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OZET

Doktora Tezi

HAM PETROL SAHALARINDAN iZOLE EDILEN SULFAT INDIRGEYEN
BAKTERILERIN KOROZYON ETKIiSININ BELIRLENMESI VE ONLENMESI

Demet CETIN
Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti

Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Géniil DONMEZ

Bu c¢alismada, petrol iiretim sahalarindan izole edilen anaerobik siilfat indirgeyen bakteriler (SRB) iceren
ortamda diigiik alasim celiginin korozyon davranisi incelenmistir. Caligmada kullanilan SRB izolatlar
Tiirkiye Petrolleri Anonim Ortakligi (TPAO) Batman ve Adiyaman Bolgesi ham petrol iiretim
kuyularindan alinan su petrol karisimindan izole edilmistir. Elde edilen izolatlardan H,S iiretimi yiiksek
olan 12 izolat secilerek morfolojik ve fizyolojik oOzelliklerine gore karakterizasyonu yapilmistir.
Desulfotomaculum sp., Desulfovibrio sp., Desulfoarculus sp., Desulfobacter sp., Desulfotignum sp. olarak
tanimlanan bu izolatlarin neden oldugu korozyon kiitle kayb1 yontemiyle belirlenmistir. En yiliksek
korozyon hizina sahip olarak tanimlanan Desulfotomaculum sp. izolatinin korozyon hizi, kiitle kaybi
yontemiyle 31.6x10~° mg cm™.saat” olarak belirlenmistir. Korozyon kuponlarindaki biyofilm olusumu ve
korozyon hasari, taramali elektron mikroskobu (SEM) incelemeleri ve enerji dagitici X 1sin1 analizleri
(EDAX) ile belirlenmistir. izolatlarin gelik kuponlar iizerinde neden oldugu korozyona biyositlerin
(gluteraldehit ve formaldehit) etkisi kiitle kayb1 yontemi ve hiicre sayimui ile belirlenmistir.

En yiiksek korozyon hizinin elde edildigi Desulfotomaculum sp. izolati elektrokimyasal polarizasyon
caligmalari i¢in kullanilmistir. Celigin korozyon davranisi steril besi ortaminda ve mikrobiyel kiiltiiriin
inokiilasyonundan sonra giinlilk olarak incelenmistir. Korozyon hizina demir konsantrasyonlarinin etkisi
Tafel ekstrapolasyon yoOntemiyle belirlenmistir. Bu yonteme gore steril ortamda, artan demir
konsantrasyonlarinda, Ey,, (korozyon potansiyeli) degerlerinin daha anodik potansiyellere kaydig1 ve Iy,
(korozyon akim yogunlugu) degerlerinin olduk¢a arttigi goriilmektedir. Desulfotomaculum sp.’nin
inokiilasyonu ile 10 ve 100 mg/L FeSO,.7H,O igeren ortamlarda E, degeri daha katodik degerlere
kaymus, korozyon akim yogunluklari zamanla artmustir. En yiiksek I, degeri 112.2 pA cm™ olup
Desulfotomaculum sp. ve 100 mg/L FeSO,.7H,0 igeren ortamda 1 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda
bulunmustur. Ayrica biyosit olarak segilen gluteraldehit ve formaldehitin etkinligi de ayni ortamda
belirlenmistir. Caligma sonucunda Desulfotomaculum sp.” nin korozyon aktivitesinde demir siilfiir,
hidrojen siilfiir, demir fosfiir gibi bakteriyel metabolitlerin, ortam demir konsantrasyonunun ve katodik
depolarizasyonun etkili oldugu goriilmiistiir.

2007, 124 sayfa
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ABSTRACT

Ph. D. Thesis

DETERMINATION AND PREVENTION OF CORROSION EFFECTS OF
SULPHATE REDUCING BACTERIA ISOLATED FROM CRUDE OIL FIELD
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Ankara University
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Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Géniil DONMEZ

In this study corrosion behavior of low alloy steel, in the presence of anaerobic sulfate reducing bacteria
which was isolated from an oil production well, was investigated. SRB isolates used for the study was
isolated from oil-water mixture obtained from production well on Turkish Petroleum Corporation
(TPAO) Batman and Adiyaman crude oil fields. Among isolates, high H,S producing 12 isolates were
selected and characterised according to morphological and physiological examinations. Corrosion rates
caused by these isolates (Desulfotomaculum sp., Desulfovibrio sp., Desulfoarculus sp., Desulfobacter sp.,
Desulfotignum sp.) were determined with mass loss method. Corrosion rate of Desulfotomaculum sp.,
which was the isolate described as having the highest corrosion rate, was determined as 31.6x10° mg cm™h
with mass loss measurements. Scanning electron microscopic (SEM) observations and energy dispersive
X-ray spectra (EDS) analysis were made on steel coupons to determine biofilm development and
corrosion damage. The effect of biocides (glutaraldehyde and formaldehyde) on the corrosion caused by
isolates was evaluated by cell counts and by mass loss measurements.

Desulfotomaculum sp. which has the highest corrosion rate was used for electrochemical polarization
studies. Corrosion behavior of steel sample was investigated daily in sterile microbial growth medium and
after inoculation of microbial culture. The effects of iron and on corrosion rates were determined by Tafel
extrapolation method. With this method, in sterile culture medium, as FeSO,.7H,O concentration
increased, corrosion potential (E.,) values shifted towards more anodic potentials and corrosion current
density (I.;) values considerably increased. The highest corrosion current density (112.20 pA cm?) was
obtained in medium containing Desulfotomaculum sp. and 100 mg/L FeSO,.7H,0 after 1 day incubation
period. After inoculation of sulfate-reducing bacteria (SRB), E., shifted towards cathodic values. I,
values increased with increasing incubation time for 10 and 100 mg/L FeSO,.7H,O concentration.
Efficacy of two biocides; formaldehyde and glutaraldehyde was evaluated in the same media. Results
have shown that the corrosion activity of Desulfotomaculum sp. was changed due to the several factors
such as bacterial metabolites, ferrous sulfide, hydrogen sulfide, iron phosphide, and cathodic
depolarization effect.

2007, 124 pages

Key Words: Microbial corrosion, sulfate reducing bacteria (SRB), mass loss, scanning electron
microscopy (SEM), energy dispersive X-ray spectra (EDS), Tafel extrapolation, biocide
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1. GIRIS

Korozyon, metal ve alasimlarin g¢evrelerindeki ortamla kimyasal ve elektrokimyasal
reaksiyonlara girerek degisime ugramasi sonucunda dayanikliliginin azalmasi olarak
tanimlanmaktadir. Korozyon genellikle otomobillerde, ev gereglerinde, binalarda,
gemilerde, petrol tankerlerinde, kimyasal madde iireten fabrikalarda ve benzeri yerlerde
goriilmektedir. Korozyon, ham petrol depolama ve tasima tesislerinde biiyiik
problemlere neden olmaktadir. Yeraltinda bulunan boru hatlari, yeralt1 ve yer tistii ham

petrol depolar1 ve birgok makine pargasi korozyon tehlikesi ile kars1 karsiyadir.

Petrol yapisinda icerdigi dogal emiilsiyon yapici bilesenleri nedeniyle su ile birlikte
tiretilmektedir. Formasyon suyu olarak tanimlanan sular yiiksek miktarlarda olup
yeraltina, secilen enjeksiyon kuyular1 aracilig ile tekrar enjekte edilmektedir. Atik suyu
olarak adlandirilan bu sular genellikle yiiksek miktarda ¢éziinmiis inorganik maddeler
icermektedir. Ozellikle siilfatca zengin deniz sularinin petrol ¢ikarilmasi icin
enjeksiyonu siilfat indirgeyen bakterilerin (SRB) gelisimini de arttirir. Son yillarda
hidrokarbonlarin, karbon ve enerji kaynagi olarak oksijensiz kosullarda siilfat
indirgeyen bakterilerce kullanildigi gosterilmistir. Mikrobiyel aktivite de metallerin
korozyon hizini arttirabilir. Ozellikle Desulfovibrio gibi SRB tiirleri ham petroliin
bilesimindeki ¢esitli alkanlari, alkilbenzenleri okside ederek ve siilfat1 indirgeyerek CO;
ile toksik ve korozif H,S iireterek mikrobiyel korozyona yol a¢maktadir. Ayrica
SRB’lerin katodik reaksiyonlart sonucu, FeS ve Fe(OH), gibi korozyon iiriinleri

olusmakta ve 6nemli ekonomik zararlara neden olmaktadir.

Korozyon sonucu meydana gelen hasarin tamiri i¢in gegen siirede tesisin devre dis1
kalmasi, depo, boru vs. delindiginde {iriiniin digar1 akmas1 veya korozyona sebep olan
mikroorganizmalarin tiretilen {iriinii karbon ve enerji kaynagi olarak kullanip kalitesini
diisiirmesi, ¢Ozlinen korozyon firiinlerinin iiretilen malzemeye karigsmasi, korozyonu
onlemek i¢in daha kalin ve pahali malzemelerin ve kaplamalarin kullanimi, katodik
koruma yapilmasi, mikroorganizma sayilarinin belli degerler altinda tutulmasi igin

biyositlerin kullanimi ile maliyetin artmasi korozyon kayiplar1 arasinda yer alir.



Giiniimilizde son derece dnemli bir konu olan ancak uygulamada yeteri kadar iizerinde
durulmayan korozyon kontrolii, endiistriyel yatirim ve iiretim maliyetlerini etkileyen en
onemli faktorler arasinda yer almaktadir. Korozyon nedeni ile iilkelerin ugradiklari
malzeme, enerji, emek ve bilgi kaybinin yillik degeri Gayri Safi Milli Gelir'in % 3,5 ile
% 5' diizeyindedir. Ulkemiz igin bu amacla ¢ok ayrintili bir ¢alisma yapilmamis
olmakla birlikte bu kaybin % 4,5 civarinda oldugu tahmin edilmektedir (Cakir 1994).
Bu ise yilda yaklasik 2,5 milyar dolarlik bir kayip demektir. Botas’in 2004 yili yatirim
faaliyetlerinde, ham petrol tesislerindeki korozyona yonelik ¢aligmalar i¢in, 2001-2004
yillar1  arasinda 12909  milyar TL  aynldigi  goriilmektedir  (http:/

www.botas.gov.tr/yatirim/yatirimtablolari.asp, 2007). Diinyada korozyon kayiplarinin

yillik maliyeti milyarlarca dolardir.

Ozellikle Adiyaman ve Batman Petrol iiretim tesislerinde gériilen korozyonla, etkin ve
kapsamli bir miicadeleye katkida bulunmak amaciyla amaciyla planlanan bu tezin ilk
asamasinda, Tirkiye Petrolleri Anonim Ortaklig1 (TPAO)’nin petrol arama sahalarindan
alinan orneklerinden uygun besiyerleri kullanilarak farkli 6zelliklerdeki SRB’ler izole
edilmistir. Elde edilen saf kiiltiirlerden yliksek korozyon aktivitesi gosteren suslar
belirlenerek, mikroskobik incelemeler ve biyokimyasal 6zelliklerine gore tanimlanmasi
yapilmistir. Yiiksek korozyon aktivitesi gosteren suslarin korozif etkileri kiitle kayb1 ve
elektrokimyasal polorizasyon yontemiyle belirlenmistir. Ulkemizde ham petrol
depolama ve tagima tesislerinde kullanilan diisiik alasim c¢eliginden hazirlanmis
kuponlarda taramali elektron mikroskobu incelemeleri ve enerji dagitict X-1s1n1
analizleri yapilmistir. Korozyon hizina ortamin demir ve biyosit (formaldehit ve

gluteraldehit) konsantrasyonunun etkisi Tafel ekstrapolasyon yontemiyle belirlenmistir.

Ozetle, yapilan tez galismasi petrol iiretim sahalarinda énemli ekonomik kayiplara yol
acan SRB’lerin korozyon hizinin ve mekanizmasinin belirlenmesi ile korozyon hizini

azaltarak kayiplar1 onleyecek etkin biyositlerin se¢ilmesini amaclamaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Korozyon Tanimi

Korozyon, metal ve alagimlarinin ¢evrelerindeki ortamla kimyasal ve elektrokimyasal
reaksiyonlara girerek degisime ugramasi veya dayamikliliginin azalmasi olarak
tanimlanmaktadir. Korozyon genellikle otomobillerde, ev gereglerinde, binalarda,
gemilerde, petrol tankerlerinde, kimyasal madde iireten fabrikalarda ve benzeri yerlerde

goriilmektedir.

Metal korozyonu elektrokimyasal bir islemdir. Metal anodik bolgede okside olur ve

metal ¢oziinerek yiizeyden ayrilir (Hamilton 2003, Coetser and Cloete 2005).

M - M + ne

Metal yiikseltgenmesinden agiga cikan elektronlar katodik bolgede metal ylizeyi ile
temasta olan ortamdaki bir maddeyi indirgerler. Metalin temas ettigi ortam 6zelliklerine

gore degisik indirgenme reaksiyonlari meydana gelebilir.

2H +2¢° — H» (asidik ¢ozeltilerde)
0,+4H +4e¢ — 2H,0 (asidik ve oksijen bulunan ortamda)

0,+2H,0O +4¢ — 4(0OH) (nétral ve oksijen bulunan ortamda)

Ortamda bagka bir metal bulunuyorsa, elektron degerligi diisebilir veya noétral duruma

indirgenebilir.

M+n + e — M+(n-1)

M™T"+ ne —> M



Sekil 2.1°de demirin sematik korozyonu gosterilmistir. Demir demir 2 formuna gecerken

elektronlar1 havadaki oksijen ve su ile reaksiyona girmekte ve hidroksil olusmaktadir.

demir hidroksit

oksitlenerek pas = darmlasi
demir hidroksit alugture.
alugur ve ¢dker
il "\F 0, ,r et

reaksiyonu

demirin

cOzinmesine
ol acat.

Watot reaksivonu
havadaki ok=zieni
indirger ve hidraksil
iy anu olugur.

Sekil 2.1 Korozyonda meydana gelen olaylarin sematik gdsterimi (Tiller 1983°dan
degistirilmis)

Olusan hidroksil ¢oziinmiis haldeki Fe™ ile birleserek demir hidroksit ve daha sonra pas

olusumuna neden olmaktadir.

Fe+1% 0,+H,0 — Fe” +20H — Fe (OH),
2Fe(OH), + 2 0, + HL O — 2 Fe(OH);  (pas)

2.2 Korozyon Cesitleri

Korozyon zarari ¢evre sartlarina, metal bilesimine ve ortamdaki gerilime bagli olarak
degisik sekillerde (Sekil 2.2) olabilir (Doruk 1982, Brasunas 1984, Schweitzer 1996,
Revie 2000).



2.2.1 Genel (iiniform) korozyon

Genel korozyon veya diizenli korozyon temas eden tiim yiizeyde esit hizda ilerleyen
korozyon ile karakterize edilir. Genel korozyonda, metal ¢oziinmesi (anodik reaksiyon)
ve onu dengeleyen ¢Oziinmiis oksijenin veya hidrojenin indirgenmesi reaksiyonu

(katodik reaksiyon) metal yiizeyinde 6zel bolgelerde gergeklesir (Schweitzer 1996).

Metal tizerinde dogal olarak bulunan koruyucu oksit filmi korozif bir ortamda tamamen
¢Oziindiigli veya zayif olarak yapistigt ve koruyucu olmadigi zaman gergeklesir.
Paslanmaz ¢elik, nikel igeren alagimlar, titanyum gibi metal ve alagimlar i¢in oksit filmi
stabildir ve notr ¢ozeltilerde koruyucudur. Metal bu durumda pasiftir ve koruyucu oksit
filmi pasif film olarak adlandirilir. Metal ve alasimlarin iizerindeki pasif filmlerin
coziinlirliigi asit veya alkali ¢ozeltilerde artabilir. Koruyucu oksit film olmadigi zaman
metal direk olarak cozeltiyle temas eder ve tiim yilizeyde 6nemli oranda korozyona
ugrar. Bu durumda metal ylizeyi pas gibi bir korozyon {iriinii ile kaplanabilir. Bu

konumdaki metal aktif durumda olarak tarif edilir (Brasunas 1984).

genel galvanik akis hizlandirici catlak

Jl :.“:."
[ //

daha az
soy metal

cukurcuk secimli taneler arasi stres korozyon kirilmasi

gériiniim / / \
Sekil 2.2 En ¢ok rastlanan korozyon tipleri (Schweitzer 1996)




2.2.2 Catlak korozyonu

Catlak korozyonu koruyucu film parcalandiginda gergeklesir. Bu filmlerin bolgesel
parcalanmasi ile beraber katodik reaksiyonlarin da gerceklesmesi, hizlanmig catlak
korozyonuna yol acar. Pasif filmlerin koruyuculugu, notr sulu ortamda eger (CI gibi)
korozif bir anyon varsa olumsuz etkilenir. Bu anyonlar ¢ézeltinin karigtirilamadigi
bolgelerde, drnegin baglant1 yerlerindeki catlaklarda yogunlasabilir. Catlak ile ¢ozelti
arasinda kisitlanmis kiitle degisimi baslica katodik reaksiyonunun, yani oksijenin
indirgenmesinin c¢atlak disinda gergeklesmesine sebep olur. Ayni zamanda pasif
filmdeki kiiclik bir ¢6ziinme akimi CI° iyonlarinin metal katyonlarinin yikiini
dengelemek i¢in catlagin i¢ine dogru hareket etmesine yol agcar. Bu durum konsantre
metal tuz ¢ozeltisinin artmasi ve metal katyonlarin hidrolizi ile pH 1n asidik degerlere
gitmesiyle sonuglanir. Koruyucu oksit filmin ¢6ziinmesi devam edebilir, bunu ¢atlak

korozyonu izler (Revie 2000).

2.2.3 Cukurcuk korozyonu

Cukurcuk korozyonu, metal yiizeyindeki koruyucu filmin pargalanmasiyla ve yiizeyde
cok kiigiik bir noktada ¢ukur olusumu ile baslamaktadir. ilerleyen safhalarda derin ince
bir delik olarak gozlenir. Cukurcuk korozyonu olduk¢a zarar verici olabilir. Toplam
metal kayb1 fazla olmasa da olusan deliklerin derinligi bdyle bir zarara yol acabilir

(Doruk 1982).

2.2.4 Cevresel kosullara bagh korozyon kirilmasi

Cevresel kosullara bagli kirilma terimi gerilim korozyon kirilmast ve hidrojen
gevretmesini i¢ine alan bir terimdir. Bu tip kirilmanin sonuglar1 oldukea yikict olabilir.

Ciinkii bu durumda yapimin biitiinligli bozulur. Gerilim korozyon kirilmasi 6zel bir



ortam ve uygulanan basincin sonucunda olusan kirilmay1 tanimlar. Basing igerden veya
disardan uygulaniyor olabilir. Hidrojen gevretmesi girinti, ¢ikinti, eklenti yerleri gibi
mikroyapisal bolgelere toplanan hidrojen atomlarinin adsorbsiyonu ile olusur. Adsorbe
olan hidrojen atomlar1 korozyon, galvanik birlesme veya katodik koruma ile olusabilir.
Atomlar molekiiler hale doniiserek hacim artisina ve basinca neden olabilir. Kirillma,
bolgedeki hidrojen atomu konsantrasyonuna, basinca ve hassas bir mikro yapinin

olmasina bagli olarak gelisebilir (Revie 2000).

2.2.5 Galvanik korozyon

Farkli metaller iletken bir ¢ozeltiye daldirilip birlestirilirse, metal iyonlarinin
tasinmasindan dolay1 ylizeylerinde farkli voltajlar (korozyon potansiyeli) iiretirler ve
beraberinde elektronlar aciga ¢ikar. Metallerin biri soy metal ise (korozyon potansiyeli
daha pozitif ise) daha az soy olan diger metalin elektrot potansiyeli, alan oranina ve
cOzeltinin iletkenligine bagl olarak artar. Daha az soy olan metal aktif durumda ise,
hizlanmis genel korozyon olusur, metal pasif durumda ise lokal korozyon meydana
gelir. Galvanik korozyon daha soy olan metalin daha az soy olan metale gore alan
oranin1 sinirlayarak diistirtilebilir. Ancak galvanik korozyonla miicadele etmek igin

inhibitor kullanilmasi gerekli olan pek ¢ok karsik metal sistemleri vardir (Revie 2000).

2.2.6 Erozyonlu korozyon (Akis hizlandirici korozyon)

Akis korozyon hizinda énemli bir etkiye sahiptir. Aktif durumdaki metaller igin akis
hizlandiric1 korozyon, yiizeye katodik tepkiyenlerin hizli bir sekilde saglanmasi veya
korozyon {iriinlerinin uzaklastirilmas: demektir. Karisitk ve hizli akan sivida eger
tanecikli maddeler varsa ya da yiizey diizensiz ise, korozyon iiriinii tabakalar1 veya
engelleyici filmlerde bolgesel film pargalanmalart ve korozyon erozyonu goriilebilir

(Schweitzer 1996).



2.2.7 Asinmal korozyon

Birbirleri {izerinde ileri geri hareket eden ve siirtlinen metal yiizeylerinde asinma
goriiliir ve bu da korozyon hizini arttirmaktadir. Yiizeyler arasi temasin azaltilmasi ve

yag kullanimi gibi 6nlemlerle korozyon engellenebilir (Doruk 1982).

2.2.8 Atmosferik korozyon

Metaller dis ortamda birakildiginda yagmur ve yogunlagma sonucunda nemli ve kuru
hava dongiisiinde korozyona ugrayabilirler. Eger havada stilfiir dioksit veya kloriir varsa
korozyon giicii artar. Atmosferik korozyonun kontroliinde, acik sistemlerde inhibitor
kaplamalar, yaglar, su itici sivilar, kapali sistemlerde ugucu korozyon inhibitorleri
kullanilabilir. Metal kisimlarin paketlenmesi ve depolanmasinda gegici kaplamalar ayni

amacla yapilan uygulamalardir (Schweitzer 1996).

2.2.9 Secimli korozyon

Bu tip korozyonda bir alasimdaki elementlerden biri cevresiyle elektrokimyasal
etkilesim sonucu uzaklastirilmaktadir. Korozyon sonucunda goézenekli ve kirilgan bir

metal olusur (Schweitzer 1996).

2.2.10 Taneler arasi korozyon

Metaldeki taneciklerin birbirine degdigi sinirlar korozyona daha agiktir. Tane biitlinliigi
bozulmaz ancak taneler arast bag bozulur. Taneler matriksten ayrilinca gézenekli bir

ylizey tabakasi olusur (Schweitzer 1996).



2.2.11 Mikrobiyel korozyon

Korozyon hizinin mikroorganizmalarca arttirilmasi mikrobiyel korozyon, biyokorozyon
veya mikrobiyolojik etkiden kaynaklanan korozyon (microbially induced veya
influenced corrosion, MIC) olarak tarif edilebilir. Mikroorganizmalar biyofilm olusturarak,
yapiskan maddeler iireterek, altinda catlak korozyonunun gelismesi i¢in uygun bir ortam
olan birikintileri lireterek, metabolik {iriinleriyle korozif asidik bir ortam yaratarak,
ortama korozyonu engellemek i¢in ilave edilen kimyasallar1 parcalayarak ve korozyon
reaksiyonlarmi direkt etkileyerek (katodik veya anodik reaksiyonlari hizlandirarak)

korozyonu hizlandirirlar (Videla 2001, Videla and Herrera, 2005).

2.3 Mikrobiyel Korozyonu Belirleme ve Hizim1 Ol¢gme Yontemleri

2.3.1 Mikroskopi

Isik mikroskobu biyofilmdeki hiicrelerin goriilmesi ve sayilmasi i¢in kullanilmaktadir.
Gortilen hiicrelerin fizyolojik durumlart veya aktiviteleri hakkinda bilgi vermemekle
beraber, floresan boyalar ve hibridizasyon teknikleri ile bakteri sayr ve tipleri
belirlenebilmektedir. Malzeme bilimciler taramali elektron mikroskobunu (SEM) metal
ylizeyinin durumunu belirlemek i¢in uzun zamandir kullanmaktadirlar (Hurst 2002).
Metal ve alasimlarin mikroyapisi, tane sinirlari, yabanci maddeler, ¢ukurcuk olusumu
ve genel korozyon bu teknikle goriilebilmektedir. Bunlarin goriilebilmesi korozyon
tiriinleri ve biyofilmin uzaklastirilmasi ile miimkiin olmaktadir. Biyofilm &zelliklerinin
ve korozyon iiriinlerinin de SEM ile kalitatif olarak incelenmesi miimkiindiir. Fiksasyon
ve kaplama asamalarinda gluteraldehit ve altin kaplamasinin kullanimi daha iyi goriintii
alinmasin1 saglamaktadir. Islak ve kaplanmamis 6rneklerin incelenmesi i¢in ¢evresel
taramali elektron mikroskobunu (ESEM), ii¢ boyutlu goriintileme igin konfokal
taramali lazer mikroskobu kullanilmaktadir. Bu tekniklerde kulanilan isaretleme

yontemleriyle bakteri aktivitesindeki degisim takip edilebilmektedir. Atomik kuvvet



mikroskobu atomik ¢oziiniirliikte {ic boyutlu goriintiler vermekte ve lokalize
korozyonun baslangic1 olan, SEM ile belirlenemeyecek kadar kiigiik cukurlarin

belirlenmesini saglamaktadir (Hurst 2002).

2.3.2 Spektroskopi

Spektroskopik teknikler 6zellikle korozyon {iriinlerinin bilesiminin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Bu tekniklerin bir kag¢ tanesi kullanilarak sonuclarin birlestirilmesiyle
yeterli bilgi edinilmektedir. Eger korozyon {irlinlerinin hava ile temasi sonucunda
okside olma tehlikesi varsa, Ornegin eylemsiz bir ortamda kurutulmasi ve analiz
edilmesi gerekir. Enerji dispersif X 1sinlar1 analizi (EDAX) SEM’de goriilen bir alanda
elementel bilesimin belirlenmesi i¢in kullanilabilir. Genel olarak bu yontemle bir alanin
veya belirli bir noktanin analizi yapilabilmektedir. Ancak elementlerin yiikseltgenme
durumu belirlenememektedir. Bazi durumlarda farkli elementlere ait pikler
cakisabilmektedir. Metal yiizeyinde analiz derinligi 0.5-1.0 pm’a ulasabilmektedir.
Elektron mikroprop ve dalgaboyu dispersif spektroskopi (EM/WDS) belirlenmis bir
alanda, elementel bilesimi kantitatif olarak belirlemektedir. Ornegin; bir ¢ukurcuk
kesitinde ol¢iim yapabilmektedir. Bu yontem EDAX’dan daha hassastir ve element
piklerinin ¢akigsmasi daha azdir. X 1sm1 difraksiyonu (XRD) kristal korozyon
tiriinlerinin tanimlandig1 bir yontemdir. Analiz derinligi olduk¢a fazla oldugu ig¢in
korozyon {irlinleri metal ylizeyinden uzaklastirilir, pargalanarak toz haline getirilir ve
analiz yapilir. Bu sekilde metal bilesiminin analiz sonuglarini etkilemesi engellenir. Bu
yontemler disinda X 1s1n1 fotoemisyon spektroskopisi, Raman spektroskopisi, infrared

spektroskopisi gibi yontemler de analizler i¢in kullanilmaktadir (Hurst 2002).

2.3.3 Kiitle kayb1 yontemi

Korozyon kuponlarinin kullanimi en eski ve basit korozyon izleme yoludur (Davis 1967).

Bunlar dikdortgen kesilmis kiigiik metal pargalaridir. Sisteme yerlestirilir ve belirli bir siire
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sonunda ¢ikartilirlar. Kupon bekleme siiresi olarak en az 30 giin gecmesi tavsiye
edilmektedir. Test edilecek sistemde farkli noktalarda (boru duvarlarinda, kivrilma
bolgelerinde veya merkezde) sivi akis hizi, konsantrasyon gibi kosular birbirinden farkl
olacagindan korozyon hizi1 farkli 6l¢iilebilir. Ayn1 bolgeden farkli zamanlarda yapilacak

Olctimlerle daha dogru degerlere ulasilabilir (Schweitzer 1996).

Kuponlar mikroskobik incelemeler i¢in kullanilabildigi gibi, kiitle kayb1 yoOntemiyle
korozyon hizinin belirlenmesi i¢in de kullanilabilir. Korozyon hizinin belirlenmesi igin,
kupon korozyondan &nce ve korozyon ortaminda belli bir siire birakildiktan sonra
(korozyon tiriinleri ve birikintiler temizlenerek) tartilir (Schweitzer 1996). Korozyon hizi
kiitle kaybi, kuponun baslangictaki ylizey alani, ve korozyon siiresi kullanilarak asagidaki

denklemden hesaplanir (Tang et al. 2003).

V = m, —m, V: korozyon hiz1 (mg.cm™.saat™)
S xt m;: 6rnegin korozyondan 6nceki kiitlesi (mg)
m,: 6rnegin korozyondan sonraki kiitlesi (mg)
S: 6rnegin toplam yiizey alani (cm?)

t: korozyon siiresi (saat)

Korozyon hiz1 degisik sekilde de ifade edilebilir (Bryant et al. 1991):
Korozyon hizi (mm/yil: korozyon derinligi) = MPY (miliing/y1l) x 0.0254
MPY = [534.6 x 1,000 x kiitle kayb1 (g)] / [¢eligin yogunlugu (g/cm’) x Srnegin toplam

ylizey alani (in¢?) x korozyon siiresi (saat)].

2.3.4 Elektrokimyasal yontemler

Daha once belirtildigi gibi korozyon, metalin yiikseltgendigi ve ¢oziinerek iyonlar
halinde anodik bolgede c¢evreye salindigi elektrokimyasal bir islemdir. Metal
yukseltgenmesinden gelen elektronlar metal yiizeyinde hareket ederek katodik
bolgedeki bir tepkiyeni indirgerler (Hurst, 2002). Bakteriler korozyonun

elektrokimyasal mekanizmasini olusturan katodik ve anodik yar1 hiicre reaksiyonlarinin
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hizin etkileyebilirler. Bu reaksiyonlarin elektrokimyasal reaksiyonlar olmasi sebebiyle
bunlart 6lgmek icin elektrokimyasal yontemler gelistirilmistir. Ancak genellikle
uygulanan elektrokimyasal testler bakteriyel korozyon i¢in uygun olmayabilir.
Kullanilan agindirict veya yakici ortamlar yaninda steril kosullarin saglanamamasi da
problem yaratir. Buna karsilik mikroorganizma gelisimine uygun ve steril kosullar
saglanarak da basarili ol¢timler alinabilmektedir. Sekil 2.3 ve Sekil 2.4’de Antony et al.
(2007) ve Moon et al. (2007) tarafindan kullanilan diizenekler goriilmektedir.

vakum pompasi vakum girig
f bakir gistergesi ‘valﬁ

baglantilar
b

kapak

referans
karsit __| # elektrot

elektrot

¥

Itz képrisi

lastik
o tikag

Sekil 2.3 MIC testinde kullanilan bir korozyon test hiicresi (Antony et al. 2007)

polarizasyon egrisi
dlgiim sistemi
[ multimetre
Il | | =
¢ t elektrot / B S
arsi
S g .
L i
calisma eltﬂ.ktrc:tu)(v oeT Do
celik ornegi ~ —— ~— NS —1//
korozyon hiicresi SCE

Sekil 2.4 MIC testinde kullanilan diizenegin sematik gosterimi (Moon et al. 2007)
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2.3.4.1 Korozyon potansiyeli

Korozyon potansiyeli korozif bir ortama daldirilmis bir metal ile uygun bir referans

elektrot arasindaki potansiyel farkini belirleyerek Olciilebilir (Brasunas 1984).

Referans elektrot cozeltide sabit ve tekrarlanabilir potansiyel verecek ve kendisi
polarize olmayacak sekilde segilir. En ¢ok kullanilan referans elektrot doygun kalomel
elektrotdur. Bu elektrot civa kloriir pastasiyla ¢evrilmis civa ve kloriir ¢dzeltisinde civa
igerir. Potansiyel, klorlir iyonlarinin konsantrasyonuna baglidir. Bu bakimdan doygun
potasyum kloriir ¢ozeltisi kullanilir, ¢iinkii test ¢ozeltisi ile hiicredeki referans elektrot
icindeki ¢ozelti arasinda potansiyel atlamalarini en aza indirir. Test ¢ozeltisi ile kalomel
elektrodun i¢indeki doygun potasyum kloriir arasindaki temas gozenekli seramik bir
tikag araciligiyla olur. Bu tikag¢ iki ¢ozeltinin karigmasini en aza indirir. Hiicredeki
potansiyel farki metalin test ¢ozeltisinde doygun kalomel elektroda karsi potansiyelini
verir (Uneri 2000, http://www.npl.co.uk/Imm/docs/the_electrochemistry_of corrosion_

with_figures.pdf, 2007).

Korozyona ugrayan metallerin potansiyelini 6lgmekte kullanilan bir baska referans
elektrot ise glimiis/giimiis kloriir elektrodudur. Kloriir ¢ozeltisi iginde giimiis kloriirle
kaplanmis glimiis bir telden olusur. Bu elektrot genellikle deniz suyunda kullanilir.
Metallerin topraktaki potansiyellerini 6lgmek icin bakir/bakir siilfat elektrotlart da
referans olarak kullanilmaktadir. Bu elektrot doygun bakir stilfat ¢ozeltisi i¢inde bakir

¢ubuktan olusur (Brasunas 1984).

Cozeltide diren¢ nedeniyle olusan herhangi bir potansiyel diisiisiinlin etkisini 6l¢iilen
potansiyelde azaltmak i¢in referans elektrodu ucu Luggin adi verilen ince bir delikle
sonlanan bir kapiler ile ¢ozeltiyle temas eder. Bu delik akim gegisini engellemeyecek
bicimde ¢alisma elektroduna elektrot ¢apinin iki kati1 kadar bir uzaklikta olacak sekilde

yerlestirilir.
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Calisma elektrodunun potansiyel akim iligkisi li¢ yolla belirlenebilir. Galvanostatik
yontemde, calisma elektrodu ile platin yardimei elektrot arasinda baglanan siirekli akim
giic kaynagindan sabit akim saglanir. Yardimci (karsit) elektrot, akimi devrede tasimak
icin kullanilan platin, titanyum gibi iletken malzemelerden yapilan elektrotdur. Calisma
elektrodunda akim gegmesi sonucu olusan potansiyel degisimi referans elektroda karsi
Olctiliir. Kulostatik yontemde bilinen miktarda kiiciik bir akim denge durumundaki
calisma elektroduna verilir. Asir1 potansiyelin azalma egrisi analiz icin kaydedilir

(Yongtao et al. 2004).

Potansiyostatik yontemde c¢aligsma elektrodunun potansiyeli potansiyostat ile sabit bir
degerde kontrol edilir (Sekil 2.5). Bu alet uygun akimi ¢alisma elektroduna gecirmek
icin geri besleme devresini kullanir. Boylece referans elektroda karsi okunan potansiyel,
korozyon reaksiyonunun hizindaki degisimden kaynaklanan akim degisikliklerine bagl
olmaksizin istenen degerde kalir. Potansiyostatik polarizasyon yoOntemi, pasiflestirici
filmlerin olusumu ve parcalanmasi sirasindaki metal davramisinin daha yakindan
izlenebilmesi bakimindan avantajlidir. Bu davranis oncelikle metalin potansiyeline

baglidir ve sabit potansiyelde akimda biiyiik degisiklikler olabilir (Uneri 2000).

potansiyostat

O Q &
@ O
voltmetre ampermetre
& &
referans

elektrot
4

\ H
galigma elektrodu . f==—rr==— H

yardimci
“elektrot

Luggin kapiler
gozelti

Sekil 2.5 Cozeltideki bir metalin potansiyostat kullanilarak polarizasyon egrisinin
belirlenmesi i¢in kullanilan diizenek (http://www.npl.co.uk/lmm/docs/the
electrochemistry_of corrosion_with_figures.pdf, 2007)
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2.3.4.2 Korozyona ugrayan metallerin polarizasyon davranisi

Bir metal elektrot dengede ise anodik ve katodik akimlar (i, i) esittir ve net reaksiyon
gerceklesmez. Bagka bir deyisle ylikseltgenme hizi ile indirgenme hiz1 esittir. (anodik
reaksiyon hizi yani metalin ¢6zlinme hizi, katodik reaksiyon hizina yani hidrojen veya
oksijen indirgenme hizina esittir). Bu esitlik disardan bir giic uygulanarak
bozuldugunda, metal yilizeyi polarize olur. Metal anodik olarak polarize olabilir
(metalden elektronlar uzaklastirilir ve net anodik akim gecer) veya katodik olarak
polarize olabilir (elektronlar metale itilir ve net katodik akim gecer). Yani net akim

gecen bir elektrot polarize olmustur (Schweitzer 1996).

2.3.4.3 Tafel ekstrapolasyon yontemi

Bu yontemde, korozyona ugrayan metal i¢in anodik ve katodik yonde 6l¢iim alinarak yari
logaritmik akim yogunlugu-potansiyel egrileri deneysel olarak belirlenir (Riggs and Locke
1981, Uneri 2000). Anodik ve katodik Tafel egrilerinin ¢izgisel kisimlar1 uzatilarak
kesim noktalarindan o sistem i¢in korozyon hizi (Ix,) ve korozyon potansiyeli (Exor)

belirlenebilir (Sekil 2.6).

Bu yontem yalniz katodik veya yalniz anodik dal i¢in de uygulanabilir. Polarizasyon
egrisinin gozlenen Tafel bolgesi korozyon potansiyeline ekstrapole edildiginde, buray1
korozyon akim yogunlugu iy, degerini verecek sekilde keser. Sadece Eio, 'un
belirlenmesi korozyon hizi hakkinda fazla bilgi vermemektedir. Ey,r degisimi sistemde
mikrobiyolojik degisiklikler oldugunu gostermektedir. Asit metabolitlerin artig1 anodik
reaksiyon hizini ve Eyor Ve 1 ko u arttirir (Mansfeld and Little 1991, Hurst 2002).
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Sekil 2.6 Asidik bir ¢ozeltide korozyona ugrayan bir metal i¢in log akim yogunlugu ile
potansiyel iliskisini gdsteren anodik ve katodik polarizasyon egrileri (Riggs
and Locke 1981, Uneri 2000)

2.3.4.4 Lineer polarizasyon (polarizasyon direnci yontemi)

Korozyona ugrayan metalin potansiyeli, galvanostatik ya da potansiyostatik
polarizasyon ile korozyon potansiyelinden (Ek,) farklilasirsa, potansiyel E, baslangicta
akim yogunlugunun (birim alandan gegen akim) dogrusal fonksiyonu olur. Bu dogrusal
iligki 10 mV luk bir potansiyel degisiminde gegerlidir. Dogrusal (lineer) polarizasyon
egrisinin egimi (AE/Ai) polarizasyon direnci (Rp) olarak adlandirilir (Sekil 2.7).
Polarizasyon direnci korozyon akim yogunlugu ile ifade edilen korozyon hiziyla ters

orantilidir (Stern and Geary 1957)
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Sekil 2.7 Lineer polarizasyon yontemiyle korozyon hizinin belirlenmesinde akim
potansiyel egrisi (http://www.corrosion-doctors.org/Electrochem/linear.htm,

2007)

Burada B bir sabittir. Polarizasyon direncinin 6l¢iilmesi metalin anlik korozyon hizinin
belirlenmesi icin kolay bir yoldur. B sabiti kiitle kayb1 6l¢timleri veya elektrokimyasal
verilerden belirlenebilir. Anodik ve katodik Tafel egimleri b, ve by nin ve R, nin

belirlenmesiyle korozyon hizi hesaplanabilir. Stern-Geary esitligi:

Metalin potansiyelinin korozyon potansiyelinden 10 mV’dan daha biiyiik bir degisim
gostermesi durumunda, polarizasyon egrisi potansiyel ile akim arasindaki dogrusal
iliskiden sapma gosterir. Bu sapma potansiyelin akim yogunlugunun logaritmasina

dogrusal orantili oldugu bolgeye kadar devam eder.
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2.3.4.5 Alternatif akim empedans dl¢iimii

Bu yontemde metal/¢ozelti ara yiizeyinin elektriksel esdeger devresinden yararlanilarak

polarizasyon direnci belirlenir (Erbil 1987). Esdeger devre Sekil 2.8’de goriilmektedir.

Sekil 2.8 Metal ¢ozelti ara ylizeyinin esdeger devresi

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) direk akim polarizasyon olgiimlerine
frekans boyutunu da getirmistir. Korozyona ugrayan elektroda kiiciik, degisken,
sinlizoidal, dogrusala yakin aralikta kontrollii potansiyel sinyalleri yollanir. Bunlarin
elektrot yiizeyindeki bakteri aktivitesine etkisi olmadigi diistiniilmektedir. Akimin
tepkisi, girdi potansiyeli sinyal frekansinin bir fonksiyonu olarak, girdi potansiyelinin
gerisinde kalir. Bu gecikme girdi potansiyeli ve akim tepkisi arasindaki faz acisiyla

ifade edilebilir (Hurst 2002).

Burada
R¢: cozelti direnci
Rp: elektrokimyasal korozyon reaksiyonlarindaki yiik transfer direnci

Cq, ¢ ift tabaka kapasitesi’dir.

Rp JW.C.RY

Z =R _
) 1+(W.CRy)> 1+ (W.C.Ry)’

=Z'+2"

+——— vyada Z=Re+
1+(JW.C.Ry)
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Burada

W: alternatif akim frekansi (2Hf)
C: kapasite

J: -1

Z': gergek empedans

Z'": sanal empedans’ tir.

Bu degerlerden yararlanarak R, degeri bulunur. R, degeri Stern-Geary esitliginde yerine

konarak korozyon hizi hesaplanir.

2.3.4.6 Elektrokimyasal giiriiltii 6l¢iimleri

Bu yontem tek bir elektrotta korozyon potansiyel degiskenliginin frekans ve
biiylikliigiinii ve iki es elektrotta direngsiz akim degiskenligini Olger. Bu yontemde
yapay olarak akim veya potansiyel sapmasi uygulanmadigi i¢in mikroorganizma
gelisimi  etkilenmemektedir. Arka plan disindaki periyodik potansiyel ve akim
giiriiltiileri biyofilm ve pasif film kirilmasi ve tekrar pasivasyon ile iligkilidir (Mansfeld

and Little 1991, Hurst 2002).

2.4 Mikrobiyel Korozyon Olusumunda Siilfat indirgeyen Bakteriler ve Biyofilmlerin
Rolii

Mikrobiyel korozyon farkli bakteri tiirleri tarafindan gergeklestirilen oldukg¢a karmasik,
birbirini etkileyen bir seri reaksiyon sonucu ger¢eklesmektedir (Werner et al. 1998,

Videla 2001, Beech and Sunner 2004).

Karasal ve sucul habitatlarda mikrobiyel korozyon ile ilgili baglica bakteriler SRB’ler
(6zellikle Desulfovibrio, Desulfotomaculum, Desulfomonas cinslerine ait tiirler), siilfiir
yukseltgeyen bakteriler, demir indirgeyen/yiikseltgeyen bakteriler, manganez okside
eden bakteriler ve organik asit ve ekzopolisakkarit (EPS) lireten bakterilerdir. Bu

organizmalar metal yiizeyinde dogal olarak olusan biyofilmde kompleks olusturarak bir

19



arada bulunurlar (Fonseca et al. 1998, Werner et al. 1998, Fang et al. 2002, Beech and
Sunner 2004). Biyofilm %951 su olan ve ekzopolisakkarit maddelerden (EPS) olusan
bir matriksi olan, i¢ine hiicreler ve inorganik maddeler tutunmus bir jel olarak kabul
edilebilir. EPS, terminolojide “ekzopolisakkarit, ekstraseliiler polimerik maddeler,

ekzopolisakkaritler” terimlerinin karsilig1 olarak kullanilmaktadir.

MIC gelisimi asagidaki sekilde gerceklesir:
1. mikroorganizmanin yiizeye tutunmasi
2. biyofilm olusumu ve ¢ukur korozyonu olusumu

3. biyofilm ve ¢ukurun biiyiimesi, genislemesi

[lk asamada mikroorganizmanin metalin i¢ veya dis yiizeyine tutunabilmesi i¢in uygun
bir bolge bulmasi gereklidir (Stoecker 2001). Bu yiizeyler tercihen besinlerin
adsorblandigi ve mikroorganizmanin tutunabilecegi metalurjik olarak belirgin
ozelliklere sahip olmalidir (Sekil 2.9). Ornegin, borularin kaynakla baglandig1 bdlgeler,
kivrildigr bolgeler, daha 6nceden korozyon gibi sebeplerle boru yiizeyinde olusmus
egrilikler, girintiler, mikroorganizmalarin yiizeye tutunabilmesini kolaylastirir (Fang et

al. 2002).

e 1 o

& M & vizeye yapismis besinler

SR

Sekil 2.9 Mikroorganizmanin yiizeye tutunmasi (Stoecker 2001)

Belirlenen bolgeye basarili bir sekilde tutunduktan sonra, ikinci faz yani biyofilm
olusumu baglar. Biyofilm olusumu metalin ¢ozeltiye daldirilmasiyla baslayan bir
birikim siirecinin sonucudur. Mikroorganizmalarin iirettigi yapigkan EPS’ler tutunmay1

sagladig gibi ile beslenme i¢in kullanilabilecek organik ve inorganik materyalleri i¢inde
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tutarak metal yilizeyinde biyofilm olustururlar (Sekil 2.10). Biyofilm ic¢inde tek bir
mikroorganizma degil, degisik tipteki mikroorganizmalardan olusan bir topluluk
bulunur. Ozellikle, hizli biiyiiyen, kapsiillii, ekzopolimer iireten Pseudomanas, Proteus
ve Bacillus tiirleri biyofilm olusumunda rol oynarlar. Bu toplulugun etkilesimi
sayesinde bazi mikroorganizmalar i¢in miimkiin olmayan g¢evrelerde de gelisim devam
eder. Ornegin, aerobik bir ortamda anaerobik bir bakteri gelisemez, ama bir bakteri
toplulugu i¢inde dis ylizeyde yer alan aerobik bakteriler, oksijeni tiiketerek, oksijen
konsantrasyonunu biyofilmin i¢ine dogru azaltir ve anaerobik bakterilerin gelisebilecegi

bir ortam olustururlar (Stoecker 2001, Beech and Sunner 2004).

Mikrotival bivefilm olusumu
Hidcreler { Proteus, Pssudomonas,
Bacilius sp. ve Desulfovibric) EPS,
korozvon trimlern,

organik asiler

Sekil 2.10 Biyofilm ve ¢ukur (pit) olusumu (Stoecker 2001°den degistirilmistir)

Biyofilm olusumunun ilk asamasinda yiliksek molekiil agirlikli organik bilesikler ve
inorganik bilesiklerin birikmesiyle 20-80 nm kalinliginda ince bir film olusur. Bu
baslangic filmi elektrostatik yiikleri degistirebilir ve metal ylizeyin 1slanabilirligini
degistirerek bakteri kolonizasyonunu kolaylastirir. Saatler veya dakikalar iginde
mikroorganizma tiremesi ve EPS olusumu biyofilm olusumu ile sonuglanir. Bu biyofilm
dinamik bir sistemdir ve metal- ¢bzelti ara yiizeyinde ve biyofilm tabakasinda farkli

tagima islemleri ile kimyasal reaksiyonlar gergeklesir.

Metal ylizeylerin mikrobiyel korozyonu, inorganik korozyondaki klasik elektriksel ara
yiizey kavramini oldukga degistirir. Iyonlarn ¢esit ve konsantrasyonunda, pH
degerlerinde, yiikseltgenme- indirgenme potansiyellerinde biyofilm etkisiyle meydana
gelen oOnemli degisiklikler, metalin ve korozyon iiriinlerinin aktif ya da pasif

davraniglarint ve korozyon hizlarimin hesaplanmasinda kullanilan elektrokimyasal
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degiskenleri etkiler. Mikroorganizmalar korozyonu, metal- ¢ozelti ara yiizeyindeki
elektrokimyasal kosullar1 degistirerek etkiler. Bu degisiklikler farkli etkilere sahiptirler:
lokal korozyona sebep olabilir, genel korozyon hizini arttirabilir veya korozyonu
durdurabilirler. Korozyon islemindeki katodik veya anodik reaksiyonlardan birini
engelleyen veya kolaylastiran veya anodik veya katodik bolgeleri birbirinden tamamen
ayiran biyolojik reaksiyonlar korozyonu arttirir. Ornegin anodik reaksiyonlarin asidik
metabolitlerle uyarilmasi veya anodik reaksiyonlarin mikroorganizmalarca iretilen
katodik tepkiyenler Ornegin hidrojen siilfiir ile uyarilmasi, koruyucu filmlerin
parcalanmasi, sivi ¢evrenin iletkenliginin artmasi korozyonu arttirir (Videla and Herrera

2005).

Biyofilm olustuktan sonra igindeki (altindaki) kosullar ¢evreleyen yilizeyden kimyasal
olarak farklidir. Bu hizlanmis korozyonun baslangicidir ve ¢ukur (pitting) korozyonu ile
sonuglanir. Bu fazda mikrobiyal toplulugun o6zellikleri soyledir: mikroorganizmalar
biyofilm i¢inde ¢ogalir. Asit lireten mikroorganizmalarin iirettigi organik asitler ile
catlakta pH seviyesi diiser ve asidik bir ortam olusur. pH 1n azalmasi ortamin korozif
ozelligini arttirir ve bazi mikroorganizmalarin gelisimini tesvik eder. Bu organizmalar
icin (asit ilireten mikroorganizmalarin irettigi) organik asitler besin kaynagidir ve
metabolizmalar1 sonucu hidrojen protonlar1 iireterek ortam pH 1 iyice
diisiirmektedirler. Final asamasinda, genisleyen ve derinlesen ¢ukur {izerinde biyofilm
olusumu siirer. pH 4 den asag: diiser (Sekil 2.11). Zayif organik asitler yerini, sudan
gelen kloritle olusan hidroklorik asite birakir. Cukur bolgesinde pH oldukga diistigii
icin ¢ogu bakteri sadece biyofilm dis bolgesinde gelisebilir. Bu noktada bakteri

olmaksizin korozyon bilinen elektrokimyasal islemle devam edebilir (Stoecker 2001).

Sekil 2.11 Biyofilm ve ¢ukurun genislemesi (Stoecker 2001°den degistirilmistir)
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Metal-¢Ozelti ara yiizeyinde biyolojik ve inorganik iglemler ayni zaman dilimi igerisinde
fakat farkli yonlerde cereyan eder. Korozyon ve korozyon firiinlerinin birikimi metal
ylizeyinden ¢ozeltiye dogru, biyofilm olusumu ise ¢ozeltiden metal ylizeyine dogru
olusur. Yani korozyon iiriinii tabakalar1 ile biyofilm arasinda aktif bir etkilesim vardir.
Korozyon iirlinleri pasif filmin metal yiizeyine yapismasini arttirarak korumayi
arttirabilir veya yiizeyde heterojenlik olusturarak korozyonu da arttirabilir (Beech and

Sunner 2004).

Videla ve Herrera (2005)’ya gore metal-¢ozelti ara ylizeyinde biyofilmlerin cesitli
rolleri vardir. Biyofilmler c¢esitli kimyasal tiirler icin onemli bir difiizyon engeli
olusturur. Ornegin; mikrobiyel hiicrelerden ve EPS’den olusan bir biyofilm katodik
bolgelere oksijenin ve anodik bolgeye kloriir gibi agresif anyonlarin gegmesini engeller.
Ayn1 zamanda metabolitlerin ve korozyon iirlinlerinin disar1 difiizyonu engellenir.
Bunun diginda biyofilm parcalandiginda koruyucu filmin ayrilmasimi kolaylastirir.
Ayrica biyofilmin yiizeyde diizensiz dagilimi nedeniyle farkli havalandirma etkisi
gerceklesebilir. Solunun yapilan bolgelerde kolonilesme olmayan alanlara nispeten
oksijenin azaldig1 goriilmektedir. Bu etkiler potansiyel farkliliklara ve nihayetinde
korozyon akimlarinda farkliliklara neden olmaktadir. Solunum gergeklesen alanlarin alti
anodik olmakta ve buralarda metal ¢oziinmesi gerceklesmektedir. Buna karsilik,
cevreleyen katodik bolgelerde oksijen indirgenmesinin tersi meydana gelmektedir.
Biyofilm olusumuyla metal ¢ozelti ara yiizeyinde yiikseltgenme indirgenme kosullari
degisebilir. Oksijenli sivi ortamda oksijenin difiizyonu, biyofilmde aerobik
metabolitlerin diflizyonu ve reaksiyonu yiiziinden engellenir. Mikroelektrot dlgtimleri
metal ylizeyinden 180 pum uzaklikta ¢Ozlinmiis oksijenin sifira kadar dustiigiini
gdstermistir. Indirgenmis bir ortam isteyen SRB’ler, suda 6l¢iilebilir ¢dziinmiis oksijen

olsa bile, biyofilm tabaninda gelisebilirler (Videla and Herrera 2005).

Ekzopolisakkaritlerin metal iyonlari baglama 6zelligi de MIC i¢in 6nemlidir (Beech
ve Sunner 2004). Metal baglanmasi metal iyonlar: ile ekzopolimerlerin protein ve
karbonhidrat bilesenlerinde bulunan anyonik fonksiyonel gruplar (karboksil, fosfat,
silfat, gliserat, piirlivat ve silksinat gibi) arasindaki etkilesimi igerir. Farkli

yukseltgenme durumundaki iyonlarin biyofilmde tutulmasi, standart indirgenme
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potansiyellerinde degisimlere yol acabilir. EPS metal iyonlarina baglanarak elektron
mekikleri gibi gorev yapar ve metalden direk elektron transferi yaparak yeni redoks
reaksiyonlarma yol acgabilir. Uygun bir elektron alict bulundugunda bu redoks
reaksiyonlart1 katodun depolarizasyonunu saglayarak korozyonu hizlandirirlar.
Depolarizasyon burada korozyon reaksiyonunun (katodik veya anodik tepkiyenlerden

birinin uzaklastirilmasi ile) hizlandirilmasi anlaminda kullanilmaktadir.

Siilfat indirgeyen bakterilerin metal korozyonuna etki mekanizmasi von Wolzogen Kuhr
ve van der Vlugt (1934) tarafindan yapilan bir ¢aligma ile elektrokimyasal olarak
aciklanmaya calisilmigtir. Arastirmacilar tarafindan ortaya atilan katodik depolarizasyon
teorisinin (KTD) temel fikri hidrojenin demir ylizeydeki katodik alandan bakteri
hidrojenazlar1 ile uzaklastirilmasidir, bu islemin beraberinde siilfat siilfite indirgenir
(Sekil 2.12). Yani katodik reaksiyonun depolarizasyonu ile korozyon reaksiyonu indirek

olarak hizlandirilir.

f SRB y
FeS
: /‘.\—— HS
Fe (anot ) p»Fe
//»——b H,
hidrojenaz
¢ ( katot )
\_____ ' SO‘{
x.______,..Ze‘J
metal
N AR e 54

Sekil 2.12 Hidrojenazlarin mikrobiyel korozyondaki rolii (Bryant and Laishley 1990)
Oksijen yoklugunda ortamdaki su, metal ylizeyinde hidrojen olusturacak sekilde

parcalanir. Olusan hidrojenin yiizeyi kapatmasi sebebiyle reaksiyon oldukca yavas

ilerler. Bu durumda metal polarize olmustur. Hidrojen metal yiizeyinden siilfat
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indirgeyen bakterilerce siilfat indirgenmesi sirasinda uzaklagtirilmakta ve anottaki metal
¢Oziinmesi olayini hizlandirmaktadir. Olusan korozyon f{iriinleri ferrosiilfir (FeS) ve
ferro hidroksittir (Fe (OH),) (Biezma 2001, Iverson 2001). Gergeklesen reaksiyonlar

asagida gosterilmistir.

8H,0 —»8OH + 8H'

4Fe — 4Fe™ + 8¢ (anot)

S8H + 8¢ — 8H (katot)

SO,2 +8H— S +4H,O (katodik depolorizasyon, mikrobiyal olarak gerceklesir)
4Fe™ + S? + 60H — FeS + 3 Fe (OH), (korozyon iiriinleri)

Depolarizasyon deyimi arastirmacilar tarafindan elektrokimyasal olarak kullanilmaktan
cok, demirin elektrokimyasal davranisinda tanimlanamayan bir degisiklik oldugunu
ifade etmek i¢in kullanilir. SRB adsorbe hidrojeni siilfat indirgenmesinde kullanarak,
ylksek aktivasyon enerjisi isteyen adsorbe hidrojen atomlarinin rekombinasyon
asamasinin atlanmasini ve katodik reaksiyonun daha hizli bir sekilde ger¢ceklesmesini ve
sonug¢ olarak da korozyon hizinin artmasimi saglar. Bu sekilde depolarizasyon etkisi
hidrojen uzaklagmasi i¢in gerekli aktivasyon enerjisinin azaltilmasi ve alternatif bir

depolarizasyon yolu saglanmasi anlaminda kullanilir.

Gilintimiiz MIC bilgileri 1518inda SRB’nin korozyonu hizlandirmadaki roliiniin sadece
KTD ile agiklanmasi olduk¢a zordur. Bakterinin iirettigi hidrojen siilfiiriin katodik
indirgenmesi ile korozyon hizinin arttig1 ileri siiriilmistiir (Sheng et al. 2007). Katodik

reaksiyon asagidaki gibidir.

HzS+€7H SH7+1/2H2
Ayrica hidrojen siilfiir ve oksidasyon iiriinleri de celigi korozyona ugratabilir. Demir

stilfiirlerin olusumu da dolayli olarak metali depolarize edebilir. Anodik reaksiyonlar

FeS olusumuyla hizlanmaktadir.
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Fe + S — FeS + 2¢~

SRB’nin aktivite gosterdigi biyolojik besi ortamlarinin karisik yapisi mikrobiyolojik
etkinin elektrokimyasal yontemlerle anlasilmasini zorlastirir. Ciinkii kimyasal bilesim
ve ortam pH’1 bakteri metabolizmasi sonucu siirekli degismektedir. Ayrica, KDT’ nin
zaylf bir yani anodik reaksiyonun uyarilmasinda siilfiirlerin rolii hakkinda bilgi
verilmemesidir. Son olarak dikkate alinmayan bir nokta da demir yiizeyinde oksitler,
stilfiirler, hidroksitler ve hatta biyofilmler gibi birikintilerin olmasidir. Bu kosullarda
demirin anaerobik korozyonunun agiklanmasi i¢in SRB’ nin metabolik aktivitesiyle
ortama salinan metabolik irlinlerin pasifligi kirmasi dikkate alinmalidir (Videla and

Herrera 2005).

Biyojenik siilfiirlerin korozif etkisi ortamda mevcut olan kloriirler gibi diger korozif
iyonlarla ve metal yiizeyindeki biyofilmde bulunan mikrobiyal birlikteliklerin etkisiyle
arttirilabilir. Bu biyokimyasal yaklagim Sekil 2.13°de gosterilmistir.

KOROZYON URUNLERI BIYOFILM

L3 A
- YRI4

|
-1
l
|

=N~ i METABOLITLER
Dosnx’::k':::J S-.HS ."@
PH i -~

D~

T

__~—OKSWEN KONSANTRASYONU
% 0 % 100

METAL COZELTI

Sekil 2.13 Karbon ¢eliginin anoksik ortamda biyokorozyonunun biyoelektrokimyasal
aciklamasi (Videla and Herrera 2005).

Iverson ve Olson (1983) SRB’nin firettigi veya hidrojen siilfiiriin inorganik fosfor

bilesikleriyle reaksiyonundan olusan ucgucu fosfor bilesiklerinin korozyonda etkili

oldugunu gostermislerdir. Celik yiizeyinde olusmus koruyucu demir siilfiir tabakasi
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parcalandiginda ugucu ve oldukca aktif fosfor bilesikleri metal iizeride korozyona yol

agmaktadir.

Ozetle, SRB’nin yol agtign korozyonda etkili mekanizmalar katodik depolarizasyon,
anodik depolarizasyon, siilfiir tiretimi, demir siilfiir tiretimi, ucucu fosforlu bilesiklerin
tiretimi, metal baglayan ekzopolimerler, siilfiliriin yol actig1 gerilim korozyon kirilmasi,
hidrojenin yol ac¢tig1 gerilim korozyon kirilmasi veya kabarcik olusumudur (Beech and

Gaylarde 1999).

Siilfat indirgeyen bakterilerin neden oldugu korozyon ve bu korozyon hizini etkileyen
celik cinsi, mikroorganizma c¢esidi, yast ve aktivitesi, biyofilm morfolojisi ve yapisi,
besi ortami, korozyon iiriinleri gibi faktorlerin belirlenmesi ile ilgili gergeklestirilmis

pek cok caligma vardir.

Jung et al. (2003) farkli sekilde tiretilmis {i¢ ayri ¢eligin SRB kiiltiir ortaminda
korozyonunu incelemislerdir. Ug ayr1 gelik benzer polarizasyon davranisi ve korozyon
hizt gostermistir. Bu arastirmacilar, bakteriyel siilfat indirgenmesi sonucu olusan
stlfirlerin anodu baslangigta uyardigint ve bunun sonucu olarak agik devre
potansiyellerinin (devreden hi¢ akim gegmezken 0l¢iilen potansiyel degeri) daha negatif
degerlere kaydigini bildirmislerdir. Zamanla demir siilfiiriin elektrot yiizeyinde
koruyucu bir film olusturarak potansiyeli daha pozitif degerlere kaydirdigimi ileri
stirmiiglerdir. Desulfovibrio desulfuricans (KCTC 2360) aktif gelisme fazindayken,
siilfat indirgenmesi ve hidrojenin uzaklagmasiyla kuvvetli bir sekilde katodik
depolarizasyon goriilmiistiir. Kiiltlir yaslandikea, siilfat tiikenmis, metabolik tirtinler besi
ortaminda birikmis ve katodik polarizasyon durmustur. Bu bakimdan katodik

depolarizasyonun SRB aktivitesinin fonksiyonu oldugu ileri siiriilmiistiir.

Petrol sahas1 petrol-su ayristiricisindan elde edilen Desulfovibrio capillatus’un iki farkli
celigin (St-35.8 ve API-5XL52) korozyonuna etkisi Miranda et al. (2006) tarafindan
arastiritlmistir. Celiklerden hazirlanan kuponlar steril, steril tiyosiilfath, bakterili ve

bakterili tiyosiilfatli besi ortamlarinda toplam 45 giin bekletilmis ve araliklarla kiitle
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kayb1 oOl¢timleri yapilmistir. Bakteri ve tiyosiilfat igeren ortamlarda korozyon hizinin
oldukca arttifi gozlenmistir. Daha ¢ok korozyona ugrayan API-5XL52 ¢elik
kuponlarindaki birikintiler tizerinde yapilan SEM-EDAX analizlerine gore korozyon
tirtinlerinde yiiksek oranda Fe ve S bulundugu gosterilmistir. Korozyon {iriinlerinin
temizlenmesinden sonra metal yiizeyinde c¢ukurcuklarin olustugu gosterilmistir.
Aragtirmacilarin  API-5XL52 c¢eligi ile yaptigi deneylerde agik devre korozyon
potansiyeli (Ex,r) Olclimlerinde ilk 48 saatte potansiyelin dnce pozitif sonra negatif
degerlere kaydigi ve sonra da -550 mV’da sabitlendigi goriilmiistiir. Potansiyeldeki
diisiisiin ortamda biyofilm olusumu, elektrokimyasal 6l¢limii etkileyecek metabolitlerin
olusumu ve tersinir (geri doniisiimlii) potansiyeli diisiik bir katodik reaksiyon olusumu
ile ilgili oldugu diistiniilmektedir. Bu siire ayn1 zamanda bu bakterinin logaritmik {ireme
fazinin sonuna ulasmasi i¢in ge¢mesi gereken siiredir. Bakterili ortamda Ey,, degeri,
steril ortamdakinden yaklasik 20 mV diisiik bulunmustur. Bu durum bakterinin daha
yuksek elektrokimyasal aktiviteye yol agtigini gostermektedir. Polarizasyon direnci
Olgtimlerinde bakterili ortamda daha diisiik R, degeri elde edilmistir. Korozyon hiziyla
dogru orantili olan ortalama akim yogunlugu bakterili ortamda daha yliksek
bulunmustur. Korozyon hizinin artmasiyla azalan giiriilti direnci R, degeri, bakterili
ortamda steril ortama gore daha az bulunmustur. Ol¢iim sonuclarindan sistemin

direncinin ortamda H,S birikmesi nedeniyle 48 saat sonra azaldig: belirlenmistir.

Alfaro-Cuevas-Villanueva et al. (2006) paslanmaz ¢elik ve karbon c¢eligi lizerinde
jeotermal sahalardan izole edilen mezofilik (Desulfotomaculum sp.) ve termofilik
SRB’nin etkisini incelemislerdir. Korozyon testleri anaerobik olarak 40 ve 50 °C’de 15,
30, 60 giin siireyle laktat ortaminda yapilmistir. Taramali elektron mikroskop ve optik
mikroskop kullanilarak korozyon morfolojisi ve cukur yogunlugu belirlenmistir.
Korozyon potansiyeli, anodik potansiyodinamik polarizasyon egrileri ve pH degerleri
Olciilmiistiir. Mikrobiyel aktivitenin tiim korozyon islemini etkiledigi, 6zellikle ¢ukur
korozyonu ve lokal korozyon goriildiigli belirlenmistir. Anodik polarizasyon egrileri
metal ylizeyinde (korozyon iirlinleri filmi ve biyofilm olusumu nedeniyle) pasiflesme ve
daha sonra aktiflesmenin gerceklestigini gostermistir. Zamanla pH azalmaktadir. Bu
durum bakterilerin {irettigi H,S’in konsantrasyonunun artisina baglanmistir. Her iki

bakteri de benzer sekilde korozyon davranisina sebep olmustur.
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Antony et al. (2007) yaptiklar1 ¢alismada 2205 dupleks paslanmaz ¢eliginin
korozyonunu Desulfovibrio desulfuricans igeren NaCl’li besi ortaminda incelemislerdir.
Exor degerinin steril ortamda 40 giin boyunca fazla degismedigi, bakterili ortamda ise
negatif yone kaydigi ve -0.53 V (SCE) degerinde sabit kaldig1 gosterilmistir. SRB’1i
ortamda birakilan c¢elik kuponlar 40 giin sonunda SEM ile incelendiginde ylizeyde
biyofilmin olustugu, biyofilmin uzaklastirilmasiyla metal yiizeyinde ¢iziklerin, kii¢lik
cukurlarin ve siyah renkli bir yiizey filminin bulundugu goriilmiistiir. Kuponlarin 14
giin SRB’li ortamda bekletilip, anodik olarak polarize edildikten sonra alinan SEM
goriintiileri, ¢eligin c¢ukur korozyonu yaninda catlak korozyonuna da ugradigini
gostermistir. Ozellikle tane sinirlarinda yarilmalar olmustur. Diisiik Cr ve Mo igerigine
sahip bolgelerden tanelerin ayrildigir gosterilmistir. Polarize olmus ya da olmamis
kuponlarda biyofilm altindaki pasif filmde demir silfiir ve diger metal stlfiirlerin
bulundugu ve pasif filmin siilfiirlenmesinin katodik reaksiyonu depolarize ettigi

belirtilmistir.

Gayosso et al. (2004) gaz tasima borularindan izole edilen sesil (tutunan) ve planktonik
(ylizen) bakterilerin API XL52 celiginin korozyon hizina etkisini incelemislerdir. Bu
incelemeleri sonucunda sivi ortamda 5 c¢esit planktonik bakteri, metal yiizeyinde ise
sadece Desulfovibrio viethnamensis bulundugu belirlenmistir. Planktonik bakterilerin
maksimum populasyon sayisma (107 bakteri/ml) 150 saatte, sesil bakterinin ise 600
saatte ulastig1 belirlenmistir. Biyofilm yiizey analizlerinden inorganik korozyon
triinlerinin olusturdugu siyah bolgelerin Fe ve S igerdigi, bakteri ve ekzopolimer
bulunan agik renkli bolgelerin azot ve karbon igerdigi belirlenmistir. Polarizasyon
direnci yontemiyle belirlenen korozyon hizlarina bakildiginda steril besi ortaminda dnce
0.15 mm yiI' hizinda korozyon o6lciilmiis, bu deger zamanla 0.005 mm yil'’a
diismiistiir. Besi ortamindaki klor, siilfat, kiikiirt gibi anyonlarin baslangicta korozyona
neden oldugu daha sonra olusan korozyon firiinlerinin metal ylizeyi ile besiyeri
arasindaki temasi kestigi belirtilmistir. Ote yandan bakteri kiiltiirii bulunan ortamda
korozyon hizi zamanla artarak 998 saat sonunda 0.5 mm yil'’a ulasmustr.

Elektrokimyasal giiriiltii Olgiimleriyle hesaplanan korozyon hizi da benzer sonuglar
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vermistir. Bakterili ortamda 400 saatten sonra korozyon hizinin artisi, planktonik
bakterilerin gelismesinden bagimsiz olarak gerceklesmistir. Ote yandan bu siirede sesil
bakteri konsantrasyonu 10° bakteri/cm®’ye ulasmistir. Yani korozyon hizi planktonik
degil sesil bakteri sayisindan etkilenmektedir. Sesil bakteri sayisi sabit kalsa bile metal
ylizeyinde biriken metabolik {iriinler korozyonu arttirmaktadir. Taramali elektron
mikroskobu incelemelerine gore steril kosullarda bekletilen kuponlarda uniform (genel),

biyofilm altindaki kuponlarda ise lokal korozyon goriilmiistiir.

Sheng et al. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada Desulfovibrio desulfuricans ATCC
27774 ile deniz izolat1 bir SRB’nin paslanmaz ¢elik lizerinde neden olduklar1 korozyon
ve biyofilm yapilari incelenmistir. Arastirmacilar farkli SRB suslarinin farkli biyofilm
morfolojisi ve polarizasyon direnci gosterdigini tespit etmislerdir. D. desulfuricans
gbzenekli ve ag yapisi seklinde biyofilm olustururken, deniz izolat1 kristal ve biitiin
yapida bir biyofilm olusturmustur. D. desulfuricans’in olusturdugu biyofilmin siirekli
biriktigi, deniz izolatinin biyofilminin ise yiizeye yapisip, biiyiiyerek, yiizeyden
ayrildigr ve tekrar yapistigi gozlenmistir. Olusan c¢ukurlarin  seklinden bakteri
hiicrelerinin direk olarak lokal korozyonda etkili oldugu ileri siiriilmiistiir. Deniz
izolatinin biyofilm tabakasi altinda ayrica demir siilfiir tabakasi olusturdugu da

gozlenmistir.

Hidrojenaz aktivitesinin ¢eligin korozyonuna etkisi Bryant et al. (1991) tarafindan
arastirilmistir. Aragtirmacilar korozyona ugramis ve ugramamis petrol borularindan
karistk SRB Kkiiltiirleri izole etmiglerdir. Celik kuponlarda gelisen biyofilmlerde
hidrojenaz aktivitesi gosterenlerde korozyon hizi 7.79 mm/yil olarak, hidrojenaz
aktivitesi gostermeyenlerde ise 0.48 mm/yil olarak belirlenmistir. Boru sisteminin
korozyona duyarliliginda karisik kiiltlirin mikrobiyel yapisinin ve hidrojenaz enzim

aktivitesinin de etkili oldugu bu arastirmacilar tarafindan ifade edilmistir.

Rainha ve Fonseca (1997) Desulfovibrio desulfuricans’in yumusak c¢elik {izerinde
korozyonuna bakteri kiiltiir yasinin etkisini incelemislerdir. Calismada 1 giinliik kiiltiirle

elde edilen korozyon akim yogunluklari, 5 giinliikle elde edilenin yaklasik 2 kati
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kadardir. Arastirmacilar yaslh kiiltiirde bulunan yiiksek miktarda stilfiirtin, demir siilfiir
pasif filmi olusturacak kadar ¢ok oldugunu ileri siirmiislerdir. Ayrica bakteri kiiltiir
ortaminda elde edilen korozyon potansiyellerinin steril ortama gore daha negatif yone

kaydigini belirtmislerdir.

SRB’nin gelisme asamalarinin karbon ¢eliginin deniz suyu ortaminda korozyonuna
etkisi Kuang et al. (2007) tarafindan elektrokimyasal olarak belirlenmistir. Siilfiir, pH
degeri ve redoks potansiyeli degisimi gelisme asamalarinda takip edilmistir.
Potansiyodinamik polarizasyon Ol¢limlerine gore, karbon c¢eliginin korozyon hizi
bakterinin eksponansiyel biiyiime fazinda artmis, gerileme ve 6lme fazinda ise duragan
kalmistir. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) Ol¢limlerinden hesaplanan
polarizasyon direnci (R;) bakterinin eksponansiyel biiyiime fazinda azalmis. Gerileme
ve Olme fazinda ise duragan kalmistir. Sonuglar, celigin korozyon hizinin, aktif SRB
sayisindan ¢ok SRB metabolizmasinin iirlinlerinin ortamda birikmesine bagli oldugunu

gostermistir.

Sogutma kulesi suyundan izole edilen Desulfovibrio sp. nin galvanize gelik iizerinde
neden oldugu korozyon Ilhan-Sungur et al. (2007) tarafindan arastirilmistir. Yapilan
hiicre sayimlari, hiicre sayis ile kiitle kayb1 yontemiyle hesaplanan korozyon hizinin
orantili olmadigim1 gostermistir. Karbonhidrat analizleri ise biyofilmde bulunan toplam
karbonhidrat miktarinin kiitle kaybiyla ters orantili oldugunu goéstermistir. Bakterinin
aktivitesinin bir gostergesi olarak ¢Oziinmiis metal analizi yapilmis, ¢inko miktari
biyofilmdeki karbonhidrat miktariyla dogru orantili olarak Ol¢lilmiistiir. Ayrica
kuponlardan biiyiik miktarlarda kiitle kayb1 oldugu zaman, ¢6ziinmiis ¢inko miktarinin

azaldig bildirilmistir.

Fonseca et al. (1998), D. desulfuricans’in gelik {izerinde neden oldugu korozyona iki
farkli besi ortamimnin (Laktat/stilfat ve laktat/nitrat) etkisini incelemistir. Laktat/siilfat
ortamimma SRB inokiilasyonundan sonra Ey, daha katodik degerlere kaymustir. Tafel

egrilerinin ekstrapolasyonundan elde edilen Iy, degerleri bakteri inokiile edilmis
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ortamda, steril ortama oranla daha yliksektir. Demirin anlik ¢6ziinme hizinin siilfiir

¢Okelmesinden daha hizli gergeklestigi ileri siirtilmiistiir.

Feio et al. (2000) D. desulfuricans 14 ATCC 27774’ gelik tizerindeki korozif etkisini
elektrokimyasal olarak iki besi ortamininda incelemistir. Kiitle kaybi Ol¢limleri
laktat/nitrat  ortaminda  gelisen D. desulfuricans’in  ¢eligin  korozyonunu
hizlandirmadigini, ancak laktat/siilfat ortaminda gelisen SRB’nin c¢eligin korozyon
hizim1 oldukg¢a arttirdigi gozlenmistir. Laktat/siilfat ortaminda bakterinin metabolik
aktivitesinin 7 glinden sonra durdugunu, ortamda laktat ve siilfat olsa bile iiretilen
H,S’in toksik etkisi nedeniyle hiicre gelisimini silirdliremedigini bildirmislerdir.
Laktat/nitrat ortaminda ise nitrat indirgenmesi sonucu lretilen amonyagin bakteri
tizerinde toksik etkisi olmadigi, gelisimin ortamdaki laktat ve nitrat
konsantrasyonlariyla sinirlandigi bildirilmistir. SEM  mikrograflarina gore, inokiile
edilmig Laktat/siilfat ortaminda birakilmis kuponlarda olusan ¢ukurlar kiigiik ve diizenli,

laktat/nitrat ortaminda birakilan kuponlardaki ¢ukurlar ise daha genis ve diizensizdir.

Wang ve Liang (2007) laktat eklenmis ve SRB’li deniz suyu ortaminda 10 CrMoAl
celiginin korozyonunu arastirmiglardir. SRB’li ortamda 7 ve 14 giinliik inkiibasyon
stirelerinden sonra elde edilen potansiyodinamik polarizasyon egrilerine gére korozyon
potansiyelinin 7 giin sonunda -614 mV’ dan -718 mV’a ve 14 giin sonunda -768 mV’a
kaydigr goriilmiistiir. Aym1 potansiyel uygulandiginda anodik akim yogunlugunun
SRB’li ortamda steril ortamdakinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. SRB’nin bu tip
celikte anodik depolarizasyon islemini hizlandirdigi bildirilmistir. Demirin siilfiirle
birleserek FeS olusturmasinin anodik ¢éziinmeyi hizlandirdigi ileri stirtilmiistiir. Laktat
eklenmis deniz suyu ortaminda ortama SRB eklenmesi korozyon hizin1 0.017 mm/a’dan
0.019 mm/a’ya ¢ikarmistir. Ortama C vitamini ve ferro amonyum siilfat eklendiginde
ise SRB eklenmesi korozyon hizim1 0.046 mm/a’dan 0.073 mm/a’ya c¢ikarmistir.
Korozyon {irlinlerinin EDAX analizinde ise SRB’li ortamda steril ortama gore kiikiirt
igceriginin oldukea arttig1 goriilmiis ve bu durum korozyon iiriinlerinden FeS olusumuna

baglanmustir.
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2.5 Siilfat Indirgeyen Bakteriler

Siilfatin enerji elde etme igslemlerinde son elektron alicis1 olarak kullanilmasi ve bol
miktarda siilfat indirgenmesi, dissimilatif siilfat indirgeyen bakterilere 6zgii bir
ozelliktir. Siilfat indirgeyen bakteriler, prokaryotlarin ¢ok ¢esitlilik igeren bir grubudur.
Siniflandirilmalarinda hiicre sekli, hareketlilik, DNA’nin GC igerigi, 16S rRNA analizi,
sitokrom bulunmasi, optimum gelisme sicakligi, asetatin tamamen veya kismen okside

edilmesi gibi degisik 6zellikleri kullanilmaktadir (Madigan et al. 1997) .

SRB’ler filogenetik olarak incelendiginde Proteobakterilerin Deltaproteobakteriler
sinifinda Desulfovibrionales ordosunda, Desulfovibrionaceae, Desulfomicrobiaceae,
Desulfohalobiaceae, Desulfonatronumaceae familyalarinda Desulfovibrio,
Desulfomicrobium,  Desulfohalobium,  Desulfonatronovibrio,  Desulfothermus,
Desulfonatronum cinslerine ait SRB tiirleri bulundugu goriilmektedir. Delta alt
boliimiindeki dissimilatif siilfat indirgeyen bakterilerin ¢ogunun mezofil, gram negatif,
spor olusturmayan anaeroblar oldugu bildirilmistir (Castro et al. 2000, Garrity et al.
2005). Desulfobacterales ordosunda Desulfobacteraceae ve Desulfobulbaceae
familyasinda Desulfobacter, Desulfobacterium, Desulfobacula, Desulfobotulus,
Desulfocella, Desulfococcus Desulfofaba, Desulfofrigus, Desulfonema, Desulfosarcina,
Desulfospira,  Desulfotignum,  Desulfobulbus, = Desulfocapsa,  Desulfofustis,
Desulforhopalus ve Desulfotalea cinslerine ait SRB tiirleri bulunmaktadir. Desulfofaba
ve Desulfofrigus cinsleri psikrofil SRB tiirlerini igerirler. Desulfarcales ve
Syntrophobacterales ordolarinda bulunan SRB cinsleri Desulfarculus, Desulfacinum,
Thermodesulforhabdus, Desulforhabdus, Desulfovirga, Desulfobacca  ve
Desulfomonile’dir. Bunlardan Desulfacinum ve Thermodesulforhabdus’un optimum

gelisme sicakliklart 60 °C’dir (Garrity et al. 2005).

Uc¢ SRB cinsi: Desulfotomaculum, Desulfosporosinus ve Thermoacetogenium, gram
pozitif bakterilerin diisitk GC igerikli Clostridium/Bacillus alt subesinde yer alan mezofil ve
termofil endospor olusturan bakterileri cinsleridir. Arkelerde, Archaeoglobus cinsine ait

cesitli hipertermofilik SRB’ler anaerobik hidrotermal sistemlerden ve asidik sicak su
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kaynaklarinda izole edilmistir. Bunlar 80 °C’nin {izerindeki sicakliklarda gelisebilirler.
Bakteri  grubundaki  termofilik =~ SRB’lerin =~ Thermodesulfobacterium  ve
Thermodesulfovibrio cinsleri termal ortamlardan (sicak su kaynaklari, petrol, deniz alt1

hidrotermal kaynaklar1) izole edilen bakteri gruplarini igerirler (Madigan et al. 1997).

SRB’ler i¢in kok, oval, uzun diiz ¢ubuklar, kivrik ¢ubuklar, spiraller, hiicre kiimeleri,
gaz vesikiilleri olan hiicreler, kayan ¢ok hiicreli filamentler gibi cesitli hiicre tipleri
tamimlanmistir. Bazi cinsleri hareketlidir. Bir cinsi (Desulfonema) filamentlidir. Cogu

gram negatif olmasina ragmen Desulfonema cinsi gram pozitiftir (Madigan et al. 1997).

Yapilan arastirmalar SRB’lerde biiyiik besinsel ve morfolojik c¢esitlilik oldugunu
gostermistir. Siilfat indirgeyen bakterilerin kullanabilecegi baslica elektron vericiler Hy,
laktat ve piirtivattir. Stilfat indirgenmesi i¢in kullanilan diger elektron vericiler alkoller,
yag asitleri, diger monokarboksilik asitler, dikarboksilik asitler, bazi amino asitler, bazi
sekerler, baz1 aromatik bilesiklerdir. Hatta uzun zincirli alkanlar bazi 6zel SRBler
tarafindan anaerobik olarak okside edilebilirler (Aeckersberg et al. 1998). Bazi SRB
tirleri ham petroldeki alkilbenzenleri de pargalayabilirler (Wilkes et al. 2000).
Polisakkarit ve polipeptitlerin ekstrem termofil siilfat indirgeyen arkebakterilerden
Archaeoglobus tarafindan kullanildigi ancak mezofil SRB ler tarafindan kullanilmadigi
bildirilmistir (Stetter 1988).

Metabolik 6zelliklerine gore siilfat indirgeyen bakteriler iki grupta incelenir. Grup I’de
asetat disindaki maddeleri okside eden, grup II’de asetat okside eden SRB’ler bulunur

(Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2).

Grup I’de yer alan siilfat indirgeyen bakteriler laktat, piiriivat, etanol veya bazi yag
asitlerini enerji ve karbon kaynagi olarak kullanirken siilfat1 elektron alici olarak
kullanir ve hidrojen siilfiir iiretirler. Bunlardan hipertermofilik arke olan Archaeoglobus
hidrojen format, glukoz, laktat, piirlivati elektron verici olarak, siilfat, tiyosiilfat ve
stilfiti elektron alici olarak kullanabilir. Desulfobacula aromatik hidrokarbon tolueni

CO;’ ye okside eder. Desulfomonile 3-klorobenzoati benzoata indirger.
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Cizelge 2.1 Grup I Siilfat indirgeyenler: asetat disindaki maddeleri okside edenlerin
ozellikleri (Madigan et al. 1997, Castro et al. 2000, Horikoshi and Grant 1998)

Cins Hareketlilik |Morfoloji Gra.m Plllnen Spor
reaksiyon tiir sayisi
Desulfovibrio + Kivrilmis - 32 tiir -
¢ubuk
Desulfomicrobium + Cubuk - 4 tiir -
Desulfobotulus + Vibroid - 1 tiir -
Diiz veya
Desulfotomaculum + krvrilmis - 11 tiir +
gubuk
Desulfomonile - Cubuk - 2 tiir -
Desulfobacula +/- Oval veya - 2 tiir -
kok
IArchaeoglobus +/- K?k veya 2 tiir -
ucgen
Oval veya
Desulfobulbus + limon - 3 tiir -
sekilli
Thermodesulfobacterium - Cubuk - 2 tiir -

Grup II’de yer alan Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfosarcina gibi tiirler 6zellikle

yag asitlerini ve asetat1 okside eder, stilfat1 siilfiire indirgerler.

Cizelge 2.2 Grup II Siilfat indirgeyenler: asetat okside edenler (Madigan et al. 1997,
Castro et al. 2000)

Cins Hareketlilik| Morfoloji reaGl::il;on Bﬂ::;?s:ﬁr Spor
Desulfobacter + Cubuk - 6 tiir -
Desulfobacterium +/- Cubuk - 3 tiir -
Desulfococcus - Yuvarlak - 4 tiir -
Desulfonema + gﬁl ﬁ:ﬂ:ﬁ + 3 tiir -
Desulfosarcina +/- Sarcina - 3 tiir -
Desulfarculus + Vibroid - 1 tir -
Desulfacinum - Kok veya oval - 2 tiir -
Desulforhabdus - Cubuk - 1 tiir -
Thermodesulforhabdus + Cubuk - 1 tiir
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2.5.1 Habitatlar:

SRB’lerin tipik habitatlar1 sedimetler, taban sular1 gibi sulu ¢evrelerin yiizey altindaki
anoksik kisimlaridir. Tirlerin en ¢ok cesitliligi siilfatin yiiksek konsantrasyonda
(28mM) bulundugu ve bu nedenle nadiren biiylimeyi sinirlayan bir faktdr oldugu deniz
sedimentlerinde gozlenmistir. SRB’ler piring tarlalarinda ve kanalizasyon aritim
tesislerinde anaerobik kisimlarinda da bulunurlar. Bu bakteriler anoksik sedimentlerden
ve ¢amurlardan petrol tiretim tesislerine ve kagit iiretim fabrikalar1 gibi endiistriyel su
sistemlerine bulagirlar. SRB’ler metabolik olarak inaktif bir durumda kisa bir siire
yasayabildigi oksijenli sularla, aerobik sulu sedimentlerden yayilabilir. Tatli sularin ve
deniz sedimanlarmin {ist oksijenli bolgelerinde SRB’lerin yogun olarak aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Bu bolgelerde anoksik mikronislerin bulunmasi SRB’lerin
gelisimini olanakli kilar. Bazi izolatlar belirli tuz kosantrasyonlarina adapte olmuslardir.
Tuzlu su suslar gelisimleri icin genellikle NaCl ve Mg™ iyonlari isterler. Bunlar

disinda koyun rumeninde ve insan bagirsaklarinda bulunurlar (Widdel and Bak 2001).

2.5.2 Gelistirme teknikleri

SRB’ler anoksik indirgeyici kosullarda gelisirler. Inokiilasyondan once oksijenin azot
gecirilmesi ile uzaklastirilmasi oksijen ile hiicreye zarar gelmesini engeller ve gelisimin
baslamasini kolaylagtirir. Ancak oksijenin fiziksel olarak uzaklastirilmasi bazi zor ve
yavas lreyen tiirler i¢in veya diliisyon serilerindeki gibi kii¢iik inokiiliimlar i¢in yeterli
olmaz. Bu ylizden indirgenlerin eklenmesi gereklidir. SRB gelistirilmesi i¢in kullanilan
indirgenler askorbat, tiyoglikolat, siilfit ve ditiyonattir. Indirgeyici kosullarin gostergesi

olarak resazurin eklenebilir (Widdel and Bak 2001).

Su ana kadar bilinen tiim gram negatif siilfat indirgeyenler tanimlanmis besiyerinde
maya ekstrakti veya pepton gibi kompleks besinler olmaksizin gelisirler. Kompleks

besinler ve gelisim faktorleri bazi tiirler i¢in uyarici olabilir (Widdel and Bak 2001).
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2.5.3 Siilfat indirgenmesinin biyokimyasi

Siilfat indirgeyici bakterilerce gerceklestirilen siilfat rediiksiyon reaksiyonu asagida

verilmigtir.
SO, 2 + 8¢ + 8H' < H,S +2H,0 +20H"

Siilfatin  hidrojen siilfiire indirgenmesi, 8 elektron indirgenmesi ile pek c¢ok ara
basamaktan gecerek gerceklesir (Sekil 2.14). Siilfat iyonu stabildir ve aktive edilmeden
kullanilamaz. Siilfat ATP ile aktive edilir. ATP siilfiirilaz enzimi; siilfat iyonunun, ATP
molekiiliindeki fosfata baglanmasini katalizler ve adenozin fosfo siilfat (APS) olusur.
Disimilatif siilfat indirgenmesinde, APS’nin siilfat grubu direk siilfite indirgenir ve
AMP agiga c¢ikar. Asimilatif reaksiyonda, baska bir fosfat APS’ye eklenir ve fosfo
adenozin fosfo siilfat (PAPS) olusur. Bundan sonra siilfat grubu indirgenir.Her iki
durumda da siilfatin indirgenmesinin ilk {lriinii stlfittir. Siilfit olustuktan sonra takip
eden reaksiyonlar hemen ilerler. Disimilatif siilfat indirgenmesini gerceklestiremeyen
pek cok organizma, disimilatif siilfit indirgenmesini gerceklestirebilmektedir. Bunun
sebebi, bu organizmalarin siilfiti (SO5?) hidrojen siilfiire (H,S) ¢evirebilmelerine
ragmen, APS sistemine sahip olmamalar1 sebebiyle siilfati siilfite indirgeyememeleridir.
Asimilatif siilfat indirgenmesinde olusan H,S, hidrojen siilfiir, aminoasitlerin yapimiyla
organik siilfir sekline doniisiirken dissimilatif siilfat indirgenmesinde ortama verilir

(Madigan et al. 1997).
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ATP PPi ATP ADP

K@_ Fosfoadenozin
5047 denozm 5 fosfosiilfat # 5" fosfosiilfat

ﬂ -
|
| |

Disart salinir Organik salfir bilesild eri,
sistein, metivonin vd.

Disimilatif siilfat Asimilatif siilfat
indirgenmesi indirgenm esi

Sekil 2.14 Asimilatif ve dissimilatif siilfat rediiksiyon mekanizmalar1 (Madigan et al.
1997)

Organik elektron vericiler veya organik maddelerin fermentasyonu ile olusan molekiiler
H,’ye duyulan ihtiyac sebebiyle, siilfat rediiksiyonu daha ¢ok bol miktarda organik
madde bulundugunda gergeklesir. Siilfat indirgeyici bakterilerde elektron taginmasinda
cevreden veya laktat gibi organik elektron vericilerinden gelen hidrojen, elektronlarini
periplazmada sitokrom Cs;’e yakin bulunan hidrojenaz enzimine aktarir (Sekil 2.15).
Elektron tasima kisimlarinin membranda diizenlenisi sebebiyle, H,’nin H atomlari
okside olunca, protonlar (H") membran disinda kalir, elektronlar membran boyunca
taginir. Bu sekilde ATP sentezi igin kullanilabilecek proton ittirici giic olusur.
Elektronlar sitoplazmada adenozin fosfosiilfat (APS) ve siilfit (SOs) indirgenmesinde

kullanilir (Madigan et al. 1997).
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Sekil 2.15 Siilfat indirgeyen bakterilerde elektron tasima sistemi ve proton ittirici giig
olusumu (Madigan et al. 1997)

2.6 Mikrobiyel Korozyonun Engellenmesi ve Kontrolii

Endiistride  mikrobiyolojik  korozyonun  engellenmesinde  ¢esitli  yontemler
kullamlmaktadir. ilk yontem, sistemde olusan kimyasal ve biyolojik ¢okeltilerin,
birikintilerin fiziksel ve kimyasal olarak temizlenmesidir. Basingl su ile temizleme en
basit yontemdir ve biyofilmin ayrilmasini saglar. Bazen asindirma 6zelligi olan siinger
toplar da kullanilabilir. Ancak bunlar koruyucu biyofilm tabakasini1 da pargalayabilirler.
Bunun disinda hidroklorik asit, stilfiirik asit, formik asit gibi asitler ve poliakrilat, tanin
gibi dispersan maddeler kimyasal temizleme igin kullanilabilir. Fakat asitlerin yol
acabilecegi metal korozyonunun engellenmesi i¢in korozyon inhibitorleri ile beraber

uygulanmalidirlar (Videla 2002, Videla and Herrera 2005)

Silikon, epoksi resin, PVC gibi kaplamalarin ve boyalarin kullanimi da mikrobiyel
korozyona kars1 koruma saglamaktadir. Kaplama maddesinin se¢iminde dikkat edilecek
bir nokta, kaplama maddesinin par¢alanmasi durumunda ortama korozif bilesikler

salinmamasidir.
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Diger bir yontem olan katodik korumada korunacak metal katot haline getirilir. Bu
islem metalik yapiya (akim yonii korozyon akimina ters) bir dig akim uygulanarak veya
galvanik anot baglanarak yapilir. Yeralt1 yakit ve petrol depolama tanklari, yakit ve
petrol dagitim sistemleri, toprak seviyesi veya {listiindeki sivi depolama tanklarinin ig¢
kisimlari, kanalizasyon sistemleri, iskele ¢elik kaziklar1 katodik koruma ile korunabilir

(Davis 1967, Doruk 1982).

Endiistriyel su sistemlerinde kullanilan en yaygin kimyasal yontem biyositlerin
kullanimidir. Mikroorganizmalari 6ldiiren ya da gelismelerini engelleyen biyositler, tek
bir kimyasaldan ya da farkli kimyasallardan olusabilir. Endiistriyel bir biyosit, genis
mikrobiyel spektrumda etkili olmali, inhibe edici etkisini diger bilesiklerin bulundugu
ortamlarda ve isletme kosullarinda uzun siire koruyabilmelidir. Kendisi fazla toksik ve
korozif olmamal1 ve ayrica tliretimi ucuz olmalidir (Videla 2002). Endiistride kullanilan
organik ve inorganik biyositlerin 6zellikleri ve uygulanan konsantrasyonlar1 Cizelge

2.3’de verilmistir.

Cizelge 2.3 Endiistride yaygin kullanilan biyositler (Videla 2002, Videla and Herrera

2005)
Biyosit Ozelligi Konsantrasyonu
Y . (mg/L)
Kloriir Balfterl ve alglere kars1 etkili, oksitleyici, 0.1-0.2
pH’a bagimli
T Bakterilere kars1 etkili, mantar ve alglere
Klortir dioksit az etkili, oksitleyici, pH’a bagiml degil 0.1-1.0
Bromii Bak_terl ve alglvere kaI'Sl.e.tklll, oksitleyici, 0.05-0.1
genis pH araliginda etkili
Bakteri ve biyofilmlere kars1 etkili,
Ozon oksitleyici, pH’a bagimli degil 0.2-0.5
C. Bakteri, alg ve biyofilmlere kars1 etkili,
[zotiyazolonlar oksitleyici olmayan, pH’a bagimli degil 0.9-10
Kuaterner amonyum | Bakteri ve alglere karsi etkili, oksitleyici 235
bilesikleri (QACs) olmayan, yiizey aktivitesi var
Bakteri, alg, mantar ve biyofilmlere kars1
Gluteraldehit etkili, oksitleyici olmayan, genis pH 10-70
araliginda aktif
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Biyositler oksitleyici veya oksitleyici olmayan toksik maddeler olabilir. Etkin
inhibisyon igin, bu iki grup biyositin veya ayn1 grupta bir kag¢ biyositin kombinasyonlar1
da kullanilmaktadir. Oksitleyici (kloriir, hipokloriir, peroksit vd.) ve oksitleyici olmayan
(gluteraldehit, formaldehit, kuaterner amonyum bilesikleri) biyositler bir arada

kullanilarak korozyon kontrolii arttirilip maliyet diistirtilebilir.

Kloriir, ozon, bromiir, hidrojen peroksit tipik oksitleyici ajanlardir. Ozellikle kloriir
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak biyofilmlere diffiizlenmekte yetersiz kaldig1 i¢in
karigik kiiltiirlerden olusan biyofilmlerde etkinligini azaltmaktadir. Ayrica SRB’ler
kloriire direng gelistirdigi icin daha yiiksek konsantrasyonlara g¢ikilmasi veya biyosit

degisikligi gerekli olmaktadir (Choudhary 1998)

Daha kalic1 ve etkinligi pH’dan bagimsiz olan, oksitleyici olmayan biyositler, algler,
mantarlar ve bakterilerin kontroliinde daha etkindirler. Ornek olarak gluteraldehit,
formaldehit, izotiyazolonlar ve kuaterner amonyum bilesikleri (QACs) verilebilir.
Gluteraldehit SRB iceren biyofilmlerin kontrolii i¢in kullanilmaktadir. Gluteraldehit
petrol endiistrisi de dahil olmak tizere pek ¢ok endiistri dalinda antimikrobiyal ajan
olarak kullanilmaktadir (Videla and Herrera 2005). Ozellikle bu biyositin paslanmaz
celik, metaller, plastikler ve cam malzemelerde korozyona neden olmamasi yaygin bir
sekilde kullanimini saglamaktadir. Gluteraldehitin fonksiyonel gruplari hiicre zari,
sitoplazmasi ya da hiicre duvarinda bulunan proteinlerin —OH, -NH,, -COOH, -SH gibi
gruplartyla reaksiyona girmektedir. Suda coziinebilmekte, yagda ¢oziinmemektedir.
Amonyak ve aminlerle reaksiyonu polimerlesmesine neden olmaktadir. Gluteraldehitin
biyofilmlere karsi etkinligini arttirmak amaciyla alkollerle birlikte, biyosidal etkisini
arttirmak amaciyla QACs ile birlikte uygulandig: bildirilmistir (Videla 2002). QACs
lardan en yaygin kullanilani alkildimetil benzil amonyum kloriirlerdir. Katyonik
bilesikler olan QACs, hiicre zarina zarar vererek yar1 gecirgen Ozelliklerini bozar ve
hiicre iceriginin disar1 akmasina neden olur. Petrol endiistrisinde iiretim sahalarinin

gecirgenligini etkiledigi i¢in tercih edilmemektedir.

Formaldehit genis spektrumlu biyosit etkisi olan bir aldehittir. Formaldehit DNA, RNA

ve proteinlerle reaksiyona girmekte, DNA-protein ¢apraz bag olusumunu arttirmaktadir
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(Kailasam and Rogers 2007). Cogu gram negatif ve pozitif bakterilerin inhibisyonu i¢in
30-50 mg/L’lik konsantrasyonu yeterliyken funguslarin inhibisyonu i¢in 1000 mg/L’lik
konsantrasyon gerekmektedir. Ancak potansiyel bir karsinojen olmasi sebebiyle

endistride kullanimi kontrol altinda tutulmaktadir.

Cevrenin korunmastyla ilgili artan yasal zorunluluklar biyositlerin kullanimim
sinirlandirmakta, yeni bilesiklerin gelistirilmesini veya var olanlarin dikkatli se¢ilmesini
gerektirmektedir. THPS (tetrakis hidroksimetil fosfoniyum siilfat) o6zellikle bakteri,
mantar ve alglere kars1 etkili oksitleyici olmayan yeni bir biyosittir. Demir stlfiirii
cozme Ozelligi bulunmasindan ve fazla ¢evre kirliligi yaratmamasindan dolay1 petrol

endiistrisinde kullanilmaktadir (Videla and Herrera 2005).

Bazi organik biyositler, 6rnegin QACs ve poliaminler, hem biyosit hem de korozyon
inhibitorii olarak gorev yaparlar. Bunlar metal yiizeyine yapisarak koruyucu bir film
olustururlar ve pek ¢cok mikroorganizma igin toksiktirler. Diger biyositler korozyonu

sadece bakteri gelisimini engelleyerek durdururlar (Davis 1967).

Biyositlerin mikrobiyel korozyon {izerindeki etkileri pek ¢ok calismada arastirilmistir.
Desulfovibrio vulgaris, D. desulfuricans ve anaerobik Vibrio anguillarum bakterilerine
{ic biyositin etkisi Gaylarde ve Johnston (1983) tarafindan incelenmistir. inokiiliim
bilesenlerindeki farkliliklarin, mikroorganizmanin gelistirilme sartlarinin, ortamda
oksijen ve metal kupon bulunmasmin ve farkli ortam pH’min bakterilerde biyosit
duyarliligina etkisi incelenmistir. Myacide AS (25-100 mg/L), Vantocil IB (50-200
mg/L), gluteraldehit (50-200 mg/L) biyosit olarak kullanilmistir. Ayni biyosit
konsantrasyonunda saf kiiltiir yerine karistk SRB kiiltiirii kullanildiginda SRB’leri
oldiirmek icin gerekli temas siiresinin arttig1 goriilmektedir. Biyosit olarak gluteraldehit
kullanildiginda fazla fark gorilmemektedir. V. anguillarum igeren kiiltiirde SRB tiiriinii
oldirmek i¢in gerekli temas siiresinin arttigi gozlenmistir. Bu bakterinin biyositi
adsoblayarak ya da modifiye ederek etkisiz hale getirdigi diisiiniilmektedir. Bakterilerin
biyosit testinden O6nce demir plakali ortamda gelistirilmis olmas1 gluteraldehite karsi

direnci arttirmistir. Demir membran yapisini saglamlastirarak, gecirgenligini etkileyerek
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ya da olusan demir siilfiirlerin biyositlerin baglanma bdlgelerini  kapatmasiyla
biyositlere karsi diren¢ saglamaktadir. Ortamda oksijen bulundugunda bakterilerin
biyositlere kars1 daha duyarli oldugu bildirilmigtir. Ortam pH’1 7.2 oldugunda bakteriler
genellikle biyositlere karsi daha direnglidir. Ortamda demir kupon bulunmadiginda
besiyerinde ylizen planktonik ve sesil bakterilerin biyositlere daha duyarl oldugu, demir
kupon bulundugunda genellikle daha yiiksek konsantrasyonlarda biyosit kullanilmasi
gerektigi bildirilmigstir. Salgilanan polimerler ve bakteri tabakasiyla metal {izerinde
olusan biyofilm bakterileri biyositlere kars1 korumaktadir. Ancak bu ¢caligmada 50 mg/L
gluteraldehit uygulandiginda hem sesil hem de planktonik bakterilerin 25 saat i¢inde
oldiigil goriilmistiir (Gaylarde and Johnston 1983).

Hardy (1983) SRB inhibitorlerinin etkisini radyorespirometri yontemiyle incelemistir.
Biyosit etkinligi, kontroldeki, yani biyositsiz ortamdaki Desulfovibrio vulgaris’in
trettigi siilfirtin biyosit etkisinde % diisiisii ile ifade etmistir. Buna gore deney
kosullarinda kuaterner amonyum bilesikler1 50 mg/L altindaki konsantrasyonlarda
etkisiz kalmaktadir. Gluteraldehit kullanildiginda ise 50 mg/L konsantrasyonda
aktivitenin kontrole gére % 80 den fazla azaldigr gorilmiistiir. Ortamda bulunan
ditiyonat ve siilfiir gibi indirgeyici ajanlarin biyositlerin aktivitesini durdurdugu
gbzlenmistir. Besi ortami olarak laktat eklenmis ve tuz oran1 % 42 olan formasyon suyu
ile % 19 olan kuzey deniz suyu kullanildiginda gluteraldehitin daha tuzlu ortamda daha
etkin olarak siilfiir liretimini engelledigi goriilmiistiir. Desulfovibrio vulgaris kiiltiir
ortamina gluteraldehit artan konsantrasyonlarda (80, 120 ve 160 mg/L) eklendiginde

stilfiir tiretimini tamamen durdurmak i¢in ge¢en zamanin azaldigi bildirilmistir.

Franklin et al. (1991) hasar gérmiis ¢elik borulardan elde edilen Pseudomonas, Bacillus,
Erwinia, Acinetobacter ve SRB tiirlerinden olusan bakteri kiiltiirii ile korozyon
calismalar1 yapmislardir. Taramali elektron mikroskobu incelemelerine gore kontrol
kuponlarinda 4 giin inkiibasyon siiresi sonunda bakteriyel ekstraseliiler polimer,
korozyon iirlinleri ve cesitli bakterileri iceren biyofilm tabakasinin olustugu, bu
tabakanin altinda ise ylizeyde lokal korozyon gerceklestigi belirlenmistir. Biyosit olarak
klor ve klor-bromun etkisi bakteriyel aktivitenin belirlenmesi ile Ol¢tilmiistiir.

Biyofilmlere 16 mg/L’lik biyosit uygulanmasi bakteri sayilarin1 ve aktivitelerini
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azaltmistir, bu dozdan sonra ortama verilen 2 mg/L’lik biyosit ile biyositin etkisi
sirdiiriilmiistiir. Ancak elektrokimyasal empedans spektroskopi sonuglarina gore
yiiksek konsantrasyonda biyosit uygulamas: (biyositin korozif etkisinden dolay1) hem

steril hem de inokiile edilmis sistemlerde korozyon hizini arttirmistir.

Gundersen et al. (1991) siirekli ve kesikli olarak klorlanan deniz suyu ortaminda
paslanmaz celigin korozyonunu ve bakteri aktivitesini incelemislerdir. Zamana bagh
olarak acik devre potansiyeli ve katodik polarizasyon egrisi belirlenmistir. Stirekli
olarak klor uygulandiginda 0.1 mg/L’lik konsantrasyon bakterileri 6ldiirmek i¢in yeterli
olmaktadir. Kesikli uygulamada giinliik olarak 30 dakika stireyle uygulanan 1 mg/L klor
yeterli bulunmustur. Ug tip paslanmaz celigin klorsuz deniz suyu ortaminda giimiis/
gilimiis kloriir referans elektroda kars1 okunan agik devre potansiyelleri birbirinden farkl
olmakla beraber, bakteri aktivitesinin etkisinde potansiyellerin zamana bagl olarak
arttig bildirilmistir. Stirekli biyosit uygulamasinda farkl ¢eliklerin biyosite farkli tepki
verdikleri ve diisiik biyosit konsantrasyonlarinda potansiyelin 40 giin siireyle yavasca
artmakta oldugu goézlenmistir. Bu durumun klorun okside edici Ozelliginden
kaynaklandig1 ve cgukurcuk korozyonu tehlikesini devam ettigi bildirilmistir. Kesikli
klorlanan ortamda bakteri aktivitesi az da olsa devam etmekle birlikte, ¢eliklerin agik
devre potansiyeli klorsuz deniz suyundakinden daha diisiik bulunmustur. Metal {izerinde
0.2 mg/L den daha diisiik klor uygulanmasi korozyona neden olmamaktadir. Calisma
bulgularina gore deniz suyunda metal yiizeyinde olusan oksit filmin yiik transfer
ozelliklerindeki degismeler, ortamda bakteri ve biyosit bulunmasi agik devre

potansiyelinde ve katodik polarizasyon egrilerinde degisikliklere neden olmaktadir.

Wiatr ve Fedyniak (1991) tarafindan yapilan ¢aligmada metronidazol ve biyodispersan
karisiminin laboratuvar ve fabrika sartlarinda 6zellikle Desulfovibrio desulfuricans,
Desulfotomaculum nigrificans ve Clostridium sporogenes tiirlerine etkisi incelenmistir.
Deneylerde kullanilan bakteri karistmi bu tiirlerin saf kiiltiirleri ile endiistriyel
biyofilmlerden elde edilen aerobik bakteri ve mantarlardan olusmaktadir. Laboratuvar
kosullarinda kesikli sistemde 14.4-72 mg/L arasindaki konsantrasyonda metronidazol
obligat anaerob bakterileri 72 saat i¢inde oldiirmek i¢in yeterli bulunmustur. Biyosit 50

mg/L’lik miktarda uygulandiginda yaklasik 4 giinde SRB’ler olmektedir. Ancak
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anaerobik reaktdorde bu konsantrasyon uygulandiginda, biyositin kalin biyofilm
tabakasina niifuz edememesi sebebiyle biyosit etkisiz kalmistir. Daha yliksek
konsantrasyonlara ¢ikilmasi ticari olarak uygun bulunmamistir. Bu bakimdan biyosit
biyodispersan ile beraber uygulanmistir. Siirekli besleme ile 117 mg/L metronidazol ve
biyodispersan karigiminin reaktore verilmesiyle 32 saat sonunda SRB’ler % 99 oraninda
azalmistir. Fabrika ortaminda sofutma suyu sisteminde uygulanan 100-120 mg/L’lik
biyosit biyodispersan karisimu 3 hafta icinde SRB sayisin1 3x10° cfu/g’dan 300 cfu/g’a
diisiirmiistiir (Wiatr and Fedyniak 1991).

Cheung et al. (1994) tarafindan yapilan ¢alismada petrol rezervuarindan izole edilen bir
SRB tiiriine sicaklik (20, 37 ve 50 °C) ve basincin (1, 100 ve 200 atmosfer) etkisi
incelenmistir.  Izotiyazolon ve formaldehitin 100, 200 ve 500 mg/L’lik
konsantrasyonlari test edilmistir. En yiiksek gelisim hizt 37 °C’de ve 100 atmosfer
basingta elde edilmistir. Biyositlerin etkisi benzer olmakla beraber 200 atmosfer basing
ve 37 °C’de formaldehit daha etkilidir. Bakteri sayisinin artmasiyla biyosit etkisi

azalmaktadir.

Guiamet ve Gaylarde (1996) paslanmaz ¢elik yiizeyine Hormoconis resinae mantari ve
SRB’den olusan biyofilmlerde bir izotiyazolon biyosit olan Kathon FP’nin etkisini
incelemislerdir. Biyositin 50 ve 100 mg/L’lik konsantrasyonlar1 Hormoconis
resinae’dan olusan biyofilm {izerinde etkiliyken, iki mikroorganizmadan olusan karisik
biyofilmde daha yiiksek konsantrasyonda biyosit kullanildiginda H.resinae
etkilenmektedir. Bu konsantrasyonda sesil SRBler de % 99 oraninda azaltmigtir

(Guiamet and Gaylarde 1996).

Sarioglu et al. (1997), N-80 sondaj borusunun Desulfovibrio sp. etkisiyle korozyonunu
incelemis, kiitle kayb1 dl¢limlerine gére SRB’li ortamda korozyon hizinin 6 kat daha
fazla oldugunu gozlemlemistir. Agik devre korozyon potansiyeli degisimi
incelendiginde SRB’li ortamda korozyon potansiyelinin zaman iginde daha pozitif
degere kaydigi goriilmiistiir. Bu durum yiizeyde biyofilm ve siilfiir filmi olusumuyla

iliskilendirilmistir. Ticari bir biyosit olan IDCIDE-L’nin 500 mg/L’nin {stlindeki
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konsantrasyonlarinda besiyerindeki siyahlagmanin gerceklesmedigi ve SRB gelisiminin

engellendigi bildirilmistir.

Rege ve Sand (1998), SRB ve kemoorganotrofik bakterilerden olusan biyofilm iizerine
cesitli biyositler uygulamis, mikrobiyel aktivite 6l¢iimii ve hiicre sayimiyla biyofilm
etkisini degerlendirmistir. Denenen tim biyositlerin mikrobiyel aktiviteyi azalttig
mikrokalorimetrik yontemle gosterilmistir. Buna karsilik hiicre sayilar1 ayni oranda
azalmamaktadir. Formaldehit en etkili biyosit olarak tespit edilirken, 1,8-
dihidroksiantrakinon ve gluteraldehit iceren Dilurit 946 biyositi orta derecede etkili ve
tetrametilamonyumhidroksit en az etkili bulunmustur. Biyositin ortamdan
uzaklagmasiyla biyofilm hiicrelerinin tekrar gelismeye basladiklar1 goriilmiistiir (Rege

and Sand 1998).

Keresztes et al. (1998) paslanmaz c¢elik ve pirincin korozyon hizina Desulfovibrio
desulfuricans ve abiyotik siilfiirlin etkisini aragtirmiglardir. Potansiyostatik polarizasyon
Olctimleriyle korozyon mekanizmasi arastirilmig, olusan siilfiir tabakalar1 da atomik
kuvvet mikroskobu ile incelenmistir. Biyosit olarak N-hidroksi-metil-amino asitleri
kullanilmis, N-hidroksi-metil-glisin’in (GLY) 100 mg/L’lik N-hidroksi-metil-fenil-
alanin (PHE) 500 mg/L’lik konsantrasyonu kullanildiginda besiyerinin ancak 20 giin
sonra siyahlastig1 bildirilmistir. Polarizasyon direnci 6l¢limlerine gore SRB’li ortamda
celigin korozyon hizinin kontrole gore oldukg¢a arttigi gozlenmis, 250 mg/L PHE
kullanildiginda SRB gelisiminin 3-4 giin sonra basladigi ve bundan sonra korozyon
hizint arttirdigi tespit edilmistir. Ayn1 konsantrasyonda uygulanan GLY’ nin gelisimi
tamamen durdurdugu ve korozyon hizinin bos besiortamiyla ayni oldugu bildirilmistir.
Metal olarak piring kullanildiginda korozyon hizinin daha diisiik oldugu gézlenmistir.
Acik devre potansiyelleri incelendiginde abiyotik siilfiir igeren ortamda celigin
potansiyelinin daha negatife kaydigi ve koruyucu silfiir tabakasi olustugu
goriilmektedir. Bakterili ortamda potansiyelin abiyotik siilfiirlii ortama oranla daha
pozitife kaymis oldugu ve olusan yiizey filminin daha gevsek oldugu bildirilmistir.
Pirin¢ kullanildiginda pirincin bakir icermesinden dolay1 biyofilm olusumu i¢in uygun
bir ortam olmadigi, abiyotik ve biyotik siilfiir etkisi arasinda fark goriilmedigi tespit

edilmistir. Celik kuponda bakterili ortamda olusan biyofilm tabakasindaki
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ekzopolimerlerin demir siilfiiri bagladigi, boylece genis bir katodik yiizey olustugu ve
katodik depolarizasyonun gerceklestigi bildirilmistir. SRB’nin siirekli siilfiir saglayarak,

anodik bolgelerin yeniden olusmasini sagladigi goriilmiistiir.

Fang et al. (2002), ¢esitli kimyasallarin (gluteraldehit, fenol) ve toksik metallerin (Cr,
Cd, Zn, Al, Pb) SRB aktivitesine, biyofilm olusumuna ve biyokorozyona etkisi
incelenmis, bunlarin SRB iizerinde toksik etki gosterdigini, ancak biyofilm olusumunu
engellemedigini  bildirmislerdir. Gelisme ortaminda 10 mg/L konsantrasyonda
gluteraldehit bulundugunda, siilfat indirgeyen bakterilerin gerceklestirdigi siilfat
indirgenmesinin % 85’den % 25’¢ dustigi gozlenmistir. Biyofilmlerin toksik
kimyasallarin etkisiyle kiimelestigi ve EPS iiretiminin arttig1 gozlenmistir. Kiimelesme
ile kimyasalla temas eden biyofilm yiizey alami azaltilarak bakterinin kimyasala kars1
daha az hassas olmasi saglanmistir. Artan EPS tabakasi1 da kimyasallara kars1 dogal bir
difiizyon bariyeri olusturmus ve kiimelesme olusumuna katkida bulunmustur. EPS
tabakasinin asidik yapida olmasi ve demiri baglama 6zelligi nedeniyle korozyonun
hizlandig1 goriilmiistiir. Kiimelesme olan alanlarin katot olarak davrandigi, diger
ylizeylerin deniz suyundaki klor ve siilfatin etkisine agik oldugu i¢in anot olarak

davrandig bildirilmistir.

Gardner ve Stewart (2002) petrol sahasi liretim sularindan elde edilen karisik SRB
kiiltiirtinii stirekli sistemde gelistirmisler ve biyofilm aktivitesini siilfiir {iretiminin
Ol¢iimiiyle belirlemislerdir. Yaygin kullanilan bir biyosit olan gluteraldehit ve SRB
metabolizmasini inhibe eden sodyum nitritin biyofilm aktivitesi {izerine etkisini
incelemislerdir. Planktonik SRB ile yapilan kontrol deneylerinde 10 mg S 17 siilfiir
konsantrasyonuna ulasmak igin yaklasik 47 saat gerekliyken, ortama 50 mg I
gluteraldehit eklendiginde 143 saat gerekmektedir. Ortama 100 mg 1" gluteraldehit
eklendiginde siilfiir tiretimi durmaktadir. Biyofilm deneylerinde kontrolde yaklasik 1.7
saatte 10 mg S 1" siilfir konsantrasyonuna ulasilirken, 500 mg 1" gluteraldehit
eklendiginde bu siire yaklasik 62 saate uzamaktadir. Nitrit eklendiginde ise siilfiir
tiretimi gluteraldehite oranla daha hizli ger¢ceklesmektedir. Planktonik hiicrelerin siilfiir
tiretimini durdurmak icin gereken dozlar biyofilmler i¢in yeterli olmamaktadir.

Gluteraldehitin biyofilmin kalinligimi degistirmedigi ve biyofilme niifuz etmesine
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ragmen bakterilerin biyofilm etkisiyle biyosite kars1 daha direngli oldugu bildirilmistir

(Gardner and Stewart 2002).

Gayasso et al. (2005), tarafindan yapilan ¢alismada gaz boru hatlarindan alinan
ornekten izole edilen ve Desulfovibrio vietnamensis’i de iceren bakteriyel kiiltiir
kullanilmigtir.  Polarizasyon direnci, elektrokimyasal empedans spektroskopisi
teknikleriyle bu kiiltiiriin korozyon hizi, mekanizmasi ve biyositin etkisi incelenmistir.
Biyosit olarak uygulanan 200 mg/L gluteraldehitin hem planktonik hem de sesil
bakterilerin gelisimini engelledigi en muhtemel sayr yontemiyle belirlenmistir.
Oldiiriicii dozda biyosit eklendiginde korozyon hizinin yavasladigi, ancak biyofilm
etkisinin siirdiigli ve ara fazda biriken korozif metabolitler ve demir siilfiir gibi galvanik
etkisi olan ve ¢elige katodik etkisi olan korozyon iiriinlerinin bir miktar korozyona yol

actig1 gorillmiistiir.

Biyosit uygulamasi disinda petrol iiretiminde ortama nitratl bilesikler ekleyerek siilfat
indirgemesi metabolizmasin1 engellemeye yonelik c¢alismalar da vardir (Beech and
Sunner 2004) Nitrat eklenmesi ortamdaki pargalanabilir petrol bilesenleri i¢cin SRB ile
rekabet eden nitrat indirgeyen ve silfiir okside eden bakterilerin gelisimini
uyarmaktadir. Ayrica nitrat indirgeyen bakterilerin bulundugu sistemlerde nitrat

indirgenmesinin ara iriinleri siilfiir Giretimini engellemektedir (Davidova et al. 2001).

Literatiir bilgisinden de anlasildig1 gibi metallerin korozyon davranisinin ve korozyon
hasarinin belirlenmesi ile engellenmesi i¢in yukarida belirtilen bazi tekniklerin birlikte
kullanilmasiyla ve sonuglarin birlestirilmesiyle yeterli bilgi edinilmektedir. Kullanilan
biyositlerin etkinligi ortam sartlari, mikroorganizma tipi, biyofilm olusumu gibi
faktorlerden etkilenmektedir. Bu tez ¢calismasinda bu nedenle mikrobiyel korozyonun ve
biyositlerin korozyonu engellemekteki etkinliginin belirlenmesi i¢in hassas ve giivenilir
bir yontem olan potansiyostatik polarizasyon ydntemi ve petrol sahalarinda kolay

uygulanabilirligi nedeniyle kiitle kayb1 yontemleri tercih edilmigtir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Ornek Alim

Siilfat indirgeyen bakterilerin izolasyonu amaciyla Tiirkiye'de petroliin ilk bulundugu ve
iiretimine baslandig1 bolge olan Batman ve Tiirkiye'nin en ¢ok petrol iiretimi yapilan
bolgesi olan Adiyaman TPAO Petrol Uretim Sahalarindaki petrol kuyulari ve

depolardan su ve petrol drnekleri alinmistir (Sekil 3.1.a, b).

Sekil 3.1.a. Adiyaman Bolgesi Akgiin 4 kuyusu, b. Besikli T1 {iretim tank1

Ornek alinan depo ve kuyularin isimleri ve &zellikleri Cizelge 3.1 ve 3.2°de sira ile
verilmistir. Ornek alman kuyu ve depolardaki petroliin pH degerleri TPAO yetkilileri
tarafindan temin edilmistir. Bolgelerden farkli zamanlarda tekrar tekrar 6rnek alinmistir.
Ham petrol ornekleri belirtilen kuyulardan alindiktan sonra 30 saniye bekletilmistir.
Boylece ornek iginde bulunan su, ham petrolden ayrilmis, iistte ham petrol, altta su

olacak sekilde iki faz olusmustur.

Siilfat indirgeyen bakterilerin zorunlu anaerob bakteriler olmasi sebebiyle alinan

ornekler hava ile temas ettirilmeden steril siringalar yardimiyla alinmistir. Alinan
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ornekler i¢inden azot gazi gecirilmis gaz sizdirmayan aliiminyum kapakli ve tipali steril

bos penisilin sigelerine konulmustur.

Cizelge 3.1 Batman’dan 6rnek alinan bolgeler

Kuyu No |Ad1 pH
B1 Raman 1. istasyon 1. serbest su ayirici, kuyulardan gelen 787
petroliin birlestigi yer
B2 Raman Kuyu no 15 8.31
B3 Raman 3. istasyon, yatay serbest su ayristirici, petrol girisi 8.67
B4 Bati raman, kuyu 7.16
BS Besiri ilgesi, Silvanka petrol sahasi, seperator ¢ikisi 6.74

(petroldeki gazin ayrildig1 birimin ¢ikisi)

B6 Besiri ilgesi, Silvanka, Kuyu 7.21

Siirt Garzan, 3 ay dinlendirilmis petrol, kendiliginden suyu
B7 ayrigmig, kimyasal kullanilmamig, Test 3 600 BBC tank 8.58

atik suyu
B8 Garzan, 20 nolu kuyu 8.16
B9 Diyarbakir, Saricak Sahasi, Giiney Sahaban, 2 nolu kuyu 8.46
B10 Diyarbakir, Saricak Sahasi, Giiney Saricak 4 nolu kuyu 8.21
B11 Diyarbakir Saricak sahasi, Yenikdy, 7 nolu kuyu 7.69
B12 211 nolu Kuyu 6.66

Cizelge 3.2 Adiyamandan 6rnek alinan bolgeler

Kuyu No | Ad1 pH
2A1 T1B (Besikli T1 tiretim tanki) 7.37
2A2 Akglin 4 kuyusu 6.52
2A3 B1 kuyusu 7.49
2A4 Karakus tasirma tanki T8 7.55
2A5 Besikli 10 kuyusu 7.3
2A6 B15 kuyusu 6.95
2A7 Besikli 19 7.3
2A8 Tokaris 9 7.2
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3.2 Besiyeri Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan besiyerleri; SRB laktatli besiyeri (karbon kaynagi olarak laktat ve
maya ekstrakti eklenmistir) ve SRB asetath piiriivath besiyeri (karbon kaynagi olarak
asetat, piiriivat ve maya ekstrakti eklenmistir)’dir. Besiyerleri 1 mg/L oraninda oksijen
indikatorii resazurin icermektedir. Besiyerleri hazirlanirken besiyeri bilesenleri saf suda
¢oOziindiikten sonra azot gazi altinda 50 mL lik penisilin siselerine 20 ser mL olacak
sekilde boliinmiistiir. Kapatma aletiyle aliiminyum kapaklar1 kapatilan siseler otoklavda
steril edilmigtir. Laboratuvara getirilen 6rneklerden steril siringalar yardimiyla penisilin
siselerine besiyerinin % 10’u oraninda olacak sekilde ekim yapilmigtir. Ekim yapilan

besiyerleri 30 °C’de 1 hafta inkiibe edilmistir.

Besiyerlerinin igerikleri ve hazirlanist asagida verilmistir.

SRB laktatli besiveri (63) (http://www.dsmz.de/microorganisms/html/media/medium
000063.html, 2007)

Cozelti A:
Sodyum laktat (%70 ¢ozelti) 3.5 g, MgS04.7H, 0 2.0 g, NH4Cl 1.0 g, Na,SO4 1.0
g, Maya ekstraktt 1.0 g, K;HPO4 0.5g, Resazurin 1.0 mg

Besiyerinin hazirlanmasi: Bilesenler 980 mL distile suya ilave edilip, karigtirilmistir. 2-
3 dakika kaynatilarak oksijeni uzaklastirilmistir. Besiyerinden azot gazi gegirilerek

sogutulmustur.

Cozelti B:
FeSO4.7H,0 0.5 g
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Hazirlanmasi: Bilesenler 10 mL distile suya ilave edilip, karistirilmistir.

Cozelti C:
Askorbik asit 0.1 g, sodyum tiyoglikolat 0.1 g

Hazirlanmasi: Bilesenler 10 mL distile suya ilave edilip, karistirtlmigtir.

Besiyerinin hazirlanmasi: 980 mL sogutulmus Cozelti A, 10 mL Cozelti B, 10 mL
Cozelti C karistirilmistir. Cozelti pH’1 NaOH ile 7.8 e ayarlanmistir. Azot gazi altinda
penisilin siselerine boliinmiistiir. Kapatma aletiyle aliminyum kapaklar1 kapatilan siseler

otoklavda steril edilmistir.

SRB asetatli puravatli besiyveri (63AP) (http://www.dsmz.de/microorganisms/html/
media/medium00063a.html, 2007)
pH 7.2+ 0.2 25°C

Besiyerinin hazirlanmasi: Siilfat indirgeyen bakterilerin laktatli besiyeri gibi hazirlanir.
Yalniz Cozelti 1’e sodyum laktat yerine, sodyum asetat 2 g ve sodyum piiriivat 5 g

eklenir.

Ekim yapilan besiyerlerinde siilfat indirgeyen bakterilerin gelisimi olup olmadig:
besiyerinde SRB tarafindan siilfat indirgenmesi sonucu H;S iiretilmesi kontrol edilerek
veya besiyerindeki demir ve SRB’nin iirettigi H,S’in birlesmesi sonucu olusan siyah
demir siilfiir (FeS) ¢okeltisi olusumu kontrol ederek yapilmistir (Davis 1967, Mercer et
al. 1983). H,S iretimi bir kimyasal testle gosterilmistir (Widdel and Bak 2001).
Kiiltiirden 0.2 mL alinarak, 1 mL lik 5SmM CuSO4 ve 50 mM HCI igeren ¢ozeltiye
eklenmistir. Besiyerinde H,S bulundugunda reaksiyon sonucu meydana gelen CuS
sebebiyle kahverengi renk olusumu goézlenmektedir. Testler sonucunda gelistigi

belirlenen kiiltiirler belli araliklarla aktiflestirilmistir.
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3.3 izolasyon

[zolasyon icin sivi besiyerinde seri diliisyon ve kati besiyerinde ¢izim metotlari
kullanilmistir. Gelisen kiiltiirlerden 2 mL alinarak 18 mL steril besiyeri igeren penisilin
sisesine ekilmistir, karistirildiktan sonra tekrar 2 mL alinarak tekrar steril besiyerine
ekilmistir. Benzer sekilde seyreltmelere devam edilmistir. Gelisimin goriildiigii en son
seyreltmeden 0,1 mL alinarak %2 agar ilavesiyle katilastirilmis petrideki besiyerine
cizim yapilmistir. Kati1 besiyerine yapilan ekimler anaerobik kabinde (Labconco
Protector Glove Box) azot gazi altinda gerceklestirilmistir (Sekil 3.2.a). Ekim yapilan
petriler anaerobik jara (Oxoid HP 0011A) alinmistir (Sekil 3.2.b).

Sekil 3.2.a. Anaerobik kabin, b. anaerobik jar

Anaerobik jarmn igine, ortamdaki O, yi gideren ticari kitlerden 1 adet (Oxoid gas
generating kit) konulmustur. Jar kapatilarak 30 °C’ye ayarlanmis inkiibatore
konulmustur. Tek koloni diisen petrilerden siringa ile koloniler alinarak sivi
besiyerlerine ekilmistir. Sivi besiyerinde gelisim olduktan sonra anaerobik kabinde
tekrar tek koloni diisiirmek icin kat:1 besiyerine ¢izim yapilmistir. Islem birka¢ defa daha
tekrar edilerek kiiltlirlerin saflig1 saglanmaya ¢alisilmistir. Ayrica ilk alinan su drnekleri
de kat1 besiyerlerine cizilmistir. Kiiltiirlerde istenmeyen aerobik organizmalarin
gelisiminin olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla kiiltiirler aerobik olarak kati

besiyerlerine tekrar ¢izilmistir (Widdel and Bak 2001).
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[zolasyon ¢alismalar1 sonucunda elde edilen kiiltiirlerin koloni morfolojileri incelenmis,
hidrojen siilfiir tiretimi belirlenmistir. Gram boyama ve spor boyama yapildiktan sonra

151k mikroskobu ile incelenmis ve boyutlar1 dl¢iilmiistiir.

3.4 Izolatlarin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Incelenmesi

SEM incelemeleri i¢in H,S tiretimi yiiksek olan izolatlar secilmistir. Steril siringa ile
anaerobik olarak 24 saatlik SRB kiiltiiriinden 0.5 mL alinmistir. Uzerine 0.5 mL %S5 lik
gluteraldehit eklenmistir. 2 saat + 4 °C’de beklemeye birakilmistir. Bekleme siiresi
sonunda 4000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatan atilarak 1 mL distile su
ile ¢okelti yikanmistir. Tekrar santrifiijlenmistir. Yikama islemi 1 kere daha tekrar
edilmistir. Dehidrasyon islemine gecilmistir. Hiicreler sirayla % 70, 80, 90, 100 ve
100’1tk alkolde tutulmustur (Yontem Gayosso et al. 2004’den degistirilmistir).
Hiicreler, daha sonra %100 lilk amil asetata gecirilmistir. Ornekler, kritik noktada
kurutma aletiyle (Polaron, CPD 7501) CO, gaz1 gegirilerek kurutulmustur. Daha sonra
ornekler altin ile (Polaron SC 502 sputter coater) kaplanmistir. Ornekler Gazi
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimiinde Jeol JSM 6060 Taramali

Elektron Mikroskobu ile 15 kV’da incelenmis ve resimleri ¢ekilmistir.

3.5 izolatlarin Karakterizasyonu

Elde edilen H,S iiretimi yiiksek olan izolatlarin karakterizasyonu i¢in ortalama hiicre
boyutlari, morfoloji, Gram reaksiyon, sporulasyon, karbon kaynaklar1 kullanimi
ozellikleri kullamlmistir. Izolatlarin kullandig:i substratlarin belirlenmesi amactyla
karbon kaynagi icermeyen besi ortami hazirlanmistir. Asetat, benzoat, biitirat, format,
fumarat, fruktoz, glukoz, etanol, laktat, malat, propiyonat, piiriivat ve siiksinatin steril
stok soliisyonlarindan besi ortamina son konsantrasyon 10 mM olacak sekilde
eklenmistir. Besi ortaminin 3 artarda ekim sonrasinda siyahlasmasi durumunda gelisme

pozitif olarak degerlendirilmistir (Campbell and Postgate 1965, Postgate, 1984, Atlas,
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1993, Feio et al. 1998, Kuever et al. 1999, Castro et al. 2000, Widdel and Bak 2001,
Hurst, 2002, Tello et al. 2003, Belyakova and Rozanova 2004).

3.6 Izolatlarin Neden Oldugu Korozyonun Kiitle Kayb1 Yontemiyle Belirlenmesi

TPAO’dan temin edilen ¢elik korozyon kuponlar1 boyutlart 0.5%0.5%0.2 cm olacak
sekilde kestirilmistir. Yiizeylerindeki pas ve kirler firca ve zimpara kagidi (1200 grit) ile
temizlenmistir. Kuponlar asetondan ve saf sudan gecirilmis, 80 °C’de 1 gece tutularak
kurutulmustur. Desikatorde 3 saat bekletilerek oda sicakligina getirilen kuponlar, hassas
terazide tartilmustir. Iginden azot gegirilmis Hungate tiiplerine (Bellco Glass) konan
kuponlar, otoklavlanarak steril edilmistir. Tiiplere 10 mL steril besi ortami (63 veya
63AP) eklenmis ve 1 mL 24 saatlik mikroorganizma kiiltiirii ekilmistir. Ayrica kiiltiir
ortaminin kuponlarin korozyonunda etkisi olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla
kupon ve steril besi ortami iceren, ancak bakteri kiiltiirli icermeyen kontrol tiipleri de
hazirlanmustir. Tipler, 30 °C’de 1 ay boyunca bekletilmistir. A¢ilan tiiplerdeki kuponlar
alinarak daha Onceki gibi tartim i¢in hazirlanmistir. Hassas terazide tartilan
kuponlardaki kiitle kayb1 ve asagidaki denklemden korozyon hizlari hesaplanmistir

(Tang et al. 2003). Deneyler ii¢ tekrarli yapilmis ve ortalamasi alinmistir.

= Am Am: kiitle kayb1 (mg), A: yiizey alan1 (cm?), t: siire (saat)

kor AXt

3.7 Celik Kuponlardaki Korozyonun Stereo Mikroskop ve SEM ile

Goriintiillenmesi

Kiitle kaybi tayini i¢in kullanilan kuponlardan bazilar1 tartim sonrasinda Stereo
mikroskop ve SEM ile incelenmistir. Temizlenen kuponlar 6n islem uygulanmadan
direk olarak SEM ile incelenmistir. Kuponlardan 1 tanesi temizlenmemis, tizerindeki
korozyon iirlinlerinin ve mikroorganizmalarin SEM ile incelemesi i¢in ayrilmistir.
Temizlenmemis kupon % 2,5 lik gluteraldehit i¢inde 1 gece bekletilmistir. Kupon distile
su ile yikanmis ve dehidrasyon islemine gecilmistir. Kupon sirayla % 70, 80, 90, 100 ve

55



100°’1lik alkolde ve %100 lik amil asetatta tutulmustur (Yontem Gayosso et al.
2004’den degistirilmistir). Kritik nokta kurutma aletiyle kurutulan kupon altin ile
kaplanmis, Gazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimiinde Taramali
Elektron Mikroskobunda incelenmis ve resimleri ¢ekilmistir. Enerji dagitict X 1smn1
analizleri (EDAX) Kirikkale Universitesinde IXRF-EDS 2000 Microanalysis system
Jeol JSM 5600 SEM ile yaptirilmstir.

3.8 izolatlarin Neden Oldugu Korozyona Biyositlerin Etkisinin Kiitle Kaybi

Yontemiyle Belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan biyositlerin saf kiiltiirlerin gelisimi ve korozyon
hizina etkisi belirlenmistir. Biyosit olarak formaldehit (%37 Sigma) ve gluteraldehit
(%25 Sigma) kullanilmistir. Biyositler steril saf su ile istenilen konsantrasyona

seyreltilmiglerdir.

Celik kupon bulunmayan besiyerinde mikroorganizma gelisimini durdurabilecek
minimum biyosit konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in 2.5, 5, 10, 20, 40, 50, 75, 100
mg/L konsantrasyonlarinda biyosit i¢eren besi ortami hazirlanmigtir. Besi ortami daha
sonra 24 saatlik bakteri kiiltiirii ile 10 hiicre/mL olacak sekilde inokiile edilmistir. Bir
haftalik inkiibasyon siiresinden sonra inhibitdr biyosit konsantrasyonu, kiiltiir

tiiplerindeki gelisme ve siyahlasmadan belirlenmistir (Gaylarde and Johnston 1983).

Biyositlerin korozyon hizi ve bakteri gelisimi iizerine etkisinin belirlenmesi icin besi
ortami ¢elik kupon ilavesiyle hazirlanmistir. Besi ortamina baslangi¢ konsantrasyonu
100, 200, 400 mg/L olacak sekilde formaldehit ve 200, 400, 600 mg/L olacak sekilde
gluteraldehit eklenmistir. Besi ortami daha sonra 24 saatlik bakteri kiiltirii ile 10’
hiicre/mL olacak sekilde inokiile edilmistir. Ayrica kiiltiir ortam1 veya biyositlerin tek
baslarina kuponlarin korozyonunda etkisi olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla
kupon ve steril besi ortami igeren ve kupon besi ortami ve farkli konsatrasyonlarda
biyosit igceren, ancak bakteri kiiltiirii icermeyen kontrol tiipleri de hazirlanmistir. Bir

aylik inkiibasyon siiresinden sonra acilan tiiplerdeki kuponlarin korozyon hiz1 Bélim
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3.6’da belirtildigi gibi kiitle kaybi1 yoOntemiyle belirlenmistir. Bakteri sayisinin
belirlenmesi i¢in kuponlarin iizerindeki hiicreler kazinarak besi ortamina karistirilmistir.
Buradan steril enjektorlerle kiiltiir 6rnekleri alinarak Petroff- housser lamiyla bakteriyel

sayim yapilmistir. Deneyler ii¢ tekrarli yapilmig ve ortalamasi alinmistir.

3.9 Elektrokimyasal Korozyon Olgiimleri

Elektrokimyasal olgtimler Wenking LB 75 L potansiyostat, Wenking VS G 72 voltaj
tarama jeneratorii ve Yokogawa type 3077 kaydediciden olusan bir sistemle
gergeklestirilmistir (Sekil 3.3). Polarizasyon deneyleri 3 elektrotlu cam hiicrede
yapilmistir (Sekil 3.4). Calisma elektrodu olarak ¢elik elektrot, referans elektrot olarak
doygun kalomel elektrot (SCE) ve yardimci elektrot olarak Pt levha kullanilmistir.
Elektrot hazirlanmasi i¢in, ¢elik 6rnegi 4 mm ¢apinda silindir seklinde hazirlanmis ve
metil metakrilata gdmiilmiistiir. Her deneyden once ¢elik ylizeyi 1200 gritlik zzimpara

kagid1 ile zimparalanmis ve bidistile su ile yikanmustir.

Sekil 3.3 Deneylerde kullanilan potansiyostat diizenegi

57



Sekil 3.4 Deneylerde kullanilan {i¢ elektrotlu cam hiicre.
Kullanilan elektrot celigi Batman {iiretim sahasindan temin edilmistir. Elektrodun

kimyasal bilesimi Glow Discharge Optical Emission Spectroscopy ile belirlenmistir.

Elektrot 1000 serisi diisiik alasim ¢eligi olarak tanimlanmustir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 Kullanilan ¢eligin bilesimi

Element Fe C Mn Ni P S Si Cr Cu
Bilesim (%)  99.105 0.113 0.332 0.106 0.01 0.024 0.21 0.05 0.05

Deneylerden o6nce ¢ozeltilerden 30 dakika azot gaz1 gegirilerek oksijen
uzaklastirilmistir. Azot gazi pirogallol, vanadyum kloriir ve HCI’den gegcirilerek oksjeni
uzaklagtirllmigtir. Deneyler sirasinda ¢dzeltiler manyetik karistirict ile karistirtlmistir.
Potansiyel tarama hizi 5 mVs' olarak secilmistir. Potansiyeller SCE’ye karst
olglilmiistiir. Su ceketi ve termostat yardimi ile ortam sicakligi 30 °C’de tutulmustur.
Deneylerde denge potansiyelinden baslanarak 6nce katodik, daha sonra anodik yonde
tarama yapilmustir (Uneri 2000). Deneyler en az 3 kez tekrarlanmis ve bulunan

degerlerin ortalamasi alinmustir.
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3.10 Celik Orneginin Korozyonuna Demir Konsantrasyonunun Etkisinin

Elektrokimyasal Yontemle Belirlenmesi

Korozyon hizina demir konsantrasyonunun etkisinin belirlenmesi amaciyla polarizasyon
deneyleri 5, 10 ve 100 mg/LL FeSO47H,O iceren 63A besi ortaminda
gergeklestirilmistir. Hiicre bilesenleri %70’lik etanol ile steril edilmis, laminar flow
kabinde UV 1s181na maruz birakilmistir. Daha sonra steril besi ortami ile doldurulmus
ve bakteri kontaminasyonunu engellemek icin kapatilmistir. Celik 6rneginin korozyon
davranis steril besi ortaminda ve bakteri inokiilasyonundan sonra belirlenmistir. Bakteri
kiiltiiriinii  gesitli Fe™ konsantrasyonlarna ahistirmak icin 5, 10 ve 100 mg/L
FeSO4.7H,0 igeren ortamlara ekim yapilmistir. Kiiltiirler burada aktiflestirildikten
sonra 107 hiicre/ mL konsantrasyonunda olacak sekilde inokiile edilmistir. Bakteri
kiiltiiri olarak, kiitle kayb1 yontemine gore en yiiksek korozyon hizina sahip oldugu
belirlenen sus kullanilmustir. Olgiimler 7 giin boyunca almmustir. Deney basinda ve
sonunda alinan Orneklerde bakteriyel sayim yapilmistir. Bakteri icermeyen ve igeren
ortamlarda korozyon potansiyeli (Exor) ve korozyon akim yogunlugu (Ixo;) degerleri
Tafel ekstrapolasyon yontemiyle belirlenmistir. Korozyon akim yogunlugu (Ior)
degerleri Tafel egrisinin dogrusal kisimlarinin korozyon potansiyeline ekstrapolasyonu

ile bulunmustur (Uneri 2000).

3.11 Celik Orneginin Korozyonuna Biyosit Etkisinin Elektrokimyasal Yéntemle

Belirlenmesi

Biyosit etkisinin incelenmesi 100 mg/LL. FeSO47H,O igeren besi ortaminda

gerceklestirilmistir. Deneyler iki sekilde gergeklestirilmistir.

Birinci grup deneylerde, 50 mg/L biyositli hazirlanan besi ortamina 24 saatlik
mikroorganizma kiiltiirii 107 hiicre/mL konsantrasyonunda olacak sekilde inokiile
edilmistir. Her giin polarizasyon 6lciimleri alinmistir. Ikinci grup deneylerde, besi
ortami 6nce, mikroorganizma kiiltiirii ile 10’ hiicre/mL konsantrasyonunda olacak

sekilde inokiile edilmistir. 1 gilinliik inkiibasyon siiresinden sonra, korozyon
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parametrelerine biyosit etkisi 50, 100, 200, 400, 500, 750, 1000, 1500 mg/L
konsantrasyonlarinda biyosit eklenerek incelenmistir (Y6ntem Keresztes et al. 1998’den

degistirilmistir).
Korozyona ugrayan ¢elik i¢in anodik ve katodik Tafel egrilerinin deneysel olarak

belirlenmesinden sonra ¢izgisel kisimlarmin denge potansiyeline ekstrapolasyonlari

yapilarak korozyon hizi iy, ve korozyon potansiyeli Ex,, belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 SRB izolasyonu

Batman ve Adiyaman petrol sahalarindan alinan su ve petrol 6rnekleri siilfat indirgeyen
bakterilerin zenginlestirilmesi
[zolasyon galigmalar1 sonucunda SRB laktath besiyeri (63) ve SRB asetatli piiriivath
besiyerinde (63 AP) gelisebilen izolatlar elde edilmistir. Izolatlarin 6zellikleri Cizelge

amaciyla hazirlanan sivi  besiyerlerine ekilmistir.

4.1 ve Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1 SRB laktatl1 besiyerinde (63) gelisen izolatlar

No Isik mikroskobu | Spor | Koloni morfolojisi Gram H,S
goruntiisi reaksiyon | iiretimi
Morfoloji Boyutlar Kenar Yiikseklik | Renk
(um)

1 Al-4 Kivrik 0.8 x1.7 + yuvarlak konveks Parlak - +
g:ubuk beyaz

1 A1-5 Kivrik 0.5%x2 + yuvarlak konveks | Parlak — +
g:ubuk beyaz

1 A1-6 Kivrik 0.6 x3 — yuvarlak konveks | Parlak — +
cubuk beyaz

B 1 Cubuk 0)3'?46 — | diizensiz diiz beyaz — -

B2 Kivrik 0.5%x2.6 - yuvarlak konveks Parlak — -
cubuk beyaz

B4 Oval 0.6 x1.7 — yuvarlak konveks I; arlak — —
eyaz

B5 Oval 0.7x2.3 — yuvarlak konveks Krem — —

B9 Cubuk 0.6 x3.5 + yuvarlak konveks Il’)arlak — —
eyaz

B 10-1 Cubuk 0.6 — diizensiz diiz beyaz — +

x1.1-2.3

B10-2 | Kivrik | 06x36 | — | yuvalak | komveks | Parlak - -
cubuk beyaz

B11 Oval 0.6 x2.3 — yuvarlak konveks sart — —
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Cizelge 4.2 SRB asetath piiriivath besiyerinde (63 AP) gelisen izolatlar

No Isik mikroskobu |Spor |Koloni morfolojisi Gram H,S
goriintiisii reaksiyon | iiretimi
Morfoloji Boyutlar Kenar | Yiikseklik | Renk
(um)
1ALL | Gubuk | 930 s | omets | ) n
1A1-2 Cubuk Oxg: (1) 06 _ yuvarlak konveks Pb?:;}:;( — +
1A1-3 Cubuk 0 g:(z)zg x — yuvarlak konveks sz;}:l; — +
2A1-1 Cubuk 0.6 x2 — diizensiz diiz beyaz — +
2A1-2 Cubuk 05x1.8 — diizensiz diiz beyaz _ +
Kivrik | 0.5-0.7x Parlak
— + varlak konveks — +
BT Cbuk | 13-113 g ° beyaz
Kivrik Parlak
B2-2 Cu buk 06x25 + yuvarlak konveks bz;:z — +
B2-3 CUbUk 0.5 x2-3 — yuvarlak konveks I;Z;l:ﬁ + _
B3 I;&ggll{( 0.6x2.5 — yuvarlak | konveks I;Z;IZL( — —

B4-1 Cubuk 1.1x7-10 + yuvarlak konveks krem _ _

B4-2 Cubuk 1.1x7-10 + yuvarlak konveks beyaz _ —

B5 I;&EEII(( 1x23 — yuvarlak yﬁlgzzl;fl(iqe I?:I}llgf — +

B6 Cubuk 1.1x23 + yuvarlak konveks sz;}:l; — _
B8-1 Cubuk 314 14>.<6 — diizensiz diiz beyaz — —
B&2 CUbUk 05x23 — yuvarlak konveks 1;2;12;( — _
B9—1 Cubuk 1.1x2.5 — yuvarlak konveks beyaz — —
B9-2 Oval 1.7x3.5 = yuvarlak konveks Pb?:;}:;( — -
B9o-3 Cubuk 1.1 x3.5 - yuvarlak konveks }l;g:lz( - -
B10-1 Cubuk 1.1x273 — yuvarlak konveks 1;2;125 — -
B10-2 Cubuk 06x1.5 — yuvarlak konveks beyaz + —
BI10-3 | Oval | 1,1x23 | — | dizensiz | diz | san - -
BI04 | Oval | LIx17| — | vwvalak | komeks | po | -

Hidrojen siilfiir iiretimi yiiksek olan izolatlar Taramali1 Elektron mikroskobu (SEM) ile

incelenmis ve boyutlar1 belirlenmistir (Sekil 4.1-4.12).
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Sekil 4.2 1 A 1 —2 izolatinin elektron mikrografi
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Sekil 4.4 1 A 1 —4 izolatinin elektron mikrografi
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Sekil 4.5 1 A 1 -5 izolatinin elektron mikrografi

Sekil 4.6 1 A 1 — 6 izolatinin elektron mikrografi
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Sekil 4.8 2 A 1 — 2 izolatinin elektron mikrografi
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Sekil 4.10 B 2 — 2 izolatinin elektron mikrografi
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Sekil 4.12 B 10 - 1 izolatinin elektron mikrografi
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4.2 izolatlarin Karakterizasyonu

SEM’de incelemeleri yapilan ve yliksek oranda hidrojen siilfiir tireten 12 izolatin

karakterizasyonu ve cins diizeyinde tanimlanmasi i¢in hiicre morfolojisi, ortalama hiicre

boyutlari, Gram reaksiyon, sporulasyon, karbon kaynaklar1 kullanimi 6zellikleri

kullanilmistir (Campbell and Postgate 1965, Postgate, 1984, Atlas, 1993, Feio et al.

1998, Kuever et al. 1999, Castro et al. 2000, Widdel and Bak 2001, Hurst, 2002, Tello
et al. 2003, Belyakova and Rozanova 2004). Elde edilen sonuglar ve bu sonuglarin

literatlirdeki diger arastirmalarin sonuglariyla karsilastirilmasiyla belirlenen cins adlari

Cizelge 4.3 de gosterilmistir

Cizelge 4.3 Izolatlarm 6zellikleri ve belirlenen cins adlar

Ortalama Kullanilan Belirlenen cins
Izolat ad1 | Morfoloji Boyut Spor | Gram karbon
ada
(nm) kaynaklan
Format
0.53+0.13 Laktat
Desulfotomaculum
1A1-1| Cubuk x + — Malat No: 1
6.04 £2.78 Propiyonat §p. INo.
Purtvat
Biitirat
Kivrik | 0-47+0.06 Glukoz Desulfotomaculum
1A1-2 X + — Laktat .
gubuk | 505 148 Propiyonat sp. No: 2
Piuiriivat
Kivrik | 066=0.11 Format Desulfovibrio sp.
1A1-3 buk X — — Laktat '
gubuk | 658019 Piiriivat No: 1
Asetat
Kivrik | 0-77%001 Fumarat Desulfotomaculum
1A1-4 x + _
cubuk | 1754023 Laktat sp. No: 3
: : Piiriivat
Kivrik | 092+ 0.06 Format Desulfotomaculum
1A1-5 buk X + — Fumarat ‘
gubuk |5 144055 Laktat sp. No: 4
Kk | 03%01 Butirat Desulfarculus sp.
1A1-6 buk X — — Format .
Cubuk | 5984041 Fumarat No: 1
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Cizelge 4.3 Izolatlarin 6zellikleri ve belirlenen cins adlar1 (devam)

izolat ad1

Morfoloji

Ortalama
Boyut
(nm)

Spor | Gram

Kullanilan
karbon
kaynaklan

Belirlenen cins
Adi

2A1-1

Kivrik
cubuk

0.63 +0.07

X

2.31+0.53

Biitirat
Etanol
Glukoz
Format
Fumarat
Laktat
Malat
Piirtivat

Desulfovibrio sp.
No: 2

2A1-2

Cubuk

0.53 £0.07

X

1.95+£0.37

Asetat
Piirtivat

Desulfobacter sp.
No: 1

B2-1

Kivrik
cubuk

0.62 +0.07

X

2.41+0.66

Format
Glukoz
Laktat
Malat
Piirtivat
Siiksinat

Desulfotomaculum
sp. No: 5

B2-2

Kivrik
gubuk

0.67 +0.09

X

2.06 +£0.47

Asetat
Benzoat
Biitirat
Etanol
Fruktoz
Format
Fumarat
Glukoz
Laktat
Malat
Siiksinat

Desulfotomaculum
sp. No: 6

B5S

Kivrik
¢ubuk

091+0.11

X

2.22+0.67

Biitirat
Fruktoz
Format
Fumarat

Laktat

Malat

Propiyonat

Piirtivat
Siiksinat

Desulfotomaculum
sp. No: 7

B 10-1

Cubuk

0.64 £0.1

X

1.7+0.37

Asetat
Benzoat
Biitirat
Format
Fumarat
Laktat
Malat
Pirtvat

Desulfotignum sp.
No: 1
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1 A 1 -1 izolat1 spor olusturdugu i¢in Desulfotomaculum sp. olarak adlandirilmustir.
Hiicre sekli ve boyutlar1 bakimindan D. orientis ve D. ruminis’ e yakindir izolat D.
orientis ve D. ruminis gibi format ve laktat1 kullanmakta, asetat, fumarat ve benzoati

kullanmamaktadir. Ancak bu tiirlerden farkli olarak malat ile de gelisme goriilmiistiir.

1 A 1 - 2 izolat1 spor olusturdugu i¢in Desulfotomaculum sp. olarak adlandirilmustir.
Ancak bu izolat Desulfococcus multivorans, Desulfosarcina  variabilis,
Desulfobacterium ve Desulfobulbus tiirleri gibi propiyonati da kullanabilmektedir. Bu
izolat hiicre sekli ve boyutlart bakimindan Desulfotomaculum orientis ve

Desulfotomaculum ruminis’e benzemektedir.

1 A 1 — 3 izolati hiicre boyutlar1 bakimindan ve format, laktat ve piiriivati

kullanabilmesi bakimindan Desulfovibrio gigas’ a benzemektedir.

1 A 1 —4 izolati spor olusturdugu i¢in Desulfotomaculum sp. olarak adlandirilmistir. Bu
izolat D. guttoideum gibi laktat kullanmakta, format, malat, etanol kullanmamaktadir.

Ancak bu tlirden farkli olarak asetat ile de gelisme goriilmistiir.

1 A 1 -5 izolat1 spor olusturdugu i¢in Desulfotomaculum sp. olarak adlandirilmistir.
Hiicre sekli ve boyutlart bakimindan D. orientis’ e yakindir. Izolat D. orientis’ ve D.
ruminis gibi format ve laktati kullanmakta, asetat, fumarat ve benzoati

kullanmamaktadir. Ancak bu tiirlerden farkli olarak fumarat ile de gelisme goriilmiistiir.

1 A 1 — 6 izolat1 hiicre sekli ve boyutlart biitirat, format, fumarat kullanabilmesi

bakimindan Desulfarculus baarsii’ye benzemektedir.

2 A 1 —1 izolat1 asetat1 kullanmama ve etanol, format, fumarat, laktat, malat, piiriivati
kullanma o6zelliginden dolay1 ve ayrica sekil ve boyutlar1 bakimindan Desulfovibrio

burkinensis tiirline benzemektedir
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2 A 1 — 2 izolati sadece asetatt ve piriivatt kullanabilme o6zelliginden ve sekil
bakimindan Desulfobacter hydrogeniphilus’a benzemektedir. Ancak izolatin eni D.

hydrogeniphilus’dan daha kiigtiktiir.

B 2 — 1 izolat1 spor olusturdugu i¢in Desulfotomaculum sp. olarak adlandirilmistir.
Hiicre sekli ve boyutlar1 bakimindan D. orientis’ e yakindir. Izolat D. orientis’ ve D.
ruminis gibi format ve laktati kullanmakta, asetat, fumarat ve benzoati
kullanmamaktadir. Ancak bu tiirlerden farkli olarak malat ve siiksinat ile de gelisme

goriilmiistiir.

B 2 — 2 izolat1 spor olusturdugu i¢in Desulfotomaculum sp. olarak adlandirilmustir.
Izolat D. sapomedens gibi format, asetat, etanol, fumarat, malat ve benzoati

kullanmaktadir. Ancak bu tiirden farkli olarak laktat ile de gelisme goriilmiistiir.

B 5 izolat1 spor olusturdugu i¢in Desulfotomaculum sp. olarak adlandirilmistir. Bu izolat
sekli ve boyutlar1 bakimindan D. guttoideum’a benzemektedir. Ancak bu tiirden farkli

olarak formati ve malat1 kullanabilmektedir.

Benzoat1 kullanabilen tirler; Desulfobacula, Desulfosarcina, Desulfococcus ve
Desulfotignum cinsine ait tiirlerdir. B 10-1 izolat1 benzoati kullanma 6zelliginden dolay1
Desulfotignum sp. olarak adlandirilmistir. Hiicre sekli ve boyutlari, asetat, format,
fumarat, piiriivat, laktat, malat1 karbon kaynagi olarak kullanmasi1 bu cinsin 6zelliklerine

uymaktadir.

4.3 izolatlarin Neden Oldugu Korozyonun Kiitle Kayb1 Yontemiyle Belirlenmesi

Elde edilen izolatlardan en yiiksek korozyon hizina sahip izolatin belirlenmesi amaciyla
kiitle kaybr yontemi kullanilmistir. Celik kuponlarin bakterili ve bakterisiz ortamlarda
her iki besiyerinde 1 ay inkiibasyonu sonucunda elde edilen korozyon hizlar1 Cizelge

4.4°de goriilmektedir.
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En yiiksek korozyon hizi Desulfotomaculum sp. No: 5 ile 31.6 mg. cm™.saat”’ x107
olarak elde edilmistir. Yiiksek korozyon hizina sahip diger izolatlar siras1 ile

Desulfotomaculum sp. No: 7, No: 2, No: 6 ve Desulfovibrio sp. No: 2°dir.

Cizelge 4.4 izolatlarin kiitle kaybi1 yontemiyle belirlenen korozyon hizlari

. Korozyon hizi (mg. cm™.saat™) x107
1zolat ada
1.0l¢iim 2.0l¢iim 3.0l¢iim Ortalama | Standart sapma

Desulfotomaculum sp. No: 1 11.6 12.9 14.6 13.0 1.5
Desulfotomaculum sp. No: 2 15.5 21.1 17.6 18.1 2.8
Desulfotomaculum sp. No: 3 53 54 5.6 5.4 0.2
Desulfotomaculum sp. No: 4 15.0 15.1 13.8 14.6 0.7
Desulfotomaculum sp. No: 5 29.7 34.5 30.6 31.6 2.6
Desulfotomaculum sp. No: 6 16.4 14.8 17.4 16.2 1.3
Desulfotomaculum sp. No: 7 19.4 17.5 17.9 18.3 1.0
Desulfovibrio sp. No:1 4.2 5.4 3.8 4.5 0.8
Desulfovibrio sp. No: 2 15.1 15.2 16.2 15.5 0.6
Desulfoarculus sp. No:1 6.6 5.2 6.5 5.8 0.8
Desulfobacter sp. No: 1 10.9 12.2 8.7 10.6 1.8
Desulfotignum sp. No: 1 6.5 4.4 6.1 5.7 1.1
Kontrol (bakterisiz, besiyeri 63) 3,8 3,2 3,7 3,6 0,3
Kontrol (bakterisiz, besiyeri 63 AP) 3.5 53 4.0 43 0.9

4.4 Celik Kuponlardaki Korozyonun Stereo Mikroskop ve SEM ile

Goriintiillenmesi

Kiitle kayb1 yontemi i¢in kullanilan bazi ¢elik kuponlardaki korozyon ve biyofilm
olusumu Stereo mikroskop ve SEM ile goriintiillenmistir. Sekil 4.13.a,b,c’de steril besi
ortaminda 1 ay beklemis c¢elik kuponlarin yiizeyi goriilmektedir. Yiizeydeki ¢izikler
zimpara kagidinin olusturdugu izlerdir. Yiizeyin EDAX analizi Sekil 4.13.d’de gosterilmistir.

SRB izolatlar1 (Desulfotomaculum sp. No: 2, Desulfovibrio sp. No: 2,

Desulfotomaculum sp. No: 5, Desulfotomaculum sp. No: 6, Desulfotomaculum sp. No:
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7, Desulfotignum sp. No: 1) igeren besi ortaminda 1 ay bekletilmis tizeri temizlenmemis
celik kuponlarin SEM mikrograflari ve EDAX spektrumlar1t Sekil 4.14-4.19°da
verilmistir. Kuponlar iizerinde hiicreler, ekzopolisakkarit iplikler ve korozyon
tirtinlerinden olusan biyofilm yapis1 goriilmektedir. EDAX analizleri korozyon

irlinlerinin yiiksek oranda Fe yaninda, S ve P de igerdigini gostermistir.

9) d)

Sekil 4.13 Steril besiortaminda 1 ay bekletilmis ¢elik kuponlarin: a. Stereo mikroskop
resmi, b.c. SEM mikrografi, d. EDAX spektrumu

Celik kuponlarin bazilarinin (Desulfotomaculum sp. No: 5, Desulfotomaculum sp. No:
2, Desulfovibrio sp. No: 2 i¢eren besi ortaminda 1 ay bekletilmis) iizerindeki hiicreler

ve korozyon liriinleri temizlenmis ve korozyon hasar1 sonucu olusan ¢ukurcuklar ortaya
cikmugtir. (Sekil 4.20 — 4.22)
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Sekil 4.14 Desulfotomaculum sp. No: 2 igeren besiortaminda 1 ay bekletilmis tizeri
temizlenmemis ¢elik kuponun: a.b.c.d.e. SEM mikrografi, f.g. EDAX

spektrumu

g)

75

Ea
Ka
Ea
Ka
Ea
Ea
Ka
Ea
Ka

(cis)

3.98
119.37
453.02

4.94

239

1.0&
577.91

1.37

575

. Line Intensity Conc

0.233
5.406
23.807
0.285
0.177
0.08%
£7.534
0.238
1.234
100.000

wt. %
wt %
wt %
wt %
wt. %
wt. %
wt %
wt. %
wt. %
wt. %

Total



g)

Elt.

=1

F

=
Ca
Cr
Mn
Fe
i
Cu

18 s

Line Intensity Conc

Ea
Ea
Ea
Ea
Ea
Ea
Ea
Ea
Ea

{cis)
383 0443
16477 17499
5088 5432
382 0402
401 03542
09z 014
30195 64.516
067 0213
2674 10412

100.000

Sekil 4.15 Desulfovibrio sp. No: 2 igeren besiortaminda 1 ay
temizlenmemis c¢elik kuponun: a.b.c.d.e. SEM mikrografi, f.g. EDAX

spektrumu
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Sekil 4.16 Desulfotomaculum sp. No: 5 igeren besiortaminda 1 ay bekletilmis tizeri
temizlenmemis c¢elik kuponun: a. Stereo mikroskop resmi, b.c.d.e. SEM

mikrografi, f.g. EDAX spektrumu
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Elt

[
51

P

3
Cr
Ivn
Fe
i
Cu

Line Intemsity Conc

Ka
Ka
Ka
Ka
Ka
Ka
Ka
Ka
Ka

{cl&)

20064 0000
385 0499
3385 3972
Sileg 62la
0a4 0082
110 0159
41249 g12ATT
162 0565
288 1231
100.000

wrt. ¥
wit
wt e
wrt. ¥
wrt
wrt. ¥
wrt e
wit
wrt. ¥
wt i Toatal



g)

Elt

Line Intensity

Ka
Ka
Ka
Ka
Ka
EKa
EKa
Ea
Ea

(cis)

238
258.38
1776
324
238
1.57
637.81
4.16
2238

Conc

0.158
15708
1.101
0.187
0.163
0127
76756
0756
5.037
100.000

Sekil 4.17 Desulfotomaculum sp. No: 6 igeren besiortaminda 1
temizlenmemis ¢elik kuponun: a.b.c.d.e. SEM mikrografi, f.g. EDAX

spektrumu
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Sekil 4.18 Desulfotomaculum sp. No: 7 igeren besiortaminda 1 ay bekletilmis tizeri
temizlenmemis ¢elik kuponun: a.b.c.d.e. SEM mikrografi, f.g. EDAX

spektrumu

g)

79

F
3
Ca
Cr
Mn
Fe
Hi
Cu

Line Intensity

KEa
KEa
Ea
Ea
Ea
KEa
Ea
Ea
Ea

{cis)

373
132.37
57771
365
1.73
0.93
13299
293
293

Conc

07748
25.055
12456

nriz

0482

0.310
56.114

1514

2,248

100.000

wt. %
wt. %
wt. %0
wt. %
wt. %
wt. %
wt. %%
wt. %%
wt. %%
wt. %

Total



Elt. Line Intensity Conc
{cis)
51 Ea 344 0380 wto
F Ea 1128.6% 12113 wt%
3  Ea 15741 16374 wt%

Ca EKa 245 D263 wt
Cr Ea 4.14 0565 wt
Mn Ea D00 0000 wt
Fe Ea 316.02 &6%476 wtS
Mi Ea 252 0BEZS wt
g) 100,000 wt.% Total

Sekil 4.19 Desulfotignum sp. No: 1 igeren besiortaminda 1 ay bekletilmis tizeri
temizlenmemis c¢elik kuponun a.b.c.d.e. SEM mikrografi, f.g. EDAX
spektrumu
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Sekil 4.20 Desulfotomaculum sp. No: 5 igeren besiortaminda 1 ay bekletilmis tizeri
temizlenmis c¢elik kuponlarin: a. Stereo mikroskop resmi b.c.d. SEM
mikrografi. Cift yonlii oklar korozyona ugramis bolgeleri gostermektedir
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Sekil 4.21 Desulfotomaculum sp. No: 2 igeren besiortaminda 1 ay bekletilmis tizeri
temizlenmis ¢elik kuponlarin: a. Stereo mikroskop resmi, b.c.d. SEM
mikrografi
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: 0

Sekil 4.22 Desulfovibrio sp. No: 2 igeren besiortaminda 1 ay bekletilmis tizeri
temizlenmis celik kuponlarin: a. Stereo mikroskop resmi, b.c.d. SEM
mikrografi
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4.5 izolatlarin Neden Oldugu Korozyona Biyositlerin Etkisinin Kiitle Kaybi

Yontemiyle Belirlenmesi

Kiitle kaybi1 yontemiyle belirlenen yiliksek korozyon hizina sahip 5 izolat
(Desulfotomaculum sp. No: 5, Desulfotomaculum sp. No: 7 Desulfotomaculum No: 2,
Desulfotomaculum sp. No: 6, Desulfovibrio sp. No: 2) biyosit deneyleri igin
kullanilmistir. Biyosit deneyleri tek tip besiyerinde gerceklestirilmis olup, tiim

izolatlarin 1yi gelistigi asetath piiriivatl besiyeri kullanilmistir.

Biyosit olarak formaldehit ve gluteraldehit etkisi ayr1 ayr1 denenmistir. Celik kupon
bulunmayan besiyerinde mikroorganizma gelisimini durdurabilecek minimum biyosit
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in yiiksek korozyon hizina sahip izolatlardan biri
olan Desulfotomaculum sp. No: 7 ile 6n denemeler yapilmistir. Cizelge 3 de farklhi
konsantrasyonlarda biyosit iceren besi ortaminda bakteri gelisiminin (tiiplerde

siyahlagmanin) gézlenmesi i¢in gegmesi gereken siire gosterilmistir.

Cizelge 4.5 Desulfotomaculum sp. No: 7 gelisimine formaldehit (FA) ve gluteraldehitin

(GA) etkisi
Bakteri Bakteri
Biyosit Konsantrasyon | gelismesi Biyosit Konsantrasyon gelismesi
(mg/L) icin gecen (mg/L) icin gecen
siire (giin) siire (giin)
2.5 1 2.5 1
5 1 5 1
10 1 10 1
20 1 20 1
FA 40 5 GA 40 I
50 >8 50 1
75 >8 75 6
100 >8 100 >8

Biyositler diisiik konsantrasyonlarda (FA i¢in 2.5 - 40 mg/L, GA i¢in 2.5 — 50 mg/L)
bakteri gelisimini engelleyememislerdir. Bu tiirlin planktonik populasyonunun

gelisimini  engellemek i¢cin  gerekli minimum formaldehit ve gluteraldehit
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konsantrasyonu 50 ve 100 mg/L olarak bulunmustur. Korozyon testleri i¢in daha yiiksek
biyosit konsantrasyonlar1 denenmistir. Diislik konsantrasyonlarda biyosit, ¢elik kupon

iceren ortamda bakteri gelisimini engelleyememektedir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 Celik kupon igeren ortamda Desulfotomaculum sp. No: 7 gelisimine
formaldehit (FA) ve gluteraldehitin (GA) etkisi

Bakteri Bakteri
.. | Konsantrasyon | gelismesi . . | Konsantrasyon | gelismesi
Biyosit . Biyosit .
(mg/L) icin gecen (mg/L) icin gecen
siire (giin) siire (giin)
50 1 50 1
75 2 75 1
FA 100 >8 GA 100 1
150 >8 150 5
200 >8 200 >8

Biyosit uygulanmadiginda ortamda ¢elik kupon bulunmasi, hiicre sayisinin % artisini

yaklagik iki katina ¢ikarmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 Biyositsiz ortamda Desulfotomaculum sp. No: 7 gelisimine ¢elik kuponun

etkisi
. Baslangic hiicre Son hiicre sayisi Hiicre sayisindaki
Celik kupon sayis1 x 10’/mL x 107 % artiy
— 10,5 105 900
+ 10,5 191,1 1720

Cizelge 4.6’dan goriildiigii gibi formaldehit i¢in 100 mg/L, gluteraldehit i¢in 200
mg/L’den diisiik konsantrasyonlar bakteri gelisimini engellemekte yetersiz kalmaktadir.
Bu bakimdan belirtilen konsantrasyonlardan daha yiiksek konsantrasyonlarda biyositler

kullanilarak korozyon testleri yapilmistir.
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Secilen 5 izolatla yapilan korozyon deneylerinde 0, 100, 200, 400 mg/L formaldehit, 0,
200, 400, 600 mg/L gluteraldehit kullanilmistir. Cizelge 4.8 ve 4.9°da SRB ile inokule
edilmis, ¢elik kupon ve biyositleri igeren besi ortamlarinda 1 ay inkiibasyon siiresinden

sonra belirlenen hiicre sayilar1 ve % artis1 verilmistir.

Cizelge 4.8 Formaldehit (FA) ve ¢elik kupon igeren ortamda mikroorganizma gelisimi

Baslangic Son hiicre sayis1 x 10’ Hiicre sayisindaki % artis
izolat hiicre 0 100 | 200 | 400 0 100 | 200 | 400
W‘S‘ mg/L mg/L. | mg/L | mg/L mg/L mg/L. | mg/L | mg/L
*10/mL | gy FA | FA | FA FA FA | FA | FA

Desulgétgngégu'“m 19 [231.1| 952 [ 256 | 25 | 11163 | 401 | 347|315

Desulfotomaculum

sp. No: 7 10.5 191.1 | 16.6 | 7.2 | 2.8 1720 | 58.1 0 0

Desulfotomaculum
sp. No: 2 2 17.5 10.1 6.8 6 775 405 240 | 200

e e | 9.7 | 186.6 | 262 | 128 | 102 | 1823 | 1701 | 32 | 5.1

Desulfovibrio sp.

No: 2 10.7 125 12.3 8 4.6 1143 15 0 0

Cizelge 4.9 Gluteraldehit (GA) ve ¢elik kupon i¢eren ortamda mikroorganizma gelisimi

Baslangi¢ Son hiicre sayis1 x 10’ | Hiicre sayisindaki % artis
izolat hiicre 0 [ 200 [ 400 0 200 | 400
sayisi mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L
x10'mL | GA | GA | GA | GA | GA | GA
Desulfotomaculum sp. No: 5 16.5 216.1123.8| 57.5 | 1210 [650.3| 248.5
Desulfotomaculum sp. No: 7 12.6 242 (104.1| 74 1820 |726.1| 487.3
Desulfotomaculum sp. No: 2 8 72 7.5 8.5 800 0 6.25
Desulfotomaculum sp. No: 6 14.5 290 [100.8| 82.6 | 1750 |[595.1| 469.6
Desulfovibrio sp. No: 2 13.6 156.8147.5|113.6 | 1053 [984.5| 735.3

Cizelgelerin incelenmesinden farkli SRB tiirlerinin ve ayn tiiriin farkli izolatlarinin
gelisiminin biyositlerden farkli derecelerde etkilendigi goriilmektedir (Cizelge 4.8).
Artan biyosit konsantrasyonlarinda hiicre sayisindaki % artisin azaldigi goriilmektedir.
Desulfotomaculum sp. No: 7 ve Desulfovibrio sp. No: 2 gelisimi 200 mg/L formaldehit
uygulandiginda tamamen durmustur. Diger izolatlar i¢in 400 mg/L’dan daha yiiksek

konsantrasyonlarin uygulanmasi gerekmektedir. Cizelge 4.9°den de goriildiigii gibi
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mikroorganizma gelisimini engellemekte gluteraldehit, formaldehitten daha az etkilidir.
izolatlarin ¢ogunun gelisimi 400 mg/L gluteraldehitten ¢ok az etkilenmistir. Denenen
daha yiiksek biyosit konsantrasyonlarinda gelisme goriilmedigi igin tabloda yer

verilmemistir.

Cizelge 4.10°da SRB ile inokule edilmis, ¢elik kupon ve farkli konsantrasyonda
biyositleri iceren besi ortamlarinda 1 ay inkiibasyon siiresinden sonra belirlenen
korozyon hizlar1 verilmistir. Bakteri icermeyen biyositli ortamda korozyonun olup
olmadigini belirlemek amaciyla kontrol tiipleri de hazirlanmis ve ayni sekilde inkiibe
edilmistir. Desulfotomaculum sp. No: 2 ve Desulfovibrio sp. No: 2 igeren ortamdaki
korozyon hizi 100 mg/L formaldehit uygulandiginda tamamen durmustur.
Desulfotomaculum sp. No: 6 ve No: 7 i¢in 200 mg/L formaldehit uygulanmasi korozyon
hizin1 0’a distirmiistiir. Bu konsantrasyonda Desulfotomaculum sp. No: 5 in korozyon
hizt da 0’a yaklasmustir. Gluteraldehitin 200 mg/Llik  konsantrasyonu izolatlarin
c¢ogunda korozyon hizim1 ¢ok az disiirmistiir. Desulfotomaculum sp. No: 5 ve
Desulfotomaculum sp. No: 2’ nin korozyon hizi 400 mg/L gluteraldehit uygulanmasi
sonrasi olduke¢a azalmistir. Izolatlardaki korozyon hizim 0’a diisiirmek i¢in 600 mg/L
gluteraldehit uygulanmasi gerekmektedir. SRB’siz ortamda biyosit etkisiyle ger¢eklesen

korozyon ihmal edilebilecek diizeydedir.

Cizelge 4.10 Formaldehitli (FA) ve Gluteraldehitli (GA) celik kuponlu ortamda
korozyon hizlar

Korozyon hizi (mg cmZsaat™) x107
100 | 200 | 400 | 200 | 400 | 600

izolat
Biyositsiz | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L
FA FA FA GA | GA GA
Desulfotomaculum sp. No: 5 31.6 59 | 0.8 0 176 | 1.6 0
Desulfotomaculum sp. No: 7 | 18.3 3.6 0 0 |17.8| 14 0
Desulfotomaculum sp. No: 2 18.1 0 0 0 43 | 53 0
Desulfotomaculum sp. No: 6 | 16.2 4.3 0 0 |165|135] 0
Desulfovibrio sp. No: 2 15.5 0 0 0 13 | 123 0
SRB’siz 4.3 0 0 0 23 | 1.9 | 09
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4.6 Elektrokimyasal Korozyon Ol¢iimleri

4.6.1 Celik oOrneginin korozyonuna demir konsantrasyonunun etkisinin

elektrokimyasal yontemle belirlenmesi

Celik 6rneginin korozyonuna demir konsantrasyonunun etkisinin belirlenmesi amaciyla
elektrokimyasal deneyler 5, 10 ve 100 mg/L FeSO4.7H,O igeren besi ortaminda
gerceklestirilmigtir. Desulfotomaculum sp. No: 5 igermeyen ve igeren ortamlarda
korozyon potansiyeli (Ex,) ve korozyon akim yogunlugu (Iy) degerleri Tafel
ekstrapolasyon yontemiyle belirlenmistir. Korozyon akim yogunlugu (Ixo;) degerleri
Tafel egrisinin dogrusal kisimlarinin korozyon potansiyeline ekstrapolasyonu ile
bulunmustur. Farkli FeSO4.7H,O konsantrasyonlarinda bakteri bulunmayan ve
Desulfotomaculum sp. bulunan ortamlarda elde edilen Tafel egrileri Sekil 4.23 ve

4.24°de verilmistir.
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Sekil 4.23 Disiik alasim ¢eliginin  bakterisiz ortamda, farkli FeSO4.7H,O
konsantrasyonlarinda polarizasyon egrileri
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Sekil 4.24 Diisiik alasim ¢eliginin Desulfotomaculum sp. No: 5 bulunan ortamda 1 giin
inkiibasyon stiresi sonunda, farkli FeSO4.7H,O konsantrasyonlarinda
polarizasyon egrileri

Farkli inkiibasyon siireleri sonunda 5, 10 ve 100 mg/L FeSO4.7H,O ortaminda

hesaplanan Ey,; ve I degerleri Cizelge 4.11°de goriilmektedir.

Cizelge 4.11 Tafel ekstrapolasyon yontemiyle belirlenen Ey,, ve Iy, degerleri

FeS04.7H,0
konsantrasyonu Siire (giin) Eior icor 2
(mV) | (nA/em?)
(mg/L)

Steril besi ortami -700 44.7

0 (Desulfotomaculum sp. inokiile edildi) | -685 44.7

5 1 -685 44.7

3 -695 44.7

5 -680 44.7

7 -695 44.7
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Cizelge 4.11 Tafel ekstrapolasyon yontemiyle belirlenen Exo, ve Iy degerleri (devam)

FeSO4.7H20
k t Sii ( o ) Ekor Ikor
onsantrasyonu ure (gun
y 5 (mV) | (uA/em?)
(mg/L)
Steril besi ortami -670 75.9
0 (Desulfotomaculum sp. inokiile edildi) | -690 60.3
1 -690 67.6
10
3 -680 81.3
5 =700 89.1
7 -680 70.8
Steril besi ortami -645 85.1
0 (Desulfotomaculum sp. inokiile edildi) | -690 70.8
1 -695 112.2
100
3 -698 60.3
5 -700 57.5
7 -700 56.2

Steril ortamda Ey,; ve Ik gibi korozyon parametreleri iizerinde demir
konsantrasyonunun etkisi incelendiginde, artan demir konsantrasyonlarinda, Exor
degerlerinin daha anodik potansiyellere kaydigi, fakat ayni inkiibasyon siireleri i¢in
fazla degismedigi goriilmektedir. FeSO4.7H,O konsantrasyonu 5 mg/L’dan 10 ve 100

mg/L’ ye arttik¢a Ixor degerlerinin steril kiiltlir ortaminda oldukga arttig1 goriilmektedir.

5 mg/L FeSO4.7H,0 igeren ortamda Ey, degerlerinin Desulfotomaculum sp. No: 5

inokiilasyonundan sonra ve 7 giin inkiibasyonu siiresince ¢ok az degistigi, korozyon

akim yogunluklarinin ise inkiibasyon siiresi boyunca degismedigi gorilmiistiir.

Desulfotomaculum sp. No: 5° in 10 mg/L FeSO4.7H,O igeren ortama inokiile
edilmesinden sonra steril ortamla karsilagtirildiginda Ey, degerinin baslangigta daha
katodik degerlere kaydigi goriilmektedir. Zamanla Ey, degeri ¢ok az degismektedir,
ancak bu degisim diizensizdir. Steril ortamda korozyon akim yogunlugu 75.9 pA/cm®
olup, bu deger inokiilasyon aninda 60.3 pA/cm® ye dismiistir. Lo degeri artan
inkiibasyon siiresince artmis ve 5 giin sonunda maksimum degerine (89.1 pA/cm?)
ulagmistir. Korozyon akim yogunlugunda 7 giinliik inkiibasyon sonunda onemli bir

diisiis oldugu goriilmektedir.

90



100 mg/L FeSO4.7H,0 ortaminda Desulfotomaculum sp. No: 5 inokiilasyonu ile Ej
degeri daha katodik degerlere kaymistir. Exor zamanla ¢ok az degismistir. Steril ortama
Desulfotomaculum sp. No: 5 inokiilasyonu Iy, degerlerini diistirmistiir. 1 giinliik
inkiibasyon siiresi sonunda bu calismadaki en yiiksek I degerine (112.2 pA/cm?)
ulagilmistir. 3 giin sonunda korozyon akim yogunlugunun 1. giine oranla oldukca

diistiigii belirlenmistir.

Bu ¢alismada ayrica her deneyin basinda ve sonunda, Fe™ konsantrasyonlarina bagh
olarak bakteri sayilarindaki degismeler belirlenmistir. Bu amagla mikroskobik sayimlar

yapilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12 Farkli FeSO,4.7H,O konsantrasyonlarinda Desulfotomaculum sp. No: 5
hiicre sayisindaki degisim

FeS04.7H,0 . . . )
Baslangic hiicre Son hiicre Hiicre sayisindaki
konsantrasyonu ” 7
sayis1 x 10°/mL sayisi X 10 % artig
(mg/L)
5 1.8 3 66.7
10 1.4 12 757.1
100 1.1 32 2809.0

Fe' konsantrasyonu arttik¢a hiicre sayilarindaki yiizde artislar artmaktadir. Elde edilen
sonuglara gore hiicre sayist en yilksek degerine 100 mg/L FeSO4.7H,O

konsantrasyonunda ulagmustir.

4.6.2 Celik orneginin korozyonuna biyosit etkisinin elektrokimyasal yontemle

belirlenmesi

Desulfotomaculum sp. No: 5” in 1 giinliik inkiibasyonundan sonra en yiiksek korozyon
akim yogunlugu 100 mg/L FeSO4.7H,0 igeren ortamda elde edilmistir. Bu bakimdan
biyosit deneyleri bu ortamda yapilmistir. Birinci grup deneylerde, 50 mg/L formaldehitli
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hazirlanan ve 100 mg/L FeSO4.7H,0 igeren besi ortami 24 saatlik mikroorganizma
kiiltiirii 107 hiicre/mL konsantrasyonunda olacak sekilde inokiile edilmistir. Inkiibasyon

siiresince polarizasyon Olgiimleri alinmistir. Elde edilen Tafel egrileri Sekil 4.25°de

verilmigtir.
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Sekil 4.25 100 mg/L FeSO4.7H,0 igeren besi ortamina 50 mg/L formaldehit (FA) ve
Desulfotomaculum sp. No: 5 eklenmesinden sonra elde edilen polarizasyon
egrileri

Besi ortamina formaldehit ve Desulfotomaculum sp. No: 5 e¢klendikten sonra farkli

inkiibasyon siireleri sonunda hesaplanan Ey,, ve Ix,r degerleri Cizelge 4.13°de goriilmektedir.

Cizelge 4.13 100 mg/L FeSO4.7H,0O igeren besi ortaminda formaldehit (FA) ve
Desulfotomaculum sp. No: 5 eklenmesinin, Exo ve Iy lizerine etkisi

icerik Eor (mV) | Lior (nA/cm?)
besiyeri -685 70.79
besiyeri + 50 mg/L FA -680 63.09
Desulfotomaculum sp. No: 4  eklendigi anda -695 63.09
Desulfotomaculum sp. No: 4 1.giin -680 56.23
Desulfotomaculum sp. No: 4  3.giin -660 50.11
Desulfotomaculum sp. No: 4  5.giin -660 50.11
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100 mg/LL FeSO4.7H,0O ortaminda 50 mg/L Formaldehit eklenmesiyle korozyon hizi
biraz azalmakta, korozyon potansiyelleri Ey, ise biraz daha anodige kaymaktadir.
Desulfotomaculum sp. No: 5 eklenmesinden itibaren bekleme siiresinin artmasiyla

korozyon hizlar1 bir miktar azalirken korozyon potansiyelleri daha anodige kaymaktadir.

Ayni ortamda 50 mg/L gluteraldehit ve Desulfotomaculum sp. No: 5 eklenmesinden
sonra yapilan polarizasyon olgiimlerinden elde edilen Tafel egrileri Sekil 4.26’de

verilmistir.
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Sekil 4.26 100 mg/L FeSO4.7H,0 igeren besi ortamina 50 mg/L gluteraldehit (GA) ve
Desulfotomaculum sp. No: 5 eklenmesinden sonra elde edilen polarizasyon
egrileri

Besi ortamina gluteraldehit ve Desulfotomaculum sp. No: 5 eklendikten sonra farkli

inkiibasyon siireleri sonunda hesaplanan Eyx,, ve Iy, degerleri Cizelge 4.14°de

goriilmektedir.
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Cizelge 4.14 100 mg/L FeSO4.7H,O igeren besi ortaminda gluteraldehit (GA) ve
Desulfotomaculum sp. No: 5 eklenmesinin Ey,; ve Ixor tizerine etkisi

icerik Exor (V) | Ior (nA/cm’)
besiyeri -680 50.11
besiyeri + 50 mg/L GA -660 35.48
Desulfotomaculum sp. No: 4  eklendigi anda -690 44.66
Desulfotomaculum sp. No: 4 1.giin -670 44.66
Desulfotomaculum sp. No: 4 3.giin -670 39.81
Desulfotomaculum sp. No: 4 5.giin =700 39.81

100 mg/L FeSO4.7H,0 iceren besi ortaminda 50 mg/L Gluteraldehit eklenmesiyle
korozyon hiz1 azalmakta, korozyon potansiyelleri Ey, ise biraz daha anodige
kaymaktadir. Desulfotomaculum sp. No: 5 eklenmesinden itibaren, korozyon hizi biraz
artmistir. Fakat bekleme siiresinin artmasiyla korozyon hizlari tekrar azalmistir ve

korozyon potansiyelleri -670 ve -700 arasinda degismektedir.

Biyosit icermeyen 100 mg/L FeSO4.7H,0 igeren besi ortaminda korozyon hizinin 1 giin
icinde en yliksek degerine ulastigi onceki deneylerde belirlenmisti. Ortama biyosit
eklendiginde ve Desulfotomaculum sp. No: 5 bulundugunda 5 giin 6lglim alinmasina

ragmen korozyon hizinin baglangic hizina goére artmadigi goriilmiistiir.

ikinci grup deneylerde ise, besi ortami 6nce, mikroorganizma kiiltiirii ile 10 hiicre/mL
konsantrasyonunda olacak sekilde inokiile edilmistir. 1 giinliik inkiibasyon siiresinden
sonra, korozyon parametrelerine biyosit etkisi 50, 100, 200, 400, 500, 750, 1000, 1500

mg/L konsantrasyonlarinda biyosit eklenerek incelenmistir.

Bu ortamda Desulfotomaculum sp. No: 5 eklenmesinden ve 1 giin sonra cesitli
konsantrasyonlarda  formaldehit eklenmesinden sonra yapilan polarizasyon

Olciimlerinden elde edilen Tafel egrileri Sekil 4.27°de verilmistir.
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Sekil 4.27 100 mg/L FeSO4.7H,0 igeren besi ortamina Desulfotomaculum sp. No: 5 ve
1 giin sonra formaldehit (FA) eklenmesinden sonra elde edilen polarizasyon

egrileri

Bu ortamda belirlenen Ey,, ve I, degerleri Cizelge 4.15° de verilmistir.

Cizelge 4.15 Besi ortamima Desulfotomaculum sp. No: 5 ve formaldehit (FA)
eklenmesiyle belirlenen Ei,, ve I, degerleri

Ortam Exor (mV) | Ior (nA/cm?)
Steril besi ortami1 -650 79.4
0 (Desulfotomaculum sp. inokiile edildi) -680 79.4
1.glin -710 100.0
50 mg/L FA -700 95.5
100 mg/L FA ~700 89.1
200 mg/L FA -690 85.1
400 mg/L FA -700 81.3
500 mg/L FA -700 79.4
750 mg/L FA -700 72.4
1000 mg/L FA -685 70.8
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Cizelge 4.15’den de gorildigi gibi 100 mg/L FeSO4.7H,O ortaminda
Desulfotomaculum sp. No: 5 inokiilasyonu ile Ey, degeri daha katodik degere kaymustir.
Exor Desulfotomaculum sp. No: 5’in 1 giinliik inkiibasyonu sonunda -710 mV degerine
ulagsmigtir. Ortama formaldehit ilavesi Eyor degerini anodik yonde ¢ok az degistirmistir.
Formaldehitin artan konsantrasyonlarda ilavesi Ey, degerini fazla degistirmemistir.
Steril ortama Desulfotomaculum sp. No: 5 inokiilasyonunun Iy, degerine etkisi
goriilmemistir. Bir giinliik inkiibasyon siiresi sonunda en yiiksek Iior degeri 100 pA cm™
olarak bulunmustur. Ortama formaldehit ilavesi ile korozyon akim yogunlugu 1. giine
oranla diigmiistiir. Eklenen formaldehit konsantrasyonunun artmasiyla Iy, degerlerinin
daha da diistiigli goriilmektedir. En diisiik Iy, degeri 1000 mg/L formaldehit iceren
ortamda 70.8 pA cm™ olarak bulunmustur. Ortama daha yiiksek konsantrasyonlarda

eklenen formaldehit Iy, degerlerini diisiirmemektedir.

100 mg/L FeSO4.7H,0 igeren besi ortamia Desulfotomaculum sp. No: 5 eklenmesinden
ve 1 gilin sonra ¢esitli konsantrasyonlarda gluteraldehit eklenmesinden sonra yapilan

polarizasyon Ol¢iimlerinden elde edilen Tafel egrileri Sekil 4.28°de verilmistir.
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Sekil 4.28 100 mg/L FeSO,4.7H,0 igeren besi ortamina Desulfotomaculum sp. No: 5 ve
1 giin sonra gluteraldehit (GA) eklenmesinden sonra elde edilen
polarizasyon egrileri
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Bu ortamda belirlenen Ey,, ve Ixor degerleri Cizelge 4.16° da goriilmektedir.

Cizelge 4.16 Besi ortamma Desulfotomaculum sp. No: 5 ve gluteraldehit (GA)
eklenmesiyle belirlenen Eio, ve I, degerleri

Ortam Eror (mV) | Iior (nA/cm?)
Steril besi ortami -655 89.1
0 (Desulfotomaculum sp. inokiile edildi) -680 79.4
1.giin -705 112.2
50 mg/L GA -705 100.0
100 mg/L GA -700 89.1
200 mg/L GA -700 85.1
400 mg/L. GA -700 75.9
500 mg/L GA -680 74.1
750 mg/L GA -675 70.8

Cizelge 4.16° dan de gorildigi gibi 100 mg/L FeS04.7H,O ortaminda
Desulfotomaculum sp. No: 5 inokiilasyonu ile Eyo degeri daha katodik degerlere
kaymis, 1 gilnlik inkiibasyon sonunda -705 mV degerine ulasmistir. Ortama
gluteraldehit ilavesi Ey, degerlerini ¢ok az degistirmistir. 500 mg/L’den daha yiiksek
konsantrasyonlarda ise Ey, degerlerinin daha anodige kaydigi goriilmektedir. Steril
ortama Desulfotomaculum sp. No: 5 inokiilasyonu Iy, degerlerini diistirmistiir. 1 glinlik
inkiibasyon siiresi sonunda en yiiksek Iy, degeri bulunmustur. Ortama gluteraldehit
ilavesi ile korozyon akim yogunlugu 1. giine oranla diismiistiir. Eklenen gluteraldehit
konsantrasyonunun artmasiyla Iy, degerlerinin daha da distiigi goriilmektedir. En
diisik Ixor degeri 750 mg/L gluteraldehit iceren ortamda 70.8 pA cm™ olarak
bulunmustur. Ortama daha yiliksek konsantrasyonlarda gluteraldehit ilavesi Iior

degerlerini diisirmemektedir.

Deneylerimizde kullanilan iki biyositle elde edilen sonuclarin karsilastirilmasiyla
gluteraldehitin formaldehite goére daha diisiik konsantrasyonlarda korozyon akim

yogunlugunu azaltmada daha etkili oldugu goriilmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tez g¢alismasinda ham petrol su karisimdan alinan 6rneklerin inokulum olarak ve
silfatin elektron alict olarak kullanilmasiyla anaerobik siilfat indirgeyen bakteriler
cesitli besi ortamlarinda zenginlestirilmistir. Zenginlestirilen kiiltiirden agarl petrilere
¢izim yapilmasiyla pek ¢ok SRB izolat: elde edilmistir. Izolatlardan yiiksek H,S iiretimi
goriilenlerin digerlerine gore daha yiiksek korozyon hizina neden olacag: diisiintilerek
(Davis 1967, Hamilton 2003, Videla and Herrera 2005) bu izolatlar segilmistir. Bu
izolatlarin besi ortaminda gelisimi sonucu iretilen demir siilfiiriin karakteristik siyah
rengi gozlenmistir. Cins seviyesinde tanimlanan izolatlarda 5 farkl: tiire rastlanmis olup,
izolatlarin bliylik bir ¢ogunlugu Desulfotomaculum sp.’ye ait suslardir. Kiitle kaybi
deneylerinde segilen tiim izolatlarin korozyona neden oldugu, en yiiksek korozyon

hizina sahip olan izolatin Desulfotomaculum sp. No:5 oldugu belirlenmistir.

Bakterili besi ortaminda 1 ay bekletilmis korozyon kuponlarinin yiizeyi incelendiginde
ylizeyin bakteri, korozyon iiriinleri, ekzopolisakkarit ve diger birikintilerden olusan bir
biyofilm tabakasiyla kaplandigi goriilmiistiir. Bu tabaka temizlendikten sonra SEM ile
incelenmis ve celik yiizeyinde SRB’nin neden oldugu korozyon hasari ortaya ¢ikmustir.

Yiizeyin genel olarak bozundugu ve ¢ok sayida ¢ukurcugun olustugu goriilmiistiir.

SRB izolatlarinin biyokorozyon lizerindeki etki mekanizmasi hakkinda fikir vermesi
acisindan korozyon {irlinlerinin EDAX ile analizi yapilmistir. Analiz sonucu Fe, S ve P
piklerinin olduk¢a yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu durum birikintilerde mikrobiyel
korozyon iiriinlerinden FeS ve demir fosfiirlerin oldugunu gostermektedir. FeS hidrojen
asir1 gerilimini azaltmakta ve katodik depolarizasyona yol agmaktadir (Newman et al.
1991, Lee and Characklis 1993). Demir fosfiirler, demirin aktif ugucu fosfor
bilesikleriyle reaksiyonu sonucu olusmaktadir. Iverson ve Olson’a goére ugucu fosfor
bilesigi SRB aktivitesi sonucu veya hidrojen siilfiiriin ¢evredeki inorganik fosfor

bilesikleriyle reaksiyonu sonucu olusmaktadir (Iverson and Olson 1983).
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Koruyucu FeS tabakasi olusmadiginda veya parcalandiginda, ucucu fosfor bilesikleri
celik ylizeyi ile temas ederek korozyona sebep olmaktadir (Iverson and Olson 1983).
Celigin korozyonu sonucu demir fosfiirler meydana gelmektedir. Calismamizda EDAX
analizinde goriilen biiylik P pikleri, siilfiirler yaninda ugucu fosfor bilesiklerinin de

korozyon reaksiyonlarinda rol aldigini gostermektedir.

Korozyon hizina biyositlerin etkisinin kiitle kayb1 yontemiyle belirlenmesinden once
celik kupon bulunmayan besiyerinde mikroorganizma gelisimini durdurabilecek
minimum biyosit konsantrasyonu arastirilmigtir. Bu amagla yiiksek korozyon hizina
sahip izolatlardan biri olan Desulfotomaculum sp. No: 7 ile 6n denemeler yapilmis ve
bakteri gelisimini engellemek i¢in gerekli biyosit konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
Ancak planktonik (yiizen) SRB populasyonunun gelisimini tamamen durduran biyosit
konsantrasyonlari, kupon bulunan ortamda sesil (tutunan, yapisan) bakterilerin
gelisimini engelleyememiglerdir. Bu durum ¢elik kupon igeren ortamda bakteri
gelisiminin yiiksek olmasi ve biyofilm olugmasiyla ilgilidir. Celik kupon i¢eren ortamda
SRB’nin gelisme hizi kuponsuz ortamdakinin yaklasik iki kat1 kadardir. Kalin biyofilm
tabakas1 olusumu biyositlerin daha i¢ tabakalara diflizyonunu engeller ve biyofilmin i¢

kisimlar1 biyosit etkisinden korunmus olur.

Calismamizda da goriildiigii gibi bakteri tipi, biyosit ¢esidi, ortam sartlari, inkiibasyon
stiresi gibi faktorler biyosit muamelesinin sonuglarini etkilemektedir, ancak biyositler
genel olarak planktonik kiiltiirler lizerinde sesil kiiltlirlere gore daha etkilidir (Gaylarde
and Johnston 1983, Cheung et al. 1994, Cheung and Beech 1996, Rége and Sand 1998).
Gardner and Stewart (2002) biyosit muamelesinin etkinligini siilfiir iretimini 6lgerek
belirlemislerdir. Gluteraldehitin 50 mg/L lik konsatrasyonunun planktonik hiicrelerin
stlfiir tiretimin 143 saat slireyle durdurdugunu, ancak biyofilm reaktoriinde daha ytiksek
dozda uygulanan gluteraldehitin daha az etkili oldugunu gostermiglerdir. Gayosso et al.
(2005) nispeten daha yiiksek dozda (200 mg/L GA) biyosit uygulamis, bu sekilde hem

sesil hem planktonik bakterileri etkisiz hale getirmis ve korozyon hizin1 diistirmiistiir.
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Bu calismada kiitle kayb1 yontemine gore belirlenen biyosit etkinlikleri incelendiginde
formaldehitin denenen tiirlerin gelisimini ve korozyon hizini kontrol etmekte daha etkin
oldugu goriilmiistiir. Ancak uygulanan formaldehit ve gluteraldehit konsantrasyonlari
literatlirdeki benzer ¢aligmalardan daha yiiksektir. Bu calismada kullanilan izolatlarin
olusturdugu kalin biyofilm tabakasinin biyositlere karsi koruyucu olmasmin yaninda
izolat farkliliklarimin da biyositlere kars1 farkli direng gostermelerinde etkili oldugu
diistiniilmektedir. Cevre koruma ve ekonomik konular gézoniinde bulunduruldugunda
kullanilan biyosit miktarinin sinirlandirilmasi gereklidir. Cilinkii biyositler sonugcta
akarsulara veya aritim sistemi sularma karigmaktadirlar (Videla 2002). Petrol
sahalarinda ve endiistriyel su sistemlerinde formaldehit ve gluteraldehit i¢in Onerilen
doz 100 mg/L’den daha disiiktiir (Davis 1967, Videla 2002). Kiitle kayb1 dl¢limleri
sonuclarina goére SRB’lere karst kullanilan formaldehit miktarii 100 mg/L’ye
diistirmek miimkiin olabilir, ¢iinkii bu konsatrasyonda elde edilen korozyon hizlari steril

ortamda elde edilen hizlara yakindir.

Elektrokimyasal korozyon Olclimlerinde ¢elik oOrneginin korozyonuna demir
konsantrasyonunun etkisi 5, 10 ve 100 mg/LL. FeSO4.7H,O iceren besi ortaminda
incelenmistir. Steril ortamda Fe'™ konsantrasyonu arttikca korozyon potansiyelleri daha
anodik degerlere kaymakta ve korozyon akim yogunluklar1 artmaktadir.
Desulfotomaculum sp. No: 5 ile inokiile edilmis, 5 mg/L FeSO4.7H,O ortaminda
korozyon akim yogunluklar1 inkiibasyon siiresince degismemektedir. 10 ve 100 mg/L
FeSO4.7H,0 igeren ortamlarda korozyon akim yogunluklar1 baslangicta diismiis, daha

sonra zamanla artmistir.

Bu degisim su sekilde aciklanabilir: baslangic Iy, degerlerinin ortama
Desulfotomaculum sp. eklenmesiyle azalmasi, aktive edilmis inokiilasyon ortamindan
gelen siilfiir bilesiklerinin elektrot ylizeyini pasiflestirmesiyle gerceklesmis olabilir.
inkiibasyon siiresince Iy, degerlerinin artmasi ortamdaki siilfat iyonlarinin
Desulfotomaculum sp nin metabolik aktivitesi sonucu siilfire indirgenmesi ile
aciklanabilir. Bu sirada yiizeye adsorbe hidrojen ¢elik elektrot ylizeyinden uzaklastirilir.
Bu durumun von Wolzogen Kuhr and van der Vlugt (1934) tarafindan 6nerilen katodik

depolarizasyon mekanizmasi ile meydana geldigi diisiiniilmektedir. Ancak 7 giin sonra
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korozyon akim yogunluklarinin azalmasi, artan siilfiir nedeniyle yiizeyin tekrar
pasiflesmesi ve ortamda besin ve siilfat konsantrasyonlarinin azalmasiyla birlikte
bakteriyel aktivitenin diismesi ile aciklanabilir. Calismamizin sonuglar literatiirdeki
diger bulgularla da uygunluktadir (Fonseca et al. 1998, Rainha and Fonseca 1997, Jung
et al. 2003).

10 mg/L FeSO4.7H,0 ortaminda maksimum korozyon akim yogunluguna 5 giinliik
inkiibasyon periyodundan sonra ulagilmis iken 100 mg/L FeSO4.7H,O ortaminda
maksimum degere 1 giin sonra ulasilmistir. Lee ve Characklis (1993) ve Lee et al.
(1993) tarafindan yapilan calismalarda diisik Fe™ konsantrasyonlarmda gegici ve
yapiskan demir siilfiir filmi nedeniyle korozyon akim yogunluklarmin diisiik oldugu
gosterilmistir. Buna karsilik biyofilm altinda koruyucu bir tabaka olarak bulunan demir
silfiir filmi, demirce zengin ortamlarda olusmaz ve bunun sonucu korozyon akim
yogunluklar1 artar. Bizim calismamizin bulgulari da bu aragtirmacilarin sonuglariyla

uygunluktadir (Lee and Characklis 1993).

Fe™ konsantrasyonu arttik¢a hiicre sayilarindaki yiizde artislar artmaktadir. Marchal et
al. (2001)’e gore SRB’lerin gelisimlerini siirdiirebilmesi igin ortamdaki Fe'
konsantrasyonunun  yiiksek olmasi gereklidir, Fe™ siz ortamlarda gelisme
performanslar1 azalir. Bizim sonuglarimiza gore hiicre sayisi en yiliksek degerine 100
mg/L FeS04.7H,0 konsantrasyonunda ulagmistir. Bu Fe'*’nin, hiicrenin demir iceren
sitokrom, hidrojenaz, stilfit rediiktaz gibi kisimlarinin sentezi i¢in gerekli olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Bu calismada en yiiksek korozyon hizi 100 mg/L FeSO4.7H,0 igeren ortamda (112.2
LA cm?) 1 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda bulunmustur. Bu maksimum degere iki
nedenle ulagilmigtir. Birincisi Lee ve Characklis (1993) tarafindan belirtildigi gibi
korozyon akim yogunluklar1 SRB bulunan demirce zengin ortamlarda artmaktadir.
Ikinci olarak besiyerinde daha yiiksek konsantrasyonlarda demir bulundugunda daha
yiiksek biiyiime oranlar1 elde edilmektedir. Dolayisiyla stilfat indirgeme, katodik
depolarizasyon hizlar1 ve siilfiir bilesiklerinin olusma hizlarinin da daha yiiksek olmasi

ve bunun sonucunda korozyon akim yogunluklarinin artmasi da beklenen bir sonugtur.
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Korozyonda elektrokimyasal yontem kullanilarak biyosit etkisinin belirlenmesi iki
sekilde yapilmustir. Birinci grup deneylerde, biyositli hazirlanan besi ortami SRB ile
inokiile edilmis ve inkiibasyon siiresince Ol¢limler alinmistir. Besi ortamina once
biyosit, sonra Desulfotomaculum sp. No: 5 cklendiginde 5 giin 6l¢iim alinmasina
ragmen korozyon akim yogunlugunun baglangic akim yogunluguna gore artmadigi
goriilmiistiir. Ikinci grup deneylerde besi ortami 6nce mikroorganizma Kkiiltiirii ile
inokiile edilmistir. 1 gilinliik inkiibasyon siiresinden sonra, ortama farklh

konsantrasyonlarda biyosit eklenerek dlgtimler alinmistir.

Ortama biyosit ilavesi ile korozyon akim yogunlugu 1. giine oranla diigmiistiir. Eklenen
biyosit konsantrasyonunun artmasiyla Iy, degerlerinin daha da diistiigli goriilmektedir.
Deneylerimizde kullanilan iki biyositle elde edilen sonuclarin karsilastirilmasiyla
gluteraldehitin formaldehite goére daha diisiik konsantrasyonlarda korozyon akim
yogunlugunu azaltmada daha etkili oldugu goriilmektedir. Elektrokimyasal 6l¢iimlerde
en diisik korozyon hizi 750 mg/L’lik gluteraldehit konsantrasyonunda
gerceklesmektedir. Etkili olan biyosit konsantrasyonunun ¢ok yiliksek olmasi
mikroorganizmanin gelisimi icin yeterince uzun siire beklememiz ve bu siirede hiicre

sayisinin ¢ok artmasindan kaynaklanmaktadir.

Oysa bu deger uluslar aras1 ¢evre koruma orgiitlerinin gluteraldehit i¢in kullanilmasina
miisaade ettigi 50 mg/L’lik konsantrasyon sinirinin ¢ok iistiindedir (Videla 2002). Bu
konsantrasyonlarda biyositin petrol sahalarinda kullanilmasi uygun degildir. Ancak
bulgularimizda 100 mg/L’lik gluteraldehit konsantrasyonunda steril besi ortamindaki
korozyon hizi elde edilmistir. Bu nedenle 100 mg/L gluteraldehitin etkili oldugunu
sOyleyebiliriz. Biyosit olarak denenen formaldehit i¢in ise 1000 mg/L’lik
konsantrasyonlara c¢ikildiginda Iy, degerleri 6nemli Ol¢lide diismekle beraber 500
mg/L’lik formaldehit konsantrasyonunda steril besi ortamindaki korozyon akim
yogunlugu bulunmustur. Dolayistyla 500 mg/L’lik formaldehit konsantrasyonunun
etkili oldugu goriilmektedir. Bu sonuglara gore ¢alistigimiz kosullarda biyosit olarak

gluteraldehit kullanilmas1 daha uygundur.
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Elektrokimyasal polarizasyon Olgiimlerine gore gluteraldehitin  korozyon hizini
diisiirmede daha etkili oldugu bulunmustur. Ancak kiitle kaybi yOntemine gore
formaldehit daha etkilidir. Bu fark biyosit deneylerinde kullanilan besi ortaminin demir
konsantrasyonlarinin  farkli olmasindan kaynaklanmis olabilir. Elektrokimyasal
polarizasyon Ol¢iimlerinde diisiik demirli ortam tercih edilmistir, ¢ilinkii yapilan 6n
denemelerde yiiksek oranda demir igeren ortamda bakteri gelisimi sonucu ¢ok fazla FeS
tretilmistir. Olusan demir siilfiir ¢okeltileri elektrot yilizeyini hemen kapatmakta ve
akim ge¢mesini engelleyerek 6l¢iim alinmasini zorlagtirmaktadir. Bu bakimdan yiiksek
demirli ortamda biyosit etkinligi elektrokimyasal olarak belirlenememistir.
Elektrokimyasal polarizasyon 6l¢timleri 100 mg/L FeSO4.7H,0 igeren besi ortaminda,
kiitle kayb1 ol¢limleri 500 mg/L. FeSO4.7H,0 iceren besi ortaminda gergeklesmistir.
Formaldehit yiiksek demirli ortamda daha etkin veya gluteraldehit diisiik demirli
ortamda daha etkin olabilir. Ayrica elektrokimyasal deneylerde olgiimlerden oOnce
elektrot yiizeyinin temizlenerek parlatilmasi gerekmektedir. Aksi halde ylizeyde
bulunan safsizliklar ylizeyi kapatarak akim yogunlugunu azaltir ve dogru sonug
alinmasi1 engeller. Dolayisiyla yiizey temizlendigi icin bakterili ortamda alinan
Ol¢iimlerde elektrot yiizeyinde olusan tabaka metal kuponlardaki tabakaya oranla daha
incedir. Bu bakimdan gluteraldehit kalin biyofilm tabakasi olusmadigi ig¢in
elektrokimyasal dl¢limlerde daha iyi sonug¢ vermis olabilir. Ancak bu konuda yapilmis

bir aragtirmaya literatiirde rastlanmamustir.

Anaerobik bakterilerin yol actigi mikrobiyel korozyon literatiirde pek ¢ok caligmanin
konusu olmakla beraber, farkli tip bakterilerin izolasyonu ve korozyon etkilerinin
arastirilmast bugiin ve gelecekte disiplinlerarasi bir inceleme alani olusturacaktir.
Calismalarin biiyiik bir kismi1 Desulfovibrio tiirlerinin korozyondaki etkileri iizerinde
yogunlagmistir (Crombie et al. 1984, Weimer et al. 1988, Czechowski et al. 1990,
Fonseca et al. 1998, Feio et al. 2000, Rao et al. 2005, Padilla-Viveros et al. 2006), buna
karsilik Desulfotomaculum tiirlerinin ve diger tiirlerin korozyondaki etkisi hakkinda
literatiirde pek az ¢alisma vardir (Ramesh Kumar et al. 1999, Ren and Wood 2004). Tez
calismamiz korozyonda etkin SRB tiirlerinin belirlenmesi ve denenen biyositlerin
Tirkiye’deki petrol sahalarinda da uygulamalarimin yapilmasi i¢in 6ncii bir ¢alisma

Ozelligini tasimaktadir. Yapilan bu ¢alismada 6zellikle Desulfotomaculum sp. igeren
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ortamlarda ¢eligin korozyonu ve bu korozyon hizina iki ayr1 biyositin etkisinin
incelenmesi, literatiir ve Dbilim diinyasina katkilar  sagliyacaktir, ancak
Desulfotomaculum tiirlerinin ve diger tiirlerin korozyondaki etkisi ile ilgili ¢alismalarin
azligl, bu konuda daha pek c¢ok arastirma yapilmasinin gerekliligini de ortaya

koymaktadir.
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