon inhibitörü olarak araştırılmaktadır. Fakat çevreye olumsuz etkileri sebebiyle yeni ve zararsız kimyasallar araştırılmaktadır. Çalışmada su soğutma sistemlerinde mikrob...
	Valcarce vd (2005), pH’sı 7,6 olan yapay çeşme suyunda geliştirdikleri Pseudomonas fluorescens’in, bakır ve 70/30 bakır-çinko alaşımında çukurcuk korozyonu oluşturma yeteneğini ve oksit tabakanın oluşumunu araştırmışlardır. Döngüsel voltamogramda bakı...
	Yuan vd (2007), aerobik deniz bakterisi olan Pseudomonas’ın 70/30 Cu-Ni alaşımının korozyonu üzerine etkisini araştırmışlardır. Steril ortamda akım yoğunlukları deney süresine bağlı olarak düşmüştür. Bu da, yüzeyde koruyucu oksit tabakanın oluştuğunu ...
	Pseudomonas’lı ortamda ise bakteri kolonizasyonun artmasıyla RRctR değerinin düşmesi, bakterilerin korozyonu hızlandırdığını göstermiştir. Bakteriler yüzeyde gelişerek koruyucu oksit filmin oluşumunu engellemişler ya da oksit filmin dağılmasını kolayl...
	Starosvetsky (2007) yılında yaptıkları çalışmada endüstriyel alanlarda kullanılan donanımlarda meydana gelen mikrobiyal korozyonun tanımlanmasını amaçlamaktadırlar. Bu donanımlar karbon alaşımları içeren boru sistemleri ve boru birleşme kısımlarıdır. ...
	Chang vd (2009) yılında yaptıkları çalışmada FeR3RAl alaşımına mikroorganizmaların korozyon etkisi, kütle kaybı tekniği, elektrokimyasal teknikler ve SEM analizi ile araştırılmıştır. Polarizasyon eğrileri keskin akım piklerini göstermiştir. Bu durumda...
	Yin vd (2009) elektrokimyasal teknikler, polarizasyon eğrileri ve SEM analizi ile 303 paslanmaz çeliğine Vibrio natriegens bakterisinin mikrobiyal korozyon etkisi dört farklı besiyeri ortamında çalışmışlardır. Azot fiksasyonunun korozyonu arttırdığı f...
	Giacobone vd (2011) nükleer tesislerde kullanılan %99 saflıkta alüminyum içeren alaşıma karşı mikrobiyal korozyon etkisini test etmişlerdir. Sistemde standart metodlar kullanılmış ve 16S rRNA sekanslaması ile on sekiz mikroorganizma tanımlanmıştır. Si...
	Yaro vd 2011 yılında bakteri varlığında bakır-çinko ve tuzlu su sisteminde katodik koruma olayını incelemişlerdir. Bakterinin varlığında ve yokluğunda tuzlu su taşıyan bakır boruların korozyon olayı çinko ilavesi ile katodik koruma şeklinde kütle kayb...
	Beale vd (2012) mikrobiyal korozyon gözlemlenmiş bakır boru sistemlerinden aldıkları su örneklerini metabolomik teknikler kullanarak tanımlamaya çalışmışlardır. Bir önceki çalışmalarında boru sisteminden aldıkları biyofilm tabakasının ekstraselluler m...
	Stadler vd (2012) mikrobiyal ekstrasellular polimerik maddenin (EPS) metal yüzeyleri korozyondan korumak için kullanabileceğini bulmuşlardır. Bakteri tarafından salgılanan EPS’nin korozyon inhibisyonunda koruyucu etkisinin gözlemlenmesi için sistemde ...
	Bairi vd 2012 yılında D9-paslanmaz çelik alaşımı üzerine Bacillus sp. and Pseudomonas sp. bakterilerini yer altı sularında kültüre etmiş ve korozyon etkisini incelemişlerdir. Toplam canlı sayısı ve epifloresans mikroskop sonuçları bu bakterilerin alaş...
	3. MATERYAL ve YÖNTEM
	3.1. Materyal
	3.1.1. Kullanılan kimyasal maddeler
	3.1.2. Kullanılan cihazlar ve teçhizatlar
	3.1.3. Kullanılan hücre ve elektrotlar
	3.1.4. Örnek alımı
	Mikrobiyal korozyon çalışmaları için korozyon etkisi incelenecek aerobik bakteriler Türkiye’nin en büyük içme suyu arıtma tesisi olan Ankara İvedik Su Arıtma Tesisinin boru sistemlerinden alınan kazıntı ve su örneklerinden izole edilmiştir (Şekil 3.1a...
	(a)
	(b)
	(c)
	Şekil 3.1 (a) İvedik Su Arıtma Tesisi (b) su ve kazıntı örneklerin alındığı sistem (c) sistemde yer alan borular
	3.1.5. Besiyeri hazırlanması ve izolasyon öncesi ön aşama
	Dehidre besiyeri, 8,0 g/L olacak şekilde damıtık su içinde eritilir ve amaca uygun kaplara (tüp, erlen vs.) dağıtılır ve otoklavda 121 ºC'de 15 dakika sterilize edilir. Hazırlanmış besiyeri berrak ve sarımsı kahve renkli olup, 25 ºC'de pH'sı 7,0±0,2'd...
	3.1.6. İzolasyon
	3.1.7. İzolatların karakterizasyonu
	Saflaştırılan bakterilerden farklı koloni özellikleri gösteren iki tanesi tür düzeyinde teşhis edilmesi için firmaya gönderilmek üzere seçilmiştir.
	İzolatların tür düzeyinde teşhis edilmesi için ön hazırlık olarak örnekler 24 saat boyunca NB besiyerinde aktifleştirilmiş ve sonrasında 16S rRNA filogenetik analizlerinin yapılması için firmaya gönderilmiştir.
	Analiz sonucunda gönderilen ham sekans verileri Chromas 2.33 analiz programı ile işlenmiştir (Şekil 3.2). Forward ve revers sekans dizileri Gen Bankasında bulunan referans diziler ile karşılaştırılmış (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Karşılaştırma son...
	Şekil 3.2 Filogenetik analiz için ham sekans verilerinin işlenmesinde kullanılan program Chromas (2Thttp://www.technelysium.com.au/chromas.html2T)
	3.2. Yöntem
	3.2.1. Kaplama banyolarının hazırlanması
	3.2.1.1. Nikel Çinko kaplama banyosu
	3.2.1.2. Nikel Bakır Kaplama Banyosu
	1 M NiSOR4R.7HR2R0; 5,6 g, 0,04 M NiClR2R.6HR2RO; 0,19 g NiClR2R.6HR2RO/20mL; 10 mL,0,185 M HR3RBOR3R; 0,23 g HR3RBOR3R/20mL; 15 mL, 0.05 M CuSOR4R.5HR2RO; 0.25 g CuSOR4R.5HR2RO/20mL; 20 mL alınarak, ayrı ayrı hazırlanan tüm solüsyonlar karıştırılarak...
	3.2.1.3. Nikel Kobalt Kaplama Banyosu
	1 M NiSOR4R.7HR2R0; 5,6 g NiSOR4R.7HR2RO/20 mL,0,2 M NiClR2R.6HR2RO; 0,95 g NiClR2R.6HR2RO/20mL HR2RO; 1 mL,0,6 M HR3RBOR3R; 0,75 g HR3RBOR3R/20mL HR2RO; 2,5 mL,0,05 M CoSOR4R; 0,281 g/20ml HR2RO; 5 ml alınarak, ayrı ayrı hazırlanan tüm solüsyonlar ka...
	3.2.4. Mikroorganizmaların mikrobiyal korozyon deneyleri için hazırlanması
	Mikroorganizmaların gelişim eğrilerinin takip edilmesi ile tüm bakterilerin eksponensiyel faza ulaşım süreleri belirlenmiştir. Belirlenen eksponensiyal fazlara ulaşana kadar bakteriler NB besiyerine ekilmiş ve 30 ºC’de inkübasyona bırakılmıştır. Üç ba...
	3.2.5. Bakterilerin alaşımla kaplanmış diskleri içeren besiyeri ortamlarının pH’ı üzerine etkisinin belirlenmesi
	Bakterilerin pH üzerine etkisinin incelenmesi amacı ile Nikel alaşımları ile kaplanmış diskler sadece besiyeri ve bakterileri inoküle edilmiş besiyerlerinde elektrokimyasal deney süreleri olan 5 saat boyunca pH değerlerindeki değişim takip edilmiştir.
	3.2.6. Analiz yöntemleri
	3.2.6.1. Mikroorganizmaların gelişim eğrilerinim belirlenmesi
	3.2.6.3. Elektrokimyasal korozyon ölçümleri
	Elektrokimyasal ölçümler Ivium CompactStat Potansiyostat (IviumStat, Hollanda) kullanılarak yapılmıştır. OCP, LSV ve EIS deneylerinde 3 elektrotlu standart hücre kullanılmıştır.
	Çalışma elektrodu olarak nikel alaşımları kaplanmış ST-42 karbon çelik elektrot, referans elektrot olarak Ag/AgCl ve karşıt elektrot olarak Pt tel kullanılmıştır. Her deneyden önce çelik yüzeyi 1200 gritlik zımpara kâğıdı ile zımparalanmış ve bi-disti...
	Potansiyel tarama hızı 1 mV sP-1P olarak seçilmiştir. Potansiyeller Ag/AgCl’ye karşı ölçülmüştür. Tüm deneyler oda sıcaklığında yapılmıştır. OCP deneyi 5 saat süre ile takip edilmiş ve denge potansiyeli erişildikten sonra LSV deneylerinde denge potans...
	3.2.6.4. İzolatların neden olduğu korozyonun kuartz kristal mikrobalans yöntemi ile kütle kaybının belirlenmesi
	QCM çalışmalarında Model 400A kuartz kristal mikrobalans (CH Instrument, USA) cihazı ile CHI400A analiz programına sahip bilgisayar sistemi ile çalışılmıştır. QCM çalışmalarında çalışma elektrotu olarak kullanılan AT-kesimli altın elektrot korozyon ça...
	3.2.6.5. Taramalı elektron mikroskobu (SEM) ile yapılan çalışmalar
	Aeromonas eucrenophila: GQ466170
	Delftia acidovorans: GQ466172
	4.3. Kullanılan Mikrobiyolojik Materyaller
	5.1 Nikel alaşımlarına Aeromonas eucrenophila Bakterisinin Korozyon Etkisi Çalışmalardan Elde Edilen Sonuçların Değerlendirilmesi
	5.2 Nikel alaşımlarına Delftia acidovorans Bakterisinin Korozyon Etkisi Çalışmalardan Elde Edilen Sonuçların Değerlendirilmesi
	5.3 Nikel Alaşımlarına Pseudomonas aeruginosa Bakterisinin Korozyon Etkisi Çalışmalardan Elde Edilen Sonuçların Değerlendirilmesi

	4
	5
	5
	Microbial corrosion of Ni–Cu alloys by Aeromonas eucrenophila bacterium
	Introduction
	Experimental method
	Results and discussion
	Conclusions
	Acknowledgement
	References


	6
	Microbiologically influenced corrosion failure analysis of nickel–copper  alloy coatings by Aeromonas salmonicida and Delftia acidovorans  bacterium isolated from pipe system
	1 Introduction
	2 Materials and methods
	2.1 Preparation of Ni–Cu alloy coatings
	2.2 Bacteria isolation and incubation
	2.3 Electrochemical studies for the effect of A. salmonicida and D. acidovorans on the corrosion of Ni–Cu alloy coatings
	2.4 Characterization of the corrosion surface
	2.5 pH experiments

	3 Results and discussion
	3.1 Quartz crystal microbalance
	3.2 Polarization curves
	3.3 Electrochemical impedance spectroscopy
	3.4 Scanning electron microscopy-energy-dispersive X-ray spectroscopy
	3.5 pH analysis

	4 Conclusions
	Acknowledgement
	References


	7
	Microbiologically influenced corrosion of NiZn alloy coatings by  Delftia acidovorans bacterium
	1 Introduction
	2 Experimental method
	3 Results and discussion
	4 Conclusions
	Acknowledgement
	References


	8
	Evaluation of microbiologically influenced corrosion inhibition on Ni–Co alloy  coatings by Aeromonas salmonicida and Clavibacter michiganensis
	1 Introduction
	2 Material and methods
	3 Results and discussion
	4 Conclusions
	Acknowledgement
	References


	9
	B-kapak -2010-2.pdf
	B-21-10-.pdf
	B-kapak -2010-2 arka.pdf


	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page
	Blank Page

