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OZET

BACILLUS THURINGIENSIS’IN YUMUSAK CELIK UZERINDEKI AKTiVITESI

YISIL, Hatice Nur
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Ana Bilim Dali

Danigsman : Prof. Dr. Ayten OZTURK
fkinci Danisman : Dog. Dr. Emel BAYOL
Ocak 2014, 98 sayfa

Metaller iizerinde kolonize olan bir¢cok mikroorganizma metal yiizeyinin korunmasina
veya korozyonuna yol acabilir. Cogu calismalarda da metaller iizerinde gelisen
biyofilmin korozyonu hizlandirdig1 veya engelledigi gosterilmistir. Bu ¢caligmada, serum
fizyolojik (% 0,9 NaCl) ortaminda Bacillus thuringiensis var. kurstaki’ nin (1,0 gL™ ve
30gLY yumusak c¢elik tizerindeki aktivitesi oda sicakligi ve nétr pH’da steril kosullar
altinda incelenmistir. Elektrodun ylizeyindeki bakteri sayisi tlip diliisyon teknigi
kullanilarak hesaplanmistir. Elektrot yiizeyinde mikrobiyal aktiviteyi belirlemek icin
elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), lineer polarizasyon direnci (LPR) ve
potansiyodinamik polarizasyon teknikleri kullanilmistir. Elektrokimyasal 6lgiimler 4.
saat, 1. giin, 4. giin ve 7. Qin araliklarinda alimmistir. Elektrotlarin yiizey
morfolojisindeki degisimin incelenmesi igin taramali elektron mikroskobu (SEM),
yiizeyde olusan korozyon iirlinleri ve degisen iyon konsantrasyonlari i¢in ise enerji
dagilimli X-1ginlart (EDX) analizi yapilmistir. Ayrica biyofilmin yapisinda karigik halde
bulunan vejetatif bakteri, spor ve kristal toksin formlarinin kimyasal yapist ATR-IR ile
belirlenmistir. Sonuglar, bakteri miktar1 arttikga, korozyon akim yogunlugu degerlerinin
azaldigini, polarizasyon direng degerlerinin arttigim1  gostermektedir. Bacillus
thuringiensis var. kurstaki’ nin olusturdugu biyofilmin, elektrot ylizeyinde koruyucu

oldugu belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Mikrobiyolojik korozyon, Bacillus thuringiensis, impedans, biyofilm, ATR-IR.
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SUMMARY

MICROBIOLOGICAL ACTIVITY OF BACILLUS THURINGIENSIS ON MILD
STEEL

YiSiL, Hatice Nur
Nigde University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. Ayten OZTURK
Co-Advisor : Associate Prof. Dr. Emel BAYOL
January 2014, 98 pages

Many microorganisms that colonized on metals can lead to their corrosion or protect
their surfaces. The microbial biofilm on metal surfaces in corrosion induction or
corrosion inhibition have been shown in many studies. In this study, effect of Bacillus
thuringiensis var. kurstaki (1,0 gL™ and 3,0 gL™*) on mild steel was investigated in
isotonic NaCl solutions under sterile conditions at neutral pH and room temperature.
The number of bacteria on surfaces of the electrodes was calculated by using tube
dilution techniques. In order to determine the microbial activity on the surfaces of the
electrodes, electrochemical impedance spectroscopy (EIS), linear polarization resistance
(LPR) and potentiodynamic polarization techniques were used. Electrochemical
measurements were carried out at period of time intervals (4 hr, 1%, 4rd and 7 days). The
surfaces of the electrodes were characterized with SEM and EDX studies. Biofilm of
the electrode surfaces were analyzed with ATR-IR. The results showed that increasing
the amount of the bacterium, corrosion rate decreased and polarization resistance values
increased. As a result of the study, microbial biofilm made of Bacillus thuringiensis var.

kurstaki, was determined to be protective for the mild steel electrode surfaces.

Keywords: Microbiological corrosion, Bacillus thuringiensis, empedance, biofilm, ATR-IR.



ON SOZ

Metalik malzemelerde olusan korozyonun biiyiik oranda mikrobiyolojik korozyondan
kaynaklandiginin ortaya ¢ikmasi nedeniyle mikrobiyolojik korozyon son yillarda
giderek onem kazanmaktadir. Literatiirde mikrobiyolojik korozyon ¢aligmalari tek bir
bakteriyel saf kiiltiir ya da karisik kiiltiir olarak ¢alisilmis olup, bakterilerin tiirlerine ve
bu bakterilerin fizyolojik gereksinimlerine gore korozif veya inhibitér 6zelligi oldugu
baz1 arastirmalarda ortaya konmustur. Ancak bakterilerin fizyolojik gereksinimleri
korozif olma iizerinde belirgin olmasi ve karisik kiiltiirlerde korozif olmayan
bakterilerin varliginda da korozif Ozellik gostermeleri nedeniyle genel bir tanim
icerisinde heterotrofik bakterilerin inhibitdr 6zelligi kaybolmakta ve goz ardi
edilmektedir. Bu calisma ile steril kosullarda hetetrofik 6zellige sahip ayni zamanda
spor ve endotoksin Ozellikte protein olusturan bakterinin biyofilm tabakasinin metal

tizerindeki aktivitesi arastirilmastir.

Tez konusunun belirlenmesinden ¢alismalarin tamamlanmasina kadar her asamada bilgi
ve tecriibesini benimle paylasan, maddi ve manevi her tirlii destegi saglayan, her
konuda ornek aldigim damigman hocam Saym Prof. Dr. Ayten OZTURK’e en igten

tesekkiirlerimi sunarim.

Korozyon alaninda bilgi, Oneri ve yardimlarimi esirgemeyerek bu ¢aligmanin
gerceklesmesinde destek olan es danmigmanim Dog¢. Dr. Emel BAYOL’a, ATR-IR
analizlerinin yapilmasinda yardimci olan Dog¢.Dr. Abdullah Ali Giirten’e (Korkut Ata

Universitesi) tesekkiir ederim.

Tez galismalarim esnasinda yardimlariyla yanimda olan arkadasim Irfan ISCI’ye ve
tiniversite hayatim boyunca beraber huzur ve uyum i¢inde ¢alisma ortami saglayan yol
arkadasim ve meslektasim Hasan Hiiseyin KOC’a tesekkiirlerimi sunarim. Hayatimda
bir an bile maddi ve manevi desteklerini benden esirgemeyen, varliklar1 ile bana gii¢
veren ve beni bu giinlere getiren ¢ok degerli AILEM’e sabir ve anlayislar1 igin sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Bu calismaya FEB2012/16 numarali proje ile finansal destek saglayan Nigde

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine katkilarindan dolay: tesekkiir ederim.
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BOLUM I

GIRIS

Metal ve alagimlarin bulunduklar1 ortamla reaksiyona girerek fiziksel, Kimyasal ve
mekanik degisikliklere ugramas1 sonucu asinmasina korozyon denir (Erbil, 1985; Uneri,
1984). Korozyon, kat1 maddelerin ¢esitli etkiler altinda distan ige dogru ilerlemesiyle
meydana gelen bir asinma olayidir. Bir metalin korozyonu denilince onun elementel
halden, ya ¢oziinmiis ya da yiizey tabakasi halinde, bilesik haline ge¢mek {izere olusan
tepkimelerin tiimii anlagilmaktadir. Metaller termodinamik yasalarina gére dogadaki en
kararl1 bilesiklerine doniisme egilimi gosterirler. Bu donilisme egilimi korozyon olayidir
(Erbil, 1985). Korozyon kontrolii giiniimiizde son derece 6nemli bir konu olmasina
ragmen uygulamada yeteri kadar tizerinde durulmamakta, endiistriyel yatirim ve tiretim
maliyetlerini etkilemektedir. Korozyon nedeni ile iilkelerin ugradiklari malzeme, enerji,
emek ve bilgi kaybinin yillik degeri Gayri Safi Milli Gelir'in % 3,5 ile % 5'i
diizeyindedir. Ulkemiz icin bu amagcla ¢ok ayrmtili bir ¢alisma yapilmamis olmakla
birlikte bu kaybin % 4,5 civarinda oldugu tahmin edilmektedir (Erbil, 1984). Her
yonilyle biiyiik sorun yaratan korozyonu onleme g¢aligmalari, 6zellikle gelismis sanayi

ilkelerinde, son yillarda biiyiik 6nem kazanmistir (Cetin, 2007).

Glniimiizde ©nemi gittikge artan bir diger korozyon ¢esidi de mikrobiyolojik
korozyondur. Biyokorozyon olarak da ifade edilen Mikrobiyolojik Korozyon Etkisi
(MIC); mikroorganizmalarin varliginda anodik ve katodik reaksiyonlari azaltabilmekte
veya hizlandirabilmektedir ve son yillarda giderek 6nem kazanmaktadir (Mansfeld,
2007; Ghafari vd., 2013; Lee vd., 2006; Moradi vd., 2013). Metalik malzemelerde
olusan tim korozyon =zararinin yaklasitk % 20’sini MIC’in olusturdugunu ileri
stirilmektedir (Javaherdashti, 2008). Ortamdaki mikrobiyal gelisme sonucunda ayni
mikroorganizmalar, ortam kosullarini degistirerek korozyona neden olduklar1 gibi metal
yiizeyinde biyofilm olusturarak metali koruyabilmektedir. (Forte Giacobone vd., 2011,
Kahyaoglu vd., 2008). Ozellikle hetetrofik 6zellikteki bakterilerin metal yiizeyinde
olusturduklar1 biyofilm tabakasi sayesinde korozyona karsi koruyucu olabildikleri

saptanmustir (Ghafari vd., 2013).



Gilintimiize kadar yapilan mikrobiyolojik korozyon ¢aligsmalarmin ¢ogu, saf ve karigik
bakteri kiiltiiriinden olusan biyofilmlerin, demir, bakir, aliiminyum ve onlarin
alagimlarindan olusan elektrotlar iizerine olup, literatiirde bakteri konsantrasyonunun
artistyla nasil bir farklilik olduguna dair mikrobiyolojik korozyon c¢alismasina
rastlanmamistir. Bu ¢alismada, yaygin sekilde biyokontrol ajani olarak kullanilan
Bacillus thuringiensis var. kurstaki’nin iki farkli konsantrasyonunun (1,0 g/L ve 3,0
g/L) yumusak celik tizerindeki aktivitesi aragtirtlmistir. Bu amacla serum fizyolojik (%
0,9 NaCl) ortamlarina bakterinin iki farkli konsantrasyonu ilave edilmis ve heterotrofik
bir bakteri olan Bacillus thuringiensis var. kurstaki nin olusturdugu biyofilmin yumusak
celik tizerinde etkisi elektrokimyasal yontemlerle, degisik bekleme siirelerinde
arastirilmistir. Ortam sartlari bozuldugu zaman 6lmek yerine endospor lireterek yasam
stirelerini siirsiz bir sekilde uzatan bu bakterinin ayni1 zamanda protein yapida kristal
toksin de liretmesi nedeniyle metal yiizeyini ne sekilde etkiledigi tespit edilmistir. Artan
bakteri miktarlartyla metal yiizeyindeki degisimlerin neler olabildigi gozlenmistir.
Deneyler sonrasinda yiizey morfolojisindeki degisimin incelenmesi ic¢in taramali
elektron mikroskobu (SEM) ve yiizeyde olusan korozyon iiriinleri ve degisen iyon
konsantrasyonlar1 i¢in ise enerji dagilimli X-1sinlar1 analizi (EDX) yapilmistir. Ayrica
biyofilmin yapisinda bulunan karisik vejetatif bakteri, spor ve kristal toksin formlarinin

kimyasal yapilar1 ATR-IR analiziyle aydinlatilmistir.



BOLUM 11

GENEL BIiLGILER

2.1 Korozyonun Tanimi ve Mekanizmasi

Korozyon; malzemelerin 6zellikle metal ve alasimlarin cevreleri ile kimyasal ve
elektrokimyasal tepkimeye girmeleri sonucunda asinmalar1 olarak ifade edilir (Shreir
vd., 2000). Kimyasal ve elektrokimyasal korozyon olmak tizere iki tiir korozyon
olayindan soz edilir. Kimyasal korozyon, metal ve alagimlarin gaz ortamlar igindeki
oksitlenmesidir (kuru korozyon). Metal ve alasimlarin sulu ortamlar iginde bozunmalari
ise elektrokimyasal korozyon olarak adlandirilir (1slak korozyon) (Thierry ve Sand,
2002; Videla ve Herrera, 2005).

Korozyon, bir korozyon hiicresinin olugmasi ile baglar ve devam eder. Bir korozyon
hiicresinde 4 eleman bulunur: anot, katot, elektrolit ve metal yoludur (metalik

baglantidir) (Erbil, 1985).

Elektrokimyasal korozyon, sifir degerlikli metalden dis elektron alicisina elektron
transferini saglayan bir kimyasal reaksiyondur. Bu reaksiyon sonucunda ortamda metal
iyonlar1 aciga ¢ikar ve metal aginmaya ugrar. Sekil 2.1°de korozyon olayinin sematik
gosterimine gore bu siire¢ bir seri yiikseltgenme (anodik) ve indirgenme (katodik)
tepkimesinden meydana gelir. Elektron transferi anottan katoda dogru olur ve zaman

icerisinde anotta metal ¢oziiniir (San, 2012).

Katot reaksiyonu anottan gelen bu elektronlar1 kullanarak yiirtiyebilir. Eger katotta bu
elektronlar kullanilamaz ise, bu durumda anottaki oksidasyon reaksiyonu da yiirliyemez.
Diger taraftan eger katot reaksiyonu i¢in gerekli elektronlar bir dis kaynaktan verilecek
olursa, anot reaksiyonu ile elektron iiretilmez. Bu durumda anotta yiiriiyen korozyon

olay1 da durmus olur (Karagoz, 2003).
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Sekil 2.1. Korozyon hiicresi (Kiligcioglu, 2009)

Sekil 2.1°de goriildiigii gibi asama 1°de su ile temasta olan metal, bozunmaya baslar ve
elektron birakarak su igerisine geger. Asama 2’de elektronlar metal igerisinde katot
bolgesine transfer olur. Asama 3’de katot bolgesinde biriken elektronlar su igerisindeki
oksijenle reaksiyona girerek OH" (hidroksit) iyonlarini olusturur. Asama 4’de ise su
icerisinde ¢Oziinmiis olarak bulunan mineraller suyun elektrolit 6zelligini arttirdigindan,
korozyon dongiislinii tamamlayarak agiga ¢ikan demir iyonlarmm OH’ iyonlar ile
birlesmesini  saglar. Boylece korozyon mekanizmasi tamamlanmig olur. Bu

reaksiyonlardan birisi ger¢geklesmedigi takdirde korozyon olmaz (Kiligcioglu, 2009).

Korozyonda gergeklesen reaksiyonlar:

Anot reaksiyonlari:

Galvanik anodun ¢oziinmesi, Me — Me*? + 2¢° (2.1)
Oksijen gazi ¢ikis1, H,O — 1/20; + 2H" + 2¢ (2.2)
Klor gazi ¢ikist, 2C1I" — Cl, + 2¢ (2.3)
Karbondioksit ¢ikisi, C + 2H,0 — CO, + 4H" + 4¢” (2.4)



Katot reaksiyonlart:

Oksijen indirgenmesi (Asitli ortamlarda),

0O, + 4H" + 4e" — 2H,0 (2.5)
Oksijen indirgenmesi (Notr ve bazik ortamlarda),

O, + 2H,0 + 4e” — 40H" (2.6)
Metal iyonu indirgenmesi,

M™ + ze" —» M" " (2.7)
ve metal ¢cokmesi reaksiyonundan olusur.

M™ +ne” — M (2.8)

Oksijenli ¢ozeltilerde, katodik reaksiyon oksijenin indirgenmesi (elektron alma) iken

oksijensiz ¢ozeltilerde genellikle hidrojenin rediiksiyonu seklindedir (Denklem 2.9).
2H" + 26" — H; (Asidik ¢ozeltiler ve/ veya anaerobik kosullar) (2.9)

Anodik reaksiyon (metalin bozunmasi) hizi zamana bagli olarak yavas yavas azalir.
Ciinkii oksidasyon firiinleri (korozyon iiriinleri) koruyucu tabaka formunda ylizeye
tutunup reaktanlarin difiizyonunun engellenmesini saglayabilir. Bu koruyucu
tabakalarin siirekliligi onlarin kimyasal, morfolojik ve metalin korozyona karsi
hassasiyetine baglidir. Anodik ve katodik reaksiyonlar elektrondétralizasyonu korumak

icin bir dengede olmak zorundadirlar (Dogruéz, 2008).



2.2 Korozyonun Onemi

Giliniimiiz kosullarinda teknolojik olarak oniline geg¢ilemeyen korozyon hasarlarinin
Onlenmesi, zamaninda saptanmasi ve ilerlemesinin kontrol altinda tutulmasi, ayrica bu
hasarlarin yol acabilecegi zarar ve kayiplarin en alt diizeye indirilmesi 6nemlidir.
Endiistrinin her dalinda kendini gosteren korozyon olayi, atmosfer sartlarina agik
tanklar, depolar, direkler, korkuluklar, tasitlar, yeralt1 boru hatlari, betonarme demirleri,
iskele ayaklari, gemiler, fabrikalarda kimyasal madde doldurulan kaplar ve bircok

makine parcasi ile karsi karstyadir (Arslan, 2006; ilhan-Sungur, 2007).

Bin bir giigliikle ve ¢esitli islemlerle iiretilen metallerin korozyonu, ekonomik agidan
oldugu kadar, insan sagligi bakimindan da olduk¢a 6nemlidir. Bilindigi gibi bakirin
korozyon {iriinlerinin insan sagligt i¢in ¢ok zararli olmasi nedeni ile bakir kaplar,
yiizyillarca kalayla kaplanarak kullanilmiglardir. Korozyon {irlinlerinin  besin
maddelerinin igine sizmasi oldukga tehlikeli sonuglar dogurabilir. Korozyon sonucu
dayanimini yitirmis yapitlarin, beklenmedik bir zamanda ¢okmesi de is kazalarina
neden olur. Ozellikle niikleer santrallerde niikleer atiklarin depolanmasi, tasmmast v.b
konularda korozyondan kaynaklanan ve beklenmedik anda ortaya ¢ikan arizalar geriye
dontisii olmayan felaketlere neden olabilir (Erbil, 1985; Yal¢inkaya, 2008).

Korozyonla omrii kisalmis metalik yapitlarin degistirilmesi ve metallerin korozyon
tiriinleri halinde dogaya terk edilmesi sonucu bosa giden harcamalar iiretim giderlerini
de arttirmaktadir. Bu tiir giderler gelismis sanayi tilkelerince belirlenmis ve ¢ok biiyiik
rakamlara ulastig1 goriilmiistiir. Korozyonun iilke ekonomisine zarar1 sadece Amerikan
Endiistrisinde her yil 150 milyar dolara mal olmaktadir. Tiirkiye i¢in bu durumun 2-9

PR

milyar dolar arasinda degistigi diisiiniilmektedir (Erbil, 2012).

Her yoOniiyle biiylik sorun yaratan korozyonu onleme calismalari, 6zellikle gelismis
sanayi iilkelerinde, son yillarda biiyiik énem kazanmustir. Ulkemizde de gittikce dnem

kazanmaktadir (Erbil, 1985).



2.3 Korozyon Cesitleri

Degisik metaller ve alasimlar, iginde bulunduklar1 ortamin 6zelliklerine gore cesitli
sekillerde korozyona ugrarlar. Bu korozyon tiirleri birbirlerinden pratik olarak ayirt

edilebilmektedir (San, 2012; Sastri, 1998; Cetin, 2007).

2.3.1 Uniform korozyon (genel korozyon)

Genis bir yiizey ya da biitiin yiizeyin her yaninda kimyasal ya da elektrokimyasal
tepkimenin ayni 6l¢iide yiiriimesi ile metal yiizeyinde her tarafta esdeger 6l¢iide olusan
korozyon ¢esididir. Korozyon sonucunda metalin kalinligi yiizeyin her noktasinda ayni
miktarda azalir. Metal giderek incelir ve zamanla kullanilamaz hale gelir. Atmosfere
birakilan metal genel olarak tiniform korozyona ugrar. Mekanik a¢idan en az zararli
olan korozyon ¢esididir. Metal delinmeden ve kirilmadan uzun siire isletmede kalabilir.
Koruma i¢in boyama, ortama inhibitér ilavesi, kaplama ve katodik koruma

uygulanabilir (Shreir, 2000; Cetin, 2007; Arslan, 2008; San, 2012).

2.3.2 Cukur korozyonu

Metal ylizeyinin baz1 noktalarinda ¢ukur olusturarak meydana gelen korozyon tiiriidiir.
Bu tip korozyon olayinda anot ve katot bolgeleri birbirinden kesin sekilde ayrilmistir.
Anot, yiizeyin herhangi bir noktasinda agilan ¢ukurun icindeki dar bir bolge, katot ise
cukurun cevresindeki ¢ok genis bir alandir. Korozyon sonucu ¢ukur gittikge biiyiiyerek
metalin o noktadan kisa siirede delinmesine neden olur. Bu nedenle ¢ukur tipi korozyon

¢ok tehlikeli bir korozyon tiirii olarak kabul edilir (Arslan, 2008; Shreir, 2000).

2.3.3 Galvanik korozyon

Iki farkli metalin bir korozif ortama daldirilip elektriksel bir bag ile birbirine
baglanmasi ile ileri gelen bir korozyon tiliriidiir. Bu tip korozyona ¢ok rastlanir.
Metallerden daha soy olani katot, daha aktif olaninin anot olmasiyla bir korozyon
hiicresi meydana gelir. Bu hiicrede yalniz anot olan metal korozyona ugrar. Galvanik
korozyon i¢in her iki metale de temas eden elektrolitin bulunmasi gerekir. Metal yiizeyi

kuruysa galvanik korozyon s6z konusu olmaz (Cetin, 2007; Arslan, 2008; San, 2012).
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2.3.4 Catlak korozyonu

Metal yiizeyinde bulunan catlak, aralik veya cep gibi, ¢ozeltinin durgun halde kaldigi
bolgelere oksijen transferi giiclesir. Bunun sonucu olarak bu bélgeler anot, ¢atlagin
cevresindeki metal yiizeyleri katot olur. Catlak korozyonu yalniz metal ylizeyinde
bulunan bir catlakta degil, metal olmayan bir malzeme ile metal yiizeyi arasinda da

meydana gelebilir (Shreir, 2000; Cetin, 2007; Arslan, 2008).

2.3.5 Kabuk alt1 korozyonu

Metal yiizeyinde korozyon iiriinlerinin olusturdugu veya bagka bir nedenle olusan bir
kabuk (birikinti) altinda meydana gelen korozyona kabuk alti korozyonu denir. Bu
korozyon kabuk altinin rutubetli olmasindan ve yeteri kadar oksijen alamamasindan
kaynaklanir. Ciinkii kabuk altinda siv1 hareketi yoktur. Bu durum catlak korozyonuna
benzer bir ortam yaratir. Kabugun alt1 anot, kabuk gevresi ise katot olur. Ornegin, boru

yiizeylerini izole etmek amaci ile sarilan cam pamugu yagis nedeniyle islanirsa, bu

bolgelerde siddetli bir kabuk alt1 korozyonu baglar (Shreir, 2000; Arslan, 2008).

2.3.6 Filiform korozyon

Metal yiizeyinde bulunan boya veya kaplama altinda meydana gelen korozyon olayidir.
Filiform korozyon, catlak korozyonunun bir tiirii olarak kabul edilebilir. Filiform
korozyonu kaplamanin zayif ve suyu gegirebilen bir noktasindan baglar (Shreir, 2000;
Arslan, 2008; San, 2012).

2.3.7 Secimli korozyon

Bir alasim iginde bulunan elementlerden birinin korozyona ugrayarak uzaklasmasi
sonucu olusan korozyon olayidir. Bu tip korozyona en iyi 6rnek, piring alasimi i¢inde
bulunan ¢inkonun bakirdan 6nce korozyona ugramasidir (Shreir, 2000; Cetin, 2007,

Arslan, 2008; San, 2012).



2.3.8 Taneler arasi korozyon

Bir metalin kristal yapisinda tanelerin siir ¢izgisi boyunca meydana gelen korozyona
taneler aras1 korozyon denir. Taneler arasi korozyonun en tipik 6rnegi paslanmaz

celiklerde goriiliir (Shreir, 2000; Cetin, 2007; Arslan, 2008).

2.3.9 Erozyonlu korozyon

Korozif ¢ozeltilerin metal yiizeyinden hizla akmasi halinde, korozyon olay1 yaninda
erozyon da meydana gelir. Bu durum korozyon hizinin da artmasina neden olur.
Akiskanin akig hizi arttik¢a erozyon etkisi de artar. Nedeni; olusan korozyon iirlinlerinin
akiskan tarafindan siirliklenerek gotiiriilmesidir. Erozyonlu korozyon olayr daha ¢ok
hareketli akigkanlarin bulundugu ekipmanlarda, (borular, dirsekler, valfler, pompalar,
santrifiijler, pervaneler, karistiricilar, 1s1 degistiriciler vb.) s6z konusu olabilir (Shreir,

2000; Cetin, 2007; Arslan, 2008; San, 2012).

2.3.10 Asinmal korozyon

Birbiri iizerinde kayan iki yiizeyin asinmasi ile birlikte ylirliyen korozyon olaylarina
asmmali korozyon denir. Tki metal yiizeyi birbiri ile mekanik siirtiinme yaptiginda ¢ok
kiiclik metal parcalar ylizeyden kopar. Kopan metal parcalari kolayca oksitlenerek
korozyona ugrar. Asinmali korozyonun olusmasi i¢in ortamda suyun bulunmasina gerek

yoktur (Shreir, 2000; Cetin, 2007; Arslan, 2008; San, 2012).
2.3.11 Stres korozyonu

Metal yiizeyinde bulunan bir ¢ukur veya ¢atlak, gerilim altinda duyarli hale gelerek
korozyonun baglamasi i¢in uygun bir ortam yaratir. Normal halde korozyon {irlinleri
metal ylizeyinde koruyucu bir kabuk olusturdugu halde, stres altinda iken olusturamaz.
Bunun sonucu olarak korozyon hizla devam ederek metalin o bdlgede ¢atlamasina
neden olur. Burada s6z konusu olan ¢ekme gerilmesidir. Basing gerilmesinin stres

korozyonuna etkisi yoktur (Shreir, 2000; Arslan, 2008).



2.3.12 Yorulmah korozyon

Periyodik olarak yiikleme - bosaltma seklinde etkiyen dinamik bir stres altinda bulunan
bir metal zamanla yorulur. Yorulmus halde bulunan metal, normalden daha kiiclik
gerilmelerin etkisi ile catlayabilir. Yorulma ve korozyonun birlikte etkisi metalin kisa

stirede ¢atlamasina neden olur (Shreir, 2000; Arslan, 2008).

2.3.13 Hidrojen kirilganhgi

Bir korozyon reaksiyonu sonucu veya katodik koruma uygulamasinda metal yiizeyinde
hidrojen atomlar1 olusur. Bu atomlarin bir kismi birleserek H, gazini olusturur ve
atmosfere karisir. Bir kism1 da metal bilinyesine girerek oradaki bosluklara yerlesir.
Daha sonra bu hidrojen atomlart da hidrojen molekiiliine doniiserek biiyiik bir hacim
artisina neden olur. Molekiil halindeki hidrojenin difiizlenme 06zelligi yoktur. Metal
icinde bulunan hidrojen molekiilleri metal bosluklarinda biiyiik bir basing olusturarak

metalin ¢atlamasina neden olur (Shreir, 2000; Arslan, 2008).

2.3.14 Kacgak akim korozyonu

Dogru akimla ¢alisan rayl tasit araglari, yiiksek voltajli elektrik hatlar1 ve kaynak
makineleri zemin i¢ine kagak akim yayarlar. Bu kagcak akim ¢evredeki metal yapilar
etkileyerek korozyona neden olur. Ornegin; yeralt1 tren hattina paralel giden bir boru
hattinda kacak akim korozyonu meydana gelebilir. Akimin boru hattina girdigi bolgeler
katot olur. Bu noktalardan korozyon s6z konusu olmaz. Korozyon olay1 akimin borudan

¢iktig1 bolgelerde goriiliir (Shreir, 2000; Arslan, 2008).
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2.4 Korozyon Hiz1

Metal ve alasimlarin korozyon dayanimlari hakkinda fikir edinmek i¢in her birinin nicel
olarak hesaplanan korozyon hizlarima bakilmalidir. Korozyon hizi, metalin birim
zamandaki ¢oziinme miktaridir. Bolgesel korozyonun oldugu bolgelerde korozyon hizi,
korozyonun derinligine ilerlemesi bi¢ciminde verilir. Korozyon hizinin en kisa siirede
Olclilmesi elektrokimyasal yontemlerle miimkiin olmaktadir. Bu yontemlerde hiz, akim
yogunlugu olarak verilmektedir. Elektrokimyasal olarak yiiriiyen korozyon olay1r metal
yiizeyinde veya metal/cozelti ara yiizeyinde yiiriir. Korozyon sirasindaki anodik ve
katodik tepkimeler, tepkimenin oldugu yerler arasindaki serbest entalpi farkindan dolayi

yiirlir (Akkum, 2006; Yal¢inkaya, 2008).

2.5 Korozyon Hizi Olgme Yontemleri

Metal ve alagimlarimin Korozyon oranlari, kimyasal ve elektrokimyasal yontemler

kullanilarak belirlenebilir (Erbil, 2012; Shreir, 2000).

2.5.1 Kimyasal yontemler

1. Korozyona ugrayan metal ya da alasimin kiitle kaybinin 6l¢iilmesi,
2. Korozif ortamdaki korozyon {iriinlerinin miktariin 6l¢iilmesi,

3. Korozyon reaksiyonu esnasinda iiretilen gazin miktarinin dlgtilmesi.

2.5.2 Elektrokimyasal yontemler

1. Tafel ekstrapolasyonu yontemi,
2. Polarizasyon direnci yontemi,

3.Alternatif akim (AC) impedans yontemi (Mareci vd., 2005)

Elektrokimyasal yoldan korozyon hizinin belirlenmesi, korozyona ugrayan metal {izerindeki
anot ve katot ylizeyleri arasindaki akimin olg¢iilmesidir. Dolayli yoldan korozyon hizi
Olglilmesinin 6zii akim-potansiyel 6lgmesidir. Akim ya da potansiyelden biri denetimli
olarak uygulanarak digerinin degisimi kaydedilir. Akimin denetimli uygulanmas: halinde

potansiyel degisimi Olciiliir ve yontem genel olarak "Kronopotansiyometrik Yontem" ya da
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"Intensiyostatik Yontem" olarak adlandirilir. Akimin degisik hizlarla siirekli degistirilmesi
ve buna karsilik degisen potansiyel degerlerinin siirekli kaydedilmesi de olanaklidir. Bu
durumda yontemin adi1 "Intensiyodinamik Y&ntem" dir. Potansiyelin denetlenerek akim
degisiminin Ol¢iilmesi ise "Kronoamperometrik Yontem" dir. Bu yontemin uygulanmasinda
da uygulanan sabit potansiyel degerlerine kars1 kararli akim degerleri dlgiiliir. Potansiyelin
belirli hizlarda degistirilerek bunu karsilayan akim siddetinin = Olgiilmesi  de
"Potansiyodinamik Yo6ntem"dir. Akim-potansiyel egrisi elde edilirken ¢aligilacak potansiyel

araligi, korozyon hizinin belirlenecegi yonteme gore segilir (Erbil, 1984).

2.5.2.1 Tafel egrilerinin korozyon potansiyeline ekstrapolasyonu yontemi

Korozyon potansiyelinden baslayarak anodik ve/veya katodik yonde ¢izilen yari-logaritmik
akim-potansiyel egrileri Tafel egrileri olarak bilinir ve Tafel egrilerinin ¢izgisel kisimlari
geriye dogru ekstrapole edildiginde korozyon potansiyelinde kesisirler. Korozyon
potansiyelinde kesistikleri noktanin belirlendigi akim korozyon akimidir. Tafel egrilerinin
ekstrapole edilecek dogrusal kismi ¢ok onemlidir ve bu bolgenin giivenli olmasi igin,
korozyon potansiyelinden en az 40-50 mV sonra baslamasi ve akimin en az 10 kat
artmasina kadar stirmelidir. Akimin 10 kat artmasini saglayacak potansiyel araligi egrinin
dogrulugu igindir. Korozyon potansiyeli dolayindaki potansiyel araligi ise; anodik egrideki
katodik akimin ya da katodik egrideki anodik akimin katkisin1 en aza indirmek i¢indir.
Tafel egrilerinin ekstrapolasyonu yontemi, aktivasyon denetimli tepkimeler i¢in gecerlidir.
Difiizyon denetimli tepkimelerde, korozyon akimi katodik smir akimi biiyiikliiglindedir.
Metalin pasif oldugu kosullarda ise korozyon akimi pasiflik akimina esittir. S6zii edilen son
iki durumda korozyon hizinin 6lgiilmesi i¢in, sirastyla katodik sinir akiminin ya da pasiflik

akiminin 6l¢iilmesi yeterlidir (Erbil, 1984).

Elektrot Potansiyel

)

T Tafel egimi Ba

M — M* + 2"

log i (mA/cm?)

Katodilk Tafel egimi fc

L 2H +2e — Hy(2)

[©)

Sekil 2.3. Korozyon hizinin (i) belirlenmesi igin anodik ve katodik Tafel egrilerinin korozyon
potansiyeline (E.,;) ekstrapolasyonu (Erbil, 1984)
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2.5.2.2 Polarizasyon direnci yontemi

Elektrokimyasal yontemlerle korozyon hizinin belirlenmesi igin Tafel egrilerinin
korozyon potansiyeline ekstrapolasyonu yontemi, laboratuar kosullarinda kolayca
uygulanabildigi halde uygulamada bazi1 zorluklar1 vardir. Akim-potansiyel egrilerinin
cizimi i¢in gerekli diizen kurulsa bile, egrilerin ¢izimi sirasinda blyiik akim
gececeginden isletme kosullarinda dogrudan uygulanmasi sakincalidir. Oysa Stern ve
Geary’e gore akim-potansiyel egrilerinin korozyon potansiyeli dolayr ¢izgiseldir.
Cizgisel olan £ 7mV’luk araligin egimi ile korozyon akimi arasinda asagidaki baginti

vardir (2.10):

AE IAI=(Lior)[( ba . be) /2,3(batbe)] (2.10)
B =( ba. be) /2,3(bathe) (2.11)
Rp= (1ikor).B (2.12)
ikor = B.Rp™ (2.13)

Bu bagintida Rp, polarizasyon direnci (2.12), B ise anodik (ba) ve katodik (bc) Tafel
egimlerine bagli bir sabittir (2.13). AE/AI ise akim-potansiyel egrisinin egimidir (2.10).
Polarizasyon direnci yontemiyle korozyon hizi belirlenmesi ¢ok kolay ve hizli bir
yontemdir. Deney elektrotu ile karsilastirma elektrotu arasinda ilk Ol¢iilen potansiyel,
korozyon potansiyelidir. Bir iiretegten degisken bir direng yardimiyla, deney elektrotu
ile kars1 elektrot arasina belirli akimlar uygulanir ve her akim uygulanmasindan sonra
potansiyelin korozyon potansiyelinden sapan miktar1 kaydedilir. Korozyon potansiyeli,
sifir noktas1 kabul edilerek 2 ya da 3 nokta daha belirlenirse (yaklasitk 10 mV
araliginda) hepsinden gecen ortalama bir dogru cizilerek egimi hesaplanir. Ayn1 islem
hem anodik hem de katodik yonde uygulanir. Hesaplanan polarizasyon direnci, ¢izilen
egrinin egimidir. Bu nedenle iki yonde de aymi potansiyel araliginda calisma

zorunlulugu yoktur (Erbil, 1985).
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Sekil 2.4. Polarizasyon direncini belirlemek igin ¢izilen bir akim-potansiyel egrisi
(Erbil, 1985)

2.5.2.3 Alternatif akim (A.C.) impedansi yontemi

Korozyon hizi belirleme yontemlerinden birisi de elektrodun yiizey yapisini bozmayan
elektrokimyasal bir teknik olan alternatif akim (AC) impedans teknigidir. AC impedans
yontemi ile metal yiizeyine uygulanan kiiciik genlikli alternatif akim, ylizey yapisini
fazla degistirmeyeceginden daha dogru sonu¢ vermesi beklenmektedir. Ayrica yiliksek
direncli ortamlarda da Olgcme yapilabilmesi, diger yontemlere gore bir istiinliik
saglamaktadir. YOntemin 0Ozii, metal/cozelti ara yilizeyinde olusan ¢ift tabakaya
uygulanan alternatif akim impedansinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Elektrot yiizeyine
degisik frekans araliginda kii¢iik genlikli, diisiik frekansh alternatif akim belli stirelerde
uygulanmaktadir. AC yontemiyle degisik ortamlarda elde edilen kompleks diyagramlar
incelendiginde genel olarak yarim daireden sapan koniklerin elde edildigi goriiliir.
Sapma daha c¢ok diisey eksen boyunca gosterilen kompleks impedans {izerinde
yogunlasmaktadir. Yapay elektronik bir esdeger devre yardimiyla elde edilen kompleks
diyagramlar teoriden beklenen yarim daire bigimine tam uymakta, aliminyum ile elde
edilen diyagramlar ise yarim daireye c¢ok yaklasmaktadir. Yapay hiicrelerde gercek
kondansatorler kullanilmakta, aliiminyum yiizeyinde olusan ince oksit filmi de gercek
bir kondansatore yakin 6zellik gostermektedir. Aliiminyum yiizeyindeki ince oksit filmi
disinda kalan poroz oksit ve difiiz tabakanin toplam kapasiteye katkisi dnemsiz
kalmaktadir. AC impedans spektroskopisi, laboratuar kosullarinda yaygin bir sekilde,
korozyon hizinin belirlenmesi yaninda, c¢ukur korozyonu, kaplama ve korozyon

inhibitorlerinin etkilerinin incelenmesinde sik¢a kullanilan bir tekniktir (Erbil, 1988).
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BOLUM 111

MIKROBIYOLOJiK KOROZYON

Mikrobiyolojik korozyon (MIC), mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri sonucu
hem dogrudan hem de dolayli olarak meydana gelen korozyon ile metalin bozunmasi
olayidir. MIC ayrica biyolojik korozyon, biyolojik olarak desteklenen korozyon ve
biyokorozyon olarak da adlandirilmaktadir (Borenstein 1994).

Mikroorganizmalarin mikrobiyal aktiviteleri, korozyon reaksiyonlarina yol agabilmekte
veya arttirabilmektedir (Ford ve Mitchell, 1990). MIC’in ekonomik ve ¢evresel agidan
onemli olmasi, biyokorozyon mekanizmalarim1 agiklayan kapsamli calismalar
yapilmasini saglamistir (Beech, 2004). MIC, petrol ve gaz endiistrisinde kullanilan boru
hatlarinda, gemi karinalarinda, ugaklarin mazot tanklarinda, sogutma kulelerindeki 1s1
degistiricilerde, lagim ana borularinda ve enerji endiistrisindeki sogutma sistemlerinde
¢ok biiyiikk ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Thierry ve Sand, 2002). Flemming
(1996), metalik malzemelerde olusan tiim korozyon zararinin yaklasik olarak % 20’sini
MIC’in olusturdugunu ileri siirmektedir. Bununla birlikte Booth (1964), ingiltere’de,
borularda olusan korozyonun % 50’sinin MIC’den kaynaklandigini ileri siirmiis ve bu
zararin yilda yaklasik olarak 300—500 milyon sterlin oldugu hesaplanmistir (Hamilton,
1985). Amerika Birlesik Devletleri ise mikrobiyolojik korozyon hasarina yillik olarak
yaklagik 2 milyar dolar harcamaktadir (Thierry ve Sand, 2002; Javaherdashti, 2008).

MIC, ozellikle enerji ve petrol sanayinde, mikrobiyolojik korozyondan kaynaklanan
yangin problemleri gibi zaman zaman ciddi hasarlarla sonuglanan bir¢ok soruna yol
acmaktadir. Cizelge 3.1’de MIC’den en cok etkilenen sanayi alanlari verilmistir.
Mikrobiyolojik korozyonda mikroorganizmalarin gelismesi sonucu asitler ve siilfiirler
gibi bazi bilesenler ortaya ¢ikmaktadir. Bu bilesenler de korozyon hizinmi artirict rol
oynar. Bazi durumlarda mikroorganizmalar dogrudan dogruya elektrokimyasal
tepkimelere de katilabilir. Mikrobiyolojik korozyon, metal yiizey, abiyotik korozyon
uriinleri, bakteri hiicreleri ve onlarin metabolitleri (organik, inorganik asitler ve
amonyak, hidrojen siilfiir gibi ugucu bilesikler) arasindaki birbirini destekleyen
etkilesimler sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Mikroorganizmalarin fiziksel varligi ve

metabolik aktiviteleri, yiizeylerin elektrokimyasal o6zelliklerini degisiklige ugratirlar.

16



Metal yiizeylere tutunan bu mikroorganizmalar ¢ogalir ve koloni olustururlar. Bunun
sonucunda da yiizeylerde lokal anotlar, katotlar ve farkli konsantrasyon hiicrelerini

meydana getirerek MIC olusumuna neden olurlar (Kjellerup vd., 2005).

Cizelge 3.1. Mikrobiyolojik korozyondan en ¢ok etkilenen sanayi dallari (Richard,

2005)

Alanlar

Sorunlu Alanlar

Mikroorganizmalar

Petrol hatlar1
depolama tanklar1
(su, atik sular,

Durgun alanlarin i¢ taraflari
Yanan petrol hatlarinin ve
tanklarinin dis tarafi

Aerobik ve Anaerobik asit
iiretenler

Siilfat indirgeyen bakteriler

Demir/Mangan oksitleyici

_ ozellikle 1slak nemli kil ve bakteriler
gaz, yag) . ) - L
balgik bolgelerinde Kiikdirt oksitleyici
bakteriler
Aerobik ve Anaerobik
bakteriler
5 Sogutma kuleleri Metal oksitleyici bakteriler
Sogutma e e .
Sistemleri Is1 degistiriciler Suyun yiizeyinde duran
Depolama tanklari ince bakteri tabakalari
Algler
Mantarlar

Rihtim, iskele ve
diger sucul

yapilar

Sigratma zonlar1

Deniz algalmasi alanlarinda

Siilfat indirgeyen bakteriler

Uzun yakit

tankerleri

Durgun alanlar1

Mantarlar

Enerji lireten

Is1 degistiriciler

Anaerobik bakteriler

tesisler Siilfat indirgeyen bakteriler
Yangin ) .
Anaerobik bakteriler
sOndiirticii Durgun alanlar
. Siilfat indirgeyen bakteriler
sistemler
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3.1 Mikrobiyolojik Korozyonun Olusumu

Mikrobiyolojik korozyon, normal korozyon olaylarindan farkli yapida olmayip bazi
mikroorganizmalarin korozyon hizini arttirmasi ile ger¢eklesmektedir. Biyokorozyon ii¢

faktoriin gelismesiyle ortaya cikar. Bu faktorler;

1. Sulu bir ortam
2. Ortamin etkisinde kalmis bir malzeme

3. Cesitli tiirdeki mikroorganizmalar (Feron, 2005)

Sekil 3.1. Mikrobiyolojik korozyonun olusum mekanizmasi (Borenstein, 1994)

Korozyona neden olan biyofilm bagimsiz organizmalarin, genel olarak da
mikroorganizmalarin, ylizeyde birikmesiyle gelisme gostermekte ve sonugta ortamdaki
oksijen konsantrasyonu i¢inde metal ve biyofilm tabakanin etkilesimleri biyokorozyon
olusumuna neden olmaktadir. Biyokorozyon, bir metalin elektrokimyasal olarak
¢oziinmesidir. Bu elektrokimyasal reaksiyonlar Sekil 3.1°de oldugu gibi, metalle
yiizeydeki biyolojik yapmin karsilikli etkilesimi ile bircok asamada gerceklesmektedir
(Kurugol, 2007). Mikroorganizmalarin gelismesi siirecinde asitler ve siilfiirler olusur.
Siilfiir bilesikleri bakteriler tarafindan elementel kiikiirt veya siilfata kadar
oksitlenebilir. Bazilar1 da bunun tersi reaksiyonu gerceklestirir. Thiobacillus thioxidans
gibi bazi aerobik bakteriler, her ¢esit siilfiir bilesigini ve elementel kiikiirdii siilfata

oksitler. Reaksiyon sonucu siilfiirik asit olusur (San, 2012).
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2S5 + 305 + 2H,0 — 2H,S0,

Anaerobik bakterilerden olan Desulfovibrio hidrojeni kullanarak siilfat1 indirger.

SO4 2+ 4H,— S 2+ 4H,0

Olusan siilfiir iyonlar1 H»S haline doniiserek korozyon hizini artirict etki yapar. Bu
nedenle mikrobiyolojik korozyon iiriinlerinde daima siilfiir bilesiklerine rastlanir.
Normalde korozyon olaymin rastlanmadigi yerlerde mikrobiyolojik korozyona cok

ender rastlanir (San, 2012).

Biyokorozyonun ilk asamasi zorunlu olarak metal ylizeyinde gelisen film
formasyonundan baglamaktadir. Bununla birlikte bir biyofilm tabakasi her zaman igin
bir biyokorozyon nedeni degildir. Biyotabaka ile biyokorozyon arasinda her zaman bir
iliski de olmayabilir. Korozyona neden olan bakteriler farklt metabolik 6zelliklere
sahiptir. Bununla birlikte ortamin fizikokimyasal o6zellikleri de biyokorozyon
aktivitelerinde belirleyici bir rol oynamaktadir. Farkli ortamlarin sahip olduklari
sicaklik, pH ve oksijen degerleri, icerdikleri organik iiriinler, nem miktarlar1 gibi
fizikokimyasal kompozisyonlar mikrobiyolojik formasyonlarin gelisimlerinde etkili
olmaktadir. Hemen hemen tiim metaller steril olmayan ortamlarda biyolojik bir film
tabakasiyla kaplanirlar ve zamanla biyokorozyon mekanizmalar1 gelistirirler. Metal
ylizeyine mikroorganizmalarca olusturulmus ve cesitli bolgelere dagilmis biyofilm
koloni formasyonlari, yiizeyde farkli havalanma bolge sekilleri olustururlar. Dolayisiyla
bu bolgeler ile koloniler arasinda farkli oksijen derigsimleri meydana gelir ve kolonilerin
merkezinde de metale temas sonucu oksitlenme meydana gelir. Metalin 1ki bdlgesindeki
bu farkli oksijenlenme, potansiyel elektrik farkliligina ve korozyon akimina neden olur

(Kurugél, 2007).

3.2 Korozyon Mekanizmasinda Aerobik Olusumlar

Aerobik korozyon olusumlarinda oksijen, hidroksitleri olusturmak ic¢in katodik
bolgelerde elektron alicist gibi davranir. Aerobik korozyon mekanizmasi iizerine
mikroorganizmalarin etkisi hakkinda smirli 6lgiide bilgi bulunmaktadir (Ford ve

Mitchell, 1990).
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3.2.1 Kiikiirt/ Siilfiir oksitleyici bakteriler

Kikirt / Silfiir oksitleyici bakteriler, aerobik bakterilerdir. Bu bakteriler, elementel
kukiirtii veya kiikiirt iceren bilesikleri yiikseltgeyerek siilfiirik asit olusumuna yol
acarlar. Siilfiirik asit, pek ¢ok metal i¢in korozyon agisindan oldukca tehlikelidir.
Thiobacillus, Thiodendron, Beggiatoa ve Sulfolobus bilinen aerobik kiikiirt
yiikseltgeyici bakterilerdir. Beton tesisler ve borular, genellikle Thiobacillus

bakterisinin iiremesiyle hizla korozyona ugrarlar (Roberts vd., 2002; Feron, 2005).
3.2.2 Demir ve mangan yiikseltgeyici bakteriler

Demir ve/veya mangan yiikseltgenmesi, hem oksijensiz (anaerob) hem de oksijenli
ortamda (fakiiltatif aerob) yasayabilen mikroorganizmalarca gergeklestirilir. Bu grup
bakteriler mangan (Mn-I1V) ve demiri (Fe-111) indirgemektedirler (Little vd., 1998).
Gallionella, Sphaerotilus, Leptothrix ve Crenothrix gibi demir ve mangan yiikseltgeyici
bakteriler ya ¢ozeltide ¢oziinmiis olarak ya da yiizeyde c¢okelek halde bulunan Fe*?
iyonunu Fe*® iyonuna yiikseltgerler. Olusan Fe™® iyonu, kloriir iyonlarinin bulundugu
ortamda demir kloriir olusturur ve demir kloriir oldukga korozif bir bilesik olup ortamin
pH’smin yaklasik 1 gibi ¢ok diisiik seviyelere inmesine sebep olur. Bir kisim F e¢*? iyonu
ve olusan Fe™ iyonu da, aerobik bakteri sartlarinda oksijenin indirgenmesi sonucu
olusan OH" iyonu ile FeO(OH), FeO(OH); gibi pas denilen pasif korozyon triiniinii de
olusturmaktadir. Ayrica bu bakteriler Mn*? iyonunu da Mn* iyonuna yiikseltgeyebilir
ve boylece metal yiizeylerde mangan dioksit (MnO,) olusumuna sebep olurlar. Bu tip
bakterilerin sebep olduklar1 birikimler kloriir agisindan zengindir ve tanklarin, borularin

alt yerlerinde bulunurlar (Javaherdashti, 2008).
3.2.3 Diger aerobik bakterilerin rolii

Aciklanan bakterilerin yan1 sira, Pseudomonas cinsi mikroorganizmalarin da korozyona
yol actigi caligmalarla gdsterilmistir. Bazi Pseudomonas tiirleri Fe™ii Fe'®ye
indirgeyerek, koruyucu Fe*® tabakasinin ¢éziinmesine ve ¢oziiniir dzellikte olan Fe*?
bilesiklerinin olusumuna yol agarlar. Pseudomonas, Escherichia, Flavobacterium,
Aerobacter ve Bacillus cinsi mikroorganizmalar metal yiizey iizerinde kolonize olarak

yapiskan bir tabaka olustururlar ve ortamdaki oksijeni tiiketirler (Iverson, 1987).
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Yapigkan 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 (Iverson, 1987).

3.2.4 Mantarlar

Mantarlar, metabolik aktiviteleri sonucu iirettikleri organik asitler ile ortamin pH
degerini diigiirerek korozyona neden olabilmektedirler. Hormoconis resinae ve
Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinsi mantarlarin bazi tiirlerinin, benzindeki
hidrokarbonlar1 kullanarak organik asit {rettikleri ve aliiminyum ucak benzin
depolarinda ve benzin saklama tanklarinda korozyona yol agtiklari rapor edilmistir.
Ayrica klorlu ¢ozeltilerdeki alliminyum ve alasimlart i¢in en etkili korozyon inhibitorii
olarak diisiiniilen nitrat anyonlar1, H. resinae tiirii mantarlar tarafindan tiiketildigi igin
cozeltideki korozyon inhibitorii seviyesi azalir ve kloriir/inhibitdr orani artar. Bu durum
2024 ve 7075 aliiminyum alagimlarinda oyuklanma tarzinda korozyona neden

olmaktadir (Bento ve Gaylerde, 1996).

3.3 Korozyon Mekanizmasinda Anaerobik Olusumlar

SRB, anaerobik korozyon ile iligkili olan ekonomik acidan en 6nemli ve en yaygin
mikroorganizma grubu olarak kabul edilmektedirler (Ford ve Mitchell, 1990; Lee vd.,
1995). Anaerobik biyokorozyonda rol oynayan diger mikroorganizma gruplari ise;
metan lireten bakteriler, demir rediikleyen bakteriler ve hidrojen iireten bakterilerdir

(Boopathy ve Daniels, 1991).

3.3.1 Siilfat indirgeyici bakteriler (SRB)

Siilfat indirgeyici bakteriler, ihtiya¢ duyduklar1 enerjiyi organik besin maddelerinden
elde ederler. Genellikle anaerobik bakteriler olup, oksijene alternatif olarak siilfati
kullanirlar ve siilfat1 siilfiire indirgerler. Bu tiir bakteriler, toprak ve her tiirlii suda
yasayabilirler (pH 5 — 9,5 arasinda). En ¢ok tercih ettikleri yerler, uzun siire kapali kalan
boru igleri gibi, suyun durgun oldugu bolgelerdir (Javaherdashti, 2008).
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Mikrobiyolojik korozyonda en ¢ok karsilagilan SRB tiirii bakteriler: Desulfovibrio,
Desulfobacter ve Desulfotomaculum bakterileridir (Borenstein, 1994). SRB'ler
oksijensiz ortamlarda bulunan ve gelisen, siilfat, siilfiir, tiyosiilfat gibi kiikiirt
bilesiklerini indirgeyen bakterilerdir. Genel olarak elektron alicis1i gibi siilfatlari,
elektron verici gibi ylizeydeki bir¢ok kalintilar1 yada karbon kaynaklarindan; asitleri
(laktik, fumarat, asetat), hidrojeni, alkollerden (metanol, etanol, propanol), doymus
hidrokarbiirlerin biiyiik molekiillii yag asitlerini, basit aromatik bilesiklerini (fenol,
benzen) ve sekerleri (fruktoz) kullanmaktadir (Chevrou ve Rodiere, 2004; Haras, 2005).
Siilfat indirgeyen bakteriler; korozyon ortamindaki hidrojen iyonunu (hidrojenaz enzimi
ile), siilfat1 stilfiire ¢gevirmek i¢in kullanir ve boylece yiizeyin katodik depolarizasyonuna
sebep olurlar. SRB' lerin etkisi sonucu olusmus temel korozyon fiiriinleri demir siilfiir
bilesigidir (FeS). S bakteri metabolizmasindan ve Fe(Il) metal yiizeyinin anodik
reaksiyonundan ileri gelmektedir. Metal yiizeyinde FeS'iin varligi galvanik bir hiicre
yaratmaktadir ki, burada Fe sistemin anodu, FeS ise katodunu olusturmaktadir. Bazi
durumlarda (hidrojene bagli olarak) katodun etkinliginde ve korozyonda azalmalar

goriilebilir (Kurugdl, 2007).

Anaerobik Mikroorganizmalar
S04 2+ Organik Maddeler ———  S$?+C0,+H,0

(Havasiz Ortamda)

2S + 30, + 2H,0 — 2H,S0O4
3.3.2 Metanojenik bakteriler

Metanojenik bakteriler, anaerobik kosullarda H;’i elektron vericisi, CO;’yi ise elektron
alicis1 olarak kullanarak metan1 (CHy4) olustururlar. Genellikle metanojenik bakteriler
SRB’ye yakin yerlerde bulunurlar ve biyokorozyonda rol oynarlar (Madigan vd., 2002;
Javaherdashti, 2008).

3.3.3 Demir rediikleyen bakteriler

+35..

Demir rediikleyen bakteriler Fe**"ii Fe**’ye indirgemektedirler. Fe*?, diisiik pH degerleri

3

haricinde ¢oziinmez formdadir ve Fe™ tuzlari metal yiizeyini kimyasal aktivite
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yiiziinden daha ileri korozyondan korumaktadir. Fe™? tuzlari cogunlukla ¢oziilebilir
ozelliktedir ve bu nedenle Fe™ tuzlarimin rediiksiyonu metal yiizey iizerindeki koruyucu
Fe,O3; filminin ortadan kalkmasi ile sonu¢lanmaktadir. Boylece demir rediikleyen
Pseudomonas ve Shewanella cinsi bakteriler dolayli olarak korozyonun ilerlemesine

yardimci olmaktadirlar (Madigan vd., 2002).

3.4 Biyofilm

Biyofilm, elverigli ortam kosullarinda birbirlerine ve/veya bir ylizeye yapigmis, organik
polimerik matriks igerisine gomiilii halde yasayan mikroorganizma toplulugudur

(Costerton vd., 1995; Dunne, 2002; ilhan-Sungur, 2007).

Biyofilmler, suyla temas eden biitiin ylizeylerde meydana gelebilmektedir. Sudaki
bakterilerin % 99’u biyofilm iginde, yani sesil formda yasamaktadirlar. Biyofilm
heterojenik bir yapiya sahiptir ve icerigi de ¢evresel kosullara ve varolan

mikroorganizmalara bagli olarak degismektedir (Beech vd., 2000).

Biyofilm tabakasi mikroorganizma, ylizey ve matriks olarak iic temel bilesenden
olugmaktadir. Eger bu temel bilesenlerden biri olmazsa biyofilm tabakasindan s6z
edilemez. Sozii edilen matriks, yani EPS, terminolojide ‘“hiicre dis1 polimerik
maddeler”, “ekzopolisakkaritler” ya da “ekzopolimerler” terimlerinin karsiligidir. EPS,
biyofilm tabakasinda bakterilerin hiicre disina salgiladiklar1 ve aracisiz olarak tiim kati

ylizeylere tutunmay1 saglayan maddelerdir (Zang vd., 1999).

Su, biyofilmin en 6nemli bilesenidir ve toplam matriksinin % 97’sini teskil etmektedir.
Su, bakteri hiicrelerinin EPS’si i¢inde baglanabilir veya bir ¢dziicli olarak var olabilir.
Bu nedenle biyofilm tabakasi jelatinimsi ve kaygan yapidadir (Sutherland, 2001). Su
tutma Ozelliginden dolayr biyofilm, mikroorganizmalar1 kuruluga kars1 Kkorur.
Biyofilmde EPS ve mikroorganizmalarin yanisira iyonlar da bulunabilmektedir.
Herhangi bir biyofilmin spesifik icerigi, biyofilmdeki mikroorganizmalarin genotipine
ve fizyolojik durumlarina, ortamin tiirline, suyun akis dinamigine, yiizeye ve fiziksel

kosullara gore degismektedir (Allison, 2003; ilhan-Sungur, 2007).
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EPS, biyofilm kompleksinde iskelet vazifesi gordiigii i¢in biyofilmin en temel yapisal
bilesenidir. EPS polisakkarit, lipit, niikleik asit ve proteinden olusmaktadir. Bu
makromolekiillerin EPS’deki miktarlari, bakterilerin tiiriine ve biiylime kosullarina baglh
olarak degismektedir. Bununla birlikte EPS’de en fazla miktarda karbonhidratlar
bulunmakta olup, EPS’nin % 65°ni teskil etmektedirler (Beech ve Cheung., 1995).

Polisakkaritler, proteinler, niikleik asitler, lipitler ve diger maddelerden olusan bu hiicre
dis1 matriksin, bakteriyel hiicreleri biyofilm tabakasi i¢inde bir arada tutmak,biyofilme
dayaniklilik ve esneklik saglamak, biyofilmin biiyiimesi igin gerekli besinleri
yakalamak ve hiicreleri kurumadan ve anti mikrobiyal ajanlarin etkilerinden korumak
gibi ¢ok dnemli gorevleri oldugu kabul edilmektedir (Beech ve Cheung, 1995; Zhang ve
vd., 1999). EPS’nin bir diger onemli 6zelligi de metal iyonlar: ile kompleks olusturma

yetenegidir (Mittleman ve Geesey., 1985).

Bakteriler, suda serbest dolasmak yerine bir yiizeye tutunmay: tercih eder. Bu durumun
sebebi, tutundugu ylizeyin besin kaynagi olmasi, suyun akistyla 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 ¢ogalan bakterinin
tiri de 6nemlidir. Yerlesik bir biyofilm tabakasinin varligi yeni bakteri tiirlerinin
girisini engellemektedir. Ciinkii yerlesik mikroorganizmalar elektrik yiikii farkliligi,
besin rekabeti ya da saldigit kimyasal maddeler ile diger mikroorganizmalari

uzaklastirabilir (Pompermayer ve Gaylarde, 2000).

Mikroorganizmalarin bazilar ylizeylere tutunurken, bazilar1 da su i¢inde serbest halde
dagilmig olarak bulunurlar. Serbest formdaki mikroorganizmalar hareketlerini
yavaslatarak ylizeye yaklasirlar, yiizeyle veya yiizeye daha Onceden tutunmus olan
organik maddelerle ya da diger mikroorganizmalarla gegici bir iligki kurarlar. Bu gegici
iligki, bakterilere yiizeyde kendilerine uygun bir yer bulma olanagi saglar. Yiizeye
tutunan bakteriler, hiicre disina salgiladigi polimerlerle diger mikroorganizmalarin da o
bolgeye yapismasini saglayarak biyofilm tabakasini olusturmaya baglar. EPS, 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; Codony vd., 2002; Chapman, 2003).
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Ayrica tabaka, zengin gen havuzu sayesinde kolay gen transferi, mekanik destek
saglama ve kanallar yardimiyla hizli madde transferi gibi avantajlar saglar. EPS
tabakas1 negatif yiiklii olup, bir iyon degisim maddesi gibi davranarak biiyiik
miktarlarda besin molekiillerini kendilerine baglar (Anwar vd., 1992). EPS tamamen
gecirimsiz bir tabaka degildir, ancak kimyasal ajanlarin diflizyonunu yavaglatir ve
konsantrasyonlarini diisiiriir. EPS birikmesi, su ile temasta bulunan yiizeylerde kirliligin
en onemli 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 c¢ok hizli
gelisirken, diisiik diizeyde besin bulunan sularda bu silire¢ yavastir, ¢linkii diisiik
diizeyde besin maddesinin bulundugu ortamda bakteri tiremekten ¢ok hiicre canliliginin
devami icin 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

tabakalagmalara yol agarak Onemli derecede ekonomik kayiplara sebep olmaktadir

(Gomez-Suarez vd., 2002; Cloete, 2003; Tiiretgen, 2004).

3.4.1 Mikroorganizmalarin yiizeye tutunmasi ve biyofilm olusumu

En basit biyofilm tabakasi bile karmasik bir dinamige sahiptir. Yapilan birgok
calismada, biyofilmlerin biyolojik doniisiimlerini tamamladiklar1 = gosterilmistir
(O’Toole vd., 2000). Biyofilmin olusum basamaklarini; tutunma evresi, olgunlagsma
evresi ve kopma evresi olusturur (Wood vd., 2011). Tutunma evresi mikroorganizmanin
yiizeye yaklagmasiyla baglamaktadir. Ancak bunun 6ncesinde ylizeyin yapismaya uygun
hale gelmesi gerekmektedir. Bu asamada sudaki cansiz parcaciklar, elementler, organik
ve/veya inorganik molekiiller ylizeye yapisir ve ince bir film tabakasi olusturarak
mikrobiyal biyofilm olusumu icin ylizeyr hazir hale getirir. Bu film tabakasi
malzemenin ylizey Ozelliklerini degistirerek mikrobiyal tutunmay1 kolaylastirir.
Mikroorganizmalar difiizyon, Brown hareketi, aktif hareket ya da su akis1 ile tutunacagi
yiizeye yaklasip flagella, fimbria veya kapsiil gibi dis yapilar ile ylizeye tutunmaya
calisirlar (Melo and Bott, 1997). Tutunma zamana bagli bir olusumdur. Doniistimlii ve

doniisiimsiiz olarak iki basamakta incelenmektedir.
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3.4.1.1 Doniisiimlii tutunma

Doniisiimlii tutunmada, bakteri hiicresi ylizey ile tam olarak temas etmemekte, ancak
bakteri hiicresi ile yiizey arasinda uzun mesafeli etkilesimler meydana gelmektedir.
Bunlar elektrostatik giicler, hidrofobik etkilesimler ve Van der Walls gii¢leri olup zayif
etkilesimlerdir. Elektrostatik etkilesimler daha ¢ok itici giiglerdir, ¢iinkii bakteriler ve
kat1 ylizeyler negatif yiiklidiir (Costerton vd., 1995; Poulsen, 1999). Yiizeyle ilk
temasin gerceklesmesinde hidrofobik etkilesimlerin katkis1 biiyiiktiir. Hiicreler bu fazda,
durulama gibi basit yikama islemleri ile kolayca uzaklastirilabilirler. Doniistimli
tutunma durumu, yapisan ve durgun haldeki hiicreler arasindaki dengeli dagilimin bir
sonucu olabilir. Burada mikroorganizma ylizeyin yakinindadir, ama heniiz yiizeyle

temas etmemistir (Lindsay ve Von Holy, 2006).

3.4.1.2 Doniisiimsiiz tutunma

Doniistimsiiz  tutunmada ise yiizeyle kisa mesafeli etkilesimler olan dipol-dipol
etkilesimi, hidrofobik etkilesimler, iyon-dipol etkilesimi, iyonik ve kovalent baglar ve
hidrojen etkilesimleri olugsmaktadir. Mikroorganizmalar doniisiimlii olarak baglanirken,
yiizeyde yasamak icin yeterli besin maddesi olup olmadigini arastirir. Bakteri hiicreleri
flagella ve pili gibi organelleri ile ve EPS olusturarak yiizeylere doniisiimsiiz olarak
baglanabilirler. Katyonlar, c¢esitli makromolekiiller ve koloidal materyaller boru
hattinda tutuldugunda, mikroorganizmalar Oncelikle organik materyale dontistimli
olarak, sonra da flagella ve fimbrialar1 ile doniisiimsiiz olarak tutunurlar. Yiizeye
tutunan bakteri hiicreleri, membrana bagli proteinlerden EPS f{iretir. Ancak EPS
olusturmayan bazi bakteri tiirlerinin de yiizeylere baglanabildigi belirtilmektedir.
Doniistimsiiz basamakta, hiicrelerin yiizeylerden uzaklastirilmasi fircalama ve kazima

gibi giiclii islemlerin yapilmasini gerektirmektedir (Poulsen, 1999).

3.4.1.3 Kolonizasyon

Biyofilm olusumunun son asamasi yiizey kolonizasyonudur. Tutunan bakteri gelisir ve
daha sonra boliiniir. EPS ile diger planktonik hiicrelerin yakalanmasi saglanir. Bu
asamada bir bakteri hiicresi yiizeyde koloni olusturduktan sonra (ilk koloni), ayni

yiizeye diger bakterilerde koloni olusturur (ikincil koloni) (Poulsen, 1999).
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Daha sonraki evrede ise, mikrokoloniler biiyiirler ve kompleks mantar seklindeki
yapilara veya kulelere doniisiirler. Cesitli yiiksekliklerde kuleler olusturan
mikrokolonilerin aralarinda, besinlerin ulastirilmas1 ve metabolik atik iirtinlerin
uzaklastirilmasi i¢in gorev yapan su kanallar1 bulunmaktadir. Yiizeyde kolonilesme
malzeme ve ortama gore degisik zamanlarda goriinebilir. Ornegin deniz suyunda
paslanmaz ¢eliklerde birkag saat, akici tatli su i¢cindeki celikte 7 giin, tatli su ortaminda

ise birkag ayda meydana gelebilmektedir (Poulsen, 1999).
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Sekil 3.2. Biyofilm sekillenmesinde hiicre kiimelenmesi ve su kanallarin olusumu
(Little ve Lee, 2007)
Tutunma gergeklesince bakteri bir takim adaptasyon evreleri gecirir. Bunlar icinde EPS
tiretimi ve antimikrobiyal ajanlara direng¢ gelisimi en 6nemli olanlaridir. Biyofilm ile
ilgili yapilmis caligmalarda en iyi incelenmis tiir olan Pseudomonas aeruginosa
bakterileri, hiicre-hiicre haberlesmesiyle (quorum-sensing) {iremelerini durdurma

ozelligine sahiptir (Kjelleberg ve Molin, 2002).

Biyofilmin {ist tabakasindaki aerobik bakterilerin solunum yapmasindan dolay1 biyofilm
icerisinde bir oksijen gradyani meydana gelir. Bu biyofilm tabakasi 10-25um kalinliga
ulastig1 zaman, alt kisimlarinda anaerobik kosullar olusur. Boylece biyofilm, yiliksek
miktarda tiir ¢esitliligine ve stabiliteye sahip olgunlasma durumuna yaklagir (Hamilton,

1985; Little ve Lee, 2007).

3.4.1.4 Kopma

Biyofilm gelisiminin kopma veya ayrilma evresinde, tek bir bakteri veya bakteri

kiimeleri biyofilm tabakasindan koparak ortama yayilir. Besin azligi veya oksijen
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seviyesine gore cevresel kosullar degisse bile biyofilm belli bir gelisim sonrasi

dagilmaya baglar (Poulsen, 1999).

Sekil 3.3. Biyofilm yasam dongiisii : (1) tutunma asamasi (2) kolonilerin biiyiimesi (3)
kiimelerin ayrilmasi (Little ve Lee, 2007)

Metal malzeme yiizeylerinde olusan biyofilmdeki mikrobiyal aktivite, anodik ve /veya
katodik reaksiyonlardan etkilenmekte ve koruyucu tabakalardan herhangi birinin
kimyasin1 6nemli 6l¢lide degistirerek korozyonun hizlanmasina ya da yavaslamasina yol

agmaktadir.

3.4.2 Biyofilmlerin korozyonu azaltma etkileri

Yapilan ¢alismalarda mikroorganizmalarin her zaman korozyona sebep olmadiklarinm
cesitli bakterilerin farkli metallerin ve alagimlarin korozif ortamlardaki korozyon hizim

azaltig ifade edilmistir.

Yapilan bir ¢alismada Bazi Shewanella suslarinin olusturdugu biyofilmin, yapay deniz
suyunda, alliminyum 2024, ¢elik ve piringte ¢ukur korozyonu olusumunu engelledigi
belirtilmistir. Shewanella ana ve S. algae bulunan ortamlarda korozyon potansiyeli daha
negatif degerlere kaymaktadir. Shewanella suslarinin metal yiizeyinde oksijen
konsantrasyonunu azaltip anaerobik bir ortam olusturmasindan dolay1 korozyon

inhibisyonunu gergeklestirdikleri ileri siiriilmiistiir (Mansfeld, 2007).

Korozyonun o6nlenmesiyle ilgili yapilan bir baska ¢alismada ise Bacillus subtilis’in

bulundugu yapay deniz suyuna birakilan Al metalinin korozyon davranisi, antibiyotik
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eklendikten sonraki korozyon davranigi ve canli biyofilmin Onemi incelenmistir.
Bacillus subtilis’ in bulundugu ortamda biyofilm varligindan dolayr Ecor degerlerinin
azaldig1 ve cukur korozyonunun onlendigi gézlenmistir. Biyofilmdeki bakterileri yok
etmek amaciyla yapay deniz suyuna antibiyotik eklenmesiyle kisa bir silire sonra ¢ukur

korozyonunun meydana geldigi belirlenmistir (Zuo vd., 2005).

Stadler vd. (2008), metal malzemelerin korozyondan korunmasi i¢in mikrobiyal
ekstraselliiler polimerik maddelerin (EPS) etkisini arastirmiglardir. Yapilan ¢alismada
stilfat indirgeyen bakterilerin degisik tiirleri ve Pseudomonas kiiltiirii elde edilmis ve bu
bakterilerin EPS’leri toplanmistir. EPS’ nin farkli metal maddeler iizerinde
asindiriciliklart test edilmistir. Elektrokimyasal sonuglara gore anaerobik kosullar
altinda karbon ¢elik ve saf demir tizerinde Desulfovibrio vulgaris ve D. indonesiensis’in
biyofilminin agindirict etki gosterdigi bulunurken D. alaskensis’in EPS’si ile korozyon
asinmast goriilmemistir. D. alakensis’in EPS’sinin korozyonu 6nlemek i¢in inhibit6r

madde olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

Ismail vd. (2002), Pseudomonas fragi K monokiiltiiriinde yumusak celigin korozyon
aktivitesini aerobik kosullar altinda, elektrokimyasal impedans spektroskopisini (EIS)
kullanarak arastirmiglardir. Ornekler iizerinde biyofilm olusumundan sonra, yumusak
celikte korozyon hizinin azaldigini belirtmislerdir. Lazer tarayict mikroskobu, P.fragi K
susu tarafindan tretilen biyofilmin ¢ok hizli olustugunu dogrulamistir. Bakteri bulunan
test hiicrelerinde Orneklerin her birinde acik renkli biyofilm tabakasi goriilmiistiir.
Yumusak ¢elik tizerinde gelisen P. fragi K susunu 6ldiirmek igin besiyerine tetrasiklin
eklenmis ve yiizeyde film tabakasinin olusumu incelenmistir. Tetrasiklinin, biyofilm
icerisindeki P. fragi K susunun sayisin1 azaltmasindan dolay1 yumusak celikte korozyon
onemli derecede azalmistir. Sonugta biyofilm, korozyon iiriinlerinin difiizyonuna engel
olmus ve dolayisiyla metal ¢oziinmesini Onlenmistir. Elektrot ylizeyinde oksijen
konsantrasyonunun azalmasi ve bakterilerin lirettigi metabolik iirlinler, yumusak celikte

korozyon inhibitorii olarak rol oynamuistir.

Gunasekaran vd. (2004), biyofilm formasyonlarinin korozyonu engellemede bakteri
etkisini arastirmiglardir. Yumusak ¢elik kuponlari Pseudomonas flava ve Pseudomonas
stutzeri isimli iki bakteri kiiltlirii icinde ayr1 ayri inkiibe edilmistir. Kontrol ortami

olarak trisodyum sitrat igceren ve glukoz igermeyen tuz soliisyonu kullanilmistir.
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Zamanla bakterilerin ¢ogaldigi ve P. flava ile P. stutzeri varliginda yumusak celik
tizerinde korozyon oraninin azaldigi gozlenmistir. Korozyon oranindaki maksimum
azalma 7 giin sonra P. flava bulunan ortamdaki test kuponlarinda gozlenmistir.
Yumusak c¢elik yilizeyinde koruyucu tabaka formlarinin korozyonu oOnledigi rapor

edilmistir.
3.4.3 Bacillus thuringiensis var. kurstaki’nin genel 6zellikleri

Bacillus thuringiensis var. kurstaki heterotrof, Gram pozitif 6zellikte, endospor
olusturan, fakiiltatif anaerob gelisme &zelligine sahip, toprak kokenli bir bakteridir. Ilk
defa 1901 yilinda Ishiwata tarafindan 6lii ipekbdcegi larvasindan izole edilmistir. Bu
bakteriler tarafindan iretilen protein yapidaki parasporal Kkristallerin insektisidal
aktivitelerini, bocek larvalarinin alkali pH'ya sahip barsak sistemlerinde kazandig1 ve bu
protein yapmin alkali pH'da bir ka¢ oligopeptide ayrilarak cesitli barsak proteazlari
tarafindan insektisidal aktivite gosteren toksine doniistiiriildiigii bulunmustur (Lacey ve

Undeen, 1986; Porter vd., 1993).

B.thuringiensis'e ait suslarin 100'den fazla Lepidoptera iiyesi bocek larvasina, Diptera
ve Coleoptera liyelerinin gesitli tiirlerine kars1 patojenik etki gosterdigi belirlenmistir.
B.thuringiensis suslarinin alfa ekzotoksin, beta ekzotoksin ve delta endotoksin olmak
tizere temelde {i¢ tip toksini sentezledigi ve toksin tiplerinin her birinin biyokimyasal
yapisinin ve aktivitesinin sustan susa degisebildigi bulunmustur. Bununla birlikte
simdiye kadar izole edilen B.thuringiensis alt tiirlerine ait suslarin her birinin, farkli
bocek tiirlerine patojen olabildigi de gosterilmistir Bacillus thuringiensis serotiplerinin
toksin bilesimlerinin farkli bocek tiirlerinde farkli sekilde reaksiyonlar verdigi ve bu

durumun bocegin barsak kimyasi ile de ilgili oldugu belirlenmistir (Porter vd., 1993).

B.thuringiensis'in hayvan ve insan sagligi acgisindan giivenirliginin test edildigi
caligmalarda hedefin disindaki canlilara toksik olmadigi belirlenmistir. Fare, sican,
tavsan ve kobay {lizerinde, B.t.thuringiensis, B.t.kurstaki ve B.t.israelensis

preparasyonlarinin oral, deri, derialti, intraperitonal, damar i¢i, géz i¢i ve teneffiis

7.8
yoluyla yapilan uygulamalari sonucunda, 10 -10 bakteri/hayvan diizeyindeki

preparasyonlarin akut veya kronik toksisiteye ya da enfeksiyona neden olmadigi, sadece

6
10 canli bakteri/fare diizeyinde, fare beynine yapilan bir enjeksiyonun oliime neden
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oldugu bulunmustur. Yapilan diger calismalarda, bu bakterinin kristal toksinlerine
maruz kalan balik, kurbaga gibi diger vertebratlarin, sivrisinek predatorii olan
artropodlarin (eklembacaklilarin), yumusakcalar ve diger su canlilarinin olumsuz yonde

etkilenmedigi ortaya ¢ikarilmistir (Krieg ve Miltenburger, 1984; Bauce vd., 2006).

B.thuringiensis preparatlarinin  saha etkinliginin tespitiyle ilgili ¢alismalarda,
B.thuringiensis suslarinin dogada kalim siiresini etkileyen faktorler de arastirilmustir.
Boyle bir arastirmada tuzun (NaCl) ve kisa siireli giin 1s1gma maruz kalmanin
B.thuringiensis (H14)'iin aktivitesini etkilemedigi belirlenmistir. Bununla beraber, UV
radyasyonuna maruz birakilan B.thuringiensis sporlarinin 6lmesine karsin, kristal
toksinlerinin halen aktif oldugu da gosterilmistir. B.thuringiensis’in topraktaki kalim
siiresinin immiinofloresan yontemiyle belirlenmesinin hedeflendigi bir ¢calismada, canl

vejetatif hiicrelerinin topraktan ¢ok hizl bir sekilde (ilk 24 saatte % 91'inin) yok oldugu,

buna karsin sporlarin daha uzun siire (25 °C'de 91 giin) degismeden kaldig
belirlenmistir. Fakat bu siire zarfinda bakteri sporlarinda herhangi bir sekilde

germinasyonun olustugu gézlenmemistir (West vd., 1984).

Yapilan bir ¢aligmada steril edilmis topraklara besin ilavesi yapilmis, Bacillus cereus,
Bacillus thuringiensis ve bu iki bakterinin karisik kiiltiirleri inokiile edilerek 30 aylik
bekleme siiresi sonunda yumusak celik kuponlari iizerindeki korozyon orani ve yiizdece
kiitle kayb1 besin igermeyen ortamlara gore karsilastirmali olarak belirlenmistir.
Bacillus thuringiensis’in Bacillus cereus’a ve karisik kiiltire goére yumusak gelik

kuponlar {izerinde korozyonu engelledigi belirlenmistir (Hussain vd., 2013)
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BOLUM IV

MATERYAL VE METOT

4.1 Materyal

4.1.1 Elektrokimyasal 6l¢iimlerde kullanilan elektrotlar

Cahsma Elektrodu: Asagida kiitlece yiizde bilesimi verilen yumusak ¢elik elektrot,

calisma elektrotu olarak kullanilmistir.

Cizelge 4.1. Calisma elektrodu olarak kullanilan yumusak ¢eligin kiitlece yiizde bilesimi

Element % Element % Element %
Karbon (C) 0,344 Silisyum (Si) 0,194 Mangan (Mn) 0,584
Fosfor (P) 0,024 Kiikiirt (S) 0,020 Krom (Cr) 0,053
Molibden (Mo) 0,014 Nikel (Ni) 0,072 Aliiminyum (Al) 0,008
Kobalt (Co) 0,010 Bakir (Cu) 0,273 Niobyum (Nb) 0,031
Titanyum (Ti) 0,010 Vanadyum (V) 0,016 Kalay (Sn) 0,005
Demir (Fe) Kalan (98,341)

Kars1 Elektrot: 1 cm? yiizey alanmna sahip platin levha elektrot karsi elektrot olarak

kullanilmistir.

Referans Elektrot: Giimiis-giimiis kloriir (Ag, AgCI/CI") elektrot referans elektrot

olarak kullanilmstir.

4.1.2 Kullanilan cihazlar

HCH Instruments Electrochemical Workstation cihazi: Deneyler boyunca A.C.
impedans egrileri, agik devre potansiyeli, polarizasyon direnci ve akim — potansiyel
egrilerinin elde edilmesinde HCH Instruments Electrochemical Workstation cihazi ve

CHI660B programi kullanilmstir.

Hassas terazi: Cozelti hazirlanirken kimyasal maddelerin tartim islemlerini yapmak

icin Radwag marka hassas terazi kullanilmistir.
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Pastor firmi: Deneyler boyunca cam malzemeleri steril etmek amagli Elektromag M42

markal1 pastor firmi kullanilmastir.

Otoklav: Deneyler boyunca ¢ozeltilerin ve diger malzemelerin sterilizasyonunu

saglamak amaciyla WiseClave Wac- 47 markali otoklav kullanilmistir.

Etiiv: Deneyde kullanilan mikroorganizmanin inkiibasyonu Heraeus markali etiiv

kullanilarak saglanmistir.

Santrifiij cihazi: Deneyde kullanilan mikroorganizmanin sivi ortamdan ayrilmasinda

Niive NF615 Markali santrifiij cihaz1 kullanilmistir.

Metal parlatma cihazi: Elektrotun ¢ozelti ile temas eden yiizeyini 220, 600 ve 1000

grid kalinlikta zimpara kagidi ile temizlemek ve parlatmak amaciyla kullanilmigtir.

Taramal elektron mikroskobu (SEM-EDX): Elektrotlarin, ylizey morfolojilerini
belirlemede Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezinde

bulunan Leo 440 model taramali elektron mikroskobu kullanilmistir.

ATR-IR: Biyofilm, vejetatif- sporlu bakteri ve kristal toksinin yapisinin
aydinlatilmasinda Korkut Ata Universitesi labaratuarinda bulunan Perkin Elmer spektro

marka Spektrum 65 model cihaz kullanilmigtir.

4.2 Metot

Tim elektrokimyasal islemlerin gergeklestirilmesinde, ¢alisma elektrodu olarak
yumusak ¢elik elektrot, karsilastirma elektrodu olarak platin levha ve referans elektrot

olarak giimiis-giimiis klorir (Ag, AQCI/CI) elektrotun kullanildigi ii¢ elektrot

tekniginden yararlanilmistir.

33



4.2.1 Elektrotlarin hazirlanmasi

Deneylerde ¢alisma elektrotu olarak yumusak ¢elik elektrot kullanilmistir. Elektrokimyasal
yontemlerde kullanmak tizere hazirlanan c¢alisma elektrotlart silindirik metal
cubuklardan 5 cm uzunlugunda kesilmis, taban alanlarindan bir tanesi delinerek
iletkenligi saglamak i¢in bakir tel gecirilmistir. Elektrolit etkisinde kalacak ylizey once
epoksiyle Ortiilmiis ardindan da polyester regine icine gomiilerek kapatilmistir. Bu
sekilde hazirlanan 0,8 cm gapli silindir bakir elektrotun yiizey alani 0,5024 cm®dir. Her
deneyden once elektrot 220-600-1000 gridlik zimpara ile temizlenip alumina ile
parlatilmig, distile su ile yikanip, aseton ile silinmistir. Her calisma Oncesinde

elektrotlarin steril olmasi igin %70’lik alkolde yarim saat bekletilmistir.

4.2.2 Mikroorganizmalarin gelistirilmesi

Calismada kullanilan Bacillaceae familyasina ait olan Bacillus cinsinin Bacillus
thuringiensis var. kurstaki TO3A001 susu Ankara Universitesi’nden temin edilmistir.
Gram pozitif bakteri Bacillus thuringiensis var. kurstakinin gelistirilebilmesi igin
oncelikle Nutrient agar (idg) kati besiyerine ekim yapilmis ve tek diisen kolonisi alinip
iki giin siire ile Nutrient broth (Difco) sivi besiyerinde inkiibasyona birakilmistir
(Fotograf 4.1). Bu sekilde saf olarak aktiflestirilip iiretilmesi saglanan hetetrofik
aerobik-mezofilik bakteri tiirli deney ortamina aseptik kosullarda inokiile edilmistir.
Deneyde kullanmak iizere istenilen miktarinin (1,0 g/L ve 3,0 g/L) hazirlanmasi ise,
Nutrient broth siv1 besiyerinde bakterinin zenginlestirilmesi saglandiktan sonra aseptik

kosullarda santrifiij tiiplerine aktarilan besiyerinden santrifiij edilerek toplanmistir.

Fotograf 4.1. Besiyerine ekilmis bakterinin goriiniimii
a. Nutrient agar besiyerinde tek diistiriilmiis bakterinin gériiniimii
b. Bakterinin Nutrient broth besiyerinde gériiniimii
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4.3 Deney Ortamlar

Korozyon deneyleri i¢in serum fizyolojik igeren (SF) korozyon hiicrelerine (test ortami)
1,0 g/L ve 3,0 g/L olmak tiizere iki farkli bakteri konsantrasyonu uygulanmistir. Kontrol
grubu olarak bakteri icermeyen serum fizyolojik ortamlar kullanilmigtir. Korozyon
hiicresinde serum fizyolojik 200 ml olarak kullanildigindan bakteri konsantrasyonlar
0,2 g/200 ml ve 0,6 g/200 ml olarak belirlenmistir.

4.3.1 Serum fizyolojik ortam

Calismalarin ilk asamasinda kontrol grubu icin SF (% 0,9 luk sodyum kloriir) ortami
hazirlanarak 4 adet deney diizenegi kurulmustur. Aseptik kosullarda beherler igerisine
%70’1ik alkolde yarim saat bekletilen, biri bakteriyel sayim diger ikiside
elektrokimyasal 6lglim almak i¢in birbirlerine paralel olmas1 amaciyla 3’er adet elektrot

daldirilmustir. Olgiimler 4. saat. 1. giin, 4. giin ve 7. giinlerde alinmistr.

Fotograf 4.2. Serum fizyolojik ortami

4.3.2 Serum fizyolojik icerisine 1,0 g/L bakteri inokiile edilmis ortam

SF + 1,0 g/L bakteri ortaminda, kontrol ortaminda oldugu gibi 4 adet diizenek
kurulmustur. Ol¢iim grubunun herbirine, Nutrient broth siv1 besiyerinde gelisip santrifiij

edilerek elde edilen steril saf bakterinin 1,0 g/L’1 ilave edilmistir.
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Fotograf 4.3. Serum fizyolojik + 1,0 g/L bakteri ortami

4.3.3 Serum fizyolojik icerisine 3,0 g/L bakteri inokiile edilmis ortam

SF + 3,0 g/L bakteri ortaminda, kontrol ortaminda oldugu gibi 4 adet diizenek
kurulmustur. Olgiim grubunun her birine Nutrient broth siv1 besiyerinde gelisip santrifiij

edilerek elde edilen steril saf bakterinin 3,0 g/L’1 ilave edilmistir.

Fotograf 4.4. Serum fizyolojik + 3,0 g/L bakteri ortam1
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4.3.4 Mikrobiyal saymn belirlenmesi

Deneyler boyunca elektrot yiizeyine tutunan ve biyofilm olusturan mikroorganizma
sayisini belirlemek i¢in dl¢lim yapmadan dnce her bir beherden bir elektrot alinmistir.
Alman elektrot steril porselen kapsiilde aseptik kosullarda pipet yardimi ile 10 mL
serum fizyolojik ile yikanmis ve elektrot yiizeyi ilizerindeki tabaka ekiivyon (swap)
yardimiyla kazinarak porselen kapsiil igerisine aktarilmistir. Mikroorganizma sayisi tiip
diliisyon teknigi kullanilarak belirlenmistir. Ekimler Nutrient agar besiyeri igeren

petrilere yapilmistir. Sayimlar 4. saat, 1. giin, 4. giin ve 7. giinlerde yapilmuistir.

Fotograf 4.5. Yiizeye tutunan mikroorganizmalarin porselen kapsiile aktarilmasi

4.4 Elektrokimyasal Ol¢iimler

4.4.1Alternatif akim (A.C.) impedansi yontemiyle korozyon direncinin belirlenmesi

Elektrokimyasal olgiimler 4. saat, 1. giin, 4. giin ve 7. giin periyodu siiresince
yapilmistir. Yumusak ¢elik elektrodun elektrokimyasal davranisi, ii¢ elektrot teknigi ile
atmosfere acik kosullarda; serum fizyolojik, serum fizyolojik + 1,0 g/L bakteri
ortaminda ve serum fizyolojik + 3,0 g/L bakteri ortaminda AC Impedans ydntemiyle

belirlenmistir.
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Kars1 elektrot platin (Pt), calisma elektrotu (yumusak celik), referans elektrot olarak
Ag/AQCI elektrot daldirilmistir. Calisilan deney diizenegi Fotograf 4.6’da gosterilmistir.

Fotograf 4.6. HCH Instruments Electrochemical Workstation cihazi ve deney diizenegi

Calisma elektrodunun referans elektroda kars1 denge potansiyeli belirlenerek, 5 mV
genlikte ve 10° Hz ile 0,00255 Hz frekans araliginda Nyquist diyagramlari

olusturulmustur.
4.4.2 Lineer polarizasyon direnci yontemiyle polarizasyon direncinin belirlenmesi

Calismanin bu boliimiinde, ¢alisma elektrotu olarak yumusak celik, kars1 elektrot olarak
platin (Pt) ve referans elektrot olarak da Ag/AgCl daldirilmigtir. Yumusak celigin
referans elektroda kars1 agik devre potansiyeli belirlenmistir. 0,1 mV/s tarama hiziyla, £
10 mV’luk potansiyel degisimi saglanarak, akim potansiyel (I-E) grafikleri
olusturulmustur. Cihazdan elde edilen direng degerleri elektrotun yiizey alanmi (0,5024

sz) ile carpilmistir.
4.4.3 Potansiyodinamik polarizasyon egrilerinin belirlenmesi

Yumusak celik elektrotun referans elektrota karsi acik devre potansiyeli dlgtildiikten

sonra, 1 mV/s tarama hiziyla 6nce katodik yone dogru (-300 mV), daha sonra anodik
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yone dogru (+300 mV) tarama yapilmistir. Cihazdan elde edilen log i degerleri
elektrotun yiizey alanina (0,5024 cm?) boliinerek yar1 logaritmik [log i (A.cm™®)] akim
yogunlugu degerleri belirlenmistir. Korozyon potansiyelleri (Ecor) dogrudan cihazdan
okunarak bu egrilerden, korozyon potansiyelleri (Ecor), Tafel ekstrapolasyon yontemi ile

akim yogunlugu (icor), katodik Tafel sabiti (-pc) degerleri belirlenmistir.

4.5 Yumusak Celik Elektrotlarin Yiizey Morfolojilerinin ve Yiizey Bilesimlerinin

Belirlenmesi

1,0 g/L ve 3,0 g/L bakteri iceren ve igermeyen SF ortamlarinda yedi giin bekletilen
yumusak celik elektrotlarin yiizey morfolojileri SEM ve kiitlece ylizey bilesimi EDX

analizleri ile belirlenmistir.

4.6 Biyofilm, Vejetatif- Sporlu Bakteri ve Kristal Toksinin Yapisimn ATR-IR

Analizi ile Belirlenmesi

Metal yiizeyinde bakterinin olusturdugu biyofilmi elde etmek i¢in; SF + 3,0 g/L bakteri
iceren test ortaminda yedi giin bekletilen elektrot, ¢cozeltiden ¢ikarilip 10 ml SF ile
yikandiktan sonra olusan ¢ozelti 10000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Kontrol
biyofilmi i¢in, saflastirilip zenginlestirilen 15 giinliik bakteri kiiltiirti 10000 rpm’de 10
dk santrifiij edilerek elde edilmistir. Bakteri peleti 3 kez SF ile yikanmigtir. Santrifiij

edilerek toplanan peletler etiivde bekletilip kurutulduktan sonra analizi yapilmistir.
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BOLUM V

BULGULAR ve TARTISMA

Bacillus thuringiensis var. kurstaki susunun steril serum fizyolojik soliisyonu (izotonik,
SF), kontrol ortam1 olarak kullanilmis olup, SF + 1,0 g/L bakteri ve SF + 3,0 g/L bakteri
ortamlarinda yumusak celik tlizerindeki korozyon aktivitesi 4 saat, 1. 4. ve 7. giin
sonunda karsilastirmali olarak elektrokimyasal korozyon hizi 6lgme yontemleri
kullanilarak belirlenmistir. Bu ¢aligsma siirelerinin sonunda mikroorganizmanin kiiltiirel
sayimi ile birlikte ¢aligilan biitiin ortamlarda SEM ve EDX analizleri yapilmistir. Ayrica
SF + 3,0 g/L bakteri iceren ortamda 7 giin bekletilen elektrot yiizeyinden alinan

biyofilm 6rneginin ve kontrol bakterinin ATR-IR ile analizi yapilmistir.

5.1 Biyofilm Tabakasindaki Bakteri Sayim Sonuclari

Korozyon hiicresindeki elektrot yiizeyinde bakterinin gerceklestirdigi aktivitenin
degerlendirilebilmesi i¢cin SF ortaminda bakterinin davranisi ve canli bakteri sayisi
kiiltiirel sayimla belirlenmistir. SF ortamina inokiile edilmis 1,0 g/L bakterinin elektrot
yiizeyindeki sayimmi tiip diliisyon yontemiyle hesaplanmistir. Elektrot ylizeyine tutunan
ve biyofilm olusturan bakteri sayisini belirlemek i¢in elektrot yiizeyi lizerindeki tabaka,
ekiivyon (swap) yardimiyla kazinip 10 mL SF ile yikanarak porselen kapsiiller icerisine
aktarilmigtir. Kapsiiller icerisindeki ¢ozeltiden bakteri sayimi yapilmistir. 1,0 g/L

bakteri igeren elektrot ylizeyindeki sayim sonuglar1 Sekil 5.1°de gosterilmistir.
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Sekil 5.1. 1,0 g/L bakterili ortamda bulunan elektrot yiizeyindeki bakteri miktari
(A : vejetatif bakteri formu, m : sporlu bakteri formu)
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SF ortamina inokiile edilmis 3,0 g/L bakterinin elektrot yilizeyindeki sayimi da tiip

diliisyon yontemiyle hesaplanmis ve sayim sonuglar1 Sekil 5.2°de gosterilmistir.
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Sekil 5.2. 3,0 g/L bakterili ortamda bulunan elektrot yiizeyindeki bakteri miktari
(A : vejetatif bakteri formu, m: sporlu bakteri formu)

Sekil 5.1 ve Sekil 5.2°de goriildiigii gibi elektrot yiizeyinden yapilan bakteri
sayimlarinda vejetatif formdaki bakteri sayis1 4. saatten itibaren artip 4. giinden sonra
azalmaya baslamis, sporlu formdaki bakteri sayisi ise 4. saatten itibaren giderek
artmistir. Bu durum her iki bakteri konsantrasyonlar1 (1,0 g/L ve 3,0 g/L) i¢inde ayni
olmustur. Literatiirde Bacillus thuringiensis gibi hetetrofik bakterilerin gelisimlerini
uygun besiyerlerinde siirdiirmelerine karsin bu tez calismasinda serum fizyolojik
ortaminda da bakterilerin belli bir siire gelismeye ve ¢ogalmaya devam ettigi, elektrot

igermeyen serum fizyolojik ortamindan sayim yapilarak tespit edilmistir (Sekil 5.3).

6750000
6000000 /—
5250000

4500000 /

3750000 /

3000000 //‘_

22 —
50000 e \/ejetatif
1500000 -
—— Sporlu
750000

0

Canl Bakteri Sayis1 (Adet/ml) )

1 2 5 7

Zaman (Giin) Y,

/

Sekil 5.3. Serum fizyolojikte bakteri sayimlari
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Sekil 5.4. Bakteri sayim sonuglar1

Sekil 5.4’den goriildiigii gibi her iki bakteri konsantrasyonunda da 4. glinden sonra
elektrot yiizeyinden vejetatif bakteri sayisi azalirken sporlu bakteri sayisi artmistir.
B.t.kurstaki’nin sporlu bir bakteri olmasi nedeniyle ortam kosullarinin yasamaya
elverigli olmadigi durumda sporlanarak kendi varligini korumasi, yiliksek olan sporlu

bakteri sayisini agiklayabilmektedir (Nicholson vd., 2000).

Zamana bagli olarak yiizeye tutunan vejetatif mikroorganizmalarin yerini Sporlu
mikroorganizmalara birakmasi, elektrot ylizeyinde biyofilm olusturan vejetatif
bakterilerin, ortamdaki besin eksikliginden, ortamdaki atik maddelerden veya
elektrottaki agir metallerden olumsuz sekilde etkilendiginden kaynaklanabilecegini

gostermektedir.

5.2. Akim-Potansiyel Egrileri ve Degerlendirilmesi

Kontrol (bakteri icermeyen ortam), 1,0 g/L bakteri, 3,0 g/L bakteri igeren ortamlarda
yumusak celigin dort saat, bir giin, dort giin ve yedi giin bekletildikten sonra once
katodik daha sonra anodik akim potansiyel egrileri elde edilmis ve Sekil 5.5 - 5.8°de
verilmistir. Bu egrilerden bulunan korozyon potansiyelleri (E.or), katodik Tafel sabiti

(Bc) ve akim yogunlugu degerleri (icor) degerleri Cizelge 5.1°de verilmistir.
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Sekil 5.5. Dort saat sonunda elde edilen anodik ve katodik polarizasyon egrileri
(e : kontrol, A: 1,0 g/L bakteri, = : 3,0 g/L bakteri)
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Sekil 5.6. Bir giin sonunda elde edilen anodik ve katodik polarizasyon egrileri
(e : kontrol, A: 1,0 g/L bakteri, = : 3,0 g/L bakteri)
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Sekil 5.7. Dort giin sonunda elde edilen anodik ve katodik polarizasyon egrileri
(e : kontrol, A: 1,0 g/L bakteri, = : 3,0 g/L bakteri)
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Sekil 5.8. Yedi giin sonunda elde edilen anodik ve katodik polarizasyon egrileri
(e : kontrol, A: 1,0 g/L bakteri, = : 3,0 g/L bakteri)
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Cizelge 5.1. Kontrol ve bakteri i¢eren korozyon hiicrelerinde yumusak ¢eligin
potansiyodinamik polarizasyon parametreleri

Ecor (V) - Bc (MmV/dec) Icor (LA/ sz)

4 saat -0,623 590 35,53

l.gin  -0,662 557 26,79

Kontrol 4.gin  -0,699 402 18,75
7.gin  -0,690 390 25,16

4 saat -0,705 404 23,00

l.gin  -0,725 315 13,69

1,0 g/L bakteri 4. giin  -0,722 388 12,00
7.gin  -0,713 354 12,63

4 saat -0,757 294 4,79

l.gin  -0,663 251 4,32

3,0 g/L bakteri 4. giin  -0,751 244 2,65
7.gin  -0,738 208 1,65

Dort saat sonunda kontrol ve bakteri igeren ortamlarda elde edilen anodik ve katodik
akim potansiyel egrileri Sekil 5.5’de verilmistir. Kontrol ortamda E¢o, degeri -0,623 V
iken 1,0 g/L bakterili ortamda -0,705 V ve 3,0 g/L bakterili ortamda -0,757 V olmustur.
Kontrol ortaminda - B¢ degeri 590 mV/dec iken 1,0 g/L bakterili ortamda 404 mV/dec
ve 3,0 g/L bakterili ortamda 294 mV/dec olmustur (Cizelge 5.1). Bakteri igeren
ortamlarda korozyon potansiyeli degerleri daha negatif degerlere ve katodik tafel sabiti
degerleri daha pozitife kaymistir. Ortama ilave edilen bakteri katodik polarizasyon
egrisini etkilemistir. Kontrol ortaminda akim yogunlugu degeri 35,53 uA/cm2 iken 1,0
g/L bakterili ortamda 23,00 pA/cm? ve 3,0 g/L bakterili ortamda 4,79 pA/cm? olmustur.
Bakterili ortamlarda korozyon akim yogunlugu degerleri kontrol ortamindan daha diistik

olmustur.

Bir giin sonunda kontrol ve bakteri iceren ortamlarda elde edilen anodik ve katodik
akim potansiyel egrileri Sekil 5.6’da verilmistir. Kontrol ortaminda E,r degeri -0,662 V
iken 1,0 g/L bakterili -0,725 V ve 3,0 g/L bakterili ortamda -0,663 V olmustur. Kontrol
ortaminda - B degeri 557 mV/dec iken 1,0 g/L bakterili ortamda 315 mV/dec ve 3,0 g/L
bakterili ortamda 251 mV/dec olmustur (Cizelge 5.1). Bakteri iceren ortamlarda
korozyon potansiyeli degerleri daha negatif degerlere ve katodik tafel sabiti degerleri

daha pozitife kaymistir. Ortama ilave edilen bakteri katodik polarizasyon egrisini
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etkilemistir. Kontrol ortamda akim yogunlugu degeri 26,79 pA/cm® iken 1,0 g/L
bakterili ortamda 13,69 pA/cm? ve 3,0 g/L bakterili ortamda 4,32 pA/cm? olmustur.
Bakterili ortamlarda korozyon akim yogunlugu degerleri kontrol ortaminda

bulunanlardan daha diisiik olmustur.

Dort giin sonunda kontrol ve bakteri igeren ortamlarda elde edilen anodik ve katodik
akim potansiyel egrileri Sekil 5.7°de verilmistir. Kontrol ortaminda Ec, degeri -0,699V
iken 1,0 g/L bakterili ortamda -0,722 V ve 3,0 g/L bakterili ortamda -0,751 V olmustur.
Kontrol ortaminda - B¢ degeri 402 mV/dec iken 1,0 g/L bakterili ortamda 388 mV/dec
ve 3,0 g/L bakterili ortamda 244 mV/dec olmustur (Cizelge 5.1). Bakterili ortamlarda
korozyon potansiyeli degerleri daha negatif degerlere ve katodik tafel sabiti degerleri
daha pozitife kaymistir. Ortama ilave edilen bakteri katodik polarizasyon egrisini
etkilemistir. Kontrol ortaminda akim yogunlugu degeri 18,75 pA/cm?® iken, 1,0 g/L
bakterili ortamda 12,00 pA/cm? ve 3,0 g/L bakterili ortamda 2,65pA/cm? olmustur.
Bakterili ortamlarda korozyon akim yogunlugu degerleri kontrol ortaminda

bulunanlardan daha diisiik olmustur.

Yedi giin sonunda kontrol ortamda elde edilen anodik ve katodik akim potansiyel
egrileri Sekil 5.8’de verilmistir. Kontrol ortamda Ego degeri -0,690V iken 1,0 g/L
bakterili ortamda -0,713 V ve 3,0 g/L bakterili ortamda -0,738 V olmustur. Kontrol
ortamda - B¢ degeri 390 mV/dec iken 1,0 g/L bakterili ortamda 354 mV/dec ve 3,0 g/L
bakterili ortamda 208 mV/dec olmustur (Cizelge 5.1). Bakterili ortamlarda korozyon
potansiyeli degerleri daha negatif degerlere ve katodik tafel sabiti degerleri daha
pozitife kaymistir. Ortama ilave edilen bakteri katodik polarizasyon egrisini etkilemistir.
Kontrol ortaminda akim yogunlugu degeri 25,16 pA/cm? iken 1,0 g/L bakterili ortamda
12,63 pA/em® ve 3,0 g/L bakterili ortamda 1,65uA/cm® olmustur. Bakteri igeren
ortamlarda korozyon akim yogunlugu degerleri kontrol ortaminda bulunanlardan daha

diisiik olmustur.

Korozyon akim yogunlugu degerleri 1,0 g/L bakterili ortamda 4. saatte 23 pA/cm? iken
1. giliniin sonunda 13,69 p,lA/cm2 olmus, 4. ve 7. giiniin sonunda fazla degismemistir. 3,0
o/L bakterili ortamda 4. saatte 4,79 uA/cm2 iken bekleme siiresinin artmasi ile azalmis

ve 7. gliniin sonunda 1,65 uA/cm2 olmustur.
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Demirin ¢ézlinmesinde, metal ylizeyinde adsorplanmis iyonlarin ve su molekiillerinin
onemli rol oynadigi literatiirlerde vurgulanmigtir. Hidroksit ve kloriir iyonlarinin

metalin ¢oziinmesindeki etkileri agagida verilen mekanizma ile agiklanir.

Hidroksit mekanizmasi;

1-Fe + H,O0 — FeOHygs + H™ + ¢
2- FeOHygs—> FeOH™ + €
3-FeOH'— Fe** + OH’

Kloriir mekanizmasi;
1-Fe + CI'> FeClys + €
2- FeCl,gs—> FeCl™ + ¢
3-FeCl'— Fe*" + CI

Hidroksit mekanizmasi, hidratize demir hidroksit olusumunda, demirin ¢dziinmesini
katalizleyen aradaki adsorplanmis hidroksit iyonlarmi kapsar. Yiizey aktif kloriir
iyonlar1 varliginda, kloriir ve hidroksit iyonlar1 arasinda yarigmali bir adsorpsiyon s6z
konusudur. Kloriir adsorpsiyonu, yiiksek kloriir ve diisiik hidroksit derisimlerinde
hidroksit adsorpsiyonundan daha kolay olmaktadir. Buna gore, demir yiizeyinde oksit

tabakasi bozulmakta ve korozyon hizlanmaktadir (Bayol, 2005).
Oksijen igeren notr veya hafif bazik ortamlarda katodik tepkime:

0 (gaz) + 2H,0 (sivi) +4 ¢ === 4 OH (suda)

Tepkime sonucunda olusan OH™ iyonlari, Fe?* tyonlart ile demir(II) hidroksite doniistir.
Fe?* (suda)+ 2 OH" (suda)— Fe(OH), (kat1)
Demir(I1) hidroksit,

2 Fe(OH); (katr) + H,O (s1v1) + % O3 (gaz) — 2 Fe(OH)3 (katr)

Caligilan biitiin zaman dilimlerinde katodik akim yogunlugu ve icr degerleri 3,0 g/L

bakterili ortamlarda daha diisiik olmustur. Bu ortamlarda aerobik bir bakteri olan
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B.thuringiensis ortamdaki oksijen derisimini azalttigindan ve katodik oksijen indirgeme
reaksiyonun olmasimi engellediginden dolay1r korozyon hizini azlatmaktadir. Benzer
sonuglar literatiirde verilmistir (Bao vd., 2012; Mansfeld, 2007, Kus vd., 2007). Ayrica
bakteri yumusak c¢elik yilizeyinde biyofilm olusturarak kloriir iyonlarinin elektrot

yiizeyine diflizyonunu da engellemektedir.

Yapilan bir ¢alismada Pseudomonas marginalis ve Desulfomonas pigra bakterilerinin
yumusak celik tlizerinde tek basma ve karigik kiiltiir olarak yapmis oldugu etkiler
incelenmistir. 21 giin sonunda ylizeyi temizlenmis yumusak celik kuponundan, steril
GYM besi ortamindan (kontrol) ve P. marginalis, D. pigra ve bunlarin karigik
kiiltiirlerinden yapilan elektrokimyasal 6l¢ciim sonuclarina gore temizlenmis yumusak
celik kupon aktif anodik ¢ozliinme gosterirken (Ecorr - 628,9 mV), steril GYM ortamina
maruz birakilan yumusak ¢elik kuponunda korozyon potansiyeli daha az negatif degere
kaymistir (Ecorr -460,9 mV). P. marginalis veya D. pigra ortamlarindaki kuponlarin
polarizasyon egrileri katodik tafel bolgesine kaymistir (Ecorr — 576,0 mV ve Ecor -575,0
mV). Bakterilerin karigik kiiltiirlinde ise polarizasyon egrileri daha ¢ok katodik tafel
bolgesine kaymistir. Sonug olarak kontrol ile karsilagtirildiginda P. marginalis veya D.
pigra’nin tek baglarina olan kiiltlirlerinde korozyon hizi artarken karigik kiiltiirlerinde
korozyon hizi azalmigtir. Karisik kiiltiirdeki bakterilerin yumusak ¢elik tizerindeki
korozyon davramisindaki karsilikli etkileri tek baslarina olan etkilerinden tamamen
farkli olabilir. Kupon yiizey tizerindeki biyofilmin olugmasi genel korozyonu ve

bolgesel korozyonu azaltabilir (Ghazy, 2013).

Anodik akim potansiyel egrilerinin ¢akistig1 goriilmektedir ki bu durum bakteri iceren
korozyon iiriinii filmlerinin anodik ¢6ziinme mekanizmasini etkilemedigi ve yumusak
celikteki demir iyonlarimin yiikselgenmesinin temel olarak yiik transfer mekanizmasiyla

oldugu seklinde belirlenmistir (Qian vd., 2013).
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5.3 Alternatif Akim impedans Spektrumu Bulgular1 ve Degerlendirilmesi

Metal yiizeyine uygulanan kiiciik genlikli alternatif akim, yilizey yapisin1 fazla
degistirmedigi icin alternatif akim impedans spektroskopisi yontemi metallerin
korozyon performansinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Metal/¢ozelti ara
yiizeyinde olusan elektrokimyasal ¢ift tabakadaki, ¢ift tabaka kapasitesi ve metal yiizeyi
ile ¢ozelti derinliklerinde meydana gelen direnglerin olusturdugu elektronik esdeger
devre tasarlanarak polarizasyon direnci belirlenebilir. Gergek elektrokimyasal
sistemlerde metal/¢ozelti ara yiizeyi yiik gecisinden dolayi ideal kapasitor davranisindan
sapma gosterir. Gergek bir kondansatoriin plakalarinda yiikler elektron hareketi ile
denetlenirken, metal/¢6zelti ara ylizeyinde iyonlar ¢ozelti tarafini elektronlar ise metal
tarafin1 denetlemektedir. ideal kapasitér davramisindan sapmalarin nedeni elektron ve
iyonlarin biiyliklik ve hareketlilik bakimindan farkliliklarindan kaynaklanmaktadir.
Alternatif akim impedans spektroskopisi yontemiyle elde edilen polarizasyon direnci
yiiksek ve orta frekans bolgelerinde yiik transfer direnci (R¢t) ve difiiz tabaka direncinin
(Rg) toplamindan olusan por direnci (Rpor) ve diisiik frekans bolgesinde film direnci
(Rfim) igerir. Belirtilen direnglerin logf-6 ve logf-logZ diyagramlari seklinde verilen
Bode diyagramlarindan belirlenmesi Nyquist diyagramlariin belirlenmesinden daha
kolaydir. Sistemin faz agis1 degerleride log f-0 grafiklerinden belirlenebilir. Ideal bir
kapasitorde faz agis1 degeri 90° iken bu degerin azalmasi yiizeyin ideal kapasitorden
saptigin1 gosterir. Faz acisinin 45° olmasi yiizeyde olusan birikintilerin kararli bir
tabaka olusturdugunu ve difiizyon kontrollii bir korozyonun gerceklestigi direng
degerini gosterir. Faz acis1 degerinin 45°°nin altina inmesi yiizeyde olusan kararli
tabakanin bozulmaya basladigin1 ve korozyonun difiizyon kontroliinden uzaklastigini

gosterir (Erbil, 1987).

Bu ¢alismada kontrol, 1,0 g/L ve 3,0 g/L bakterili ortamlarda yumusak ¢eligin dort saat,
bir giin, dort giin ve yedi giin bekletildikten sonra Nyquist, Bode, faz agisi-log (frekans)
egrileri Sekil 5.10 - 5.13’de verilmistir. Sekil 5.9°da verilen esdeger devre modellerine
gore bu egriler fit edilmis (uyarlanmis) ve elde edilen elektrokimyasal parametreler

Cizelge 5.2 - 5.5°de verilmistir.
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Sekil 5.9. (a) Kontrol, (b) 1,0 g/L bakterili ortam ve (c) 3,0 g/L bakterili ortam igin
esdeger devre modelleri
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Sekil 5.10. Yumusak ¢eligin dort saat sonunda elde edilen Nyquist, faz agis1 — log
(frekans) ve Bode egrileri e : kontrol, A: 1,0 g/L bakterili, ™ : 3,0 g/L bakterili
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Cizelge 5.2.Yumusak ¢eligin dort saat sonunda EIS sonuglarindan belirlenen
elektrokimyasal parametreler

*

Kontrol 5,75 0,57 3341 - 1018 1018 1125
1,0 g/L bakteri 19,6 0,75 947 108 1626 1734 1756
3,0 g/L bakteri 20,00 0,82 200 2821 3230 6071 5645

*R|p: Lineer polarizasyon direnci

Kontrol ortaminda dort saat bekleme sonunda polarizasyon direnci 1018 ohm iken 1,0
g/L bakteri igeren ortamda 1734 ohm ve 3,0 g/L bakteri igeren ortamda 6071 ohm
olmustur. Sabit faz katsayis1 (n) degeri kontrol ortaminda 0,57 iken 1,0 g/L ve 3,0 g/L
bakteri igeren ortamlarda sirasiyla 0,75 ve 0,82 olmustur. Sabit faz elementi (CPE)
degerleri kontrol ortaminda 3341 pF/em? iken 1,0 g/L ve 3,0 g/L bakteri igeren
ortamlarda sirastyla 947 pF/cm? ve 200 pF/cm? olmustur. Faz agismin maksimum
oldugu degerler kontrol ortaminda 45° iken 1,0 g/L ve 3,0 g/L bakteri igeren ortamlarda
sirastyla 55° ve 71° olmustur. Ortama bakteri ilave edildiginde; polarizasyon
direncindeki artis, CPE degerlerindeki azalis ve faz acgisi degerlerindeki artis bazi
arastirmacilarin da belirttikleri gibi bakterinin elektrot ylizeyinde olusturdugu koruyucu

biyofilm tabakasindan kaynaklanmaktadir.
Kontrol, 1,0 g/L bakteri ve 3,0 g/L bakteri ortamlarinda yumusak ¢eligin bir giin

bekletildikten sonra elde edilen Nyquist, Bode, faz acisi-log(frekans) egrileri Sekil 5.11

ve bu egrilerden elde edilen elektrokimyasal parametreler Cizelge 5.3’de verilmistir.
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Sekil 5.11. Yumusak ¢eligin bir giin sonunda elde edilen Nyquist, faz agis1 — log
(frekans) ve Bode egrileri e : kontrol, A: 1,0 g/L bakterili, ®=: 3,0 g/L bakterili
Cizelge 5.3. Yumusak celigin bir giin sonunda EIS sonuclarindan belirlenen
elektrokimyasal parametreler

Kontrol 56 0,62 2087 - 1253 1750 1339
1,0 g/L bakteri 154 0,77 580 261 1834 2095 2165
3,0 g/L bakteri 159 0,77 443 949 5014 5979 4974

"Rip: Lineer polarizasyon direnci

Kontrol ortaminda bir giinlik bekleme sonunda R, degeri 1750 ohm iken 1,0 g/L
bakteri iceren ortamda 2095 ohm ve 3,0 g/L bakteri iceren ortamda 5979 ohm olmustur.
n degeri kontrol ortaminda 0,62 iken 1,0 g/L ve 3,0 g/L bakteri igeren ortamlarda 0,77
olmustur. CPE degerleri kontrol ortaminda 2087 uF/cm? iken 1,0 g/L ve 3,0 g/L bakteri
iceren ortamlarda sirasiyla 580 pF/cmZ ve 443 ;,LF/cm2 olmustur. Faz acisinin
maksimum oldugu degerler kontrol ortaminda 49° iken 1,0 g/L ve 3,0 g/L bakteri igeren

ortamlarda sirasiyla 49° ve 60° olmustur.

Kontrol, 1,0 g/L bakteri ve 3,0 g/L bakteri ortamlarinda yumusak c¢eligin dort giin
bekletildikten sonra elde edilen Nyquist, Bode, faz acisi-log(frekans) egrileri Sekil 5.12

ve bu egrilerden elde edilen elektrokimyasal parametreler Cizelge 5.4’te verilmistir.
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Sekil 5.12. Yumusak ¢eligin dort giin sonunda elde edilen Nyquist, faz agis1 — log
(frekans) ve Bode egrileri e : kontrol, A: 1,0 g/L bakterili, ® : 3,0 g/L bakterili

Cizelge 5.4. Yumusak celigin dort giin sonunda EIS sonuglarindan belirlenen
elektrokimyasal parametreler

Rs n CPEpFlem®* Rf Rpr Ry Rl,

Kontrol 6,43 0,74 1039 - 1453 1453 1143
1,0 g/L bakteri 16,9 0,87 492 451 2112 2563 2326
3,0 g/L bakteri 24,54 0,90 314 2500 4400 6925 6789

"Rip: Lineer polarizasyon direnci

Kontrol ortaminda dort giinliik bekleme sonunda Ry degeri 1453 ohm iken 1,0 g/L
bakteri iceren ortamda 2563 ohm ve 3,0 g/L bakteri iceren ortamda 6925 ohm olmustur.
n degeri kontrol ortaminda 0,74 iken 1,0 g/L ve 3,0 g/L bakteri igeren ortamlarda
sirastyla 0,87 ve 0,90 olmustur. CPE degerleri kontrol ortaminda 1039 ;,LF/cm2 iken 1,0
g/L ve 3,0 g/L bakteri iceren ortamlarda sirastyla 492 pF/cm? ve 314 pF/cm? olmustur.
Faz agisinin maksimum oldugu degerler kontrol ortaminda 59° iken 1,0 g/L ve 3,0 g/L

bakteri igeren ortamlarinda sirastyla 58° ve 74° olmustur.

Kontrol, 1,0 g/L bakteri ve 3,0 g/L bakteri ortamlarinda yumusak c¢eligin yedi giin
bekletildikten sonra elde edilen Nyquist, Bode, faz agisi-log(frekans) egrileri Sekil 5.13

ve bu egrilerden elde edilen elektrokimyasal parametreler Cizelge 5.5’te verilmistir.
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Sekil 5.13. Yumusak ¢eligin yedi giin sonunda elde edilen Nyquist, faz agis1 — log
(frekans) ve Bode egrileri ® : kontrol, A: 1,0 g/L bakterili, ® : 3,0 g/L bakterili

Cizelge 5.5. Yumusak celigin yedi giin sonunda EIS sonuglarindan belirlenen
elektrokimyasal parametreler

*

Kontrol 6,1 0,64 2630 - 1229 1229 1300
1,0 g/L bakteri 19,2 0,85 704 458 1782 2240 2042
3,0 g/L bakteri 21,51 0,85 343 1756 10895 12673 7850

*R|p: Lineer polarizasyon direnci

Kontrol ortaminda yedi giinliik bekleme sonunda R, degeri 1229 ohm iken 1,0 g/L
bakteri iceren ortamda 2240 ohm ve 3,0 g/L bakteri igeren ortamda 12673 ohm
olmustur. n degeri kontrol ortaminda 0,64 iken 1,0 g/L ve 3,0 g/L bakteri igeren
ortamlarda 0,85 olmustur. CPE degerleri kontrol ortaminda 2630 puF/cm? iken 1,0 g/L
ve 3,0 g/L bakteri iceren ortamlarda sirastyla 704 ;,tFlcm2 ve 343 ;,tFlcm2 olmustur. Faz
acisinin maksimum oldugu degerler kontrol ortaminda 53° iken 1,0 g/L ve 3,0 g/L

bakteri i¢eren ortamlarinda sirasiyla 56° ve 67° olmustur.
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Fotograf 5.1. Kontrol ve bakteri iceren ortamlar

Fotograf 5.1’den goriildiigii gibi kontrol ortaminda demir korozyonu sonucu olusan
hidroksit ve oksitler gézle goriiliir halde belirginlesmistir. Bakteri iceren ortamlarda bu

olusumlar gdzlenmemektedir.

Dordiincii saatten 7. giine kadar bekleme siiresinin artmasiyla kontrol ortamlarinda
direng degerlerinde ¢ok fazla degisim gézlenmemistir. Kontrol ortaminda polarizasyon
direnci degerlerinin zamanla fazla degismemesi, yiizeyde koruyucucu olmayan dogal
korozyon iriinlerinin olustugunu gostermektedir (Dogrudéz, 2008). pH’nin nétre yakin
oldugu NaCl ortaminda metalin ¢6ziinmesi sonucu yiizeyde demir hidroksitler

olusmaktadir.

Ortama 1,0 g/L bakteri ilave edildiginde polarizasyon direnci 1734 ohm’dan 2240
ohm’a yiikselmistir. 1,0 g/L bakteri i¢eren ortamda direng degerleri kontrol ortamina
gore biraz daha yiiksek c¢ikmistir. Polarizasyon direnci degerlerinin ¢ok az artmasi
yiizeyde korozyon iirlinlerini igeren pordz bir tabakayla birlikte ince bir biyofilm
tabakasinin olusmasindan kaynaklaniyor olmalidir. Juzeliunas ve arkadaslarinin; ¢inko,
yumusak celik ve aliminyum ile Bacillus mycoides i¢eren ortamda yaptiklar: caligmada
mikroorganizmanin yumusak celigin korozyonunu kontrol ortamina gore fazla

degistirmedigini bulmuslardir (Juzeliunas vd., 2006).

55



Ortama 3,0 g/L bakteri ilave edildiginde polarizasyon direnci 6071 ohm’dan 12673
ohm’a artmistir. Direncin kontrol grubuna ve 1,0 g/L bakteri iceren ortama gore bu
kadar artmasi, metal yiizeyinde biyofilm igeren pordz tabakanin disinda yogun bir

biyofilm tabakasinin olusmasiyla ilgili oldugu diisiintilmektedir.

Bakteri igeren ortamlarda diren¢ degerlerinin artmasi (a) biyofilmin korozyon
tirlinlerinin difiizyonuna bir engel olarak hareket etmesi ve bdylece metal ¢oziinme
siirecini baskilamasi, (b) elektrot yiizeyine ulasan oksijen konsantrasyonun azalmasi
ve/veya (c) bakterinin irettigi metabolik iriinlerin yumusak celik igin korozyon
inhibitorii olarak etki etmesi sonuglarinin biri ve ya birden fazlasinin olmasindan

kaynaklanabilir (Chongdar vd., 2005).

Kontrol ortamina bakteri inokiile edildiginde n degerlerinin artmasi yiizeydeki
puriizliligiin azalmasi seklinde yorumlanabilir. SEM mikrograflarida bu diisiinceyi
desteklemektedir. Mikroorganizma igeren ortamlarda kontrol ortamina gore kapasitans
degerlerinin azalmasi, metal yiizeyinde mikroorganizmanin adsorpsiyonu sonucu
elektriksel ¢ift tabakanin kalinliginin artmasi ve /ve ya dielektrik sabitinin azalmasi ile

aciklanabilir (Moradi vd., 2013).

Ayni zaman dilimlerinde mikroorganizma ortaminda faz agisi-log (frekans) degerleri
kontrol ortamlarina gore daha yiliksek olmasi metal yiizeyinde mikroorganizmalarin

tutunmasindan kaynaklanmaktadir (Lopez vd., 2003; Mert vd., 2011).
Bakterinin varliginda ¢eligin ylizeyinde olusan yogun biyofilm tabakasi ve korozyon
irtinleri metal yiizeyi ve ¢ozelti arasinda iyi bir mekanik bariyer olusturarak korozyon

prosesini inhibe etmektedir (Juzeliunas vd., 2006).

Lineer polarizasyon direnci yoOntemiyle belirlenen diren¢ degerleride impedans

yontemiyle belirlenenlerle uyumlu olmustur.
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5.4. Biyofilm, Vejetatif - Sporlu Bakteri ve Kristal Toksinin Yapisimn ATR-IR

Analizi ile Degerlendirilmesi

ATR-IR caligmasi i¢in kontrol olarak 15 giinliik bakteri kiiltiirii, kontrol biyofilm olarak
kullanilmistir. Kontrol biyofilmin ATR-IR sonuglari olarak, 3285 Cm_l, 2149 Cm_l,
1637 cm*, 1456 cm™, 1402 cm™* ve 1079 cm ™ pikleri elde edilmistir (Sekil 5.14). 3285
cm™ deki pikin OH/NH geriliminden kaynaklandig, 1637 cm™ amid I kaynakli, 1456
cm™ ve 1402 cm™ deki piklerin COO dan kaynaklandigi, 1079 cm™ pikin P-O-C
geriliminden kaynaklandig1 belirtilmistir. Korozyon hiicresinden alinan biyofilmde
2285 cm™ ve kontrol bakterideki 2149 cm™ pikin ne oldugu tespit edilememistir.
Bacillus thuringiensis sporlanma asamasinda protein yapida bir kristal toksin
iretmektedir. Kristal toksin yani sira cesitli ekzotoksinler ve enzimler lrettigi de

saptandigindan bu konuda daha ileri ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi aciktir.

1091
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4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600,0
cm-1

Sekil 5.14. Kontrol biyofilmin ATR-IR sonucu
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Sekil 5.15. Metal ylizeyinde bakterinin olusturdugu biyofilmin ATR-IR sonucu
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Sekil 5.16. Metal yilizeyinde bakterinin olusturdugu biyofilmin ve kontrol biyofilmin
ATR-IR sonuglar1

Literatiirde 3000 cm™ - 3500 cm™ bant araliginin adsorbe edilmis su molekiilleri ve
OH/NH gruplarmin varligindan kaynaklandigi belirtilmistir (Ghafari vd., 2013). Sekil
5.15°de goriildiigii gibi 3281 cm pikinin N-H titresim egilmesinden veya O-H
gerilmesinden  kaynaklandigi, hatta bu araliklardaki bantlarin  hidrokarbonlu

bilesiklerden kaynaklandigi da belirtilmektedir (San vd., 2011).

Birikintilerin organik ve inorganik maddelerin karisimiyla kurulmasi biyofilm varliginin

en 1yi gostergesidir ve bu pikler absorbsiyondan (tutunmadan) kaynaklanmaktadir.

58



Biyofilm yiizeyindeki organik asit ve inorganik maddelerin karigimindan kaynaklanan
birikintiler biyofilm varligmim kanit1 olarak 2950 cm™* ve 2880 cm* bant arahiginda pik
vermigtir (Filip vd., 2004; San vd., 2011). Literatirdeki gibi, Sekil 5.15°de
hidrokarbonlardan dolay1 2853 cm™* goriilen pik alifatik CH, simetrik geriliminden,

2925 cm * goriilen pik ise CH; asimetrik geriliminden kaynaklandig diisiiniilmektedir.

2367 cm™* ve 2344 cm! piklerinin karboksilik asiti isaret ettigi arastiricilar tarafindan
belirtilmistir. Sekil 5.14°de 2285 cm' pikinin de Kkarboksilik asit olabilecegi
diistiniilmektedir (Sunkar ve Valli-Nachiyar, 2013). Literatiirde protein varligia bagh
olarak 1626 cm™ — 1656 cm * bant araligimin amid I grubuna ait oldugu, ayrica 1900
cem ' — 1980 cm™ araligindaki piklerin CO bagh sitokromlardaki C=0 gerilimden
kaynaklandig: belirtilmistir (Dzwolak vd., 2002; Huang, 2011; San vd., 2011). Bu
calismadaki 1980 cm™ pikin, sporlanma asamasina gegen hiicrenin sporangiyumunun
pargalanmasi sonucunda ortaya ¢ikan sitokromlardaki C=O gerilimden kaynaklandigi,
yine aym nedenle proteinlere ait oldugu diisiiniilen 1643 cm ' pikinin amid I’in C=0
geriliminden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. 1545 cm * pikinin ise amid I’nin C-N
grubuna ait oldugu ve polipeptid yapisindan kaynaklandig ileri siiriilmektedir (Huang
2011; San vd., 2011). 1200 cm™* — 1250 cm* arasindaki piklerin amid III grubuna ait
P=0 fosfodiester ve monoester fosfat oldugu belirtilmis olup, 1238 cm™ pikinin de
amid III grubuna ait oldugu anlasilmaktadir. Ayrica 900 — 1200 bant araliginin P-O-C
ve C-O-C baglarna ait oldugu ve oligo ve polisakkaritlere isaret edildigi belirtilmistir.
Sekil 5.14’de 1038 cm™ piki de bu bant araliginda bulunmaktadir (San vd., 2011;
Forrester vd., 2009; Ngo-Thi, 2003).

Bacillus cinsine ait bakterilerin vejetatif hiicre ve endospor olarak iki farkli fizyolojik
durumlarinda tanimlayici olarak ATR-IR ¢alismalari yapildiginda, endospora 6zgii olan
kalsiyum dipikolinat piklerinin ayirt edici oldugu belirlenmistir (Stockhel vd., 2010).
Dipikolinik asit, sporulasyon sirasinda bakterinin irettigi bir organik bilesik olup spor
yapisinda kalsiyumla birlikte kelat olarak bulunmaktadir. Literatiirde 1400 cm*, 1450
cm* piklerinin protein zincirindeki COO- geriliminden kaynaklandig: belirtilmis olup
(Chauhan ve Gunasekaran, 2007), bir ¢alismada ise 1400 cm ' — 1570 cm ™ civarindaki
piklerin piridin vibrasyonuna veya kalsiyum dipikolinik asite ait oldugu da tespit
edilmistir. Buna gore, Sekil 5.15°deki 1400, 1450 ve 1545 cm™ pikleri bu bant
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araliginda bulunmakta olup biyofilm yapist igerisindeki endosporlardan kaynaklandig:

distintilmektedir (Stockel vd., 2010).

Bu calismada kontrol olarak kullanilan Sekil 5.14’de varligi goriilmeyen fakat Sekil
5.15°de goriilen 701 cm™ pikinin elektrot yiizeyinden toplanan biyofilmin ATR-IR
spektrumunda kalsiyum dipikolinat1 isaret ettigi tespit edilmis olup, korozyon
hiicresinde elektrot iizerinden yapilan vejetatif ve endosporlu bakteri sayimlarinda
dordiincii giinden sonra endosporlu bakteri sayisinin arttig1 tespit edilmistir. Dolayisiyla
7. ginde elektrot {iizerinden aliman bakteri biyofilminde endosporun varlig

kanitlamaktadir (Valentine vd., 2007).

Mikrobiyolojik korozyon ile ilgili yapilan g¢alismalarda bakteriyel biyofilmden elde
edilen ATR-IR sonuglarinda demir ile biyofilm arasinda kimyasal bir kompleks
olustugu ve 450 cm* ile 700 cm* araligindaki piklerin Fe;Os’ten kaynaklandig
belirtilmistir. Pseudomonas tiirlerinin kullanildigi ¢aligmada, biyofilmde demir oksit
varligr 793 cm piki olarak gosterilmistir (Chongdar vd., 2005). Bir bagka ¢alismada
boru hatlarinda farkli istasyonlardan bakteri izolasyonlar1 yapilmis ve elde edilen
bakterilerin demir bakterileri, mangan biriktiren bakteriler ve bazilarinin hetetrofik
bakteriler oldugu saptanmistir. Bu bakterilerin  bulundugu istasyonlardaki
biyofilmlerden alinan ATR-IR analiz sonuglarinda korozyon sonucu elde edilen demir
oksit piki 604 cm™ ve 605 cm ™ bantlari olarak tamimlanmistir (Maruthamuthu vd.,
2005). Bir baska calismada ise, siit fermentasyon iirlinlerinin atik suyundaki bakteri
biyofilminde 743 cm™ piki demir oksit piki 626 cm™ piki ise karbon kloriir piki olarak
belirlenmistir (Ramesh Babu vd., 2006). Biyofilmde Fe piki tespit edilen ¢aligmalarin

biiyilik boliimiinde SEM goriintiileriyle de ¢ukur korozyonu gosterilmistir.

Korozif 6zellikteki Desulfovibrio biofilmleriyle yapilan ¢alismalarda metabolik aktivite
nedeniyle bakteriyel korozyon iiriinii olarak demir bilesiklerine rastlanmis ayrica bu tip
bakteriyel biyofilmlerden elde edilen EPS iiriinlerinin de demir bagladigi tespit
edilmistir (Beech ve Sunner 2004; Kakooei vd., 2012). 701 cm™de gorillen pik
sporlanmadan  kaynaklanan piktir. Demir biyofilm  kompleksine ait pik

goriilemediginden biyofilmin yiizeyde fiziksel olarak tutundugu sonucuna varilmaistir.
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5.5 Yiizey Fotograflarinin Degerlendirilmesi

Elektrotlarin ylizeyinde olusan biyofilm tabakasini ve korozyon {irlinlerini belirlemek
icin kontrol ortaminda 7. giin sonunda, 1,0 g/L bakteri ve 3,0 g/L bakteri igeren
ortamlarda ise 1., 4. ve 7. glinlerin sonunda elektrot ylizeylerinin migrograflar1 SEM ile
goriintliilenmis ve kiitlece ylizey bilesimi EDX ile analizi belirlenmistir (Sekil 5.17 -

5.23).

Sekil 5.17. Kontrol ortamindaki elektrodun SEM mikrografi (1000x) ve EDX
spektrumu

]

Sekil 5.18. 1,0 g/L bakteri ortamindaki elektrodun 1. giin SEM mikrograflar1 ve EDX
spektrumu (a: 1000 x, b: 10000 x )

61



o T T T T
0 5 10 15 20
Energy (V)

Sekil 5.19. 1,0 g/L bakteri ortamindaki elektrodun 4. giin SEM mikrograflar1 ve EDX
spektrumu (a: 1000 x, b: 10000 x )
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Sekil 5.20. 1 g/L bakteri ortamindaki elektrodun 7. giin SEM mikrograflar1 ve EDX
spektrumu (a: 1000 x, b: 10000 x )
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Sekil 5.21. 3,0 g/L bakteri ortamindaki elektrodun 1. giin SEM mikrograflari ve EDX
spektrumu (a: 1000 x, b: 10000 x )
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Sekil 5.22. 3,0 g/L bakteri ortamindaki elektrodun 4. giin SEM mikrograflar1 ve EDX
spektrumu (a: 1000 x, b: 10000 x )
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o

Sekil 5.23. 3,0 g/L bakteri ortamindaki elektrodun 7. giin SEM mikrograflar1 ve EDX
spektrumu (a: 1000 x, b: 10000 x )

Kontrol ortaminda elektrot yiizeyine tutunmus tuz kristalleri gozlenirken (Sekil 5.17),
mikroorganizma igeren ortamlarda elektrot yiizeyinde bakterilerin tuz kristalleriyle
birikim olusturduklar1 ve bakterinin, ylizeyi tuz ortiisii ile birlikte tamamen kapladigi ve
7. gline kadar daha diizgiin bir goriiniim olusturdugu goriilmektedir (Sekil 5.18, 5.19,
5.20). Ayrica 3,0 g/L bakterili elektrot yiizeyinde biyofilm tabakasinin ve buna bagli tuz
birikimlerinin daha yogun oldugu goriilmektedir (Sekil 5.21, 5.22, 5.23). Bu
mikrograflarda elektrotun yiizeyine bakterilerin tutunup biyofilm olusturduklart ve

yiizeyi kapladiklar tespit edilmistir.

Ayrica bakterinin biyokorozyon lizerindeki etki mekanizmasi hakkinda fikir vermesi
acisindan SEM analizinden sonra EDX analizleri de yapilmistir. Bu verileri destekler
nitelikte ylizeyde bakterinin olusturdugu biyofilm ve tuz birikintileri C, O, N ve Na

elementlerinden dolay1 net bir bicimde goriilmektedir.
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Cizelge 5.6. Elektrot ylizeylerinin EDX analiz sonuglari

% Element Kontrol 1,0 g/L bakteri 3,0 g/L bakteri

7.gin 1.giin 4.giin 7.giin 1.giin 4.giin 7.giin

C 13,90 22.15 1456 1591 15.17 13.65 13.83
N - 10.58 10.95 11.66 10.97 11.27 10.26
O - 21.92 4840 48.82 42.03 5554 52.96
Na 6,07 335 101 160 201 013 561
Cl 2,25 1.15 - - - - -
Fe 76,39 40.85 25.09 22.00 29.82 1942 17.34
Si 1,02 - - - - - -
Mn 0,37 - - - - - -

EDX analiz bulgularina gore kontrol ortaminda yedi giin bekletilen elektrodun
yiizeyinde oksijen ve azot goriilmemektedir. 1,0 g/L bakterili ortamda 1, 4 ve 7. giiniin
sonunda yapilan EDX analiz sonuclarina gore kiitlece azot miktar1 10,58, 10,95 ve
11,66 ve kiitlece oksijen miktar1 21,92, 48,40 ve 48,82 olmustur. 3,0 g/L bakterili
ortamda 1, 4 ve 7. giiniin sonunda yapilan EDX analiz sonuglarinda ise kiitlece azot
miktart 10,97, 11,27 ve 10,26 ve kiitlece oksijen miktar1 42,03, 55,54 ve 52,96
olmustur. Bakterili ortamda N ve O olmasi beklenen bir sonugtur. Ciinkii olusan
biyofilm EPS icermektedir. EPS’nin yapisinda da protein vardir. Biitiin canlilarda en
fazla bulunan makro molekiiller karbon, oksijen ve azottur. Bu g¢alismada elektrot
yiizeyinde bakteriyel biyofilm nedeniyle bu elementlerin degerleri Cizelge 5.6’da
goriildiigl gibi yliksek oranlarda ¢ikmustir.

Ayrica kontrol ortaminda 7. giiniin sonunda % Fe miktar1 76,39 iken 1,0 g/L bakteri
igeren ortamda 1, 4 ve 7. giiniin sonunda sirasiyla 40,85, 25,09, 22,00 ve 3,0 g/L
bakterili ortamda sirasiyla 29,82, 19,42 ve 17,34 olarak bulunmustur. Bu verilerden 3,0
g/L bakteri iceren ortamda ¢6ziinen demir miktarinin daha az olmasi elektrot yiizeyinin

biyofilmle kaplanmasi sonucu korozyonun inhibe oldugunu gostermektedir.
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Kontrol ve bakteri iceren ortamlarda yedi giin bekletilen elektrotlarin yiizeylerindeki
biyofilm tabakasi temizlenmis ve elektrotlarin SEM analizi ile 500 ve 2000x
biiyiitiilerek alinan yiizey mikrograflart Sekil 5.24 - Sekil 5.26’de verilmistir. Bu
mikrograflardan kontrol ortamindaki elektrotta yilizeyin genel olarak bozuldugu,

cukurcuk ve catlaklarin olustugu gozlenmektedir (Sekil 5.24).

Ortama eklenen bakterinin derisimi arttikga biyofilm olusumundan dolayr yumusak
celik ve agresif ortam arasindaki kontagin azalmasiyla catlaklarin ve gukarlarin
kayboldugu ve yiizeylerin daha diiz bir goriiniim aldig1 goriilmektedir (Sekil 5.25 - Sekil
5.26).

Sekil 5.24. Kontrol ortamindaki elektrodun yiizey silindikten sonraki SEM
mikrograflar1 (a: 2000 x, b: 500x, c: 2000 x, d:500x )
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Sekil 5.25. 1,0 g/L bakteri ortamindaki elektrodun yiizey silindikten sonraki SEM
mikrograflart (a: 2000 x, b: 500x, c¢: 2000 x, d:500x )

d

Sekil 5.26. 3,0 g/L bakteri ortamindaki elektrodun yiizey silindikten sonraki SEM
mikrograflari (a: 2000 x, b: 500x%, ¢: 2000 x, d:500x )
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BOLUM VI

SONUC ve ONERILER

Serum fizyolojik ortamda (% 0,9 NaCl) Bacillus thuringiensis var. kurstaki’nin iKi
farkli konsantrasyonunun (1,0 g/L ve 3,0 g/L) yumusak celik iizerindeki aktivitesi 4.
saat, 1. gilin, 4. giin ve 7.glin sonunda elektrokimyasal korozyon hiz1 6lgme yontemleri
kullanilarak belirlenmistir. Ayrica yiizey morfolojisi SEM, ylizeyin kiitlece ylizde
bilesimi EDX analizi ve biyofilmin yapisi ATR-IR ile arastirilmis ve elde edilen

sonuclar asagida verilmistir.

6.1 Sonuclar

1) Elektrot ylizeyinden yapilan bakteri sayimlarinda vejetatif formdaki bakteri sayisi 4.
saatten itibaren artip 4. giinden sonra azalmaya baslamis, sporlu formdaki bakteri sayisi
ise 4. saatten itibaren giderek artmigtir. Bu durum her iki bakteri konsantrasyonlari

icinde ayn1 olmustur.

2) Literatiirde Bacillus thuringiensis gibi hetetrofik bakterilerin gelisimlerini uygun
besiyerlerinde siirdiirmelerine karsin bu tez caligmasinda elektrot icermeyen serum
fizyolojik ortamindan sayim yapilarak bakterilerin, bu ortamda da belli bir siire

gelismeye ve ¢ogalmaya devam ettigi tespit edilmistir.

3) Caligilan biitiin zaman dilimlerinde korozyon potansiyeli degerleri negatife kaymus,
katodik akim yogunlugu ve icr degerleri 6zellikle 3,0 g/L bakterili ortamlarda daha

diisiik olmustur.

4) Kontrol ortamlarinda 4. saatten 7. giine kadar bekleme siiresinin artmasiyla direng
degerlerinde ¢ok fazla degisim gozlenmezken, ortama 1,0 g/L bakteri ilave edildiginde
direng degerleri kontrol ortamina gore biraz daha yiliksek ¢ikmistir. Ortama 3,0 g/L

bakteri ilave edildiginde ise direng degerlerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
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5) ATR-IR sonuglart elektrot yiizeyinde vejetatif bakteri ve spor, kristal toksin karigik
formlarinin birlikte bir biyofilm tabakasi olusturdugu ve demirle kompleks yapmadig

i¢in yiizeye fiziksel olarak baglandigi sonucunu gostermektedir.

6) Taramali elektron mikroskobu (SEM) sonuglarinda; Kontrol ortaminda elektrot
yiizeyine tutunmus tuz kristalleri gézlenirken, 1,0 g/L bakteri iceren ortamdaki elektrot
yiizeyinde bakterilerin tuz kristalleriyle birikim olusturduklar1 gézlenmistir. 3,0 g/L
bakteri igeren ortamdaki elektrot yiizeyinin ise biyofilm tabakasinin yogun oldugu ve
buna bagli olarak daha yogun tuz birikimleriyle kaplandigi goriilmiistir. Bu
mikrograflarda elektrotun yiizeyine bakterilerin tutunup biyofilm olusturduklari ve buna
bagli olarak tuzu yiizeylerinde biriktirdikleri tespit edilmistir. Ayrica yiizeyi silinmis
elektrotlardan alinan SEM mikrograflarinda ise kontrol ortamindaki elektrotta yiizeyin
genel olarak bozuldugu, ¢ukurcuk ve catlaklarin olustugu goézlemlenmis olup, bakteri
konsantrasyonu arttik¢a ¢atlaklarin ve ¢ukarlarin kayboldugu, yiizeylerin daha diiz bir

goriiniim aldig1 goriilmektedir.

7) EDX analiz sonuglarinda; kontrol ortaminda bekletilen elektrodun yiizeyinde oksijen
ve azot goriilmezken, bakterili ortamlarda canlinin yapisi, yiizeyde olusturdugu biyofilm
ve tuz birikintilerinden dolay1 C, O, N ve Na elementleri net bir bigimde goriilmektedir.
Ayrica kontrol ortamina gore bakteri miktar1 arttikga, elektrot yiizeyinin biyofilmle

kaplanmasindan dolay1 ortamda ¢oziinen demir miktari1, daha az miktarlarda ¢ikmustir.
6.1 Oneriler
1)Bacillus thuringiensis var. kurstaki’nin  farkli  metaller iizerinde artan

konsantrasyonlar1 ile herhangi bir inhibitér madde kullanilarak karsilagtirmali olarak

etkisinin belirlenebilecegi diisiiniilmektedir.
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