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OZET

DOKTORA TEZI

UCAK YAKIT DEPOLARINDA MiKROBiYOLOJiK KOROZYONDAN
SORUMLU BAKTERI TURLERININ VE KOROZIiF ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Simge ARKAN OZDEMIR

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Biyoloji Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Esra SUNGUR
I1. Damsman: Prof. Dr. Nurhan CANSEVER

Ugak yakitlari, rafineri siirecinde steril olmalarma ragmen, hava ve su yoluyla ya da yakit
sistemleri ile temas sonrasinda mikroorganizmalar ile kontamine olabilmektedirler. Y akittaki
mikrobiyal komiinitenin baskin tyeleri, askeri ve sivil ucaklarda kullanilan farkli yakit
tiplerinin bilesimine bagh olarak degisiklik gostermektedir. Yolcu ugaklarinda en sik tercih
edilen Jet A-1, ugak yakit tanklarindaki mikroorganizmalar tarafindan karbon kaynagi olarak
kullanilan kerosen tip bir yakit gesitidir. Yakittaki hidrokarbonu aerobik olarak indirgeyebilme
ve bir enerji kaynagi olarak kullanabilme yeteneginde olan bakteriler, su, azot kaynagi ve
mineral gibi ihtiyaglarini da yakit tanklarinin tabaninda yogunlasarak biriken sudan saglayarak,
yakitta ve yakitla temasta bulunan tank yiizeylerinde kontrolsiiz olarak ¢ogalarak biyofilm
tabakasi olusturabilmektedir. Bu biyofilm, yakit tankinda mikrobiyolojik olarak indiiklenen
korozyona (MIC) yol acgabilecek mikroorganizmalara habitat saglayarak, yiksek bakim
maliyetlerine ve ciddi giivenlik sorunlarina neden olabilmektedir.

Gilinlimiize kadar yapilan arastirmalarda, ucak yakitlarinin kontaminasyonundan sorumlu
oldugu rapor edilen baz1 bakterilerin, farkli calismalarda mangani1 (Mn’yi) okside ederek enerji
elde etme yetenegine sahip olduklari rapor edilmistir. Bununla birlikte, jet A-1 yakitindan izole
edilen bakterilerin Mn oksitleme yeteneklerinin arastirildigi herhangi bir ¢aligmaya
rastlanilmamstir. Mangan okside eden bakteriler (MOB’ler), ¢dziinebilir Mn iyonlarmi (Mn*?)
biyotik olarak oksitleyerek metal yiizeyinde katt Mn oksitler (MnOx’ler) meydana
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getirmektedirler. MnOx’ler ile metal ylzey arasinda olusan galvanik ¢iftin yarattig
elektrokimyasal etkiler metalin korozyonuna neden olmaktadir. MnOx birikintileri ayrica,
diferansiyel havalandirma hiicrelerinin olusumuna neden olarak, MIC’den sorumlu
anaeroplarin ¢ogalmasini da desteklemektedir. Bu nedenle, ucak yakit tanklarindaki MIC’in
azaltilabilmesi/engellenebilmesi agisindan, yakittan izole edilen ve aktif olarak Mn okside etme
yetenegindeki MOB’lerin ve bunlarin ucak yakit deposu malzemesi olan aliiminyum alagimina
korozif etkilerinin arastirilmas1 6nem arz etmektedir.

Bu tez galismasi kapsaminda esas olarak, yolcu u¢agindan alian jet A-1 tip yakit 6rneginden
aktif olarak Mn okside eden bir bakterinin izole edilmesi ve bu bakterinin ugak yakit tanklarinda
siklikla kullanilan 7175-T7351 aliminyum alasimi (zerine mikrobiyolojik korozyon
davranisimin arastirilmasi hedeflenmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda, aktif olarak ucus gergeklestiren ve bakim siirecinde olan yolcu
ucagindan jet A-1 tip yakit 6rnegi alinmis ve bu 6rnekten 3 adet MOB izolat1 elde edilmistir.
Bu izolatlar arasindan, MOB’lere spesifik besiyerlerindeki biiylimeleri ve Mn oksitleme
aktivitelerine gore en aktif olan1 secilmistir. Segilen izolatin polifazik taksonomik yaklagim ile
tir diizeyinde tanimlamasi yapilmistir. Klasik taksonomik ve genotipik yontemlere ek olarak,
kemotaksonomik ve ileri genotipik analizler de gergeklestirilerek, MOB izolatinin
Sphingomonadaceae ailesi icinde yeni bir cins bakteri oldugu tespit edilmistir. JETA1-E2
olarak kodlanan susun yeni bir cins ve tiir olarak ilani igin validasyon siireci devam etmektedir.

Korozyon deneylerinin 0Oncesinde, farkli Mn konsantrasyonlarinda hazirlanan iki farkli
besiyerinde JETA1-E2 susunun en yogun biiyiime ve Mn oksit iiretimi gosterdigi besiyeri ve
Mn konsantrasyonu arastirilmigtir. 1 g/l final Mn konsantrasyonuna sahip Mn Broth besiyeri
JETA1-E2 susunun biiylimesini simirlandirmayan ve en yiiksek Mn oksit {iretimini saglayan
besiyeri olarak belirlendiginden, ilk MIC deneyleri (deney diizenegi 1) bu ortamda, 7175-
T7351 aliiminyum alasimli kuponlar ile gerceklestirilmistir. Bakteriyolojik ve gravimetrik
analizlerin yani sira baz1 kimyasal parametrelerin de tespiti ile elde edilen veriler, final Mn
konsantrasyonu 1 g/l olan diizenekte aliiminyum kuponlar varliginda, JETA1-E2 susunun
cogalabildigi, Mn oksit tretimi gerceklestirebildigi ve kuponlarin korozyonuna yol agabildigini
gostermistir. Bununla birlikte, mikrobiyal etkinligin aynt Mn konsantrasyonundaki kupon
icermeyen ortamdakine gore azaldigi belirlenmistir. Bu durumun aliiminyum alasimhi
kuponlarin korozyonu sonucu deney ortamina katilan Al iyonlarm, bakteriye inhibitor etki
gostermesinden kaynaklanabilecegi diisiiniilerek, deney diizeneginde kiiltiir ve biyofilm ile
kontrol diizeneginde besiyeri ve film igerigindeki Al konsantrasyonlar1 indiiktif olarak eslesmis
plazma- kiitle spektrometresi (ICP-MS) analizi ile tespit edilmistir. Sonugclardaki Al
konsantrasyonlar ile iligkili olarak final konsantrasyonlar1 0.004 - 4 g/l araligindaki Al ve final
konsantrasyonlar1 0, 0.5, 1 ve 2 g/l Mn ile minimum inhibitdr konsantrasyonu (MiK) deneyleri
gergeklestirilmistir. Boylece JETA1-E2 susunun 7175-T7351 aliminyum alasimi {izerine MIC
davranigini arastirmak i¢in 0.5 g/l final Mn konsantrasyonuna sahip Mn Broth besiyerinde MIC
deneylerinin (deney diizenegi 2) gergeklestirilmesinin daha uygun oldugu belirlenmistir.

0.5 g/l final Mn konsantrasyonu ile JETAL-E2 susu ve 7175-T7351 aluminyum alagiml
kuponlar varliginda kurulan deney diizenegi 80 giin siiresince isletilmis ve belirli glinlerde (6,
13, 25, 40, 60, 75 ve 80. giin) diizenekten ¢ikarilan kuponlardan bakteriyolojik ve gravimetrik
analizler ile MnOx ve Mn*?2 tespiti ve kiiltirden ise bakteriyolojik analiz ve bazi1 (MnOx, Mn*2,
CI' ve pH) fizikokimyasal parametrelerin tespiti gerceklestirilmistir. Son 6rnekleme giiniinde
sistemden ¢ikarilan kupondan, biyofilm ve korozyon iiriinlerinin tespiti i¢in goriintiilleme
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(taramali elektron mikroskobu (SEM) ve enerji dagilim spektroskopisi (EDS)) ve
karakterizasyon (X-1s1m1 fotoelektron spektroskopisi (XPS)) analizleri yapilmistir. Bakteri
icermeyen ancak bire bir ayn1 kosullarda hazirlanan kontrol diizenegi de deney diizenegine
senkronize sekilde isletilmis ve bu diizenekten de ayni analizler gergeklestirilmistir. Deneyler
sonucunda JETA1-E2 susunun 80 giin boyunca aktif olarak ¢ogaldigi, Mn oksidasyonu yaptigi
ve karbonhidrat iirettigi belirlenmistir. Deney siiresince, kiiltiirdeki Mn*? konsantrasyonunun
anlamli derecede diistligli tespit edilmistir (p<0.01). Deney siresince kiiltiirdeki kuponlarin
agirhik kayiplarinin zamanla arttigi saptanmig (p<0.01) ve deney sonunda JETA1-E2 susuna
maruz kalan 7175-T7351 aliminyum alasiminin kontrol ortamindakinden 2.15 kat daha fazla
korozyona ugradigi belirlenmistir. Deney sonunda gergeklestirilen makroskobik inceleme ile
kupon ylizeyinde olusan biyofilm tabakasinda kahverengi birikintiler oldugu, ytizeyde tiiberkiil
olustugu ve tiiberkiiliin altinda oyuk meydana geldigi saptanmistir. SEM analizleri bakterinin
hem kupon yiizeyinde korozyon {iriinleri ile birlikte ve daginik halde hem de tiiberkiil altindaki
oyukta kiimeler halinde yogun bir sekilde bulundugunu gostermistir. EDS analizleri oyuk
icersinde yogun miktarda Cu bulundugunu gostermistir. XPS analizleri ise JETAL-E2 susunun
varliginda ¢esitli MnOx’ler ve alasimdan ¢6ziinen metal iyonlari ile olugan oksitlerin varligini
ortaya koymustur. MnO2, Mn203 ve Mn304 bilesikleri sadece bakterili ortamda tespit edilmistir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi ile ilk kez, mangan okside eden bir bakterinin ugak yakit tank
malzemesi olan 7175-T7351 aluminyum alasimimi mikrobiyolojik olarak korozyona ugrattigi
rapor edilmistir. Dahasi, mangan okside etme yetenegi tespit edilen bu izolatin
Sphingomonadaceae ailesi iginde yeni bir cins oldugu polifazik taksonomik yaklasimla ortaya
konmustur.

Haziran 2024, 199 sayfa.

Anahtar kelimeler: Mangan okside eden bakteriler (MOB’ler), Sphingomonadaceae, Jet A-1
ucak yakiti, Mikrobiyolojik olarak induklenen korozyon (MIC), 7175-
T7351 aliminyum alagimi.
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Aircraft fuels, although sterile during the refining process, can be contaminated with
microorganisms through air and water or after contact with fuel systems. The dominant
members of the microbial community in fuel vary depending on the composition of the different
fuel types used in military and civil aircraft. Jet A-1, most commonly used in passenger aircraft,
is a kerosene-type fuel used as a carbon source by microorganisms in aircraft fuel tanks.
Bacteria, which are capable of aerobically reducing the hydrocarbon in the fuel and using it as
an energy source, can provide their needs such as water, nitrogen source and minerals from the
water that condenses and accumulates at the bottom of the fuel tanks and multiply
uncontrollably in the fuel and on the tank surfaces in contact with the fuel, forming a biofilm
layer. This biofilm provides a habitat for microorganisms that can cause microbiologically
induced corrosion (MIC) in the fuel tank, leading to high maintenance costs and serious safety
ISsues.

In research conducted to date, it has been reported that some bacteria reported to be responsible
for the contamination of aircraft fuels have the ability to obtain energy by oxidizing manganese
(Mn) in different studies. However, there have not been any studies in which the Mn oxidation
abilities of bacteria isolated from jet A-1 fuel have been investigated. Manganese oxidizing
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bacteria (MOB) form solid Mn oxides on the metal surface by biotically oxidizing soluble Mn
ions. The electrochemical effects of the resulting Mn oxides created by the galvanic pair formed
between them and the metal surface corrodes the metal to corrosion. Mn oxide deposits also
supports the proliferation of anaerobes responsible for MIC by causing the formation of
differential aeration cells. Therefore, it is important to investigate MOBs isolated from fuel and
capable of actively oxidising Mn and their corrosive effects on aluminium alloy, which is the
material of aircraft fuel tanks, in order to reduce / prevent MIC in aircraft fuel tanks.

Within the context of the thesis, it was aimed to investigate the microbiological corrosion
behaviour of a bacterial isolate, isolated from a jet A-1 type fuel sample taken from a passenger
aircraft and capable of actively oxidising Mn, on 7175-T7351 aluminium alloy, which is
frequently used in aircraft fuel tanks.

Within the scope of the thesis study, a jet A-1 type fuel sample was taken from a passenger
aircraft that was actively flying and under maintenance and 3 MOB isolates were obtained from
this sample. Among these isolates, the most active one was selected according to their growth
on Mn-specific media and Mn oxidizing activity. The most active isolate was identified to
species level by polyphasic taxonomic approach. In addition to classical taxonomic and
genotypic methods, chemotaxonomic and advanced genotypic analyses were also performed,
and it was determined that the MOB isolate is a new genus of bacteria within the
Sphingomonadaceae family. The validation process for the declaration of the strain encoded as
JETAL-E2 as a new genus and species is ongoing.

Before the corrosion experiments, the medium and the Mn concentration in which the JETA1-
E2 strain showed the most intense growth and Mn oxide production were investigated in two
different media prepared at different Mn concentrations. Since Mn Broth medium with 1 g/l
final Mn concentration was determined as the medium that did not limit the growth of JETA1-
E2 strain and provided the highest Mn oxide production, the first MIC experiments
(experimental setup 1) were carried out in this medium with 7175-T7351 aluminum alloy
coupons. The data obtained by bacteriological and gravimetric analyses as well as the
determination of some chemical parameters showed that the JETAL1-E2 strain was able to
multiply, produce Mn oxide and cause corrosion of the coupons in the presence of aluminium
coupons in a setup with a final Mn concentration of 1 g/l. However, it was determined that the
microbial activity decreased compared to that in the coupon-free environment of the same Mn
concentration. Considering that this may be due to the inhibitory effect of Al ions added to the
experimental medium as a result of corrosion of aluminium alloy coupons, Al concentrations
in the culture and biofilm in the experimental setup and in the medium and film in the control
setup were determined by inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS) analysis.
In relation to the Al concentrations in the results, minimum inhibitor concentration (MIC)
experiments were performed with Al final concentrations in the range of 0.004 - 4 g/l and final
concentrations of 0, 0.5, 1 and 2 g/l Mn. Thus, it was determined that conducting MIC
experiments (experimental setup 2) in an Mn Broth medium with a final Mn concentration of
0.5 g/l is more appropriate to investigate the MIC behavior of the JETA1-E2 strain on 7175-
T7351 aluminum alloy.

Lab-scale test system with a final Mn concentration of 0.5 g/l was set up in the presence of
JETAL-E2 strain and 7175-T7351 aluminium alloy coupons, and was operated for 80 days.
Bacteriological and gravimetric analyses as well as determination of MnOx and Mn*? were
performed from the coupons removed from the test system on certain sampling days (6, 13, 25,
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25, 40, 60, 75 and 80 days) and bacteriological analysis and determination of some
physicochemical parameters (MnOx, Mn*2, Cl- and pH) were performed from the culture. Last
sampling day, the coupon removed from test system for detection of biofilm and corrosion
products by imaging (scanning electron microscopy (SEM) and energy dispersive spectroscopy
(EDS)) and characterization (X-ray photoelectron spectroscopy (XPS)) analyses The control
system, which did not contain bacteria but was prepared under the same conditions, was also
operated in a synchronous manner and the same analyses. As a result of the experiments, it was
determined that JETAL1-E2 strain actively proliferated, oxidized Mn and produced
carbohydrates for 80 days. During the experiment, it was found that the Mn*2 concentration in
the culture decreased significantly (p<0.01). It was determined that the weight loss of the
coupons in the culture increased with time during the experiment (p<0.01) and at the end of the
experiment, it was determined that the 7175-T7351 aluminium alloy exposed to JETA1-E2
strain corroded 2.15 times more corrosion than in the control environment. With the
macroscopic examination performed at the end of the experiment, it was determined that there
are brown deposits in the biofilm layer formed on the coupon surface, tubercle is formed on the
surface and a cavity is formed under the tubercle. SEM analyses showed that the bacteria were
present both on the coupon surface with corrosion products and dispersed, and in the cavity
under the tubercle densely and embedded in extracellular polymeric substances (EPS). EDS
analyses showed that Mn element was not detected in the cavity, while Cu was detected in large
amounts. XPS analyses revealed the presence of various Mn oxides and oxides formed by metal
ions dissolved from the alloy in the presence of JETA1-E2 strain.

As a result, with the thesis, it has been reported for the first time that a manganese oxidizing
bacterium microbiologically corrodes aluminum alloy 7175-T7351, which is an aircraft fuel
tank material. Moreover, the polyphasic taxonomic approach revealed that the manganese
oxidizing isolate is a new genus within the Sphingomonadaceae family.

June 2024, 199 pages.

Keywords: Manganese oxidizing bacteria (MOB), Sphingomonadaceae, Jet A-1 aircraft fuel,
Microbiologically induced corrosion (MIC), 7175-T7351 aluminum alloy.
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1. GIRIS

Ugak yakitlar1 farkli uygulamalar (1sitma, karayolu tagimaciligi vb.) igin kullanilan yakitlardan
daha yiiksek kaliteye sahip Ozel yakit tiirleridir. ilk iiretildikleri rafineri siirecinde steril
olmalarina ragmen, hava ve su yoluyla ya da yakit sistemleri ile temas sonrasinda,
mikroorganizmalar ile kontamine olabilmektedirler (Hemighaus ve dig., 2006). Jet A-1 yakiti,
yolcu ucaklarinda en sik tercih edilen kerosen tip yakit ¢esitlerindendir. Kerosen, ugak yakit
tanklarinda, mikroorganizmalarin gelismeleri i¢in ihtiya¢ duyduklari ana karbon kaynagidir.
Mikroorganizmalar su, nitrojen kaynagi ve mineral besinler gibi diger ihtiyag¢larini ise yakit
tanklarinin tabaninda yogunlasarak biriken sudan saglamaktadirlar (Iannuzzi ve Rosales, 2003).
Yakaittaki hidrokarbonu aerobik olarak indirgeyebilme ve bir enerji kaynagi olarak kullanabilme
yeteneginde olan bakteriler, ugak iskeletine tutunarak biyofilm tabakasi olusturmakta ve ugak

yakitindaki besinler, kullanarak metabolik ihtiya¢larin1 karsilamaktadirlar.

Biyofilm, metaller de dahil olmak iizere farkli malzemelerin yiizeylerine veya birbirlerine
tutunan mikrobiyal hiicrelerin, kendileri tarafindan salgilanan hiicre dis1 polimerik maddelerden
(EPS’den) olusan bir matris iginde yapilanmis sekilde topluluk halinde yasamasina olanak
tantyan ii¢ boyutlu bir yapidir (Donlan ve Costerton, 2002; Flemming ve dig., 2016; Azeredo
ve dig., 2017). Biyofilm olusumu, biyofilm/metal arayiiziinde degisikliklere ve radikal
elektrokimyasal degisikliklere neden olabilir. Bu degisiklikler, sirasiyla biyofilm igindeki
mikrobiyal metabolik ve solunum faaliyetleri nedeniyle 6zellikle pH ve ¢ozlinmiis oksijen
konsantrasyonunu etkiler (Telegdi ve dig., 2020). Kimyasal ve biyolojik reaksiyonlarin katalize
edilmesi ile birlikte, basta biyolojik bozunma sonucu ilgili ortamin sartlarinin degismesine ve
sonrasinda da metallerin yiizeyinde “mikrobiyolojik olarak desteklenen korozyon
(Microbiologically Influenced Corrosion - MIC)” olusumuna neden olarak ciddi hasarlara yol
acabilmektedirler (Xu ve dig., 2017). MIC, mikroorganizmalarin anodik ve/veya katodik
reaksiyonlar1 baglatarak, hizlandirarak ve hatta kolaylastirarak dahil oldugu elektrokimyasal bir
slire¢ olarak tanimlanmaktadir (Ford ve Mitchell, 1990; Natarajan, 2013). Mikrobiyal
korozyon, kiiresel 6l¢ekte yilda 30 ile 50 milyar dolarlik toplam korozyon maliyetinin, yaklasik
%20’si olarak tahmin edilen 6nemli maliyetler yaratan kiiresel bir endiseyi temsil etmektedir.
Bunun 400 milyon dolar1 Almanya ve 100 milyon dolardan fazlas1 ise Ingiltere tarafindan beyan
edilmektedir (Skovhus ve dig., 2017; Guo ve dig., 2018; Fytianos ve dig., 2020).



Mikrobiyolojik korozyon neredeyse tiim ekosistemlerde meydana gelebilir ve farkli birgok
endustriyel sektérdeki ekipman ve altyapiy1 etkileyebilmektedir. Gaz ve petrol endiistrisi basta
olmak iizere, havacilik yakit sistemleri, liman tesisleri ve su sistemleri bunlarin basinda

gelmektedir (Videla, 2002; Dai ve dig., 2016; Aktas ve dig., 2017; Rhoads ve dig., 2017).

Ucgak yakitlarini kontamine ederek ugak yakit depolarinda bulunan mikroorganizmalar arasinda
belirli bakteri ve fungus gruplari iizerine yogunlagilmis olmasina ragmen, mikrobiyal
komiinitenin baskin iiyeleri yakit bilesimine bagli olarak degisiklik géstermektedir (Christopher
ve dig., 2005). Son yillarda yapilan ¢alismalar havacilik yakiti 6rneklerinde bakteri tiirlerinin
funguslara gore daha baskin oldugunu goriilmektedir (Hu ve dig., 2019; Samuel ve dig., 2015;
Rauch ve dig., 2006). Bu ¢esitliligin igerisinde mikrobiyolojik korozyondan sorumlu olmalari
ile taninan stilfat indirgeyen bakteriler (suphate reducing bacteria, SRB’ler), demir okside eden
bakteriler (iron oxidizing bacteria, IOB’ler), mangan okside eden bakteriler (manganese
oxidizing bacteria, MOB’ler), asit tireten bakteriler (acid producing bacteria, APB’ler)
bulunmaktadir (Rauch ve dig., 2006; Lv ve Du, 2018; Vejar ve dig., 2016; Jia ve dig., 2018).
Bu calismalarda ugak yakitlarinin kontaminasyonundan sorumlu oldugu belirtilerek cins
ve/veya tiir diizeyinde rapor edilen bazi bakterilerin (Sphinogmonas sp., Bacillus sp.,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter vb.), farkli ¢alismalarda mangan (Mn) okside ederek
enerji elde etme yetenegine sahip oldugu da rapor edilmistir (Ridge ve dig., 2007; Cerrato ve
dig., 2010; Li ve dig., 2016). Bununla birlikte, jet A-1 yakitindan izole edilen bakterilerin Mn

oksitleme yeteneklerinin aragtirildig1 herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamustir.

MOB’ler, yogun olarak oksik ve anoksik ara yiizeylerde olmak tizere; ferromanganez
nodiillerinden denizlere, volkanik taglardan ¢6llere kadar genis bir jeografik alana yayilmakla
birlikte boru hatlari, depolama tanklar1 ve hidroelektrik santralleri gibi endiistiryel ortamlarda
da bulunmaktadirlar (Tebo ve dig., 2005; Lane, 2005). Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes ve Proteobacteria’dan olusan 4 farkli bakteri filumunda yer alarak, filogenetik
olarak yayginlik ve ¢esitlilik gosteren bir topluluktur (Tebo ve dig., 2005; Zhou ve Fu, 2020).
Aerobik olarak treyen, heterotrofik bakterilerdir. Bakterilerin neden Mn okside ettigi konusu
tizerine farkli teoriler bulunmaktadir. Bunlardan en yaygini, Mn’nin bakteriler tarafindan
okside edilerek enerji tiretimi i¢in kullanildig: teorisidir. Ancak, bunu dogrudan kanitlayan

veriler eksiktir ve konu hala arastirma gerektiren agik bir alan olarak kabul edilmektedir.



Mn oksitleme sistemlerinin mikrobiyal oksidasyon, redoks dengesi ve atik metabolizmasi gibi
bir dizi karmasik siireci i¢erdigi bilinmektedir. Ayrica, enerji Uretimi, elektron alimi veya
verimi, hiicre duvarinin korunmasi gibi fonksiyonlarinin yani sira korozyon iizerinde etkisi
onemlidir. Temel prensipte MOB’lerin, ¢dziinebilir Mn iyonlarim (Mn*?) oksitleyerek metal
ylizeyinde katt Mn oksitleri meydana getirdikleri, kati haldeki Mn oksitin de Mn*?’ye geri
indirgendigi ve metalde katodik reaksiyon gergeklestirerek korozyona yol agtig1 bilinmektedir
(Hakkarainen, 2003). Dahasi, Mn oksit birikintilerinin diferansiyel havalandirma hiicrelerinin
olusumuna neden olarak, mikrobiyolojik korozyondan sorumlu SRB’lerin ve diger anaeroplarin
cogalmasini tesvik edebilecegi de rapor edilmistir (Wiatr, 2008; Dickinson ve Wiatr, 2013).
Bununla birlikte, MOB’lerin farkli metallerde neden oldugu mikrobiyolojik korozyonu rapor
eden caligmalar bulunmasina ragmen (Geiser ve dig., 2001; Rajasekar ve dig., 2007,
Maruthamuthu ve dig., 2011), ugak yakit depo malzemesi olan aliiminyuma MOB’lerin korozif
etkisinin arastirildig1 herhangi bir ¢alismaya literatiirde rastlanilmamistir. Literatiirde, mevcut
tez caligmasi ile dogrudan iliskili olan tek ¢alisma Vejar ve dig. (2016)’nin, C130 ugak ana
yakit tankinin tahliye vanasindan izole ettikleri Bacillus megaterium’un, aliiminyum alagimi
7075’e korozif etkisini arastirdiklar1 ¢alismadir. Ancak, bakterinin Mn okside etme yetenegi
veya Mn oksidasyonunun korozyona etkisi ile ilgili herhangi bir bilgi rapor etmedikleri
goriilmiistiir. Tlim bu veriler 15181nda, genel olarak mikrobiyolojik korozyon ile iliskilendirilen
MOB’lerin, Mn okside etme Ozellikleri sebebiyle, ucak yakit deposu malzemesi olan
aluminyum alasimina nasil etki ettikleri ile ilgili olarak literatiirde bir bosluk oldugu
saptanmistir. Halbuki, ugak endiistrisinde hem giivenlik sorunlar1t hem de ekonomik kayiplar
nedeni ile korozyona neden olabilecek bakteri turleri ve bu tirlerin metabolik etkileri ile ilgili
literatiirtin ~ zenginlestirilmesi, 1lgili sektordeki problemlerin engellenebilmesi veya

azaltilabilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda, yolcu u¢agindan alman jet A-1 tip yakit 6rneginden izole edilen
ve Mn okside etme yetenegi belirlenen JetAl-E 2 susunun, Sphingomonadaceae ailesi
icerisinde yer alan yeni bir cins oldugu belirlenmistir ve ucak yakit depo malzemesi olarak
siklikla kullanilan 7175-T7351 aliiminyumu mikrobiyolojik olarak korozyona ugratip
ugratmadigmin incelenmesi hedeflenmistir. Bakterinin - MIC etkisi, mikrobiyolojik,

gravimetrik, yilizey goriintiileme ve karakterizasyon analizleri ile degerlendirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. UCAK YAKIT DEPOLARI VE MiIKROORGANIZMALAR

2.1.1. Ugak Yakiat Depolan

Ucaklar, genis c¢alisma menzillerinin gerekliliklerini karsilayabilmek adma ¢ok biiyiik
miktarlarda yakitin depolanabilmesi i¢in uygun sekilde tasarlanmaktadirlar. Bu 6zellik, geri
doniis siiresinin kritik bir operasyonel faktdr oldugu ticari tasimacilik uygulamalarinda ¢ok
daha 6nemlidir. Ugagn sistem biitiinliigl icerisinde bulunan sabit yakit depolari, kanat iglerinde
ve ugagin tipine baglh olarak da govdeye takilmis olarak bulunan, izole edilmis, esnek yapili
metallerdir. Sekil 2.1°de ticari bir ugak i¢in tipik bir yakit deposu diizeni gosterilmektedir.
Kanat yapisi, yakit depolamak ig¢in ortak bir konumdur ve bir¢ok ticari tasimada, kanatlar
arasindaki alanda ek tanklar bulunmaktadir. Daha uzun menzilli ucaklar ve is jetleri, kuyruk
tanklarina ve/veya ek govde tanklarina sahip olabilir. Bununla birlikte ¢cogu durumda govde
oncelikle yolcularin, kargonun, ugus giivertesinin (kokpit) ve aviyonik ekipmanlarin bulundugu
yerdir. Ugaklarda yakitin biiylik kism1 (yaklasik %70) kanatlardaki depolarda bulunmaktadir
ve bunun temel sebebi ucus gilivenligidir. Seyir sirasinda yakitin tiiketilmesi ile degisen statik
stabilitenin kontroliinii saglayarak u¢agin boylamsal agirlik merkezini koruyabilmek, asiri
gerilmeyi 6nlemek ve yakitla doldurulan kanatlarin hava akimindan korunmay1 saglamasi temel

sebeplerdir (Langton ve dig., 2009).

Yakit sistemleri ile ilgili ele alinmasi gereken en Onemli konulardan biri de ucgagin ucus
sirasinda maruz kaldig1 cevresel kosullardaki (6zellikle yerel basing ve sicaklik) genis
degisiklikleri yakit ve yakat ile iligkili ekipmanlarin tolere edebilmesidir. Glinlimiiz yakitlarinin
son derece 6nemli ii¢ 6zelligi yogunluk, buhar basinct ve donma noktasidir. Yakitlardaki bu
ozellikler, ucagin katedebilecegi menzili ve irtifa kabiliyetini etkileyebildigi gibi yakit ile
iliskili ekipmanlarin zarar gormesine, filtrelerin tikanmasina ve sonug¢ olarak motorun
kapanmasina bile yol agabilir. Bu nedenledir ki, ug¢aklarda kullanilan yakitin tipi son derece

onemlidir.



Merkezi yakit deposu

Ana yakit depolari
(kanat depolar)

Sekil 2.1: Tipik bir ticari ugak yakit deposu diizeni (Langton ve dig., 2009).

2.2.1.1. Yakit Deposu Malzemesi Olarak 7175-T7351 Aliiminyum Alasimi

Modern teknolojinin gelismesiyle birlikte, 6zellikle havacilik ve otomotiv alanlarinda,
geleneksel malzemelere benzer sekilde mekanik stabiliteyi ve genel yapinin korozyon direncini
korurken, malzeme agirliginin minimuma indirecek alternatifler popiilerlesmistir (Dursun ve
Soutis, 2014; Prabhu, 2015). Bu baglamda, yeni gelistirilen ugaklarda titanyum alasimlarinin
ve kompozit malzemelerin orani artmis olsa da, diger malzemelere kiyasla diisiik yogunluk, iyi
korozyon direnci ve islenebilme 6zellikleri ile yliksek mukavemetli aliiminyum alagimlarinin
kullanim1 hala biiylik bir oranda (%70’in {stlinde) yer almaktadir ve bu da onu havacilik

alaninda vazgecilmez kilmaktadir (Stayley ve dig., 1997).

500’den fazla farkli aliiminyum alagimi vardir ve kolaylik olmas1 agisindan bunlar “alagim
serisi” adi verilen kategorilere ayrilmistir. Uluslararast Alasim Tanimlama Sistemi
(International Alloy Designation System, IADS) ¢ogu iilkede aliminyum alagimlarini Kimyasal
bilesimlerine gore siniflandirmak igin kullanilan bir siniflandirma semasidir (Tablo 2.1) Bu
sistem havacilik ve uzay endiistrisi tarafindan ugaklarda kullanilan alasimlar1 siniflandirmak

icin kullanilir.



Tablo 2.1: Aliiminyum alagimlar1 ve 1s1l islem uygulamalari.

Aliiminyum Alasiminin

Identifikasyonu Isil islem Uygulamalari
4 Basamakl Ana Alasim Isil i_sl_em Uygulama
Gosterim Kodu Elementleri Tipi
T1 Sicak sekillendirme sonrasi sogutma + dogal
yaslandirma
Ixxx Saf aliminyum (>%99) T2 Sicak sekillendirme sonrasi sogutma + soguk

sekillendirme + dogal yaslandirma

2XXX Al-Cu T3 Cozeltiye alma + soguk sekillendirme + dogal
yaslandirma

3XXX Al-Mn T4 Cozeltiye alma + dogal yaslandirma

4xXXX Al-Si T5 Sicak sekillendirme sonrasi sogutma + soguk

sekillendirme + yapay yaslandirma

SXXX Al-Mg T6 Cozeltiye alma + yapay yaslandirma

B6XXX Al-Mg-Si T7 Cozeltiye alma + asir1 yaglandirma ile kararli
hale getirme

TXXX Al-Zn-Mg T8 Cozeltiye alma + soguk sekillendirme + yapay
yaslandirma

8xxx Diger (Li ve dig.) T9 Cozeltiye alma + yapay yaslandirma + soguk
sekillendirme

T10 Sicak sekillendirme sonrasi sogutma + soguk

sekillendirme + yapay yaslandirma

* Polmear (1996) ve Mouritz (2012) literatiirlerinden diizenlenmistir.

Ugak yapilarinda esas olarak kullanilan aliiminyum serileri “yliksek mukavemetli Al 2xxx
(2024, 2224, 2324, 2424, 2524 vb.) alasimlar ile ultra yiiksek mukavemetli Al 7xxx (7075,
7475, 7050, 7150, 7055, 7085, 7175, 7178 vb.) alasimlaridir (Koli ve dig., 2015). Bu alagimlar,
ucak govdesi, kanatlar, yakit tanklari, yiiksek gerilimli yapisal parcalar, ugak baglanti parcalari,
giivenlik parcalar, yiik tasiyict bilesenler olarak yaygin sekilde kullanilan yapisal
malzemelerdir (Warren, 2004; Botila, 2020).

Aliminyum igerisine ilave edilen %4-8 Zn ve %1-3 Mg kompozisyonu 7xxx serisi aliminyum
alasimlarini isaret etmektedir (Sekil 2.2). 7xxx serisi alliminyum alagimlar1 diger aliminyum

alasimlar1 icerisinde en yiiksek 0zgiil dayanima, yiiksek o6zgiil sertlige, yiiksek tokluga,



miikemmel isleme ve kaynak performansina sahip olan malzemelerdir. Zn ve Mg, aliminyum
icerisinde yiiksek oranda kati eriyebilirlige sahiptir ve malzemenin ana giiglendirme
katkilaridir. Bu alagimlara Cu ilavesi ile dayanim degerleri daha da artmaktadir. Ayrica, Zn ve
Mg ile gliclenen alasimda stres korozyon catlamasina karsi olusan yiiksek duyarlilik, Cu ve Mn
ilavesi ile diisiiriilebilmektedir. Ayrica, serinin Cr ilave edilen alagimlarinda gerilim, korozyon,
catlama direncinin biiyiik 6l¢iide iyilestirildigi de bilinmektedir. Alasimda Cr, Mn, Ti, Zr ve Ag
kristallesme davranisini kontrol etmek ve c¢okeltileri modifiye etmek i¢in kullanilan
elementlerdir (Smith, 2001). IADS’ye gore 7175 aliiminyum alagiminin bilesimi %5.1-6.1 Zn,
%2.1-2.9 Mg, %1.2-2.0 Cu, %0-0.15 Si, %0-0.20 Fe, %0-0.10 Mn, %0.18-0.28 Cr, %0-0.10 Ti
elementlerinden olugmaktadir (Polmear, 1996; Mouritz, 2012).

Isil islemler metallerde mikroyapiy1, mekanik 6zellikleri ve fiziksel 6zellikleri gelistirmek
amaciyla uygulanan 1sitma ve sogutma islemleri igermektedir (Gegkinli, 2002). Aliminyum
alasimlarinin 1s1l islemi sirasinda ortaya c¢ikan 6zellik degisimleri ¢ozliinme ve belirli alasim
elemanlarinin ¢gokelmesi ile gergeklesir. Yaslanabilir aliiminyum alagimlarindan 2xxx, 7xxx ve
bu alasimlara son yillarda eklenen Al-Li alasimlar1 6zellikle havacilik endiistrisinde
kullanildigindan, bu alagimlarin 1s1l islemi teknolojik agidan 6nem tagimaktadir. Bu alasimlarin
kullaniminda dayanim, tokluk, yorulma gibi mekanik 6zelliklerin yani sira gerilmeli korozyon
direnci gibi ozellikler de 6n plana ¢ikmaktadir (Gegkinli, 2002). 7xxx serisi aliminyum
alasimlarinda kat1 erigiye alma islemini takiben su verme ve yaslandirma islemlerinden sonra
cokelme sonucunda dayanimlar1 artmaktadir (Smith, 2001). 7xxx serisi aliiminyum
alasimlarinda, yiliksek sertlik ve dayanim saglanmasi sebebiyle T6 (tek asamali yapay
yaslandirma) tipi 1s1l islem uygulanmaktadir. T6 1s1l islemi sonucunda korozyona kars1 duyarlt
bir durum ortaya ¢iktigindan, bu tiir alagimlarin korozyon direncini arttirmak amaciyla T7 (¢cok
adimli yaslandirma) tipi 1s1l islemler gelistirilmistir (Kibar, 2010). T73, T74 ve T76 tipleri,
%1.25ten fazla Cu iceren alasimlara uygulanabilen T7 tipi 1s1l islem cesitleridir. T73 tipi, stres
korozyon ¢atlamasina duyarliligin biiyiik 6l¢lide azaltilmasina neden olurken, T76 tipi pul pul
dokiilme korozyonuna karsi1 direnci arttirmaktadir (Y oon, 2004). T73 tipi 1s1l islemde, korozyon

direnci artmasina ragmen alagimin dayanimi %10-15 oraninda azalmaktadir (Kibar, 2010).

2.1.2. Ucak Yakitlari ve Jet A-1 Yakiti

Havacilik yakiti, farkli uygulamalar (1sitma, karayolu tasimaciligi vb.) i¢in kullanilan

yakitlardan daha yiiksek kaliteye sahip 6zel bir yakit tiiriidiir. Petroliin damitilmasindan elde



edilen kerosendir ve binlerce hidrokarbonun bir karisimidir (Edwards, 2003). Esas olarak
uzunluklar1 10 karbondan 20 karbona kadar degisen uzun, tek dalli karbon ve hidrojen
zincirlerinden veya alkanlardan olusur (Rauch, 2008). Jet yakitinin ana bileseni alkanlar
olmasina ragmen, tipik olarak az miktarda aromatik hidrokarbonlar, kiikiirt tiirleri, nitrojen
tiirleri ve eser metaller de bulunmaktadir (Rauch, 2008). Hidrokarbon zincirinin uzunlugu ve
boyutu (molekiiler agirliklar veya karbon sayilar1), iriiniin operasyonel gereksinimlerine
baghdir (Maurice ve dig., 2001).

Havacilik yakitlar1 bazen kerosen veya nafta tipi olarak siniflandirilir. Kerosen tipi yakitlar
arasinda Jet A, Jet A-1, JP-5 ve JP-8 bulunur. Kerosen tipi jet yakitlar1 yaklasik 8 ila 16 karbon
sayis1 arasinda bir karbon sayis1 dagilimina sahiptir (Gaylarde ve dig., 1999). Nafta tipi jet
yakitlar1 arasinda Jet B ve JP-4 yer alir (Hemighaus ve dig., 2006). Nafta tipi jet yakitlart
yaklasik 5 ila 15 karbon sayisi arasinda bir karbon sayis1 dagilimina sahiptir (Hemighaus ve
dig., 2006).

Farkl1 performans ve operasyonel gereklilikleri, maliyetleri veya kullanilabilirlikleri sebebiyle
askeri ve sivil havacilik yakitlarinin 6zellikleri farklilik gostermektedir (Hemighaus ve dig.,
2006). Askeri ve sivil havacilikta dncelikle bes tiir yakit kullanilmaktadir: Jet A, Jet A-1, JP-5,
JP-8 ve JP-8+100. Jet A ve Jet A-1 sirastyla Amerika Birlesik Devletleri ve deniz asir1 ticari
tastyicilar tarafindan kullanilirken, JP-5, JP-8 ve JP-8+100 askeri havacilikta kullanilmaktadir.

Jet A-1, yolcu ugaklarinda en sik tercih edilen kerosen tip yakit ¢esitlerindendir.

Jet A-1 yakiti, bilesimi iiretim sirasinda degisen alkanlar, sikloheksanlar, aromatik ve polisiklik
bilesikleri kapsayan yiizlerce hidrokarbondan olusan ¢ok bilesenli bir yakittir (Na’inna ve dig.,
2020). Yogunlugu 775-840 g/L, erime ve kaynama noktalar1 sirastyla -47 °C ve 150 °C - 250
°C olan saman renginde bir sividir. Parlama noktas1 38 °C ve kendiliginden tutusma sicakligi

210 °C-dir.

2.1.3. Ugak Yakit Depolarinda Bulunan Mikroorganizmalar

Ugak yakatlari, ilk tiretildikleri rafineri siirecinde steril olmalarina ragmen, hava ve su yoluyla
ya da yakit sistemleri ile temas sonrasinda mikroorganizmalarla kontamine olabilmektedirler
(Hemighaus ve dig., 2006). Ugak yakitlarindaki mikrobiyal kontaminasyon 1960’11 yillarin
basindan beri rapor edilmekte ve 1980°li yillardan itibaren de konu ile ilgili arastirmalar

yiritilmektedir. Gegmis yillarda yapilan caligmalarda, ugak yakit kontaminantlar1 olarak



cesitli bakteri ve fungus gruplari lizerine yogunlagilmis olmasina ragmen, giiniimiiz ¢aligmalari
mikrobiyal komiinitenin baskin liyelerinin, yakit bilesimine bagl olarak degisiklik gosterdigini
ortaya koymaktadir (Christopher ve dig., 2005). Son yillarda yapilan ¢aligmalar havacilik yakitt
orneklerinde bakteri tiirlerinin funguslara gore daha baskin oldugunu gostermektedir (Hu ve
dig., 2019; Samuel ve dig., 2015; Rauch ve dig., 2006). Tablo 2.2°de farkli havacilik
yakitlarindan (JP-4, Jet A, Jet A-1, JP-8) izole edilen bakterilerin listesi verilmis, jet A-1 ve jet

A yakitlarinda olanlar isaretlenmistir.

Tablo 2.2: Farkli havacilik yakitlarindan izole edilen bakterilerden, jet A-1 ve jet A yakitlarinda

bulunanlar.
Bakteriler Jet A-1  JetA Bakteriler JetA-1  JetA
Acidovorax + Herbaspirillum
Acinetobacter + + Kocuria
Aerobacter + + Lactococcus
Aeromonas sp. T+ + Leucobacter
Alcaligenes + & Luteococcus
Aquabacterium + Methylobacterium
Aquasprillum + Microbacterium
Arthrobacter + + Micrococcus sp.
Bacillus sp. + + Moraxella
Brachybacterium Mycobacterium
Bradyrhizobium + Padoraea
Brevibacterium + Pantoea
Burkholderia + Photorhabdus
Caulobacter + Phyllobacterium
Chryseobacterium Propionibacterium
Clostridium + Pseudomonas sp.
Curtobacterium + Rahnella
Dermacoccus Ralstonia
Desulfovibrio sp. (SRB) + + Rhizobium
Diaphorobacter + Rhodococcus
Dietzia sp. Roseomonas
Escherichia sp. + Rothia
Enterobacter + Serratia
Ewingella + Sphingomonas
Flavobacterium + + Staphylococcus sp.
Gordonia Streptococcus
Granulicatella + Streptomyces sp.
Haemophilus + Wolinella

* Rauch ve dig. (2006), McComb (2009) ve Hu ve dig. (2019) literatiirlerinden diizenlenmistir.

Jet A-1, yolcu ugaklarinda en sik tercih edilen kerosen tip yakit ¢esitlerindendir. Ugak yakit

tanklarinda, mikroorganizmalarin gelismeleri icin ihtiya¢ duyduklari ana karbon kaynagi
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kerosendir. Mikroorganizmalar su, azot kaynagi ve mineral gibi diger ihtiyaglarini ise yakit
tanklarinin tabaninda yogunlasarak biriken sudan saglamaktadirlar (Iannuzi ve Rosales, 2003).
Yapilan caligmalar, jet A-1 tip yakitlardan cogunlukla Bacillus, Flavobacterium, Acinetobacter,
Arthrobacter, Pseudomonas, Desulfovibrio, Micrococcus, Aeromonas cinslerine ait bakteri
tiirlerinin izole edildigini géstermektedir (Rauch ve dig., 2006; Denaro, 2005). Bu bakterilerin
biiylik cogunlugu, yakitta hidrokarbonu aerobik olarak indirgeyebilme ve enerji kaynagi olarak

kullanabilme yetenegindedir.

2.2. BAKTERIYEL TAKSONOMIDE POLIFAZIK YAKLASIM

Bakteri taksonomisi, mikrobiyolojinin son derece zahmetli bir alanidir ve ayn1 zamanda kati
kurallar dizisine dayali tiir tanimlama yonteminde ¢ok dogmatik oldugu diisiiniilmektedir.
rRNA dizisi ve ¢esitli molekiiler parmak izi tekniklerinin kullanimindaki gelismeler, bakteriyel

taksonomik stireci ilging bir filogenetik kesif veya macera haline getirmistir.

Tiir, %70 veya daha fazla DNA akrabalig1 paylasan benzer suslar ve tip suslardan olusan bir
gruptur ve bakteriyel taksonominin temel birimidir (Wayne ve dig., 1987). Tip sus, tiiriin isim
tagiyicisidir ve gelecekteki tiirler i¢in referans olarak kullanilabilir. Bakteriyel polifazik
taksonomide, tiirlerin tanimlanmas i¢in kabul edilen standart kural ve prosediir asagidaki

gibidir:

1. Iki tiiriin genom diizeyinde genetik benzerlik derecesini dlgmek i¢in DNA-DNA
hibridizasyonu (DDH) degeri, farkli tiirler olarak etiketlenmek icin %70’ten az
olmalidir (Wayne ve dig., 1987).

2. Iki tiir arasinda en az %98.7 rRNA gen dizisi benzerligi olmalidir (Stackebrandt ve
Ebers, 2006).

3. Bir izolat1 filogenetik smiflandirma ve veri tabanindaki en yakin komsularindan ayirt
edebilen birka¢ ayirt edici kemotaksonomik ve fenotipik 6zelligin ortaya konulmasi

gereklidir.

Yontemler genel olarak genotipik ve fenotipik yontemler olarak kategorize edilmektedir.
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2.2.1. Genotipik Yontemler

Genotipik yontemler, oncelikle DNA ve RNA gibi niikleik asitlerden veya izole edilen
organizmanin tam hiicre proteininden elde edilen bilgiler saglar. Bu yontemlerden bazilari
polifazik taksonomi i¢in “altin standart” olarak kabul edilmektedir. Sik kullanilan genotipik

yontemlerden bazilar1 agsagidaki gibidir:

2.2.1.1. DNA Baz Oranlart (%mol G+C)

Guanin ve sitozin bazlarinin %mol degerinin 6l¢iimii, bakteri siniflandirmasinda temel bir
genotipik yontemdir. %G+C igeriginin varyasyonu, iyl tanimlanmig bir tiir i¢in %3 ve iyi
tanimlanmis bir cins i¢in %10’dan fazla olmamalidir. Bakteri cinsi i¢inde %24-%76 arasinda

degisebilir (Fournier ve Raoult, 2009).

2.2.1.2. rRNA Gen Dizilimi

16S rRNA gen dizilimi, bakteriyel ve arkeal izolatlar i¢in hizli ve dogru bir tanimlama y&ntemi
olmasina ragmen, bir¢ok cins i¢in yalnizca cins seviyesine kadar tanimlayicilik saglamaktadir.
1980’lerde yapilan az sayida ¢alisma, genomun korunmus bdlgelerini kullanarak filogenetik
karsilagtirma yapmanin, fenotipik 6zellikler ve diger baglantili 6zelliklere gore daha kararli
oldugu ortaya konmustur (Ciccarelli ve dig., 2006; Staley, 2006; Sayers ve dig., 2009). Bu
nedenle, filogenetik karsilastirmalar1 birbirine baglamak icin rRNA kullanimi giindeme
gelmistir (Konstantinidis ve Tiedje, 2007). Ug (5S, 16S ve 23S) rRNA molekiiliinden, 16S
rRNA geni (~1500 bg), mikrobiyal taksonomi alaninda etkili olan en yaygin kullanilan
filogenetik belirtectir (Stackebrandt ve Goebel, 1994; Konstantinidis ve Tiedje, 2005, 2007),
clinkii diger ikisi 5S (~120 bg) ve 23S (~3300 be) sirastyla ¢ok kiiclik ve ¢ok biiyiik boyuttadir.

16S rRNA geni bir¢ok degisken ve korunmus bolgeden olusmaktadir. Bu nedenle, taksonomik
karsilagtirma i¢in korunmus degisken ve asir1 degisken bolgeleri kapsayan 16S rRNA geninin
tamami i¢in evrensel primerler tasarlanmistir. Primer dizileri web erisiminde serbestce
erisilebilir durumdadir (Clarridge, 2004). 16S rRNA gen dizileri Ribozomal Veritabani Projesi
(RDP) II (http://rdp.cme.msu.edu/) ve GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) gibi veri
tabanlarinda mevcuttur. Karsilastirmali filogenetik i¢in 1ilgili tiirlerin sekanslar1t bu veri
tabanlarindan alinabilir. BLAST ve CLUSTAL X gibi sekans karsilastirma yazilimlari, ¢esitli
16S rRNA gen dizilerinin hizalanmasi i¢in kullanilir. Bakteri tiirleri arasindaki akrabalik,

PHYLIP ve MEGA7.0 gibi iicretsiz olarak temin edilebilen aga¢ olusturma yazilimlari
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kullanilarak filogenetik aga¢ veya dendrogram olusturularak incelenebilir. Filogenetik agag,
tanimlanmak istenen susun ait oldugu cinsi ve en yakin komsularini veri tabanindaki diger
dizilerle karsilastirarak dogrular ve ardindan daha ileri genotipik, kemotaksonomik ve fenotipik
analizler kararlastirilir. Suslarin taksonomik koken modelini gosteren bir filogenetik agac
olustururken, ilgilenilen grubun disinda bir taksondan dis grup secilmelidir (Ciccarelli ve dig.,
2006). Filogenetik agag, MEGA yaziliminda mevcut olan ¢esitli yontemler kullanilarak
olusturulabilir. Neighbor-joining (NJ), maximum parsimony (MP) ve maximum likelihood
(ML) en yaygin kullanilanlardir. Bunlar, verilen 16S rRNA dizileri kiimesi i¢in en iyi
aciklamay1 bulmay1 amaglamaktadir. En az iki yontemin kullanilmasi ve filogenetik iliskiyi en

iyi gosteren agacin secilmesi esastir.

2.2.1.3. DNA-DNA Hibridizasyonu

DDH, iki bakteri tiirliniin toplam DNA’lar1 arasinda karsilastirmali analize dayanan bir
tekniktir. Bu teknigin arkasindaki prensip, yakin akraba iki organizmanin hibridize DNA ’sinin
termal stabilitesine dayanmaktadir. DNA molekiilii denatiire edilebilir, ancak ayni1 zamanda
yeniden birlesme sicakligi olarak bilinen sicaklik diistiriilerek dogal konformasyonuna geri
getirilebilir. Bu teknikte Onemli rol oynayan baslica parametreler (1) % G+C igerigi, (2)
¢oOzeltinin iyonik giicii ve (3) DNA molekiiliiniin erime sicakligidir. Bu ii¢ parametre arasindaki
tek degisken parametre DNA molekiiliiniin erime sicakligidir. Heterodubleks molekiil
arasindaki benzerlik ne kadar fazlaysa, onu ayirmak icin gereken sicaklik da o kadar fazla olur.
Hibridizasyon oran1 %70’lik esik degerinden diisiikse, iki izolatin iki farkl tiire ait oldugu kabul
edilir (Wayne ve dig., 1987). Bu teknikte kullanilan tuz konsantrasyonu ve formamid
konsantrasyonu da dnemli bir rol oynamaktadir (Johnson, 1991). Su an itibariyle, 5000°den

fazla bakteri tiirii bu teknik kullanilarak etkili bir sekilde tanimlanmistir (Mora, 2006).

2.2.1.4. Titm Genom Analizi

Yeni bir taksonun tanimlanmasina yonelik mevcut yaklagimlar genellikle, evrensel olarak
bulunan, stabil, korunmus ve normalde yatay gen transferine maruz kalmayan en etkili
molekiiler (Woese, 1987) belirte¢ olan 16S rRNA’nin % dizi benzerligini belirlemek icin
genomik DNA’nin izolasyonu ile baglar. 16S rRNA gen dizisi benzerligi BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), RDP (https://rdp.cme.msu.edu/) ve Ez-Taxon
(www.eztaxon.org/) gibi veri tabanlar1 kullanilarak eslestirilebilir (Woese ve dig., 1990; Olsen

ve Woese, 1993). Izolatlarm % dizi benzerlik degeri, filogenetik olarak en yakin komsulariyla
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karsilastirildiginda cins seviyesi i¢cin %97 (2006’da  %98.5 olarak degistirilmistir)
(Stackebrandt ve Ebers, 2006) ve tiir seviyesi i¢cin %95 olarak belirlenmistir; ancak, 16S rRNA
geninin taksonomi i¢in bir belirte¢ olarak kullanilmasina yonelik ¢esitli sinirlamalar mevcuttur
(Ludwig, 2010; Janda ve Abbott, 2007). Bunlardan bazilar1 (1) baz1 cinslerde yiiksek derecede
korunum (Géndara ve dig., 2001), (2) tek bir genomun birden fazla rRNA operonunda niikleotid
varyasyonlar1 (Acinas ve dig., 2004), (3) bir taksonun edinim iiyeleri arasinda yatay gen
transferi ile 16S rRNA geninin edinilme olasiligi, (4) tir diizeyinde diisiik filogenetik
yakimliktir (Fox ve dig., 1992). Iki tiiriin % dizi benzerligi %98.6’dan fazla oldugunda,
DDH’nin “altin standart” testi, suslarin taksonomik seviyesine atanmasi i¢in ¢cok degerli, ancak
pahali olmasi, yogun emek gerektirmesi, uzmana ihtiya¢ duyulmasi, tiim prokaryotik cinslere
uygulanamamasi gibi nedenlerden dolay1 gelecekteki veri tabanlari i¢in goreceli referans olarak
kullanilamaz (Tindall ve dig., 2010). Yeni nesil dizileme teknolojilerinin ortaya ¢ikmasi ve
gelismesiyle, taksonomik siirecin degerlendirilmesindeki bosluklarin iistesinden gelinebilir.
Ustelik korunmus genler yerine tiim genlerin hizalanmasina dayanan filogenetik agaglar daha

kesin bilgiler sunmaktadir.

2005 y1l1 civarinda, yeni nesil dizileme tekonolojilerinin devreye girmesi ile genom analizi i¢in
veri tabanlari, algoritmalar ve yazilimlar olusturulmaya baslandi. Veri tabanlarindaki genom
dizileri, arastirmacilarin metabolizma ile ilgili genleri bulmalarini ve ¢ikarmalarini saglayarak
acik ve ticretsiz erigimli bir taksonomi olusturmada bir yenilige neden olmaktadir. Popiiler veri
tabanlarindan bazilar1 GenBank, EMBO (Avrupa Molekiiler Biyoloji Organizasyonu), KEGG
Veri Taban1 (Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi), Prokaryotik Genom Veri Tabanlari,
GEBA (Genomic Encyclopedia of Bacteria and Archaea), GOLD (Genome OnLine Database)
ve IMG (Integrated Microbial Genome)’dir. Cevrimigi veri tabanlarmna erisim o6zgirligi,
genlerin arastirilmasina, PZR primerlerinin tasarlanmasina ve hatta benzer veya diger

filumlardaki genlerin karsilastirilmasina olanak saglamaktadir.

Tiim genom dizileme, genom bilgilerine agik erisim saglayarak mikrobiyal fenotiplerin hizli
teshisi i¢in bir model olusturmakta ve gelecekte referans ve siniflandirma i¢in genom temelli
yontemlerin olusturulmasinda etkili olmaktadir (Thompson ve dig., 2013). Genom dizilimi artik
taksonomik karakterizasyon ve g¢evresel, klinik, veterinerlik ve endiistriyel potansiyele sahip

yeni bakteri tiirlerinin tanimlanmasi i¢in degerli bir aragtir.



14

2.2.1.5. Ortalama Niikleotid Benzerligi (ANI)

Genel genom akrabalik indeksi iki genom dizisinin ne kadar benzer oldugunu gosteren 6l¢iimii
temsil eder (Chun ve Rainey, 2014) ve bu degerleri hesaplamak i¢in bir¢ok algoritma vardir.
Taksonomik ¢aligsmalar i¢in en yaygin kullanilan algoritma ortalama niikleotid benzerligidir
(ANI’dir). Orijinal ANI algoritmasi ilk olarak Jim Teidje’nin grubu tarafindan tanitilmis ve
gelistirilmistir (Konstantinidis ve Tiedje, 2005; Goris ve dig., 2007). O zamandan beri, halka
acik veri tabanlarinda daha fazla genom dizisi biriktikge, ANI yeni tiirlerin tanimlanmasinda

yaygin olarak kullanilmaktadir.

ANI, deneysel DDH siirecini taklit etmek i¢in en yaygin kullanilan yontemdir ve bu nedenle
DDH’nin dijital versiyonu olarak da adlandirilir (Goris ve dig., 2007; Konstantinidis ve Tiedje,
2005). ANI degerleri BLASTn ya da MUMMER yazilimi kullanilarak elde edilebilir (Richter
ve Rossello-Mora, 2009). Ilk olarak, tanimlanmak istenen susun genom dizisi, 1020 bg
uzunlugunda dizilere (fragmanlara) boliiniir. Ikinci olarak, her bir parga NCBI'nin (Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) BLASTn programi (Altschul ve dig., 1997) kullanilarak susun
tiim genom dizisine kars1 aranir. Bu siiregte BLASTn programi, sorgu susunun pargalari ile s6z
konusu susun genomu arasindaki niikleotid 6zdeslik degerlerini hesaplar. Ortalama niikleotid
0zdesligi, bu niikleotid 6zdesligi degerlerinin ortalamasidir. %70'lik DDH degerlerine karsilik
gelen genomlar arasinda %95°lik ANI degeri (Goris ve dig., 2007) tiir tanimlamasi i¢in kabul

edilen bir aractir.

2.2.1.6. Genom-Genom Arasi1 Mesafe Hesaplayici

Neredeyse tiim arke ve bakteri gruplarinda, yeni bir tiiriin kendi basmna bir tiir olarak
smiflandirilip smiflandirilamayacagini degerlendirebilmek icin %70 DDH benzerligi sinirinin
asilmamas1 gerekmektedir. DDH’nin genom-genom mesafesi (GGD) ile degistirilmesi ilgi
cekicidir ¢iinkii (1) DDH kiimiilatiftir ve su anda yalnizca birka¢c uzman molekiiler
laboratuvarda gerceklestirilmektedir, (2) farkli DDH yontemleri sonuglarinda farklilik
gosterebilir, (3) DNA-DNA hibridizasyonunda hesaplanan benzerlik degeri disinda herhangi
bir bilgiye erisim saglamaz. Bununla birlikte GGDC, G+C igerigindeki farkliliklar1 verir ve
yeni suslarin bilinen tip suslarla akrabaligina ek olarak genom tabanli tiir ve alt tiir tanimlamasi
icin kullanilabilir (Meier-Kolthoff ve dig., 2014a,b). Ek olarak, genom dizisi bilgileri elbette

sonraki karsilagtirmalarda yeniden kullanilabilir ve yalnizca taksonominin Gtesinde cesitli



15

sekillerde arastirilabilir (Auch ve dig., 2010) ve ayrica asamali olarak karsilastirmali bir veri

taban1 olusturmak i¢in de kullanilabilir.

Genom dizileme alanindaki son teknolojik ilerleme, 1slak laboratuvar DDH'sini dDDH ile
degistirmek icin biyoinformatik yontemlerin kullanilmasi veya GGD'yi hesaplamak i¢in web
tabanl1 bir ara¢ kullanarak in silico genom-genom karsilagtirmasidir (Meier-Kolthoff ve dig.,
2013). Yontem, eksik genomik dizileme nedeniyle azalmis genomlarin, tekrarlayan bolgelerin

veya eksik fraksiyonlarin iistesinden gelmek i¢in islev gdren tiim genom mesafelerini girer.

2.2.2. Fenotipik Yontemler

Fenotipik testler cins ve familya seviyesine kadar takson, tiir ve alt tiirlerin tanimlanmas1 i¢in
kullanilmistir. Filogenetik bir agac tizerinde bir taksonu atamak ve siniflandirma sisteminde
ana bir smir ¢izgisi ¢izmek icin kullanilan genotipik yontemle karsilagtirildiginda, fenotipik
yontem hiyerarsik ¢izginin derinligini tanimlayan siniflandirma sistemi olusturmak i¢in yararl
bilgiler saglar (Wayne ve dig., 1987). Bazen belirli bir bakteri grubundaki fenotipik 6zelliklerin
azlig1, takson tanimi ve ayriminda sorunlara neden olur. Bir bakterinin fenotipik taniminin
klasik yaklasimi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerden olusmaktadir. Fenotipik
ozelliklerin birgogu genetik akrabalik i¢in bir parametre olarak ilgisizlik gostermistir ancak yine
de bir biitiin olarak bu teknikler taksonlar1 tanimamizi saglayan tanmimlayici bilgiler
saglamaktadir. Bakterilerin morfolojik 6zellikleri arasinda hiicresel sekil, endospor, flagella,
inkliizyon cisimleri, Gram boyama ve koloni ozellikleri yer almaktadir. Benzer sekilde,
fizyolojik ve biyokimyasal oOzellikler arasinda farkli sicakliklarda, pH ve tuz
konsantrasyonlarinda hiicresel biiyiime veya antimikrobiyal ajanlar, enzimler, metal iyonlari

gibi ¢esitli maddelere yanit olarak biiylime yer alir (On ve Holmes, 1991, 1992).

Fenotipik yontemlerin en biiylik dezavantaji, ayni organizmanin farkli ¢evresel kosullarda farkli
fenotipik karakterler gdsterebilecegi gen ifadesi modelidir. Bu nedenle fenotipik sonugclar,
yakin akraba organizma/organizmalarin tip susundan elde edilen benzer veri setiyle
karsilastirilmalidir (Costas, 1992; Costas ve dig., 1993). Fenotipik yontemler, DNA ve RNA
bilgilerini icermeyen tiim bu teknikleri kapsar ve bu nedenle kemotaksonomik teknikleri icerir.
Kemotaksonomi, bakterileri siniflandirmak amaciyla hiicrenin ¢esitli kimyasal bilesenlerinin

kodunu ¢6zmek i¢in analitik yontemlerin uygulanmasi anlamina gelir
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2.2.2.1 Hiicre Duvari Bilesimi

Gram-pozitif bakterilerde hiicre duvar1 bilesiminin analizi 6nemliyken, Gram-negatif
bakterilerin peptidoglikan tabakasi tek tiptir ve bu nedenle ¢ok az bilgi saglar. Buna karsin
Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvarlar, farkli cins veya tiire 6zgli olabilen c¢esitli
peptidoglikan tiirlerini barindirir. Analitik prosediir zaman alic1 olsa da, hizl1 bir tarama yontemi
onerilmistir (Schleifer ve Kandler, 1972). Membrana baglh teikoik asit tiim Gram-pozitif
tiirlerde bulunurken (Archibald ve Baddiley, 1967), hiicre duvarina bagh teikoik asit sadece
bazi Gram-pozitif bakteri tiirlerinde bulunur (Knox ve Wicken, 1973). Teikoik asitler kolayca
ekstrakte edilip saflastirilabilir (Fischer ve dig., 1983) ve bakteri cinsi hakkinda bilgi edinmek
icin gaz-s1vi kromatografisi ile analiz edilebilir (Fischer ve dig., 1980; Fischer ve dig., 1981).

2.2.2.2. Hiicresel Yag Asitleri

Bakteri hiicresi ¢esitli lipidler i¢erir. Bunlardan polar lipidler, bakteri membranlarinin lipid ¢ift
katmaninda bulunan ana bilesenlerdir ve halihazirda siniflandirma ve tanimlama amaciyla
siklikla ¢aligilmistir. Sinirli sayida taksonda bulunan sfingofosfolipidler gibi diger lipid
tiirlerinin bu gruplar i¢inde degerli oldugu gosterilmistir (Jones ve Krieg, 1984). Gram-negatif
bakterilerin digs membranlarinda bulunan lipopolisakkaritler jel elektroforezi ile analiz edilebilir
ve daha sonra O-spesifik yan zincirlerdeki varyantlar olarak yorumlanan tipik bir
lipopolisakkarit merdiven modeli verebilir (De Weger ve dig., 1987; Siverio ve dig.,1993).
Lipidlerin ve lipopolisakkaritlerin ana bilesenleri olan yag asitleri, taksonomik amaglar i¢in

genis bir sekilde kullanilmaktadir.

Bugiine kadar yag asitlerinin yaklasik 300 farkli kimyasal yapisi tanimlanmistir ve zincir
uzunlugu, ¢ift bag pozisyonu ve siibstitiient gruplarindaki esitsizligin bakteriyel taksonlarin
karakterizasyonu i¢in ¢ok yararh bir ara¢ oldugu kanitlanmistir (Suzuki ve dig., 1993). Genel
olarak, toplam hiicresel yag asidi fraksiyonu ekstrakte edilir ve polar lipidler gibi belirli
fraksiyonlar analize tabi tutulur (Embley ve Wait, 1994). Hiicresel yag asidi metil ester igerigi,
bakterilerin cins seviyesine iliskin bilgiler saglayan stabil bir parametredir ve yontem hizli ve

diisiik maliyetli olup yiiksek derecede bilgi saglar.

2.2.2.3. Izoprenoid Kinonlar
izoprenoid kinonlar, izoprenoid kinon sentezleme yetenegini kaybetmis birka¢ zorunlu
fermentatif bakteri disinda neredeyse tiim canli organizmalarda bulunan membrana bagl

bilesenlerdir (Collins ve Jones, 1981). Prokaryotlarin ¢ogu sitoplazmalarinda elektron
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tasinmasi, oksidatif fosforilasyon, aktif tasima vb. islemlerde 6nemli rol oynayan izoprenoid
kinonlar igerir (Collins, 1994; Collins ve Jones, 1981). Bu 6zellikte ayirt edilen naftokinonlar

ve benzokinonlar olmak {izere iki ana yapisal grup vardir.

[1ki, bakterilerde daha az yaygin olarak goriilen filokinonlar ve menakinonlar olmak iizere iki
ana tiire ayrilir. Yan zincirlerin biiylik degiskenligi (uzunluk, doygunluk ve hidrojenasyon
farkliliklar1) bakterileri farkli taksonomik seviyelerde karakterize etmek icin kullanilabilir
(Collins ve Jones, 1981). Cesitli taksonomik organizma gruplarinda bulunan ¢esitli izoprenoid

kinon gruplar1 vardir ve bu da onlar1 taksonomik ¢alisma icin yararl bir ara¢ haline getirir.

2.2.2.4. Poliaminler

Poliaminler bakteriyel metabolizma i¢in ana bilesenlerden biri olarak kabul edilir (Tabor ve
Tabor, 1985). Evrensel karakterleri ile nicel ve nitel degiskenliklerinin incelenmesi, onlar1 gaz
kromatografisi (Yamamoto ve dig., 1983) veya yiikksek performansli sivi kromatografisi
(Carteni-Farina ve dig., 1985; Scherer ve Kneifel, 1983) ile belirlenebilen uygun bir
kemotaksonomik belirte¢ haline getirmistir. Calisilan organizma grubuna bagli olarak, poliamin
Oriintiisli, cins diizeyinde ve tiir diizeyinde akrabalik ¢izmek i¢in kullanilmistir (Busse ve

Auling, 1988; Hamana ve Matsuzaki, 1990; Segers ve dig., 1994; Yang ve dig., 1993).

23. UCAK YAKIT DEPOLARINDA MIKROORGANIZMA KAYNAKLI
PROBLEMLER

Ugak yakit depolarinda ¢ogalan mikroorganizmalar, metabolik olarak en ¢ok yakit sistemleri
icindeki su-yakit ara yiizlerinde aktiftir. Alifatik bilesikleri se¢ici olarak tiikketen popiilasyonlar,
yakit performans Ozelliklerini olumsuz yonde etkilerler (Passman, 2013). Yakitin
biyodegredasyonundan sorumlu mikroorganizmalar ise asitler, biyosirfaktanlar, solventler ve
biyopolimerlerin de dahil oldugu bazi metabolik {iriinler iireterek hem yakitin bozulmasini

hizlandirabilir hem de yakit sisteminin giivenligine zarar verebilirler (Varjani, 2017).

Yakit igeriginde ¢ogalan mikroorganizmalar ucak iskeletine ait ylzeylerde tutunarak biyofilm
tabakas1 olusturabilmektedirler. Yakit tanklarinda biyofilm olusumu farklt mikroorganizma
gruplarmin ortamda bulunmasi, besin kullanilabilirligi ve ortamin fiziksel parametreleri
(oksijen miktari, sicaklik, su miktar1 vb.) gibi ¢ok sayida faktdrden etkilenmektedir. Ugagin

maruz kaldig1 iklimsel farkliliklar, ucagin uzun periyotlarda sicak ve nemli hangarlarda
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bekletilmesi ya da depolarin temizligi ve yakit ikmali gibi operasyonel durumlar, yakit
depolarinda farkli mikrobiyal ¢evrelerin, dolayisiyla da farkli yapisal 6zelliklerde biyofilm
tabakalarinin olugmasina neden olabilmektedir (Iannuzi ve Rosales, 2003). Olusan biyofilm
yakit filtrelerinin tikanmasi, yakit depo malzemelerinin korozyonu, bakim masraflarinin
artmas1 ve bu sorunlarla baglantili olarak olusabilecek giivenlik sorunlar1 gibi istenmeyen

sonuglar dogurmaktadir (Rauch ve dig., 2006).

2.3.1. Biyofilm

Biyofilm, bir terim olarak ilk kez 1978 yilinda Costerton tarafindan ortaya atilmis (Costerton
ve dig., 1978) ve mikroorganizmalarin %99’unun dogal ekosistemlerinde biyofilm yasam
tarzin1 benimsedigi gosterilmistir (Donlan ve Costerton, 2002; Flemming ve dig., 2016). O
zamandan giinlimiize, bu mikrobiyal yasam tarzinin gizemini ¢bzmek icin sayisiz bilimsel
caligma yiritiilmiis ve literatlirde bu yasam tarzina ¢ok sayida tanim atfedilmistir. Cogu zaman
biyofilm, bir araylze, inert veya biyotik bir yilizeye veya birbirlerine tutunan mikrobiyal
hiicrelerin, kendileri tarafindan salgilanan hiicre dis1 polimerik maddelerden (EPS’den) olusan
bir matris icinde yapilanmis halde bulundugu bir mikroorganizma toplulugu olarak
tanimlanmaktadir (Costerton ve dig., 1994; Donlan 2001). Bu karmasik matris, biyofilmin
olumsuz g¢evre kosullarina uyum saglamasina olanak tanir ve farkli stres tiirlerine
(antimikrobiyal ajanlar, kuruluk, besin eksikligi vb.) kars1 6zel bir direng kazandirir (Solano ve
dig., 2014; Mazza, 2016).

EPS igeriginde, esas olarak polisakkaritler ve daha az oranda ise nukleik asitler, proteinler ve
lipitler bulunmaktadir (Sekil 2.2). Biyofilmin yapisindaki makromolekiillerin oranlari,
biyofilmi olusturan organizmalarin ¢esitliligine bagh olarak degismektedir. Ayrica biyofilmin
fizyolojik ozellikleri, biyofilmin olustugu ortamin dogasi ve fiziksel kosullar1 da makromolekiil
oranlarimi etkilemektedir. Biyofilmin yapisindaki matris, biyofilmin toplam kuru kitlesinin
yaklasik %90’m1 temsil ederken, mikroorganizmalar sadece %210’unu olusturmaktadir
(Flemming ve Wingender, 2010). Dogal ortamda biyofilm tek bir bakteri tiiriinden de olusabilir,
ancak cogu durumda biyofilm i¢inde arkeler, protistler, viriisler ve funguslar da dahil olmak

tzere bircok tur bir arada bulunur (Fanning ve Mitchell, 2012).
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Sekil 2.2: Biyofilm matrisinin sematik gdsterimi; Kati bir ylizeye tutunmus bakteriyel biyofilm modeli
(a), EPS matrisinin bilesimi ve ana bilesenlerinin iglevleri (b) (Flemming ve Wingender (2010) ve
Pinto ve dig. (2020) literatiirlerinden diizenlenmistir).

2.3.1.1. Biyofilmin Olusum Asamalari
Biyofilm olusumu, bes ana agsamada gerceklesen bir dizi fiziksel, kimyasal ve biyolojik siireci

iceren karmasgik bir olgudur (Sekil 2.3):

Geri doniisiimlii tutunma: Planktonik bakteriler yiizeyle temas etmeden Once, organik
makromolekiiller ve iyonlar gibi ortam unsurlar1 yiizeye adsorbe olarak yiizeyde heterojen
bir film olustururlar (Rouvre, 2016). Mikroorganizmalar, organik maddelerce zengin

1.



20

filmin olusmasi ile hazir hale gelen yiizeye dogru, ¢cokelme, Brown hareketi, s1vi akimlari
ve hatta flagella gibi ¢esitli hiicre yapilar sayesinde hareket ederler (Van Loosdrecht ve
dig., 1995). Yuzeyden onlarca nanometre uzakta bakteriler, pasif partikiller gibi
davranirlar ve sonrasinda, elektrostatik giicler, hidrofobik etkilesimler, Van der Walls
kuvveti ve asit-baz etkilesimleri gibi etkiler sayesinde malzeme yiizeyiyle ilk temaslarini
gerceklestirirler (Costerton ve dig., 1995; Schwarz ve Safran, 2013). Bu ilk asamadaki
tutunma bi¢imi, ylizeye yeni yaklasan planktonik mikroorganizmalarin daha 6nce yiizeye
tutunmus mikroorganizmalar ile gegici iliskiler kurdugu, geri doniisebilir bir tutunmadir
(Katsikogianni ve dig., 2004). Bu tutunma fiziksel temasin baslangi¢ asamasidir ve

zamandan bagimsizdir.

i, &~ Planktonik hiicre
Ve
\

Mikro koloniler

ﬁ Geri
dontistimsiiz

Mikro kolonilerin Biyofilmin

doniistimli olusumu olgunlagmasi
tutunma

Sekil 2.3: Biyofilm olusum asamalar1; Ik baglanma ve geri doniisiimlii tutunma (1), geri
doniigimzsiiz tutunma (2), mikro kolonilerin olusumu (3), biyofilmin olgunlagmasi (4), dagilma (5)
(Sauver ve dig., 2022).

2. Geri doniisiimsiiz tutunma: Bu asama, belirli bir enerji bariyerinin asilarak, yizey ile
bakteri arasindaki ¢ekici kuvvetlerin itici kuvvetlerden daha biiyiik oldugu ve mikrobiyal
hlcrelerin yapismasinin geri donddrilemez hale geldigi asamadir. Bu asamada hiicrelerin
ylizeye tutunmasi, zamana bagimli ve geri dondiiriilemez molekiiler ve hiicresel bir

yapismadir (Katsikogianni ve Missirlis, 2004).
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3. Mikro kolonilerin olusumu: Yiizeye geri doniisiimsiiz olarak tutunan bakteriler, sudaki
ve ylzeydeki besinleri kullanarak gogalir, birikir ve EPS Uretirler. Daha sonra materyalin
yiizeyinde, biyofilm 6ncusi olan mikro koloniler olustururlar.

4. Biyofilmin olgunlasmasi: Bu asamada bakteriler yiizeye ve biitiine yapisan yeni hiicrelerle
stirekli olarak biiyiir ve ¢ogalir. Bu ayn1 zamanda diger mikroorganizmalarin katilimin ve
ardindan farkli tiirler arasinda simbiyotik bir iliskinin gelismesini saglamaktadir. Bu
simbiyoz, “Quorum Sensing (QS)” adi verilen 6zel bir iletisim mekanizmasi sayesinde
gerceklesmektedir (Flemming ve Wingender, 2010). Hiicre yogunluguna bagli olarak, QS
belirli genlerin ifadesini senkronize etmektedir. Biyofilm olusturan hiicrelerin kendileri
tarafindan salgilanan ve oto-indiiktorler (Al’lar) olarak adlandirilan spesifik molekiiler
sinyallerin yogunlugunun 6lgtimii ile gevrelerindeki mikroorganizmalarin yogunlugunu
belirleyebilmekte ve bu verileri popiilasyondaki diger bakterilere ileterek
haberlesebilmektedirler. Yani bu mekanizma, bakterilerin topluluk halindeki yasam tarzini
benimsemelerini saglamaktadir (Luo ve dig., 2022). Olgunlagmis biyofilm uzaysal olarak
yukart dogru genisler ve mantar seklinde ii¢ boyutlu bir yapi ile karakterize edilir
(Muhammed ve dig., 2020). Yapisinda hem besinlerin mikroorganizmalara verilmesini
hem de atiklarin bosaltilmasini kolaylastiran kanallar bulunmaktadir (Guilhen ve dig.,
2017).

5. Biyofilmin dagilmasi: Biyofilm i¢indeki ¢evresel kosullar toksinlerin birikmesi, oksijen
ve besin maddelerinin azalmasi nedeniyle elverigsiz hale geldiginde, hiicre dis1 matris
bozulmaya baslar ve biyofilm dagilmaya baslayarak hicrelerin serbest kalmasma neden
olur. Serbest kalan bakteriler gelisimleri i¢in daha elverigli oldugu diger yiizeylere gog
etmektedirler (Sauer ve dig., 2022). Bunu saglayacak hiicre yapilarinin (flagella gibi)
meydana gelebilmesi i¢in ihtiyag duyulan protein salimimi artmaktadir. Biyofilmlerin
dagilmast igin farkli stratejiler de mevcuttur. Matrisin bilesenlerinin sentezinin
durdurulmasi, biyofilmdeki bakteri iyelerinin enzimatik aktiviteleri ile matrisin bozulmasi
veya hatta matrisin farkli bilesenleri arasindaki kovalent olmayan baglarin bozulmasi bu
stratejilerden bazilaridir (Otto, 2013). Ayrica, birgok calisma QS mekanizmasinin

biyofilmin dagilmasinda rol oynayabilecegini de bildirmistir (Guilhen ve dig., 2017).

2.3.1.2. Biyofilm Olusumunun Sonuclart
Mikroorganizmalarin her yerde olmasi ve %99 unun da dogal olarak biyofilm yasam tarzini

benimsemesi, biyofilmlere tiim ekosistemlerde rastlanilmasina neden olmustur. Bu mikrobiyal
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is birligi, hem saglik hem de endiistriyel alanlarda ciddi olumsuz sonuglar dogurabilmektedir.
Saglik alaninda karsilasilan en 6nemli problem, biyofilm olusturan bakterilerin antibakteriyel
maddelere karsi daha direncli hale gelerek enfeksiyonlarin agir bir tabloda seyretmesine ve
tedavilerinin giiglesmesine neden olmalaridir (Gebreyohannes ve dig., 2019). Diger yandan,
hastane ortamindaki idrar sondalari, kateterler, yapay havalandirma tiipleri, ortopedik protezler
gibi farkli alet ve cihazlarda kolonize olma yetenekleri nedeniyle hastane enfeksiyonlarindan

da sorumludurlar (Donlan, 2001; Sanchez ve dig., 2013).

Endustriyel sistemlerde ise biyofilmin varligi, farkli mikroorganizma g¢esitliligi sayesinde
kimyasal ve biyolojik reaksiyonlarin katalize edilmesi ile birlikte, basta ilgili ortamin sartlarini
degistirmesi sebebiyle istenmeyen bir durumdur. Dahasi malzemelerin yiizeyinde biyofilm
olusumu, 6zellikle de mikrobiyal kaynakli korozyona neden olmaktadir (Xu ve dig., 2017).
Biyofilmler, liman tesisleri (Aktas ve dig., 2017), havacilik yakit sistemleri (Dai ve dig., 2016),
gaz ve petrol endustrisi (Videla, 2002), su sistemleri (Rhoads ve dig., 2017), niikleer atik
depolama tesisleri (Forte Giacobone ve dig., 2011) olmak {izere bir¢ok farkli endiistriyel

sektordeki ekipman ve altyapida mikrobiyolojik korozyon hasarina neden olmaktadirlar.

2.3.2. Korozyon

Korozyon, genellikle metal veya alagim olan bir malzeme ile ¢evresi arasinda, malzemenin ve
ozelliklerinin bozulmasma neden olan kimyasal veya elektrokimyasal reaksiyonlar olarak
tanimlanir. Korozyon olay1, abiyotik ve biyotik kosullar altinda, kimyasal ve elektrokimyasal
olarak gergeklesebilmektedir (Hamilton, 1985; Revie ve Uhlig, 2008). Kimyasal korozyon,
metalin elektrolit etkisi olmayan (yiiksek sicakliktaki havada oksidasyon, sivi metallerde
¢cbzunme vb.) bir ortam ile reaksiyona girdigi strectir. Elektrokimyasal korozyon ise metalin
bir elektrolit iginde ¢oziinerek metal katyonlar1 olusturdugu siireglerdir ve bu surecler, elektrik

yiikiiniin metal/gevre arayiizii boyunca aktarilmasini ifade eder (Cragnolino, 2020).

2.3.2.1. Abiyotik Kosullarda Elektrokimyasal Korozyon
Korozyon, es zamanli olarak meydana gelen yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlar1 yoluyla
elektronlarin transferini igeren elektrokimyasal bir siirectir. Elektrokimyasal bir korozyon

olaymin gergeklesebilmesi i¢in ii¢ temel kosulun bir araya gelmesi gerekmektedir:

1. Anot ve katot bolgeleri (metal) bulunmalidir.

2. Anot ve katot arasinda potansiyel farki olmalidir.
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3. Anot ve katodu birlestiren elektriksel iletken bir yol (akim yolu) bulunmalidir.
Metallerin temas halinde oldugu ve elektronlarin iki elektrot arasinda akisini saglayan
sulu ortam elektrolittir. Metalin elektrolite maruziyeti korozyon reaksiyonunu

baslatmaktadir.

Korozyon sirasinda, anodik (elektron veren, yiikseltgenme) ve katodik (elektron alan,
indirgenme) reaksiyonlar birlikte meydana gelir. Anodik reaksiyonlar sonucunda metal atomlar
negatif yuklerini kaybederek pozitif yiiklii metal iyonlarma doéniismektedirler. Anodik
reaksiyonlar (Denklem 2.1), elektron U(retmekte ve bu elektronlar metal ylzeyinde
birikmektedir (Hamilton, 1985).

Fe' — Fe' +2¢ 2.1)

Anodik reaksiyon sonucu agiga c¢ikan elektronlar, katodik bir reaksiyonda kullanilir.
Korozyonun devam edebilmesi, anotta salinan elektronlarin, potansiyelin daha negatif oldugu
katoda hareket ederek orada tliketilmesine baglidir. Elektrolit ortamin pH derecesine ve
elektrolit i¢inde ¢6ziinmiis O2 konsantrasyonuna bagli olarak farkli katodik reaksiyonlar
meydana gelmektedir (Hamilton, 1985). Bu reaksiyon tiplerinin baslicalari1 asagida verilmistir
(Denklem 2.2 - 2.6):

1. Notral ve ¢oziinmiis oksijenin bulundugu ortamlardaki katodik reaksiyon, su iginde
¢coziinmiis oksijenin elektron alarak hidroksil iyonu haline doniismesi seklinde yiiriir
(Yalgin ve Glrd, 2010).

Y% 02+ H20 + 2e- — 2 OH" (2.2)

2. Asitli ve ¢ozlinmiis oksijenin bulundugu ortamlarda, ¢o6ziinmiis oksijen katodik
reaksiyonda yer alir ve su molekiiliine indirgenir.

02 + 4H* + 4e” — 2 H20 (2.3)

3. Anaerobik bir ortamda, katot dnciisu olarak oksijenin yerini hidrojen iyonlar1 veya su
alir (Videla, 1996). Bu durumda, oksijensiz bir ortamda protonlar katodik reaksiyona
katilarak 6nce atomik, sonra molekuler hidrojen olusturabilirler (Denklem 2.4)
(Hamilton, 1985).

2H" + 2e" — 2H < H2 (2.4)
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4. Metal iyonlar katodik reaksiyonda yer alarak metal iyonlarma indirgenebilir.

MP+e >M” (2.5)
5. Metal iyonlar1 katodik reaksiyonda yer alarak metal atomlarina indirgenebilir

M +e —M (2.6)

En yaygin katodik reaksiyonlar, hidrojen ortaya cikist ve oksijenin indirgenmesidir. Sulu
cozeltiler her zaman H* iyonu igerirler. Cozeltinin pH degeri ne kadar diisiik olursa, ortamdaki
H* iyonlarinin konsantrasyonu da o kadar yuksek olur ve bunun sonucunda katodik reaksiyon
yoluyla hidrojen salinimi kolaylasir. Anodik ve katodik reaksiyonlar sonucu olusan iiriinler

genellikle reaksiyona girerek korozyon tiriinlerini olustururlar (Iverson, 1987).

2.3.2.2. Biyotik Korozyon

Biyotik korozyon, mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri varliginda meydana gelen
korozyon reaksiyonlar1 ile metalin bozulmasidir (Hadley, 1948). Elektrokimyasal korozyon,
biyotik korozyon icin de gecerliligini korumaktadir, ancak mikroorganizmalarin bu olaydaki
islevini degerlendirmek giictiir (Ford ve Mitchell, 1990; De Bruyn, 1992). Temelde korozyonda
olayina biyotik katilimin iki temel 6zelligi bulunmaktadir (Videla, 1996). Bunlar;

1. Metabolik aktiviteleri sebebiyle, metal/¢ozelti ara yiiziinde degisikligin gergeklesmesi
ile dogrudan etkileri,

2. Kimyasal olarak reaktif iirtinleri salgilamalari ile dolayl etkileridir.

2.4. MIKROBIYOLOJIK OLARAK DESTEKLENEN KOROZYON (MIC)

Biyotik kosullar altinda gergeklesen metal korozyonunda mikroorganizmalar, metal ile
elektrolit ara yiiziindeki ortami degistirerek, anodik ve/veya katodik reaksiyonlar1 baglatabilir
veya var olan korozyonun siddetini arttirabilirler (Ford ve Mitchell, 1990). Bu korozyon tipi
“Mikrobiyolojik olarak desteklenen korozyon (Microbiologically Influenced Corrosion -
MIC)” olarak tanimlanmaktadir (Kip ve A van Veen, 2015; Natarajan, 2013). MIC kavrami ilk
kez, 100 yildan uzun siire dnce Gaines (1910) tarafindan 6ne siiriilmiistiir. Ilerleyen yillarda
farkli endiistriyel sektorlerdeki aragtirmacilar ve uygulayicilar arasindaki farkindaligin artmasi
ile daha iyi bilinen bir kavram haline gelmistir. Flemming (1996) tarafindan yapilan tahminlere

gore, korozyonun neden oldugu hasarin neredeyse %20’si MIC kaynaklidir.
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MIC, metalin mikroorganizmalarin varhiginda elektrolitik bir ortama daldirildig:
elektrokimyasal korozyonun bir ozelligini temsil eder (Féron ve dig., 2002). Aslinda,
mikroorganizmalar dogrudan veya metabolizmalar1 sonucu ortaya ¢ikan maddeler araciligiyla
etki gosterebilirler. MIC’1 baslatmak i¢in mikroorganizmalarin varligina ek olarak, bir karbon
kaynaginin, elektron vericisinin, elektron alicisinin ve elektrolitin varlifi zorunludur

(Javaherdashti, 2017).

2.4.1. MIC Mekanizmalar

MIC, farkli mekanizmalarla hareket eden ve ortamdaki oksijenin varlig1 ya da yokluguna baglh
olarak cesitli mikroorganizma tiirlerini iceren karmasik bir siiregtir. Anaerobik kosullar altinda,
bu mekanizmalar Gu (2012) tarafindan ig tipte kategorize edilmistir: tip I, tip Il ve tip I11. Tip
I ve II elektrokimyasaldir ve sirasiyla hiicre dis1 elektron transferi ile MIC (Extracellular
Elektron Transfer- MIC, EET-MIC) ve metabolit ile MIC (Metabolite-MIC, M-MIC) olarak
adlandirilir. Ote yandan, Tip Il elektrokimyasal degildir ve biyodegredasyon ile MIC
(Biodegradation-MIC, BD-MIC) olarak bilinir. Ote yandan, aerobik kosullar altinda, bilinen

mekanizmalar sunlardir:

2.4.1.1. Hiicre Dus1 Elektron Transferi ile MIC (EET-MIC)

Literatiirde biyofilm olgunlastiginda kiitle transferini engelleyerek ciddi karbon kaynagi
eksikligi durumuna neden oldugu, bunun da hiicreleri hayatta kalmalar i¢in gerekli enerjiyi
cekmek iizere enerjik bir metale dogru hareket etmeye ittigi belirtilmektedir (Gu ve dig., 2019;
Li ve dig., 2015). Aslinda EET-MIC, elektron donori olarak elementel demir kullanan ve
mikrobiyal solunum igin gerekli bir elektron transfer siireci olarak tanimlanabilir. Demir
oksidasyonundan kaynaklanan hiicre dis1 elektronlar, duvar boyunca silfat nitrat gibi bir
elektron alicisinin indirgenecegi sitoplazmaya tasinir. Bu reaksiyon hiicre i¢i enzimlerin
miidahalesini gerektirir (Huang ve dig., 2018; Jia ve dig., 2017). Elektron transferi, aracilar
kullanilarak dogrudan veya dolayli bir yolla yapilabilir (Unsal ve dig., 2019) (Sekil 2.4).
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DET: dogrudan elektron transferi

MET: aracili elektron transferi

Sekil 2.4: Dogrudan ve dolayli elektron transferi (Li ve dig., 2018).

Dogrudan elektron transferi durumunda, mikroorganizmalar kendilerini dogrudan materyalin
ylizeyine baglayarak, elektronlarin hiicre duvarindan gecisini saglayabilir ve sitokrom c oksidaz
gibi spesifik enzimler sayesinde hiicre icine, sitokroma niifuz etmelerini saglayabilir (Gu ve
dig., 2019). Elektronlarin dogrudan transferi, bazi bakterilerde iletken pili olan spesifik nano
tellerin kullanilmasiyla da saglanabilir (Logan, 2019). Ote yandan, dolayli yolda,
mikroorganizmalar elektron transferini saglamak i¢in riboflavin veya flavin adenin dintkleotid
(FAD) gibi aract molekiiller kullanmaktadir (Zhang ve dig., 2015).

Yakin zamanda, Huang ve dig. (2018) elektron transfer aract molekiilii fenozin-1-karboksamidi
kodlayan phzH geninin MIC sirecini dizenlemede sorumlu oldugunu ilk kez gostermeyi
basarmis ve bdylece EET-MIC’in P.aeruginosa bakterisinde korozyonun “darbogazi”
oldugunu kanitlamistir. Ayni1 baglamda, bagka bir calisma, hiicre dis1 elektron transfer
surecindeki ara molekilleri kodlayan phzM ve phzS genlerinden yoksun P.aeruginosa
mutantlarinda korozyon oraninin %48 oraninda azaldiginmi gostermistir. Karbon eksikliginde,
P. aeruginosa’nin elektron donérii olarak elementel demir kullandigini ve diger yandan EET-

MIC yoluyla daha siddetli korozyona neden oldugunu rapor etmistir (Huang ve dig., 2020).
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2.4.1.2. Metabolit-MIC (M-MIC)

M-MIC, mikroorganizmalar tarafindan salgilanan metabolitlerin neden oldugu bir mikrobiyal
korozyon tiiriidiir. Bu agindirici metabolitler protonlar, organik asitler ve hatta stlfitler olabilir
(Li ve dig., 2018). EET-MIC’in aksine M-MIC, biyokatalizorlerin varligini gerektirmez. Bu
durumun en tipik Ornegi, asit lireten bakterilerin (acid producing bacteria, APB’lerin)
enzimlerin araciligi olmadan dogrudan metalin dig yiizeyine saldiran protonlar ile korozyona
sebep olmalaridir (Li ve dig., 2018). Ayrica, anaerobik solunum da M-MIC’e yol agabilecek
diger bir potansiyel metabolizma olarak kabul edilmektedir. Ornegin, silfat indirgeyen
bakteriler (SRB) anaerobik solunum siirecinde siilfit iireterek bakirin korozyonuna yol
agcmaktadirlar (Jia ve dig., 2019; Dou ve dig., 2020). Bakterilerin yan1 sira funguslar da bu tiir
M-MIC’e neden olabilirler. Nitekim Dai ve dig. (2016), Aspergillus niger tarafindan
olusturulan biyofilmlerin organik asitlerin salgilanmasi yoluyla M-MIC’i indiikledigini

bildirmistir.

2.4.1.3. Biyodegradasyon-MIC (BD-MIC)

BD-MIC, plastiklestiriciler ~ve  polimerler gibi  organik maddelere  saldiran
mikroorganizmalardan kaynaklanir (Jia ve dig., 2018). BD-MIC mekanizmasi,
mikroorganizmalarin besin olarak kullanilacak kilcik organik molekdlleri Gretmek icin
salgiladiklar1 enzimler araciligiyla gerceklestirilir. Bu mekanizma hem aerobik hem de
anaerobik  mikroorganizmalarda  benimsenmistir.  Mikrobiyal korozyon alanindaki
aragtirmacilarin ¢ogu metalik malzemelere odaklanmaktadir, bu nedenle BD-MIC ile ilgili

calismalar sinirh sayidadir (Jia ve dig., 2019).

2.4.1.4. Oksijen Varhgindaki Mekanizmalar

Aerobik kosullardaki mikrobiyal korozyon siirecinde, oksijen ¢cogunlukla son elektron alicisi
roliindedir. Ustelik, oksijen varligindaki mikrobiyal korozyon, metal oksitleyici bakteriler ve
Ozellikle de demir okside eden bakteriler (iron oxidizing bacteria, IOB’ler) ve mangan okside
eden bakteriler (manganese oxidizing bacteria, MOB’ler) gibi farkli mekanizmalari
benimseyen ¢esitli mikroorganizma tirlerini igerir. Bu bakteriler, enerji Gretimi icin son
elektron alicist olarak oksijeni kullanarak sirasiyla, demir iyonlarmin ferrik iyonlara ve
Mn(11)’nin Mn(IV)’e oksidasyonunu katalize ederler (Wang ve dig., 2014; Linhardt ve dig.,
2010).
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Dogada ¢ogu zaman, biyofilm igerisinde farkli bakteri tiirleri bir arada bulunmaktadir.
Biyofilmdeki IOB’lerin yan1 sira MOB’lerin de oksijeni tiiketmesiyle, biyofilmin altinda
Ozellikle de SRB’nin gelisebilecegi oksijensiz veya diisiik oksijen konsantrasyonlu bdlgeler
olusmaktadir (Jia ve dig., 2019). Sonug olarak, bu bolgeler lokal korozyona yol acan bir anot
gibi davranir. Ote yandan, oksijen iceriginin daha yiiksek oldugu ve mikrobiyal popiilasyonun
daha az yogun oldugu veya hi¢ bulunmadigi bolgeler katot gibi davranmaktadir (Sekil 2.5).
Bunun sonucunda iki bolge arasinda son elektron alicisi olarak oksijen ile bir elektron akisi
olusur (Skohvus ve dig., 2017). Bu mekanizma “oksijen konsantrasyon hiicresi” olarak
adlandirilir. Literatiirde bu mekanizmanin, basta Pseudomonas aeruginosa olmak Uzere bazi
bakterilerde metallerin ve alagimlarin korozyon hizinin artmasma katkida bulundugu

bildirilmistir (Abdolahi ve dig., 2015).

/

Biyofilm

" Bakteri hiicresi (1) Fe — Fe* + 2¢
¢ Elektron 2) 0,+2H:0 +de — 4OH

Sekil 2.5: P.aerugionsa biyofilminin oksijen konsantrasyon hiicresi olusturma mekanizmasi yoluyla
neden oldugu ¢ukurlasma korozyonunun sematik gosterimi (Jia ve dig., 2019).
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2.4.2. Ucak Aliiminyum Alasimlar1 Ii¢in Onerilen MIC Mekanizmalar1

Ugak aliiminyum alasimlarinin mikrobiyal korozyon siirecini ag¢iklamak igin farkh
mekanizmalar onerilmistir: (1) oksijen konsantrasyon hticresi, (2) organik asitler ve (3) hticre

dis1 enzim aktivitesi (Nelson ve dig., 2017).

2.4.2.1. Oksijen Konsantrasyon Hiicresi

Boliim 2.4.1.4’te de anlatilan “oksidasyon konsantrasyon hiicresi” (Sekil 2.5) mikrobiyal ylizey
filmini ve kolonizasyonu destekleyerek, mikroorganizmalari koruma ve besleme islevini farkl
endiistriyel uygulamalarda saglamaktadir. Ugaklardaki yakit tanklarinda aerobik funguslar
cogalir ve oksijen konsantrasyon hiicreleri olugturarak, anaerobik SRB’lerin bulunmasina
olanak saglar (Miller ve dig., 1964; Iverson ve dig., 1967). Tekdize olmayan bakteri
kolonizasyonu, diferansiyel havalandirma hiicresinin olusmasiyla birlikte yerel anot ve katot
bolgelerine neden olur. Aerobik ortamda, solunum yapan kolonilerin altindaki alanlar anodik
reaksiyona (metal ¢Oziinmesi) doniisiirken, ¢evredeki alanlar katodik (oksijen indirgeme

reaksiyonu) hale gelir (Wagner ve Little, 1993).

2.4.2.2. Organik Asitler

Aliiminyum alagimlarinin mikrobiyal korozyonuyla ilgili bir diger mekanizma ise mikrobiyal
metabolizma sonucu organik asitlerin {iretilmesidir. Cogu heterotrofik bakteri, organik
substratlarin fermantasyonu sirasinda organik asitler salgilar. Asitlerin tiirli ve miktar
mikroorganizmalarin tiirline ve mevcut substrat molekiillerine baglidir. Asidik metabolitlerin
etkisi, biyofilm/metal arayiiziinde tutulduklarinda yogunlasir Organik asitler korozyonun

meydana gelme egiliminde bir degisiklige neden olabilir.

2.4.2.3. Enzimatik Aktivite

Enzimatik aktivitenin énemi, korozyon drtnlerinin olusumu ile kanitlanmistir ve aliminyum
alagimlariin mikrobiyal korozyonunu agiklamadaki en onemli stre¢lerden biri olarak kabul
edilmistir. Hedrick ve dig. (1969) mikroorganizma biiylimesinde magnezyum iyonlarinin
onemi goz Oniine alindiginda, aliminyum alasimlarindaki farkli magnezyum igeriklerinin
saldir1 derecesini karsilastirarak belirli metalik atomlarin doniigiimiiniin veya ¢6zlinmesinin
hiicre dis1 enzimin varligina baglanabilecegini bulmuslardir. Caligma, enzimatik aktivitenin
Oonemini ortaya koymak adina 6zellikle 6nemlidir. Bagka bir 6rnek olarak katalaz mekanizmasi

da verilebilir. Bakteriler reaktif oksijen tirlerinin (ROS) tretimini ve olumsuz etkilerini
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onlemek icin spesifik mekanizmalar gelistirmistir. Katalazin, oksidatif strese karsi1 bakteriyel
hiicre tepkisinin ayrilmaz bir bilesenidir ve siiperoksit dismutaz ve alkil hidroperoksidazlarla
birlikte, su ve oksijene ayrismasini katalize ederek hidrojen peroksit (H202) gibi reaktif oksijen
tiirlerinin birikimini sinirladigi diisiiniilmektedir (Lai ve Bergel, 2000). Yiizey oksitlerinin

bilesimine bagli olarak peroksitin elektro-indirgenmesi engellenebilir.

2.4.3. MIC’den Sorumlu Mikrobiyal Gruplar

Cesitli mikrobiyal gruplar, farkli mekanizmalar kullanarak mikrobiyal korozyona dahil
olmaktadir. Bakteriler, MIC ile ilgili en yaygin ¢alisilan mikrobiyal gruptur. Bunlarin arasinda,
stlfat indirgeyen bakteriler (suphate reducing bacteria, SRB’ler), nitrat indirgeyen bakteriler
(nitrate reducing bacteria, NRB’ler), IOB’ler ve MOB’ler ile asit ve ekzopolimer dreten
bakteriler bulunmaktadir (Lv ve Du, 2018; Jia ve dig., 2018). Bununla birlikte, ¢alismalar
funguslarin yani1 sira alglerin de metabolik faaliyetleri yoluyla mikrobiyal korozyonu
baglatabilecegini veya hizlandirabilecegini bildirmistir (Little ve Lee, 2007; Liu ve dig., 2018a;
Dong ve dig., 2020).

2.4.3.1. Siilfat Indirgeyen Bakteriler (SRB’ler)

SRB’lerin ¢ogu zorunlu anaerobik bakteriler kategorisinde siniflandirilmakta ve bazilart da
fakultatif anaerobik olabilen ve bu nedenle de buyumeleri ve metabolik aktiviteleri icin oksijen
varligina ihtiyag duymayan bakterilerdir ve son elektron alicis1 olarak silfati kullanirlar
(Javaherdashti, 2017). Aslinda, SRB’ler organik bir bilesigin oksidasyonu yoluyla siilfatin
sulfire indirgenmesi igin elektron uretirler. SRB biyofilmi, organik karbon kaynaginda bir
eksiklik durumunda, sesil SRB’lerin organik karbonu bir elektron vericisi olarak elemental
demir ile degistirme yetenekleri sayesinde daha asindirict hale gelmektedir (Xu ve dig., 2014).
SRB’lerin metabolik aktivitesi korozyona neden olabilmektedir. SRB’lerin MIC mekanizmasi,
1934 yilinda ilk defa, Von Wolzogen Kuhr ve Van der Vlugt tarafindan onerilen “katodik
depolarizasyon teorisi” ile agiklanmistir (Von Wolzogen Kihr ve Van Der Vlugt, 1934). Bu
mekanizma, katodik reaksiyondan kaynaklanan hidrojeni tiiketen ve katalizor rolii oynayan
hidrojenaz enziminin etkisine dayanan bir mekanizma olarak tanimlanmistir (Barton ve
Hamilton, 2007). Sonraki yillarda genis capta tartigilarak sorgulanmis ve yerini oksitlenmis
stilfiir bilesiklerinin indirgenmesinden kaynaklanan oldukca toksik hidrojen siilfir (H2S)
tiretiminin yani sira, demir stlfir (FeS) ¢okelmesinden olusan alternatif surecler almistir

(Javaherdashti, 2011). SRB biyofilminin varliginda metal korozyonu sirasinda gergeklesen
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elektrokimyasal reaksiyonlar, siilfatin bir elektron alicist olarak kullanilmasiyla katotta biriken
atomik hidrojenin tiiketilmesi ve siilfiire indirgenmesinden olusur. Ayrica, SRB’lerin metabolik
aktivitesinden kaynaklanan siilfit iiretimi ve anodik ¢éziinmeden kaynaklanan demir iyonlart,
asagidaki reaksiyonlara gore FeS ve Fe(OH)2 korozif ¢okeltilerinin olusumuna yol agar. Bu

stiregler temelde agagidaki reaksiyonlar ile agiklanabilir (Denklem 2.7 - 2.13):

Sulu ortama yerlestirilen demirdeki baslangi¢ reaksiyonlari (Denklem 2.7-2.9):

Fe — Fe "+ 2¢ (anodik reaksiyon) (2.7)
2H20 — 2H + 20H (suyun pargalanmasi) (2.8)
2H" + 26" — 2H (katodik reaksiyon) (2.9)

Bakteriyel etkilesim (Denklem 2.10):

S04+ 8H — S+ 4H.0 (katodik depolarizasyon) (2.10)

Korozyon urinleri (Denklem 2.11 ve 2.12):
+2 -2
Fe +S — FeS (anot) (2.11)
Fe'* + 20H — Fe(OH), (katot) (2.12)
Toplam reaksiyon (Denklem 2.13):
4Fe + SO4+ 4 H20 — FeS + 3Fe(OH), + 20H (2.13)

SRB’ler, Ozellikle gaz ve petrol endiistrisinde, mikrobiyal korozyona en ¢ok karigan
mikroorganizmalar olarak kabul edilmektedir (San ve dig., 2012; Li ve dig., 2018). Ayrica,
cesitli caligmalar SRB’lerin ¢ok ¢esitli ¢elikler ve aliiminyum alasimlar1 da dahil olmak {izere
cesitli alasimlar tizerindeki korozif etkisini rapor etmistir (Guan ve dig., 2017; Liu ve Cheng,
2020; Wasim ve Djukic, 2020; Xi ve dig., 2020). SRB’ler ¢ok sayida cins icermesine ragmen,
Desulfotomaculum, Desulfobacterium, Desulfovibrio ve Desulfopila cinsleri korozyon
fenomenine en ¢ok dahil olan cinslerdir (Li ve dig., 2018; Liu ve dig., 2018a).
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2.4.3.2. Nitrat Indirgeyen Bakteriler (NRB’ler)

NRB’ler fakiiltatif anaerobik olabilen birkag istisna disinda ¢ogunlukla zorunlu anaerobik
bakterilerdir. Bu tiir bakteriler nitrati nitrit veya amonyuma indirgeme yetenegine sahiptir (Yu
ve dig., 2020). Cogu zaman toprak, biiyiik miktarda nitrit ve NRB’leri igerir ve bu, dogal
nitrojen dongiisiinden, nitrojen giibrelerinin varligindan ve ayrica biyolojik nitrojen
fiksasyonundan kaynaklanir (Roco ve dig., 2016; Chu ve dig., 2017). Petrol endistrisinde,
SRB’lerin neden oldugu korozyon ile micadele edebilmek i¢in en ¢cok kullanilan yontemlerden
biri, tanklara nitrat enjeksiyonu sayesinde SRB’ler ile rekabet etme yetenekleriyle bilinen
NRB’lerin biiylimesinin tesvik edilmesidir. Bununla birlikte, mikroorganizmalar tarafindan
katalize edilen nitratin indirgenmesiyle birlikte, demirin oksidasyonunun termodinamik olarak
daha elverisli hale geldigi ve dolayisiyla NRB’leri daha korozif hale getirdigi ortaya ¢ikmustir
(Xu ve dig., 2013). SRB’lerin aksine, NRB’lerin neden oldugu korozyon {izerine ¢ok az ¢alisma
yapilmistir ve bunlarin ¢ogu anaerobik kosullar altinda gergeklestirilmistir (Gieg ve dig., 2011,
Halim ve dig., 2011). Bu galismalardan birinde Yuk ve dig. (2020), petrol sahalarindan izole
ettikleri bir NRB olan Marinobacter YB03’iin karbon ¢eligindeki siddetli ¢ukurcuk (pitting)
korozyonundan sorumlu oldugunu rapor ederken, Pu ve dig. (2020) ise tipik bir NRB olarak
kabul edilen Pseudomonas aeruginosa’nin, deniz suyu ile hazirlanmis ve oksijeni
uzaklagtirllmig LB-NOs besiyerine maruz birakilan bakirin ¢ukurcuk (pitting) ve diizgiin
(iniform) korozyonundan sorumlu oldugunu ve bunun NRB’lerin EET-MIC mekanizmasindan

kaynaklandigini bildirmislerdir.

2.4.3.3. Demir Okside Eden Bakteriler (I0B’ler)

IOB’ler veya diger bir deyisle ferrobakteriler, bilyiimeleri i¢in gerekli enerjiyi elde etmek
amaciyla, demir iceren ortamlardaki demir iyonlarmin (Fe*?) ferrik iyonlara (Fe*®)
oksidasyonunu katalize eden aerobik bir bakteri grubudur (Denklem 2.14, 2.15). Bu islem, son

elektron alicisi olarak oksijen kullanilarak gergeklestirilir (Emerson ve Moyer, 1997):
Fet? — Fe* + ¢ (2.14)
Fe*3 + 30H" — Fe(OH)3 (2.15)

Bu sekilde olusan demir hidroksit az ¢ok jelatinimsi bir yapiya sahiptir, metal yiizeyinde ¢okelir
ve korozyon potansiyelini arttirarak lokal gukurcuk (pitting) korozyonuna neden olur. Nitekim

Yue ve dig. (2019), Pseudomonas sp.’nin korozif davranisini ve mekanizmasini arastirdiklari
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caligmalarinda, deniz suyuna daldirilmig ve ferro-oksidatif susa maruz birakilan X65 karbon

¢eliginde korozyonunun hizlanarak yiizeyde oyuk olusumu neden oldugunu rapor etmislerdir.

Ek olarak literaturde, dogal biyofilmlerde IOB ve SRB’lerin bir arada bulunarak sinerjik iliski
icinde olduklar1 rapor edilmistir. Lv ve dig. (2019) tarafindan, IOB ve SRB’lerin varliginda
deniz suyuna maruz birakilan X65 karbon ¢eliginin korozyon davranigini incelendiginde,
IOB’ler tarafindan tiiketilen oksijenin, anaerobik SRB’lerin biiyiimesini hizlandirdig1 ve

ortamda bulunan iki bakteri grubunun, metalin korozyon siddetini arttirdig1 belirlenmistir.

2.4.3.4. Mangan Okside Eden Bakteriler (MOB ler)

Mn(II)’nin Mn(IV)’e oksidasyonunu katalize etme ve mangan dioksit (MnO2) biriktirme
yetenekleri ile karakterize edilen aerobik bir bakteri grubudur (Linhardt, 2010). Mikrobiyal
korozyonda rol oynadig1 bilinmektedir. Bu tez calismasi ile ulagilmasi planlanan temel hedef
arasinda, MOB’lerin mikrobiyal korozyonda aldig1 roliin arastirilmasi bulundugu i¢in MOB’ler

Boliim 2.5°te daha detayl bir sekilde ele alinacaktir.

2.4.3.5. Asit ve Ekzopolimer Ureten Bakteriler

Mikroorganizmalar tarafindan metallerin yiizeyinde ekzopolimerlerin ve organik asitlerin
tiretilmesi, biyofilm/metal ara ylizeyindeki elektrokimyasal kosullarin degistirilmesine yol agan
anodik ve/veya katodik reaksiyonlari etkileyebilir. Biyofilm, igerigindeki EPS ile celiklerin
lokal korozyonunda rol oynamaktadir. Biyomolekil diizeyinde biiyiik ¢esitlilikleri sayesinde
EPS’lerin, katyonlar1 metal ylizeyine sabitlemelerine izin veren bir elektronegatiflige sahip
oldugu bildirilmistir (Flemming, 2011; Ma ve dig., 2020). Bu nedenle EPS, biyofilm ve metal
arasinda bir elektron tasiyicisi olarak hareket edebilir. Boylece, redoks reaksiyonu katodun
depolarizasyonuna yol agarak, elektron alicilarinin varliginda korozyonu hizlandirir (Beech ve
Sunner, 2004). Ayrica APB’lerin, biyofilm altindaki pH’1 diisiiren organik asitlerin iiretimi
nedeniyle mikrobiyal korozyona dahil olduklari uzun zamandir bilinmektedir (Xu ve dig.,
2016). Nitekim Dong ve dig. (2018) tarafindan, Acidithiobacillus caldus SM-1 bakterisinin,
biyofilm altinda agresif asitlerin iiretilmesi sonucu metal yiizeyindeki pasif filmin ¢oziilmesi
nedeniyle yiiksek korozyon direnci ile bilinen siiper Ostenitik S32654 paslanmaz celigin

yiizeyinde siddetli korozif gukur ataklarina neden oldugu bildirilmistir.
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2.4.3.6. Funguslar

Funguslar, 6zellikle sicak ve nemli ortamlarda olmak iizere dogada her yerde bulunan 6karyotik
mikroorganizmalardir. Funguslarin mikrobiyal korozyona katilimini bildiren caligmalarin
sayisi az olmakla birlikte (Jia ve dig., 2019); bakir, karbon ¢eligi, paslanmaz ¢elik ve
aliminyum gibi ¢esitli metal tiirlerinin ve alagimlarinin korozyonunda rol oynamaktadirlar
(Cojocaru ve dig., 2016; Lugaskus ve dig., 2016). Nitekim Qu ve dig. (2015), Aspergillus
niger’in yapay deniz suyu ¢ozeltisindeki magnezyum alagimi AZ31B’nin korozif davranisi
uzerindeki etkisini inceledikleri ¢alismalarinda, A .niger’in metabolik aktivitesine bagli olarak
ortamin pH’inda gii¢lii bir diislise sebep olduklar1 ve alagimin yiizeyinde ¢ukurlarin olusmasiyla
korozyon hizini arttirdiklarini bildirmislerdir. Ilerleyen yillarda yapilan baska bir calismada Qu
ve dig. (2017) ise Trichoderma harzianum’un belirli organik asitlerin {iretimi nedeniyle ayni
alasimin korozyon siirecini hizlandirdigin1 gostermislerdir. Ek olarak, dogal ortamlarda
mantarlarin biyofilmdeki oksijeni tiiketerek, SRB gibi anaerobik mikroorganizmalarin
bliylimesine yardimci oldugu ve korozyonu dolayli olarak hizlandirdigi da bildirilmistir (Usher

ve dig., 2014).

2.4.3.7. Algler

Algler, biliylimeleri i¢in oksijen ve 1s18a ihtiya¢ duyan fotosentetik mikroorganizmalardir.
Alglerin fotosentetik siireci, oksijen liretimi ve pH degisimi yoluyla mikrobiyal korozyonda rol
oynamaktadir (Javaherdashti ve dig., 2009). Liu ve dig. (2018b), Chlorella vulgaris’in 316L
paslanmaz gelik tizerindeki etkisini incelemis ve C. vulgaris hiicrelerinin EPS’leri araciligiyla
birbirine ve paslanmaz ¢eligin yiizeyine yapistiklari1 ve boylece 20 um derinlige ulasan
lokalize gukurcuk (pitting) korozyonuna neden olduklarint bildirmistir. Dahasi, giin boyunca
C. vulgaris’in fotosentez yoluyla daha aktif olmalar1 ve oksijen Uretmeleri sayesinde, biyofilm
ve elektrolitteki ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonunda artigsa yol agarak, katodik reaksiyonun

hizlanmasina ve sonug olarak da korozyon artisina neden olduklari rapor edilmistir.

2.5. MANGAN OKSIDE EDEN BAKTERILER (MOB’LER) VE MIC iLISKiSi

2.5.1. Mangan ve Oksidasyonu

Mangan (Mn); yirminci element, besinci metal ve yer kabugunda oksidorediiktif aktiviteye
sahip en bol bulunan gegis metallerinden biri olarak kabul edilir. Mn, 0 ile +7 arasinda degisen

yedi farkli oksidasyon durumunda bulunur ve bunlar arasinda Mn(II), Mn(III) ve Mn(IV) dogal
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ortamlarda baskin olan Mn tiirleridir (Brouwers ve dig., 2000). Bu ii¢ degerlik arasindaki Mn
dongiileri, biyotik veya abiyotik siire¢lerdeki oksidasyon ve indirgeme reaksiyonlarini igerir
(Elzinga, 2011). Kimyasal Mn(II) oksidasyonu termodinamik olarak miimkiin olmasina ragmen
pH degeri 8’in altinda oldugunda reaksiyon hizi ¢ok yavastir (Hansel ve Learman, 2016).
Bununla birlikte, notr ortamlarda bircok mikroorganizma, Mn(ll) oksidasyonunu kimyasal
surecten 4-5 kat daha hizli gerceklestirebilir. Bu nedenle dogal mangan oksitler dncelikle
biyojeniktir (BioMnOx).

Oksijen, Yiiksek pH

Diisiik pH
Mn (1) Mn(lll) —> Mn(IV)
iisiik [Mn(ID)]

Diisiik pH

Sekil 2.6: Manganin dogadaki oksidasyon hallerinin dongiisii (Tebo ve dig., 2004).

Mn(IT) oksidasyon mekanizmasi agisindan bakildiginda, hem biyotik (enzimatik giidiimlii) hem
de abiyotiklerin (pH, radikaller ve alkalin metabolitler gibi kimyasal giidiimlii) farkl
mikroorganizmalar tarafindan Mn(II) oksidasyonunu kolaylastirdigi dogrulanmistir. Bununla
birlikte, mikrobiyal Mn(II) oksidasyonunun spesifik olarak fizyolojik rolii hala belirsizligini
korumaktadir. Mangan okside eden mikroorganizmalar (MOM’ler) arasinda aside direngli ve
anaerobik olanlarin tanimlanmasi, fizyolojik gereklilik agisindan mikrobiyal Mn(ll)
oksidasyonu ile ilgili olasiliklar1 arttirmaktadir. MOM’ler, bakteriler, funguslar ve algler de
dahil olmak tiizere filogenetik olarak cesitlidir, ancak arkeler bu 6zellikleri agisindan hi¢ rapor

edilmemislerdir. MOM’ler arasinda en baskin grup bakterilerdir (Zhou ve Fu, 2020).

MOB’ler, yogun olarak oksik ve anoksik ara yiizeylerde olmak iizere; ferromanganez
nodiillerinden denizlere, volkanik taslardan ¢ollere kadar genis bir jeografik alana yayilmakla

birlikte boru hatlari, depolama tanklar1 ve hidroelektrik santralleri gibi endiistiryel ortamlarda
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da bulunmaktadirlar (Tebo ve dig., 2005; Lane, 2005). Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes ve Proteobacteria’dan olusan 4 farkli bakteri filumunda yer alarak, filogenetik
olarak yayginlik ve cesitlilik gdsteren bir topluluktur ve tipik suslar1 Tablo 2.3’te verilmistir
(Tebo ve dig., 2005; Zhou ve Fu, 2020). Aerobik olarak iireyen bu bakterilerin tamami
heterotrofiktir. Bakterilerin neden Mn okside ettigi giinlimiizde hala aydmlatilamamis olup,
konu iizerine farkli teorilerde bulunulmaktadir (Tebo ve dig., 2005). Bunlardan en yaygini,
Mn’nin bakteriler tarafindan okside edilerek enerji tiretimi i¢in kullanildig: teorisidir. Ancak,
bunu dogrudan kanitlayan veriler eksiktir ve konu hala aragtirma gerektiren agik bir alan olarak

kabul edilmektedir.

Bakterilerin Mn oksitleme sistemleri, bircok agidan ¢esitlilik gostermekte ve mikrobiyal
oksidasyon, redoks dengesi ve atik metabolizmasi gibi bir dizi karmagik siireci igermektdir.
Bakteriler, Mn oksidasyonunu dogrudan veya dolayl1 olarak gergeklestirmektdirler. Dogrudan
Mn oksidasyonu, bakteri tlrine 06zgu olarak Gretilen potein ve polisakkarit gibi
makromolekdller ile oksidasyonun katalizlenmesi yoluyla gergelestirilir (Ghiorse ve Hirsch,
1979; Beveridge, 1989; Okazaki ve dig., 1997; Larsen ve dig., 1999; Francis ve Tebo, 2001).
Dolayli Mn’nin oksidasyonununda ise bakteri, bulundugu sulu ortamin kosullarin1 (pH
degerleri, redoks dengesi vb.) degistirerek ya da Mn’nin kimyasal oksidasyonuna neden olan
metabolik trunleri ortama salarak Mn oksidasyonuna yol agar (Richardson ve dig., 1988; Hullo
ve dig., 2001). Mekanizmalar farklilik gostermekle birlikte, model mikrooragnizma olarak
kullanilan ¢cogu MOB tiiriinde ortak olarak, Multicopper oxidase (MCQO) ve MopA enzimlerinin

oksidasyon sirecine katildig: rapor edilmistir.

2.5.2. MOB’lerin izolasyonu ve Mangan Oksit Varh@mn Tespiti

2.5.3. MOB Korozyon Mekanizmasi

MOB’lerin korozif etkisi oncelikle aerobik sulu ortamda metal yiizeyine tutunmalarina ve
ardindan ¢6ziinmiis Mn(II) iyonlarmin varhigina baglidir (Linhardt, 2010). Bunlarin varliginda
MOB’ler, Mn*? iyonlarinin oksidasyonunu katalize ederek, metal yiizeyinde tortular olugturan
MnOOH ve MnOz Uretirler (Denklem 2.16, 2.17) (Lewandowski ve Beyenal, 2009; Little ve
Lee, 2007).
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Mn*2 + 2H,0 — MnOOH + 3H* + & (2.16)
MnOOH — MnO; + H* + & (2.17)

Mn(1V) oksitler, metalin ytizeyi ile temas ettiginde, Mn*? iyonlarinin yenilenmesine yol agan
katodik bir reaksiyonu indiikleyebilen ve sonug olarak metal/biyofilm/elektrolit araytiziinde bir
Mn dongiisii olusturulan giiglii oksidanlardir (Sekil 2.7) (Linhardt, 2010).

Elektrokimyasal
rediiksiyon

?/

Mikrobiyal
oksidasyon/
rediiksiyon

Anodik korozyon
bolgesinden

elektronlar

Sekil 2.7: Mn dongiisiiniin metal yiizeyinde sematik gosterimi (Olesen ve dig., 2000).

MOB’lerin metal malzemelerdeki korozyonun mekanizmasi iki asama ile karakterize
edilmektedir: biyotik ve abiyotik. Biyotik stirecte MOB’ler, ortamdaki serbest Mn*? iyonlarini
oksijenin varliginda, MnOz ve ilgili bilesiklere oksitler. Metal yiizeyinde biriken bilesikler
metalin elektrokimyasal 6zelliklerini degistirirler. Abiyotik slirecte ise metal yiizeyinde biriken
kat:1 Mn oksitler tekrar Mn*2 iyonlarma geri indirgenir. Béylece metaldeki katodik reaksiyonlar
artar ve metalde korozyon meydana gelir (Sekil 2.7). Mn oksitler ayrica, metalin anodik
potansiyelini degistirerek cukurcuk (pitting) korozyonuna neden olabilir (Hakkarainen, 2003;
Linhardt, 2004). Ayrica Mn oksit birikintilerinin diferansiyel havalandirma hiicrelerinin
olusumuna neden olarak, mikrobiyolojik korozyondan sorumlu SRB’lerin ve diger anaeroplarin
cogalmasini tegvik edebilecegi rapor edilmistir (Dickinson ve Lewandowski, 1996; Dickinson
ve Wiatr, 2013). Dahasi, MOB’lerin farkli metallerdeki MIC’i literatiirde uzun yillardir
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bildirilmektedir (Linhardt, 1994; Dickinson ve dig., 1997; Maruthamuthu ve dig., 2008; Olesen
ve dig., 2000; Lewandowski ve dig., 2002; Ashassi-Sorkhabi ve dig., 2012).

2.6. MIC’IN DEGERLENDIRILMESI

MIC mekanizmalari, etken mikroorganizmalarin ¢esitliligi (1), duyarli materyaller (2) ve
yasami destekleyen ortamlar (3) gibi 3 temel bilesenin etkilesimlerine dayandigindan (Little ve
dig., 2020), MIC'i anlamak i¢in kimya, mikrobiyoloji, metalurji, fizik, elektrokimya ve genetik
gibi birden fazla disiplinin is birligine ihtiya¢ duyulmaktadir (Knisz ve dig., 2023).
Mikrobiyolojik agidan vurgulamak gerekirse, biyofilmlerdeki ¢esitli mikroorganizmalar
arasinda meydana gelebilecek etkilesimlerin karmasikligit ve bu mikroorganizmalarin
metabolik yetenekleri ile anodik ve katodik reaksiyonlara etklilerinin ortaya konulmast MIC’in
dogru degerlendirilmesi agisindan 6nemlidir. Bu baglamda mikrobiyolojik karakterizasyon
yontemlerinin/teknolojilerinin gii¢lii yonlerinin ve smirlamalarinin anlasilmasi da elzemdir.
MIC’de mikrobiyolojik etki siklikla mikrobiyal ¢esitlilik, mikrooragnizma sayis1 ve mikrobiyal
aktivite ile tanimlanmaktadir. Puentes-Cala ve dig. (2022) son 12 yilda yaymlanan MIC
literatiiriinii gézden gecirmis ve arastirmalarin yaklasik dortte liciinde, saha Orneklerinde
mikrobiyal topluluklar1 karakterize etmek icin molekiiler mikrobiyolojik yaklagimlarin
kullanildigin bildirmistir. Nitekim yillar gectikge, MIC’1 molekiiler seviyeye kadar aragtirmak
icin ¢esitli teknikler gelistirilmis ve bunlarin yerini yavas yavas daha ileri teknolojiler almigtir
(Little ve dig., 2006, Beale ve dig., 2016, Trif ve dig., 2018, Kotu ve dig., 2019). Tablo 2.3’te
mikrobiyolojik verileri elde etmek i¢in kullanilabilecek geleneksel ve daha gelismis
yontemlerden bazilarini 6zetlenmis, MIC arastirmalari sirasinda karar vermeye yardimei olmak
icin bunlarin avantajlarin1 ve dezavantajlarin1 vurgulanmigtir. Bu tekniklerin hepsi eger
layigiyla kullanilirsa hem arazi hem de laboratuvar c¢alismalarinda kullanilmaya uygundur

(Eckert ve dig., 2022).
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Tablo 2.3: MIC ¢alismalar1 i¢in mikrobiyolojik veri elde etmede kullanilan bazi yontemler (Knisz ve
dig., 2023).

Yontem

Avantajlar

Dezavantajlar

Referanslar

Mikrobiyoloji (kiiltiir temelli teknikler)

Plak sayim1

Diisiik maliyetlidir.

Segici ortam kullanilarak
mikroorganizma tiirleri
say1labilir ve izole edilebilir.

o Mikroorganizmalarin %1’den azi
kiiltiire edilebilir.

o Sonug almak giinler alir.

o Sonuglar1 dogrulamak i¢in
molekiiler yaklasimlar gereklidir.

Health Canada, 2013

En Muhtemel Sayi1 (MPN)

Diisiik maliyetlidir.
Kullanimi kolaydir.

o Aktiviteyi tanimada basarisiz olur.
o MIC ile ilgili birgok
mikroorganizma kiiltiire edilemez.

Jensen ve dig., 2013;
Skovhus ve dig., 2017

MIC iliskili
mikroorganizmalar1 saymak

e Kullanimi kolaydir.
e Egitimli personele ihtiyag

o Diisiik 6zgiilliik.
o Sonug almak giinler alir.

igin test kitleri yoktur. e Yanlis sonuglar ortaya cikar. Phan ve dig., 2022
o Kosullarin kullanimi dikkatle
belirlenmelidir.
Mikroskopi
Isik Mikroskobu o Diigiik maliyetlidir. e Mikroorganizmalarin yalnizca tespiti ~ Dang ve dig., 2022
o Kullanim1 kolaydir. MIC igin tanisal degildir.
Epifloresan Mikroskobu e Biyosit etkinligini test etmek o Numunenin fikse edilmesi ve

veya korozyon bolgesinde
mikroorganizma varligini
gostermek igin kullanishdir.

boyanmasi gerekiyor.
o Hiicreleri arka plan materyalinden
ayirt etmek genellikle zordur.

Dang ve dig., 2022

Konfokal lazer tarama
mikroskobu (CLSM)

Spesifik boyama kullanilarak
yiizdeydeki biyofilm
gorsellestirilebilir.

o Egitimli personel gereklidir.

Arun ve dig., 2020

2D ve 3D Optik Koherens

Boyama gerekmez.

o Egitimli personel gereklidir.

Tomografi (OCT) e Biyofilmlerin yapisal Lima ve dig., 2022;
ozelliklerini degerlendirmek Romeu ve dig., 2022
icin spesifik goriintiileme
tekniklerine dayanir.

Elektron Mikroskobu (EM) e Korozyon bolgesinde o Egitimli personel gereklidir.

mikroorganizmalari/biyofilmi
gorsellestirilebilir.
Mikroorganizmanin metalle
dogrudan temasi gosterilir.
EDS ile korozyon iiriinlerinin
elementel bilesimi saptanabilir

o SEM analizi sirasinda biyofilmin
yapist bozulur.

Ray ve dig., 1997

Atomik Kuvvet Mikroskobu
(AFM)

SEM’den daha yiiksek
¢Oztintrliklidir.

o Kiigiik tarama alanlar1 vardir.
o Egitimli personele ihtiyag vardir.

Xu ve dig., 2002

DNA/RNA/ protein temelli teknikler

Hibridizasyon yontemleri
(FISH, DNA mikrodizileri
vb.)

Niceldir.
Segilen genler
gorsellestirilebilir.

o Tespit edilecek mikroorganizmalar
hakkinda dnceden bilgi sahibi
olunmalidir.

o Egitimli personel gereklidir.

Kotu ve dig., 2019;
Skovhus ve dig., 2009

Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR)/ Kantitatif PCR
(qPCR)

Ucuz ve hizl bir alternatiftir.
Birkag saat i¢inde sonug
verebilir.

o Amplifikasyon i¢in genlerin sec¢ilmesi
gerekir; bilinmeyen tiirler
tanimlanamamaktadir.

o Egitimli personel gereklidir.

Lahme ve dig., 2021;
Parow ve dig., 2022

Amplikon dizileme

Bakteri ve mantarlara 6zeldir.
Shot-gun
metagenomiklerinden daha az
maliyetlidir.

o Az taksonomik ¢oziinirliigii vardir.
e [slevsel profil olusturmak imkansiz.

Sharma ve dig., 2022
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Tablo 2.3 (devam): MIC c¢aligmalar1 i¢in mikrobiyolojik veri elde etmede kullanilan bazi yontemler.

Yontem

Avantajlar

Dezavantajlar

Referanslar

DNA/RNA/ protein temelli teknikler (devam)

Shot-gun metagenomikleri

Yiiksek 6zgiilliik saglar.
Yiiksek siiflandirma
¢Oziinirliigi saglar.
Fonksiyonel profil olusturma
miimkiindiir.

Tiir veya sus seviyesinde
viriisleri, bakterileri, arkeleri
ve Okaryotlar1 kapsar.

Aktif ve pasif hiicreler arasinda
ayrim yapamaz.

Daha ucuza gelse de pahali olabilir.
Numuneler analiz i¢in 6zel
laboratuvarlara gonderilmelidir.

Bonifay ve
2017,
Gosi ve dig., 2022

dig.,

Metatranskriptomikler

Gen aktivitesi hakkinda
onemli bilgiler saglar.

Analizleri i¢in daha biiyiik numune
boyutlar1 gereklidir.

Numuneler bozulmaya kars1 daha
duyarlidir.

Pahali olabilir ve 6zel bir
laboratuvara ihtiyag vardir.
Verileri yorumlama igin egitimli
personele ihtiyag vardir.

Krohn ve dig., 2021

Metaproteomikler e Mikrobiyal tiirler veya e Tyi agiklanmis protein veri
topluluklar tarafindan tiretilen tabanlarinin eksikligi. Dupree ve dig., 2020
proteinlerin tanimlanmasina e Egitimli personel ve pahali ekipman
olanak tanir. gerektirir.
e Analiz i¢in biiyiik hiicre sayisina
ihtiya¢ vardir.
Metabolomik e MIC ile ilgili metabolitlerin e Pahali olabilir ve uzmanlagmis

tanimlanmasina ve
Ol¢iilmesine izin verir.

laboratuvara ihtiyag vardir.

Mevecut tiim metabolitlerin
tanimlanmasi igin birden fazla
analitik yonteme ihtiyag duyulabilir.
MIC’e 6zgii metabolitler heniiz
acik¢a tanimlanmamustir.

Bonifay ve
2017,
Mand ve dig., 2016

dig.,

Enzimatik Yontemler

ATP Tahlil Yontemi

Kullanilmasi kolaydir.
Mikrobiyal inhibisyonun,
mikroorganizmanin metabolik
durumunun ve toplam
biyokiitlenin tahminini
saglayan hizli 6l¢tim.

Biyokiitlenin bilesimi hakkinda bilgi
saglamaz.

Dockens ve
2017

dig.,

MIC’in tanisi i¢in korozyonla iligkilendirilen mikroorganizmalarin tespiti tek basina yeterli
degildir (Little ve dig., 2006). Her mikrobiyolojik yontemin sinirlamalari vardir ve bu
sinirlamalar her zaman dikkate alinmalidir. Yontemlerin se¢imi ayrica, etkilenen varlik,
yanitlanmasi gereken ana sorular, numune almay1 gerceklestirecek egitimli personelin
mevcudiyeti ve/veya ilgili laboratuvarlara erisim 1s1ginda dikkatle degerlendirilmelidir. Tablo
2.3’te sunulan yontemler, mikroorganizmalarin korozyona katilimini degerlendirmek icin

miimkiin olan en iyi veriyi saglamak amaciyla ¢esitli kombinasyonlarda kullanilabilir.

Mikrobiyologlarin, belirli bir malzemenin korozyonunda mikroorganizmalarin roliinii
incelerken, MIC’den ayr1 veya MIC ile birlikte olarak mevcut korozyona katkida bulunan
abiyotik etkenleri anlamalar1 6nemlidir. Boylece, mikrobiyolojik metabolizmanin, korozyonun

gerceklesmesi igin gereken anodik ve katodik korozyon reaksiyonlarinin kinetigini nasil
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kolaylastirdigina veya gelistirdigine dair bir anlayis gelistirebilirler. MIC potansiyeli kimyasal,
mikrobiyolojik ve fiziksel cevreye ek olarak bu parametrelerden etkilenen malzemenin
bilesimine ve metalurjik 6zelliklerine baghdir. Endiistriyel uygulamalarda kullanilan metallerin
cogu, (elementlerin birlesimi) bilesimlerindeki kiiclik degisikliklerin 6nemli performans
farkliliklar1 yaratabildigi alasimlardir. Belirli bir metal tiirii i¢in MIC olasiligin1 ve kapsamini
etkileyebilecek c¢ok sayida faktor vardir. Bunlarin basinda ylizey kaplamasi, metalin spesifik
kimyasal bilesimi, metal iiretiminde kullanilan islemler (6rnegin sicakliklar, mekanik iglemler)
ve mikro yapiya etkisi gelmektedir. Arastirmacilar bu faktorlerin bilincinde olarak,
karsilastirilabilir ve tekrarlanabilir uygun teknikleri segmelidirler. MIC caligmalariyla ilgili
metalurjik agcidan onemli ozellikler hakkinda bilgi saglamak icin kullanilabilecek teknikler

Tablo 2.4°te 6zetlenmistir:

Tablo 2.4: Metal yiizeylerin ve korozyon yan drtinlerinin incelenmesi igin analitik teknik drnekleri

(Knisz ve dig., 2023).
Analiz Teknikleri Tanim Avantajlari Dezavantajlar Referanslar
Agirhik Kaybi Bir test kuponunun agirlik Nispeten basittir. Genel / homojen dagilimli ASTM G1-03 2017
degisiminin dlgiilmesi ile korozyon oldugunu varsayar.
korozyon oranina iligkin bir Lokalize korozyon genellikle
gosterge saglar. MIC i¢in daha dnemlidir.
Yiizey Profilleme Lokal korozyon oranlar1 ve MIC i¢in yaygin olan Bu tekniklerden bazilar1 ASTM G46 - 942018

morfoloji hakkinda bilgi
saglar. Ornek: AFM, 2D ve
3D tarayicilar, manuel ¢gukur
gostergesi vb.

lokal korozyon

saldirisi i¢in uygundur.

Manuel ¢ukur 6lgerler
nispeten basit ve
ucuzdur; ¢ukurlar

nispeten derinse iyidir.

zaman alic1 olabilir ve/veya
pahali ekipman gereklidir.
Manuel ¢ukur gostergesi
bazi durumlarda gerekli
¢Ozliniirliige sahip
olmayabilir.

Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM)

Lokalize korozyon
morfolojisi hakkinda bilgi
saglar.

Hizli, yaygin olarak
bulunur, numunenin
vakumla uyumlu

olmasini gerektirebilir.

Morfoloji mutlaka MIC
saldiristyla dogrudan iligkili
olamaz.

Dang ve dig., 2022

Enerji dagitict X-151m1
spektroskopisi (EDS)

Genellikle SEM ile
birlestirilir. Korozyon
urtinlerinin belirlenmesinde
yararli olan uzamsal olarak

¢Oziilmiig temel analiz saglar.

Hizli, yaygin olarak
kullanilabilir.

Yar kantitatif, ¢ok sayida
element zirvesi ortiigtir, diger
ylizey analiz yontemlerine
gore daha az bilgi verir.

Ray, 2010

X-1511 kirmim Korozyon iiriinlerini Minimal numune Amorf materyalleri

spektroskopisi (XRD) belirlemek i¢in yararli olan hazirlama. Onemli tanimlayamaz.
kristal malzemeleri MIC yan iiriinlerini Little ve dig., 2015
karakterize etme teknigi. tamimlayabilir.

X-1511 fotoelektron Fotoelektrik etkiye Detayl1 kimyasal Yaygin olarak bulunmaz,

spektroskopisi (XPS)

dayanarak, elementleri
tanimlar.

Bir numunenin yiizeyinde
bulunan, korozyon iiriinlerini
belirlemek i¢in yararlidir.

durum bilgisi,

kantitatif analiz saglar.

numune ultra yitksek vakum
uyumlu olmalidir.

Kearns ve dig., 1992

mikro-Raman
spektroskopisi (Raman
mikroskopisi)

Bir optik mikroskopla
(6rnegin konfokal Raman
mikroskobu —CRM)
eslestirilmesi, korozyon
tirtinlerinin bilesimini ve
yapisal organizasyonunu
karakterize etmeyi saglar.

Tahribatsiz, hizli satin
alma siiresi.

Sifir degerlikli metali tespit
edemez, sadece oksitlenmis
veya indirgenmis metal
tiirlerini tespit edebilir.

Colomban 2011;
Lanneluc ve dig.,
2015;

Refait ve dig., 2020;
Trif ve dig., 2018
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Tablo 2.4 (devam): Metal yizeylerin ve korozyon yan drunlerinin incelenmesi icin analitik teknik
ornekleri (Knisz ve dig., 2023).

Analiz Teknikleri Tanim Avantajlari Dezavantajlari Referanslar
FTIR (Fourier doniisimii ~ Kimyasal fonksiyonel Kimyasal kompleks Sadece laboratuvar Basera ve dig., 2019;
kiz1lotesi) spektroskopisi  gruplarin tanimlanmasini bilgileri elde etmek ortaminda kullanilabilir ve Bremer ve Geesey
/ ATR (Zayiflatilmis saglar, organik ve/veya i¢in hizl, tahribatsiz, elde edilen spektrumlari 1991;

toplam yansima)-FTIR

inorganik maddeleri ayirt
edebilme ve bir numunenin
yiizeyinde bulunan
mikroorganizmalar, bu
nedenle korozyon tiriinlerini
tanimlamak veya
mikroorganizma-yiizey
etkilesimlerini izlemek igin
yararhdir.

yaygin olarak
kullanilabilir,
minimum numune
hazirhig.

maskeleyebilen ve bozabilen
suya duyarlidir. Canli ve 6l
hiicreler arasinda bir ayrim
yoktur.

Romero ve dig.,
2007;
Welikala ve ark. 2022
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3. MALZEME VE YONTEM

Tez ¢aligmas1 kapsaminda, 6ncelikle yolcu ugagindan alinan jet A-1 tip yakit 6rneginden MOB
izolasyonu gergeklestirilmis ve sonrasinda, MOB izolatlar1 arasindan en aktif oldugu belirlenen
bakteri izolat1 polifazik taksonomik analizler ile tanimlanmistir. Daha sonra tanimlanan MOB
susunun, ucak yakit tank1 malzemesi olarak siklikla kullanilan 7175-T7351 aliiminyum alagimi

iizerine mikrobiyolojik korozyon davranisi incelenmistir.

3.1. JET A-1 YAKIT ORNEGININ ALINMASI VE BAZI FiZiKOKIMYASAL
PARAMETRELERININ BELIRLENMESI

3.1.1. Ucak Yakit Tanklarindan Yakit Orneginin Temini

Aktif olarak ugus gergeklestiren ve C bakimi olarak adlandirilan 1 aylik bakim siirecindeki
yolcu ugaginin merkez ve kanat depolarindan toplam 4 | jet A-1 tip yakit 6rnegi alinmistir.
Ornek alimmi takip eden 2 sa igerisinde yakit &rnekleri laboratuvara ulastirilmis ve hemen
analizlere baglanmistir. Ayn1 zamanda ugak yakitinin bazi fizikokimyasal parametreleri de

incelenmistir.

3.1.2. Jet A-1 Yakitimin Bazi Fizikokimyasal Parametrelerinin Belirlenmesi

Jet A-1 yakit 6rneginin bazi fizikokimyasal parametreleri (¢6ziinmiis oksijen, mangan, klorr,
fosfat, hidrojen siilflir, ¢6zlinmiis demir, hidrokarbonlar, iletkenlik, tuzluluk) hizmet alimi
kapsaminda, TUBITAK Marmara Arastirma Enstitiisii ve AEM Cevre Laboratuvar Analiz Tic.
A.S. tarafindan gerceklestirilmistir.

32. JET A-1 YAKIT ORNEGINDEN AEROBIK HETEROTROFIK
BAKTERILERIN iZOLASYONU VE MANGAN OKSITLEME
YETENEKLERININ TESPITI

3.2.1. Yakat Orneginden Aerobik Heterotrofik Bakterilerin (AHB’lerin) izolasyonu

Yakit 6rnegi 0.2 pm por ¢apli steril naylon memran filtrelerden (Sartolon, Sartorius AG,
Goettingen, Germany) gecirilmis ve sonrasinda filtreler igerisinde 20 ml %0.85 NaCl igerigine
sahip fizyolojik tuzlu su (FTS) bulunan steril posetlere konulmustur. Daha sonra bu posetler, 2
dk stomacher cihazinda (IUL Instruments) tutularak bakterilerin filtre kagidindan FTS’ye
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geemesi saglanmustir (Ilhan-Sungur, 2007). Elde edilen bakteri siispansiyonlarindan, 107 ile
10®ya kadar sulandirim serileri hazirlanmustir. Her bir sulandirrmdan 3 tekrarli olarak R2A
besiyerine ekim yapilmistir. Ekim yapilan petri kutular1 30°C’lik etiivde 7 gun inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda, petride olusan farkli morfolojideki kolonilerden saf

kiiltiirler elde edilmistir.

3.2.2. Mangan Okside Eden AHB’lerin Tespiti

3.2.2.1. MOB ’lere Spesifik Besiyerlerine Ekim

Elde edilen AHB izolatlar1 arasindan MOB’lerin tespiti icin MOB’lere spesifik olan 3 farkl
besiyerine (LBB, Mn Agar ve MnOB) ekim yapilmistir (Cerrato ve dig., 2010; Rajasekar ve
dig., 2010; Zakharova ve Prfenova, 2007). Ekimler 3 tekrarli gergeklestirilmistir. Petri kutulari
30°C’lik etiivde 3 hafta boyunca inkiibe edilmistir. Sire sonunda, LBB ve Mn Agar
besiyerlerinde iireyen MOB siipheli bakterilere Leucoberbelin Blue (LBB) testi uygulanarak
Mn oksit tiretenler tespit edilmistir (Krumbein ve Altmann, 1973). MnOB besiyeri, icerigindeki
yiiksek Mn konsantrasyonu sebebiyle inkiibasyon siiresinin baslarinda kendiliginden okside
olarak yalanci pozitiflik verdigi tespit edilmistir. Bu nedenle daha sonraki deneylerde

kullanilmamustir.

3.2.2.2. LBB Testi

LBB testi hem besiyerinde hem de filtre kagidi ilizerinde uygulanarak iki farkli sekilde
gergekletirilmis ve sonuglar birlikte degerlendirilmistir. Besiyerinde LBB testi uygulanirken,
inkiibasyon siiresi sonunda MOB spesifik besiyerlerinde iireyen MOB siipheli koloni Uzerine 1
damla %0.04’liikk LBB soliisyonu damlatilmistir.

Filtre kagidi yontemi ile uygulanan LBB testinde ise inkiibasyon suresi sonunda MOB spesifik
besiyerlerinde iireyen tiim MOB siipheli bakterilerden platin 6ze ile alinarak filtre kagidina
striilmiis, tlizerine 1 damla %0.04’liik LBB soliisyonu damlatilmistir. LBB soliisyonu
damlatildiktan sonra her iki yontemde de 1 dk’lik bekleme siiresi sonunda, mavi renk olusumu
pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir. Saf MOB izolatlar1 %50’lik steril gliserol ¢dzeltisi
icerisinde -86°C’de saklanmustir.
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3.3. EN AKTIiF MOB iZOLATININ BELIRLENMESI

LBB testi sonucunda gucli Mn okside etme yetenegine sahip oldugu tespit edilen, morfolojik
olarak farkli 3 adet MOB izolati elde edilmistir. Devam eden deneylerde kullanilmak tizere, bu
izolatlar igerisinden aktif olarak en iyi blyuyen ve en fazla MnOx iireten izolatin se¢imi
gerceklestirilmistir. MOB izolatlarinin, MOB spesifik besiyerleri icerisinden Mn Agar ve LBB
besiyerlerinde daha iyi biiyiime gosterdigi tespit edildiginden dolay: aktivasyon deneyleri, bu
iki besiyerinin sivi kiiltirleri ile gergeklestirilmistir. Aktivasyon deneylerinde MOB
izolatlarmm, Mn Broth ve LBB besiyerlerindeki biiyiime fazlar1 ve Mn oksitleme aktiviteleri 3
ay suresince takip edilmistir. Her iki besiyeri de, besiyerlerinin standart igerikleri baz alinarak,
ayni final Mn konsantrasyonu (2 g/l) ile hazirlanmistir. Kontrol grubu olarak her iki besiyerinin

de Mn icermeyen formlar1 kullanilmustir.

3.3.1. Mn Broth ve LBB Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Aktivasyon deneyleri igin Mn Agar ve LBB besiyerlerinin sivi halleri hazirlanmistir. Bununla
birlikte, Mn Agar besiyerinin sivi formunun (Mn Broth) hazirligi sirasinda, besiyeri icerisindeki
Mn’nin presipite olarak dibe ¢okmesi, besiyerinin optimizasyonu ile ilgili ¢alismalarin
yiriitilmesine neden olmustur. Optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda ise Mn broth igerisine
tampon olarak HEPES konulmasina karar verilmistir. Mn Broth hazirligi icin 1 g et 6zdtd, 0.075
g maya 0zutd, 0.5 g amonyum demir (I1) stlfat ve 0.15 g sodyum sitrat 900 ml distile su
icerisinde ¢oziinmiistiir. Ayr1 bir beherde ise, 2.38 g (10 mM) HEPES 100 ml distile su
icerisinde, ¢oziinmiis ve pH degeri 7.4 £ 0.2 olarak ayarlanmistir (%10 m/V NaOH ile). Daha
sonra 100 ml HEPES cozeltisi, 900 ml’lik besiyeri igerigine eklenmis ve sonrasinda besiyeri,
otoklavda 121°C’de (1 atm basingta) 15 dk steril edilmistir. Besiyeri oda sicakligina geldiginde,
final Mn konsantrasyonunda 2 g/l olacak sekilde, filtre yontemi ile steril edilmis MnSO4
solusyonundan damla damla ve besiyeri siirekli karigtirilarak eklenmistir. Hazirlanan besiyeri,
kullanim anina kadar +4°C’de bekletilmistir. Besiyeri igeriginde herhangi bir ¢okelti olusumu

gdzlenmemistir.

Sivi LBB besiyeri hazirligi i¢in; maya oziitii (0.5 g), pepton (2 g) ve demir (I1) siilfat (0.001 g),
900 ml distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. HEPES (2.38 g), 100 ml distile su icerisinde ¢oziinmiis
ve pH degeri 7.4 + 0.2 olarak ayarlanmistir (%10 m/V NaOH ile). Daha sonra 100 ml HEPES
cozeltisi, 900 ml’lik besiyeri igerigine eklenmistir. Besiyeri, otoklavda yardimiyla 121°C’de (1
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atm basingta) 15 dk steril edilmistir (Cerrato ve dig., 2010). Besiyeri oda sicakligina geldiginde,
final Mn konsantrasyonu 2 g/l olacak sekilde, filtre yontemi ile steril edilmis MnSOa4

solusyonundan damla damla ve besiyeri siirekli karigtirilarak eklenmistir.

3.3.2. MOB izolatlarinin Biiyiime Egrilerinin Eldesi

MOB izolatlarmin her birinin Mn Broth ve LBB besiyerlerindeki biyime egrileri
belirlenmistir. Kontrol grubu olarak, bu besiyerlerine MnSQOa4sollisyonu eklenmeden hazirlanan
besiyerleri (Mn icermeyen) kullanilmistir Bu dogrultuda, her bir bakteri izolati i¢in Mn’li Mn
broth (1), Mn’s1z Mn Broth (2), Mn’l1 LBB (3) ve Mn’s1z LBB (4) olmak iizere 4 farkli ortamda
calisilmistir. {1k olarak bakteri izolatlarinin 18-24 sa’lik taze kat1 kiiltiiriinden 15 ml hacmindeki
bu 4 farkli siv1 besiyerine ekim yapilmis ve kiiltiirlerin bulanikligi McFarland 1 standardina
gore ayarlanarak, hiicre sayis1 yaklasik 3x108 h/ml olan bakteri siispansiyonlar1 elde edilmistir.
Daha sonra hazirlanan bu bakteri siispansiyonlart 165 ml hacmindeki sivi besiyerine eklenmis
ve 3 ay siiresince 30°C’de 110 rpm hizda inkiibasyona birakilmistir. Ekimin gergeklestirildigi
an deneyin 0. sa’s1 olarak kabul edilmis ve inkiibasyonun belirli giinlerinde (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 10, 12, 15, 17, 20, 23, 25, 27, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90. giin) kiiltirden 6rnek
alinarak spektrofotometre cihazinda (Perkin Elmer, Lambda 35) 600 nm dalga boyunda 6l¢iim
gerceklestirilmistir. Referans olarak steril besiyeri kullanilmistir (Divekar, 2010). TUm

Olgiimler Ug tekrarli olarak yapilmustir.

3.3.3. MOB izolatlarinin Mn Oksitleme Aktivitelerinin Tespiti

Izolatlarn Mn oksitleme aktivitelerinin 6lgiimii, biiyiime egrisi deneyleri ile es zamanl
gergeklestirilmis ve ornekler ayni bakteri kiiltiiriinden alinmistir. Her 6rnekleme giiniinde
kiltiirden 0.1 ml &rnek almmustir. Ornege %0.04°liik LBB soliisyonundan 0.5 ml eklendikten
sonra karisim, 10 dk boyunca karanlikta bekletilmistir. Siire sonunda MnOx’ler ile LBB
soliisyonunun reaksiyonu sonucu olusan mavi rengin yogunlugu spektrofotometre cihazinda
(Perkin Elmer, Lambda 35) 600 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Fakat bakteri bulanikligiin
spektrofotometrik dl¢iimii etkilememesi amactyla, 6lcimden dnce karisim 10000 rpm’de 10 dk
santrifiij edilmis ve bakterilerin ¢okmesi saglanmistir. Referans olarak steril besiyeri
kullanilmis ve 6rnek ile ayn1 sekilde LBB soliisyonu ile muamele edilmistir. Olglilen absorbans
degerleri standart grafikten elde edilen egri denkleminde yerine konarak bakterinin irettigi
MnOx miktar1 tespit edilmistir (Wright ve dig., 2016).
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Standart potasyum permanganat (KMnOa) egrisi, 1 mg/l, 2 mg/l, 4 mg/l, 6 mg/l, 8 mg/l, 10
mg/l, 12 mg/l ve 14 mg/l konsantrasyonlarindaki standart KMnQas ¢ozeltileri kullanilarak elde
edilmistir. Standart KMnOa gozeltileri %0.04’liik LBB soliisyonu ile muamele edilmis ve
olusan mavi rengin yogunlugu spektrofotometre cihazinda (Perkin Elmer, Lambda 35) 620 nm
dalga boyunda dl¢tilmistiir (Marbaniang, 2012). Referans olarak distile su kullanilmistir. Elde
edilen absorbans degerleri ile standart egri ¢izilmis ve egri denklemi elde edilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: LBB testi uygulanan standart KMnO, konsantrasyonlarindan hazirlanmis standart egri ve
denklemi.

Deneyler sonucunda, izolatlarin iireme fazlar1 ve yogunluklar ile birlikte iirettikleri MnOx

miktarlar1 degerlendirilerek, en aktif olan MOB izolat1 belirlenmistir.

34. MOB IZOLATININ POLIFAZIK TAKSONOMIK YAKLASIMLAR
KULLANILARAK TANIMLANMASI

3.4.1. Klasik Fenotipik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.4.1.1. Hiicre ve Koloni Morfolojileri, Spor Olusturma Ozellikleri ve Hareketlilik

Secilen MOB izolatinin koloni morfolojisi ve karakteristigi Reasoner’s 2A (R2A) kati
besiyerinde belirlenmistir. izolatin 18-24 sa’lik Kiiltiirlerinden hazirlanan preparatlara Gram
boyama uygulanmis ve 1s1k mikroskobunda (Olympus CX21) immersiyon objektifinde (x100)
incelenerek Gram ozelligi ve morfolojisi belirlenmistir. izolata ait hiicrelerin morfolojisi ve
biiyiikliigii ayrica, SEM (FEI, Versa 3D) analizi ile de belirlenmistir. izolatin 18 sa’lik sivi



48

kiiltiirlinden hazirlanan preparatlar, faz kontrast mikroskobunda (Nikon 80i) incelenerek
hareket yetenegi arastirillmistir. Ayrica, izolatin spor olusturma o6zelligi, 3 ginlik
kaltarlerinden, endospor boyama yontemi ile arastirilmistir (Cotuk ve Ang-Kiguker, 1995).
Hiicre buylimesi, R2A besiyerinin yani sira, triptik soya agar (TSA; Merck), nutrient agar (NA;

Merck) ve Luria-Bertani agar (LB; Merck) besiyerlerinde de incelenmistir.

3.4.1.2. Sicaklik Toleransinin Belirlenmesi
Izolatin biyiime sicaklik toleransmin belirlenmesi igin, bakterinin sivi R2A besiyerlerinden
hazirlanan kiiltiirleri farkli (4, 20, 30, 37 ve 42°C) sicakliklarda inkiibe edilmis ve her bir

kultirdeki bakteri btlyimesi 3 giin boyunca takip edilmistir.

Deneylerde sivi R2A besiyeri kullanilmistir. Hazirlanan sivi R2A besiyeri cam siselere 90 ml
hacminde paylastirildiktan sonra, otoklavda 121°C’de (1 atm basing) 15 dk steril edilmistir.
Daha sonra bakteri izolatinin 18-24 saatlik kati kiiltiiriinden, steril sivi R2A besiyerine ekim
yapilmis ve stispansiyon bulanikligi McFarland 1 standardma (3x108 h/ml) gore ayarlanmis ve
her bir kaltir 3 gun slresince farkli (4, 20, 30, 37 ve 42°C) sicakliklarda inkiibasyona
birakilmistir.  Sicaklik parametresi harig, tiim inkiibasyon kosullar1 standart tutulmus ve
kaltarlerin her biri 110 rpm hizda karistirilmistir. Ekimin gergeklestirildigi an deneyin 0. sa’si
olarak kabul edilmis ve inkiibasyonun 4, 24, 48 ve 72. sa’larinda kiiltiirlerden, blylme egrisi
icin 1’er ml érnek alimmustir. Ornek alm Gift tekrarli olarak yapilmistir. Her Grnekleme
zamaninda orneklerin bulanikligi, spektrofotometre cihazinda (Perkin Elmer, Lambda 35) 600
nm dalga boyunda olgiilmistiir. Referans olarak steril R2A besiyeri kullanilmistir. TUm

Olgtimler ¢ift tekrarli olarak yapilmistir.

3.4.1.3. pH Toleransinin Belirlenmesi
Izolatin bilylime icin pH toleransinin belirlenmesi amaciyla, pH degerleri 4, 5, 6, 7, 8 ve 9 olan
stvi R2A besiyerlerinden hazirlanan kiiltiirler, bakterinin optimum blylime sicakliginda

bekletilmis ve her bir kilttrdeki bakteri blytmesi 3 giin boyunca takip edilmistir.

Hazirlanan sivi R2A besiyeri, 90 ml hacminde cam siselere paylastirildiktan sonra pH degerleri
(4, 5, 6, 7, 8 ve 9) NaOH ve HCI tampon ¢ozeltileri ile ayarlanmis ve akabinde otoklavda
121°C’de (1 atm basingta) 15 dk steril edilmistir. Daha sonra, Boliim 3.4.1.2°de anlatildigi
sekilde farkli pH degerlerindeki steril R2A besiyerlerine, stispansiyon bulanikligi McFarland 1

standardina gore ayarlanmis bakteri kiiltiirinden 10 ml alinarak ekim yapilmis ve her bir kiiltiir
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3 gin bakterinin optimum Ureme sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. TUm inkibasyon
kosullar1 standart tutulmus ve kiiltiirlerin her biri 110 rpm hizda karistirilmistir. Ekimin
yapildigt an deneyin 0. sa’s1 olarak kabul edilmistir. Biiylime egrisi igin inkiibasyonun 4, 24,
48 ve 72. sa’larinda kiiltiirlerden 1 ml 6rnek alinmis ve bakteri yogunlugu spektrofotometrede
600 nm dalga boyunda ol¢iilmiistiir. Referans olarak steril R2A besiyeri kullanilmigtir. TUm

Olgtimler ¢ift tekrarli olarak yapilmistir.

3.4.1.4. Tuz Toleransinin Belirlenmesi

Izolatin tuza kars1 toleransmin belirlenebilmesi icin %0, %1, %2, %4, %6, %8, %10 ve %12
NaCl (w/v) igeren optimum pH degerindeki sivi R2A besiyerlerinde hazirlanan kiiltiirler,
bakterinin optimum blylme sicakliginda inkiibe edilmis ve her bir kiiltirdeki bakteri

yogunlugu 4 glin boyunca takip edilmistir.

Hazirlanan sivi R2A besiyerinden cam siselere 90 ml hacminde paylastirildiktan sonra,
besiyerinin tuz icerigi farkli (%0, %1, %2, %4, %6, %8, %10 ve %12 (w/v)) NaCl
konsantrasyonlarina gore ayarlanmistir. Besiyerlerinin pH degerleri bakterinin optimum pH
degerine ayarlandiktan sonra, otoklavda 121°C’de (1 atm basingta) 15 dk steril edilmistir. Daha
sonra Boliim 3.4.1.2°de anlatildig: sekilde, farkli NaCl igerigine sahip steril R2A besiyerlerine,
stispansiyon bulanikligi McFarland 1 standardina goére ayarlanmis bakteri kiiltiiriinden 10 ml
ekim yapilmis ve kiiltiir sisereli 4 giin optimum biiylime sicaklifinda bekletilmistir. TUm
inkiibasyon kosullar1 standart tutulmus ve kiiltiirlerin her biri 110 rpm hizda karistirilmastir.
Inkiibasyonun gerceklestirildigi an deneyin 0. sa’s1 olarak kabul edilmis ve inkiibasyonun 4,
24, 48, 72 ve 96. sa’larinda kiiltirlerden biyime egrisi icin 1 ml 6rnek alinarak, bakteri

yogunluklari Boliim 3.4.1.2°de anlatildig1 sekilde spektrofotometre cihazinda 6l¢iilmiistiir.

3.4.1.5. Biyokimyasal Testler
izolatin fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri, API (Analitik Profil Indeksi) 50CH, APl 20NE,
APl 20E ve APl ZYM olmak Uzere 4 farkli API test kiti (bioMérieux) kullanilarak

belirlenmistir. Ek olarak izolatin oksidaz ve katalaz enzim aktiviteleri de tespit edilmistir.

Izolatin karbohidrat fermentasyon testleri API 50CH kiti (bioMérieux) kullanilarak
saptanmustir. Kit kapsaminda uygulanan testlerde yer alan substratlar; gliserol, eritritol, D-
arabinoz, L-arabinoz, D-riboz, D-ksiloz, L-ksiloz, D-adonitol, metil-BD-ksilopiranozid, D-

galaktoz, D-glukoz, D-fruktoz, D-mannoz, L- sorboz, L-ramnoz, dulsitol, inositol, D-mannitol,
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D-sorbitol,  metil-aD-mannopiranozid, = metil-aD-glukopiranozid,  N-asetilglukozamin,
amigdalin, arbutin, eskiilin (ferrik sitrat), salisin, D-sellobioz, D-maltoz, D-laktoz, D-melibioz,
D-sukroz, D-trehaloz, inulin, D-melezitoz, D-rafinoz, amidon (nisasta), glikojen, ksilitol,
gentibioz, D-turanoz, D-likoz, D- tagatoz, D-fukoz, L-fukoz, D-arabitol, L-arabitol, potasyum

glukonat, potasyum 2- ketoglukonat ve potasyum 5-ketoglukonat’tir.

API 20NE Kiti (bioMérieux) ile nitratin, nitrite (NO2) ve azot (N2) gazina indirgenmesi, L-
triptofan ile indol dretimi, D-glukoz fermentasyonu, arjinin dihidrolaz reaksiyonu, iire
kullanimu, eskiilin hidrolizi, jelatin hidrolizi ile birlikte, glukoz, arabinoz, mannoz, manitol, N-
asetil-glukozamin, maltoz, potasyum glukonat, kaprik asit, malat, trisodyum sitrat ve fenilasetik

asit aimilasyon testleri yapilmistir.

APl 20E Kkiti (bioMérieux) ile B-galaktosidaz (ONPG) testleri, arjinin dihidrolaz, lizin
dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz reaksiyonlari, sitrat kullanimi, hidrojen siilfiir (H2S)
tiretimi, triptofan deaminaz reaksiyonu, iire kullanimu, jelatin hidrolizi, indol tretimi, asetoin

aretimi (Voges Proskauer testi) gibi ¢esitli biyokimyasal testler gergeklestirilmistir.

APl ZYM Kkiti (bioMérieux) ile alkalin fosfataz, esteraz (C4), esteraz lipaz (C8), lipaz, 16sin
arilamidaz, valin arilamidaz, sistin arilamidaz, tripsin, a-kimotripsin, asit fosfataz, naftol-AS-
Bl-fosfohidrolaz, a-galaktosidaz, B-galaktosidaz, B-glukuronidaz, a-glukozidaz, B-glukozidaz,
N-asetil-B-glukozaminidaz, a-mannosidaz, a- fukosidaz enzim aktivite testleri yapilmistir.

Elde edilen fenotipik test sonuglarina gore izolatlarin fenotipik 6zellikleri ortaya konmustur.

Oksidaz Testi:

Izolatin R2A’daki 18-24 sa’lik kiiltiitiinden, platin ze ile alinan bakteri kolonisi filtre kagidina
suruldikten sonra Uzerine tetrametil p-fenilendiamin-dihidroklorid ayraci damlatilmis ve 30 s
beklenilmistir. Stire sonunda mavi renk olusumu gézlenmesi pozitif test sonucu olarak

degerlendirilmistir (Cotuk ve llhan-Sungur, 2014).

Katalaz Testi:
[zolatin R2A’daki 18-24 sa’lik kiiltiitiinden platin 6ze ile alinan bakteri kolonisi iizerine %3 ’liik
H202 ¢ozeltisinden ilave edilmis ve oksijen kabarciklariin ¢ikmasi pozitif test sonucu olarak

kaydedilmistir (Cotuk ve Ilhan-Sungur, 2014).
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3.4.2. Genotipik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.4.2.1. Genomik DNA Izolasyonu

Saf olarak elde edilen MOB izolatina ait genomik DNA (gDNA) izolasyonu, ticari olarak
satilan “PowerSoil® DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories, Inc.)” ile gerceklestirilmistir.
Elde edilen gDNA ve markir (1 kb DNA Extansion Ladder, Invitrogen) 1.5 ul GelRed
(Biotium) igeren %0.8’lik agaroz jele yiiklenmis ve 1X Tris-Asetat-EDTA (TAE) tamponu
icerisinde 90V, 400mA’de 32 dk elektroforez islemine tabi tutulmustur (Sekil 3.2). Elde edilen

gDNA’nin agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii fotograflanmis ve -20°C’de saklanmuistir.
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Sekil 3.2: 1 Kb DNA Extension Ladder markirina (Invitrogen) ait jel goriintiisii ve bant kalinliklarina
karsilik gelen DNA biiyiikliikleri (ng).

3.4.2.2. 16S rRNA Geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Cogaltilmasi

MOB izolatina ait gDNA 6rneginin 16S rRNA’y1 kodlayan gen bolgeleri universal bakteri
primeri  olan 27F  (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) ve 1492R  (5°’-
TACGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT-3") kullanilarak geleneksel PZR yontemi (BioRad,
T100 Thermocycler) ile ¢ogaltilmistir (Lane, 1991; Heuer ve dig., 1997). PZR i¢in 25 pl
reaksiyon hacmi ile Tablo 3.1°de verilen protokol uygulanmistir. Pozitif kontrol olarak
Escherichia coli susu (ATCC 8739) ve negatif kontrol olarak da DNA igermeyen Ornek

kullanilmastir.
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Tablo 3.1: Polimeraz zincir reaksiyonu programi.

Asama Basamak Sicaklik (°C) Siire Déngii
1 Baslangi¢ denatiirasyonu 95 5dk 1
2 Denatiirasyon 95 1 dk 33
Primer baglanmast 57 1 dk
Zincir uzamasi 72 40 s
3 Son uzama 72 30 dk 1

Elde edilen PZR iriintnun kalitesi, GelRed (Biotium) niikleik asit boyasinin eklendigi
%1.5’luk agaroz jelde incelenmistir. Jelin goruntisa dijital olarak kaydedilmistir (Pavic ve dig.,
2015). Molekiiler markir olarak 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) kullanilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3: 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) molekiiler markirin jel resmi ve bant kalinliklarina
karsilik gelen DNA miktarlart ve biyiiklikleri.

3.4.2.3. Dizi Analizi

PZR drinlnln, saflastirilmas: ve dizi analizi hizmet alimi seklinde gergeklestirilmistir
(Eurofins, Almanya). Dizi kromatogramlariin giivenilirligi, Clustal X programi ile manuel
olarak kontrol edilmistir. Elde edilen 16S rDNA gen dizileri 6ncelikle “Gene Doc” programi
ile analiz edildikten sonra (Nicholas ve dig., 1997), Clustal X programiyla hizalanmistir
(Thompson ve dig., 1997). Daha sonra BLAST algoritmasi kullanilarak NCBI “National Center
for Biotechnology Information” (www.ncbi.nlm.nih.gov) gen bankasinda saklanan dizilerle
karsilastirilmistir. Gen bankasinda bulunan diziler arasindan filogenetik olarak en yakin tiirler

belirlenmistir (McGinnis ve Madden, 2004; Ludwig ve dig., 2004; Benson ve dig., 2005).
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3.4.2.4. Tiim Genom ve Tam 16S Dizilimine Dayal Genom Ozelliklerinin ve Filogeninin
Belirlenmesi

Izolatn tim genom dizilemesi, Illumina NovaSeq platformu (2x150 baz ¢ifti (bg) dongii)
kullanilarak hizmet alim1 seklinde gergeklestirilmistir (Eurofins, Almanya). BBtools v.38.94
(https://jgi.doe.gov/data-and-tools/bbtools/) araciligiyla kirpilmig ve SPAdes v.3.15.4
(Bankevich ve dig., 2012) algoritmas1 kullanilarak birlestirilmistir. Taslak genom dizisi i¢in
NCBI’yeden aksesyon numarasi alinmistir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Genom anotasyonu
DFAST “DDBJ Fast Annotation and Submission Tool” (https://dfast.nig.ac.jp/) sunucusunda
gergeklestirilmistir.

Tiim genom bazli taksonomik analiz, TYGS “Type (Strain) Genome Server” biyoinformatik
platformu (https://tygs.dsmz.de) kullanilarak gerceklestirilmistir. Izolatin genom boyutu, G+C
icerigi (%mol) ve protein sayist da TYGS internet sunucusu kullanilarak elde edilmistir (Meier-
Kolthoff ve Goker, 2019). Dijital DNA-DNA hibridizasyonu (d(DDH) degerleri, GGDC 4.0
“Genome-to-Genome Distance Calculator” kullanilarak belirlenmistir (Meier-Kolthoff ve dig.,
2013 ve 2022). Izolatin yakin iliskili oldugu diger suslar ile arasindaki ortalama niikleotid
benzerligi (ANI) degerleri, ANI hesaplayicist sunucusu (http://www.ezbiocloud.net/tools/ani)
kullanilarak saptanmustir (Yoon ve dig., 2017). 16S rDNA gen dizisinin tamami, RNAmmer
internet sunucusu kullanilarak tiim genomdan elde edilmistir (Lagesen ve Hallin, 2007) ve her
dizi daha sonra, TYGS veritabaninda mevcut olan her bir tip susun 16S rDNA gen dizisi ile
BLAST algoritmas1 kullanilarak karsilastirilmistir (Camacho ve dig., 2009). Genomlar arasi
mesafeler, FastME 2.1.6.1 sunucusu araciligiyla dengeli bir minimum evrim agacini ortaya
cikarmak i¢in kullanilmistir (Lefort ve dig., 2015). Filogenetik agaglar, veri setlerinin 1000 kez
tekrar edildigi bootstrap analizi ile olusturulmus (Farris, 1972) ve PhyD3 programi ile
gorsellestirilmistir (Kreft ve dig., 2017).

3.4.3. Kemotaksonomik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.4.3.1. Toplam Hiicresel Yag Asidi Analizi

Izolatin hiicresel yag asidi bilesimi, MIDI Mikrobiyal Tanimlama Sistemi igin tarif edilen
standart protokollere gore belirlenmistir (Sasser, 1990). Hiicresel yag asidi icerigi, TSBA6
yontemi kullanilarak izole edilmistir (MIDI, 2008). Daha sonra, yag asiti metil esterleri karigimi
Agilent 6850 gaz kromotografisi sistemi i¢ceren Sherlock Microbial Identification Sistemi (MIS,
MIDI Inc, Newark, USA) kullanilarak ayrilmistir. Pikler otomatik olarak biitiinlestirilmis ve


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/dna-data-bank-of-japan
https://dfast.nig.ac.jp/
https://tygs.dsmz.de/
http://www.ezbiocloud.net/tools/ani
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hiicre bilesenindeki yag asitleri belirlenmistir. Yiizdeleri ise MIS standart yazilimi (MIDI Inc
Sherlock MIS software) ile hesaplanmistir.

3.4.3.2. Poliamin Analizi

Izolatin poliamin igerigi, Zech ve dig. (2009) tarafindan rapor edilen metabolit ekstraksiyonu
protokoliine gore 1slak biyokiitleden ekstrakte edilmistir. Poliaminler tiirevlendirilmis ve
hedeflenebilecek poliamin tirleri ve oncileri (agmatin, kadaverin, homospermidin,
norspermidin, 1,2- ve 1,3-diaminopropan, putresin, N-asetil-putresin, 2-hidroksiputresin,
spermidin ve spermin) Will ve dig. (2019) tarafindan bildirilen protokole goére gaz

kromotografisi-kitle spektrometresi (GC-MS) ile analiz edilmistir.

3.4.3.3. Kinon Analizi

Izolatin solunum kinonlar1 taze hiicre materyalinden ekstrakte edilmis ve silika bazli kat: faz
ekstraksiyonu ile saflastirilmigtir. Saflastirilan numuneler, absorbsiyon spektrumlarini
kaydeden bir ters faz kolonu kullanilarak yiiksek performansli sivi kromotografisi (HPLC) ile
analiz edilmistir (Vieira ve dig., 2021). Olgiimlerde ubikinonlar i¢in 270 nm ve menakinonlar

i¢cin 326 nm dalga boyu kullanilmistir.

3.4.3.4. Polar Lipid Analizi

Izolatin polar lipidleri dondurularak kurutulmus hiicre materyalinden kloroform:metanol:%0.3
sulu NaCl karisimi kullanilarak ekstrakte edilmistir (Bligh ve Dyer, 1959). Polar lipidler iki
boyutlu silika jel ince tabaka kromotografisi (TLC) ile ayrlmistir. Ik yon
kloroform:metanol:su ve ikinci yon kloroform:metanol:asetik asit:su iginde gelistirilmistir.
Toplam lipid materyali molibdatofosforik asit ve tanimlanmis fonksiyonel gruplara 6zgii sprey
reaktifler kullanilarak tespit edilen spesifik fonksiyonel gruplar kullanilarak tespit edilmistir
(Tindall ve dig., 2007).

3.4.3.5. Tiim-Hiicre Sekerlerinin ve Diaminopimelik Asit Enantiyomerlerinin Analizleri

Izolatin tim hiicre sekerleri ve diaminopimelik asit enantiyomerleri Schumann’m 1 ve 3
numarali protokolleri izlenerek analiz edilmistir (Schumann, 2011). Tanisal hiicre sekerleri i¢in
IN H2SO4, 100°C, 2 sa ve diaminopimelik asit enantiyomerleri icin 4N HCI, 100°C, 16 sa
kosullarinda elde edilen tiim hiicre hidrolizatlari seliiloz plakalar iizerinde TLC ile analiz

edilmiglerdir.
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3.5. MIC CALISMALARI iCIN BESIiYERi VE ICERiIGINDEKIi MANGAN
KONSANTRASYONUN SECIMi

Bu asamada yapilan deneyler ile korozyon deneylerinde deney ortami olarak kullanilacak
besiyeri ve igeriginde olmasi1 gereken Mn konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in 6n galismalar

yapimustir.

3.5.1. Secilen MOB Izolatinin Farkh Besiyerleri ve Farkli Mn Konsantrasyonlarindaki

Blyume Egrilerinin Eldesi

Izolatin farkli besiyerleri ve farkli Mn konsantrasyonlarindaki biiyiime egrilerinin belirlenmesi
amaciyla, Mn Broth ve LBB besiyerleri farkli (0, 0.5, 1, 2, 3 g/l) Mn konsantrasyonlarinda
hazirlanmigtir. Blylme egrileri, Boliim 3.2.2°de anlatildig1 gibi hazirlanan ve 3 ay siiresince
inklibe edilen bakteri kilturlerrinin hiicre yogunlugu belirli 6rnekleme giinlerinde (0, 1, 2, 3, 4,
5,6,7,10, 12, 15, 17, 20, 23, 25, 27, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90. giin) 600 nm dalga
boyunda spektrometre cihazinda (Perkin Elmer, Lambda 35) olgiilerek tespit edilmistir. Kor
olarak, aym1 Mn konsantrasyonundaki steril besiyeri kullanilmistir. Olgiimler ¢ift tekrarh

gergeklestirilmistir.

3.5.2. Secilen MOB izolatinin Farkh Besiyerleri ve Farkli Mn Konsantrasyonlarindaki
Mn Oksitleme Aktivitelerinin Tespiti

izolatn Mn oksitleme aktivitesinin &lgiimii, Bélim 3.5.1°deki Mn igeren 8 farkli bakteri
kaltarandn (0.5, 1, 2 ve 3 g/l Mn iceren Mn Broth ve LBB’den), 3 aylik inkiibasyon siiresi
boyunca biiylime egrisi ile es zamanli olarak gergeklestirilmistir. Her bir Mn’l1 kiiltiirden, 3.
giinden itibaren her 6l¢lim saatinde, 0.1 ml 6rnek alinmistir. Alinan 6rnekten Boliim 3.2.3°te

anlatildig1 sekilde bakterinin Mn oksitleme aktivitesi spektrofotometrik olarak tespit edilmistir.

3.6. LABORATUVAR OLCEKLiI DUZENEKLERDE MIC DENEYLERI: FINAL
MN KONSANTRASYONU 1 G/L

Secilen ve tanimlanan MOB izolatinin, ugak yakit deposu yapiminda siklikla tercih edilen
7175-T7351 aliminyum alasimu iizerine mikrobiyolojik korozyon davranisini arastirmak igin
2’si deney ve 2’si kontrol olmak iizere 4 adet laboratuvar Ol¢ekli diizenek kurulmus ve

isletilmistir.
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1 g/1 Final Mn Konsantrasyonlu Deney Diizenegi (Deney Diizenegi 1): Bu diizenegin
isletimiyle, se¢ilen ve tanimlanan MOB izolatinin, 1 g/l final Mn konsantrasyondaki ortamda,
7175-T7351 aliiminyum alagimi {izerine MIC davranisi arastirilmistir. MOB izolatinin, 1 g/l
final Mn konsantrasyonuna sahip Mn Broth besiyerinde hazirlanan kiiltiirii, deney ortami olarak
kullanilmis ve 7175-T7351 aluminyum alasimlar1 160 gin boyunca bu ortama maruz
birakilmistir. Diizenekten belirli gunlerde (4, 25, 40, 60, 80, 100, 120, 140 ve 160. giin) ¢ikarilan
kuponlardan bakteriyolojik ve gravimetrik analizler ile MnOx tespiti ve Kkdltirden ise
bakteriyolojik analiz ve baz1 (MnOx, Mn*2, CI- ve pH) fizikokimyasal parametrelerin tespiti
gergeklestirilmistir. Deney sonunda, Kiltirden ve kiltire maruz kalan kupon yuzeyindeki

biyofilm tabakasindan Al iyon konsantrasyonlari tespit edilmistir.

1 g/l Final Mn Konsantrasyonlu Kontrol Diizenegi (Kontrol Diizenegi 1): Bu diizenegin
isletimiyle, 1 g/l final Mn konsantrasyondaki steril ortamin, 7175-T7351 aliiminyum alagimlar1
tizerine korozif etkisinin olup olmadigmnin belirlenmesi hedeflenmistir Kontrol diizenegi, 1 g/l
final Mn konsantrasyonuna sahip steril Mn Broth besiyerine maruz birakilan 7175-T7351
aliminyum alasimlar1 varliginda 160 giin boyunca isletilmistir. Diizenekten belirli glinlerde (4,
25, 40, 60, 80, 100, 120, 140 ve 160. giin) ¢ikarilan kuponlardan gravimetrik analizler ile MnOx
tespiti ve Mn Broth besiyerinden bazi (MnOx, Mn*?, CI- ve pH) fizikokimyasal parametrelerin
analizi gergeklestirilmistir. Deney sonunda, Mn Broth besiyerinden ve besiyerine maruz kalan

kupon ylzeyindeki film tabakasindan Al iyon konsantrasyonlar1 tespit edilmistir.

3.6.1. 7175-T7351 Aliiminyum Kuponlar

Deney numunesi olarak, ucak yakit depolarinda siklikla kullanilan bir malzeme olan 7175-
T7351 aliiminyum alasimi kullanilmistir. Malzeme, Kale Havacilik Sanayi A.S. tarafindan
saglanmistir. 7175-T7351 aliminyum alagimimin kimyasal bilesimi Tablo 3.2°de verilmistir.
Aliiminyum malzemeden, 25 mm x 10 mm x 1.5 mm boyutlarinda kuponlar kestirilmis ve
laboratuvar olcekli diizeneklere asabilmek i¢in kuponlarin kisa kenarini ortalayacak sekilde 2.5

mm ¢apinda bir delik agtirilmistir (Sekil 3.4a).

Tablo 3.2: 7175-T7351 aliiminyum alagiminin kimyasal bilegimi.

%Al %Zn %Mg %Cu %Cr %Fe %Si %Mn
90.04 5.60 2.50 1.50 0.18 0.11 0.07 0.00
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Spot 1 Spot 2 Spot 3
0 7.55 0.62 0.56
Al 64.19 84.36 88.16
C 15.79 5.60 0.96
Zn 397 5.29 5.81
Mg 248 197 301
Cu 1.17 1.39 1.50
Si 4.85
Spot1 Spot2 Spot3 Spotd4 Spot5
0 0.38
Al 9055 94.10 8933 89.10 89.87
C 0.45
Zn 426 305 510 497 509
Mg 310 197 237 308 209
Cu 209 089 221 202 189

Sekil 3.4: 7175-T7351 aliminyum alasgimli kuponun goriintiisii; (a) makroskobik, (b) islem gérmemis,
(c) daglanmus.

Deney kuponlart hazirlanirken, malzemenin gercek yapisini ortaya ¢ikarmak ve
standardizasyonunu saglamak igin 6ncelikle kuponlarin her iki ytizeyi de metalografik numune
hazirligina gore, zimparalanmig ve parlatmatilmistir (Vander Voort ve dig., 2004).
Zimparalama islemi, doner disk sisteminde (Metkon, Gripo) 180, 240, 320, 400, 600 ve 800,
1000 numarali zzimparalar kullanilarak yapilmistir. Zimparalama asamasindan sonra kuponlar
yikanmig ve 70°C’deki Pasteur firininda kurutulmustur. Sonrasinda parlatma islemi, tizerine
5/3 um elmas siispansiyon (SDP Impex) dokilen kege ile doner disk sisteminde
gerceklestirilmistir. Parlatma isleminden sonra kuponlar, distile su ile yikanip kurutulmustur.
Daha sonra kuponlarin boyutlar 6lgiilerek, toplam yiizey alanlari hesaplanmistir. Sonrasinda
aseton ile temizlenen kuponlar, Pasteur firininda tekrar kurutulmus ve ardindan agirliklari
Olgiilmistiir. Hazirliklar1 tamamlanan kuponlar, korozyon deneylerine kadar havaya maruz

kalmayacak sekilde desikator igerisinde saklanmustir.

Mikro yap1 karakterizasyonu amaciyla, kuponlardan biri zimparalama ve parlatma islemi
sonrast hicbir islem yapilmadan SEM analizi ile incelenirken (Sekil 3.4b), diger numune Keller
solusyonu (2 ml HF, 3 ml HCI, 20 ml HNO3, 175 ml H20 ile hazirlanan daglayiciyla 1-2 dk)

ile daglanarak 151k mikroskonunda incelenmistir (Sekil 3.4c).
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3.6.2. Deney Diizenegi 1’in Kurulumu, Isletimi ve Yapilan Analizler

Laboratuvar 6l¢ekli deney diizenegi 1°de, Bolim 3.3’te tanimlanan MOB izolatinin 1 g/l final
Mn konsantrasyonundaki Mn Broth ile hazirlanan kiiltiiriine maruz birakilan 7175-T7351
aliminyum alagimmin mikrobiyolojik korozyon davranisi incelenmistir. Deney diizenegi 1,
cam beher (1 | hacimli), kupon tasiyic1 aparat, aliminyum kuponlar ve deney ortami (bakteri
kalturd) ile hazirlanmistir (Sekil 3.5).

LU L]
)

Sekil 3.5: Deney diizenegi; (a) deney ortamuini igeren beher, kupon tasiyict ve tastyiciya asilmig
aliminyum kuponlar. (b) Isletilmesi esnasinda Uzeri steril aliiminyum folyo ile kapatilmig deney
diizenegi.

Beher; deneyin yapildigi 1 | hacimli cam malzemedir. Deney oncesinde 170°C’deki Pasteur

firminda 1 sa bekletip steril edilerek, deney i¢in hazirlanmustir.

Kupon tasiyicr; aliminyum kuponlarin deney ortaminda birbirine temas etmeden asili
kalmasim saglayan delikli plastik malzemedir. Kuponlar, kenarlarindan agilan deliklerden
gecirilen ipler ile kupon tasiyiciya asilmaya uygun hale getirilmistir. Kuponlarin her iki tarafi
15 dk suresince 260 nm dalga boyundaki UV 1smima maruz birakilarak steril edilmistir. Steril

kuponlar, aseptik kosullar altinda, birbirlerine degmeyecek sekilde kupon tasiyiciya asilmistir.
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Kuponlar; deney numunesi olarak, 7175-T7351 aliiminyum alagimindan Boliim 3.6.1°de

anlatildig1 sekilde hazirlanan kuponlar kullanilmistir (Sekil 3.4).

Deney ortami; deneylerin yiiriitiildiigli ortamdir. Deney ortami olarak, Bolim 3.3’te
tanimlanan MOB izolatinin 1 g/I final Mn konsantrasyonundaki Mn Broth ile hazirlanan Kiltiiri

kullanilmustir.

1 g/l final Mn konsantrasyonu ile Boliim 3.3.1°de anlatildigi sekilde hazirlanan Mn Broth
besiyerinden 720 ml, aseptik kosullar altinda, 1 1 hacimli steril cam behere aktarilmstir.
Besiyerine %10 oranmi saglayacak sekilde bulanikligi McFarland 1 standart degerine gore
ayarlanmis 24 sa’lik saf bakteri kiiltiiriinden 80 ml eklenmis ve 25x10° h/ml baslangic
konsantrasyonuna sahip bakteri suspansiyonu elde edilmistir. Saf bakteri kiiltiirii iceren deney
ortamina, 7175-T7351 aliiminyum kuponlarin daldirilmasi ile deney diizenegi kurulmus ve bu
an 0. sa olarak kaydedilmistir. Daha sonra deney diizenegi, 160 giin siiresince sicakligi 30°C
olan bir calkalamali inkiibatoriin igerisinde tutulmus ve deney ortami 110 rpm hizla
karistirtlmigtir. Deney diizeneginden belirli 6rnekleme zamanlarinda (4, 25, 40, 60, 80, 100,
120, 140 ve 160. giin) analizler gergeklestirilmistir

Bakteriyolojik ve korozyon analizleri icin belirlenen o6rnekleme saatlerinde deney
diizeneginden 4 adet kupon gikartilmig ve es zamanli olarak da 30 ml bakteri kiiltiirii alinmistir.
Biyofilm tabakasindaki bakteri sayisinin saptanmasi, MnOx miktarinin tespiti ve EPS’nin eldesi
i¢in birer adet kupon kullanilmigtir. Ayn1 zamanda bu ti¢ kupon, gravimetrik yontem ile agirlik
kaybinin ve korozyon hizinin tespitinde kullanilmstir. Diger 1 kupon fikse edilmek igin, 1 sa
boyunca, +4°C’deki %2.5 glutaraldehit ¢6zeltisinde bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda
kuponlar, dnce steril bidistile su ile hafifce yikanmis, sonra etanol serisi (%30, %50, %80 ve
%95) igerisinde 10’ar dk bekletilerek suyu uzaklastirilmistir. islem sonunda kuponlar havada
kurumaya birakilmigtir (Campanac ve dig., 2002). Fiksasyon islemi tamamlanan kuponlar

desikatorde saklanmastir.

Ornekleme giinlerinde alinan kiiltiir drneklerinden planktonik bakterilerin sayis1 belirlenmis,
MnOx ve Mn*? miktarlari tespit edilmistir. Ayrica kiiltiiriin Cl- ve pH degerleri de saptanmustir.
Ayrica, son 6rnekleme giiniinde, deney diizenegindeki deney ortamindan ve bu ortama maruz
kalan kupon yiizeyindeki biyofilm tabakasindan alinan 6rneklerdeki Al iyon konsantrasyonlari,

indiiktif olarak eslesmis plazma- kiitle spektrometresi (ICP- MS) analizi ile 6l¢iilmiistiir.
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Laboratuvar 6lcekli deney diizeneginden gerceklestirilen analizler asagidaki gibidir:

3.6.2.1. Bakteri Sayisimin Tespiti ve Ureme Egrisinin Belirlenmesi

Planktonik bakterilerin sayimi i¢in 6rnekleme glinlerinde alinan kiiltiir rneklerinden, 101’den
10®ya kadar sulandirim serileri hazirlanmistir. Sulandirim serilerinden R2A besiyerine ekim
yapilmistir. EKimler ti¢ tekrarli olarak gergeklestirilmis ve petri kutulart 30°C’de 7 glin inkiibe
edilmistir (Reasoner ve Geldrich, 1985). Inkiibasyon siiresi sonunda koloniler sayilarak, ml
basina diisen koloni sayisi belirlenmis ve koloni olusturan birim (CFU -Colony Forming Unit)

olarak kaydedilmistir.

Sesil bakterilerin saymmi igin Ornekleme glnlerinde deney diizeneginden 1 adet kupon
cikartilmistir. Kuponlar 2-3 defa dikkatli bir sekilde steril distile suya daldirilarak yiizeye
gevsek tutunmus bakteriler uzaklastirilmistir. Daha sonra steril ekiivyon ile kupon yiizeyindeki
biyofilm tabakasi toplanmis ve igerisinde 10 ml steril Mn Broth bulunan steril naylon posetlere
konulmustur. Naylon posetler 2 dk stomacher cihazinda tutularak bakterilerin besiyerine
gecmesi saglanmistir (Power ve dig., 2001). Daha sonra ekiivyonla birlikte bakteri
slispansiyonu santrifiij tiipiine aktarilmis ve en 2 dk vortekslenerek bakterilerin besiyerine
transfer islemi tamamlanmistir (Gagnon ve Slawson, 1999). Elde edilen biyofilm
stispansiyonundan, 10-*’den 10-%’ya kadar sulandirim serileri hazirlanmis ve bu serilerden R2A
besiyerine ekim yapilmistir. EKimler ¢ tekrarli olarak gerceklestirilmis ve petri kutulari
30°C’de 7 gin inkiibe edilmistir Sonrasinda koloniler sayilarak, CFU/cm? olarak

kaydedilmistir.

3.6.2.2. EPS Eldesi
EPS eldesi i¢in her drnekleme saatinde deney diizeneginden 1 adet kupon ¢ikartilmistir. Kupon
ylizeyine gevsek tutunmus bakteriler uzaklastirildiktan sonra EPS elde edilmistir. EPS eldesi

yikama, ayirma, ekstraksiyon ve filtrasyon olmak iizere dort asamada gergeklestirilmistir

(Zhang ve dig., 1999).

1. Yikama islemi asamasinda, steril ekiivyon ile kuponun ylizeyindeki biyofilm tabakasi
toplanmis ve icerisinde 10 ml steril bidistile su bulunan santrifiij tiipiinde siispanse
edilmigtir. Biyofilm siispansiyonu 6000 g’de 10 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant

bagska bir steril santrifiij tiipline aktarilarak saklanmistir.
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2. Aymirma asamasinda, ilk asamadan geriye kalan biyofilm peletine 10 ml %8.5 NaCl ve
%0.22 formaldehit c¢ozeltisinden eklendikten sonra, en yiiksek devirde 1 dk
vortekslenmistir. Her iki asamada elde edilen soliisyonlar steril bir santrifiij tiiplinde
birlestirilmistir (toplam hacim 20 ml).

3. Ekstraksiyon agamasinda, toplam hacmi 20 ml olan birlestirilmis 6rnek kombinasyonu
11227 g’de 30 dk santrifiij edilmistir.

4. Filtrasyon igleminin yapildigi son asamada ise, siipernatant 0.22 um por c¢apl steril
membran filtreden (Sartorious) gecirilerek steril edilmektedir. Sonrasinda bu 6rnek toplam

karbonhidrat miktari tayini i¢in kullanilmaktadir.

Biyofilmden elde edilen EPS icerigindeki toplam karbonhidrat miktarimin tayini, fenol siilfiirik
asit yontemine gore yapilmistir (Dubois ve dig., 1956). Fenol siilfiirik asit yonteminde, genis
capli (18x20 mm) deney tiiplerine aktarilan 1 ml EPS soliisyonu iizerine, polisakkaritleri
dimerlerine ayirmak i¢in 1 ml %5’lik fenol ¢ozeltisi eklenmis ve hemen ardindan 5 ml
konsantre H2SOs ilave edilerek 10 dk bekletilmistir. Siire sonunda tlipler vorteks ile
karistirilmigtir.  Kimyasal reaksiyon sonucu yiikselen sicakligin diisiiriilmesi ve olusan
reaksiyonun durdurulmasi amaciyla tiipler, 25-30°C’lik su banyosunda 10-20 dk sogumaya
birakilmistir. Gergeklesen reaksiyon sonucunda, sari-turuncu renk olusumu gozlemlenmis ve
rengin koyulugu spektrofotometre cihazinda (Perkin Elmer, Lambda 35) 490 nm dalga boyunda
Olctilmiistiir. Toplam karbonhidrat miktari, spektrofotometredeki 6l¢tim sonucu elde edilen
absorbans degerinin, standart egriye ait denklemde yerine koyulmasi ile hesaplanmistir.

Olgiimler 4 tekrarli yapilmistir.

Standart egriyi olusturmak i¢in 2.5 mg/l, 5 mg/l, 10 mg/l, 15 mg/l, 20 mg/l, 25 mg/I, 30 mg/I,
35 mg/l, 40 mg/l, 45 mg/l, 50 mg/l konsantrasyonlarda standart glukoz ¢6zeltileri hazirlanmis
ve bu ¢ozeltilere fenol siilflirik asit yontemi uygulanmistir. Kor referans olarak distile su
kullanilmistir. Her bir konsantrasyona ait absorbans degerleri ile standart grafik ¢izilmis ve egri
denklemi elde edilmistir (Sekil 3.6). Kontrol amaciyla 2.5 mg/l, 10 mg/l, 25 mg/l ve 50 mg/I

konsantrasyonlardaki standart glukoz ¢ozeltileri deneylerle es zamanl olarak 6lgtilmiistiir.
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Sekil 3.6: Fenol stlfurik asit yontemi ile standart glukoz konsantrasyonlarindan hazirlanmis standart
egri ve denklemi.

3.6.2.3. MnOx Miktarinin Tespiti

Deney suresince belirtilen 6rnekleme ginlerinde, kiiltiirde ve kiiltiire maruz birakilan
kuponlarin yiizeyinde biriken MnOx miktarlar1 tespit edilmistir. Kiiltiirdeki MnOx miktarinin
tespiti Boliim 3.3.3’te anlatilan sekilde LBB testine tabi tutulmus ve olusan mavi rengin
yogunlugu spektrofotometre cihazi ile dlgiilmiistiir. Referans olarak LBB testinin uygulandigi
steril Mn Broth besiyeri kullanilmistir. Referans olarak kullanilan besiyeri, besiyerinin abiyotik
oksidasyonunun ger¢eklesme ihtimaline karsi, deney ortami ile ayni kosullarda bekletilmistir.

Tiim spektrofotometrik 6l¢iimler 2 tekrarli yapilmistir.

Kupon yiizeyinde biriken MnOx miktarinin tayininde ise deney diizeneginden ¢ikartilan 1 adet
kupon kullanilmigtir. Steril ekiivyon ile kuponun yuzeylerindeki biyofilm tabakasi toplanmis
ve icerisinde distile su bulunan santrifiij tipiine alindiktan sonra, 60 sn vorteks ile
karistirilmigtir. Daha sonra karisimdan alinan 6rnek LBB testine tabi tutulmus ve olusan mavi
rengin yogunlugu spektrofotometrik olarak olgllerek MnOx miktar1 tespit edilmistir. Kor

referans olarak steril Mn Broth kullanilmistir.

3.6.2.4. Mn™?, CI ve pH Parametrelerinin Tespiti

Deney diizenegindeki bakteri kiiltiiriiniin Mn*? ve CI- igerigi ile birlikte pH degerindeki
degisimler, her ornekleme saatinde kiiltiirden yapilan olgtimler ile tespit edilmistir. Bakteri
kiiltiriinde bulunan Mn*? ve CI- miktarlari, fotometre cihazi (Lovibond, MD600) ile
olgtilmiistir. Kiltirin pH degeri ise pH metre cihazi (Denver Instrument, Meridian MR-10) ile

belirlenmistir.
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3.6.2.5. Korozyon Hizi Hesabt

7175-T7351 aliiminyum kuponlarin korozyon hizi, deneyden dnce ve sonra olgiilen agirlik
farkindan hesaplanmistir. Deney sirasinda diizenekten g¢ikarilarak, bakteri sayimi, EPS eldesi
ve MnOx miktarinin tespiti amaci ile kullanilan 3 adet kupon daha sonra, gravimetrik olarak
korozyon hizinin belirlenmesi amaciyla kullamilmistir.  Belirtilen analizleri tamamlanan
kuponlar, yiizeyden korozyon iiriinlerini uzaklastirmak igin konsantre HNO3 ¢ozeltisi igeren
beher igerisine konularak ultrasonik su banyosunda (Alex) 220 V’de 2-5 dk bekletilmis, distile
su ile yikanmis, %96°1lik etanolde 1 dk boyunca tekrar ultrasonik su banyosunda bekletilmis ve
Pasteur firmimda 70°C’de kurutulmustur (Wang ve dig., 2021). Deney 6ncesi ve sonrasi elde
edilen agirlik degerleri arasindaki fark, agirlik kaybi olarak not edilmis ve korozyon hizi
hesaplanmistir (ASTM G1-03, 2017).

3.6.2.6. Al Analizi
Bakteri kiiltiirii igerigindeki Al iyonlarinin tespiti i¢in deneyin son 6rnekleme ginl deney
ortamindan, 20 ml 6rnek alinmis ve bu 6rnek 0.5 ml %65°lik nitrik asit ile asitlendirildikten

sonra 0.45 um por ¢apli membran filtreden (Sartorious) gecirilmistir (Percival ve dig., 1998).

Diizenekteki kuponlarin yilizeyinde olugan biyofilm tabakasindaki Al konsantrasyonunun tespiti
icin deneyin son 6rnekleme giinlinde, diizenekten 1 adet kupon ¢ikartilmustir. Steril ekiivyon ile
kuponun her iki yiizeyinde de olusan biyofilm tabakasi toplanmis ve igerisinde 20 ml steril
bidistile su bulunan steril naylon posetlere konulmustur. Naylon posetler 2 dk stomacher
cihazinda tutularak bakterilerin besiyerine gecmesi saglanmistir (Power ve dig., 2001). Daha
sonra ekiivyonla birlikte bakteri suspansiyonu santrifiij tipiine aktarilmis ve en 2 dk
vortekslenerek bakterilerin suya transfer islemi tamamlanmistir (Gagnon ve Slawson, 1999).
Biyofilm homojenatlar1 0.5 ml %65°1ik nitrik asit ile asitlendirildikten sonra 0.45 pm por ¢apl

membran filtreden (Sartorious) ge¢irilmistir (Percival ve dig., 1998).

Bakteri kultlri ve biyofilmden elde edilen 6rneklerin igerigindeki Al konsantrasyonu ICP-MS

cihaz1 (Thermo, XSeries2) ile 6l¢tilmiistiir.

3.6.3. Kontrol Diizenegi 1’in Kurulumu, Isletimi ve Yapilan Analizler

Kontrol diizenegi 1 ile 1 g/l final Mn konsantrasyonundaki Mn Broth besiyerinin, 7175-T7351
aliminyumun kimyasal korozyonuna etkisi incelenmistir. Kontrol diizenegi, Boliim 3.6.2°de

anlatildig1 gibi deney diizenegi 1°e benzer sekilde steril cam beher (1 I hacimli), kupon tasiyici
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aparat ve aluminyum kuponlar ile birlikte deney ortamindan olusmaktadir. Deney diizenegi

1’den tek farki, deney ortami olarak steril Mn Broth besiyerinin kullanilmis olmasidir.

Kuponlarin Mn Broth ile temas ettigi an, 0. sa olarak kaydedilmistir. Sonrasinda kontrol
diizenegi 160 giin siiresince sicakligi 30°C olan bir ¢alkalamali inkiibatoriin igerisinde tutulmus
ve deney ortami 110 rpm hizla karistirilmistir. Diizenegin sterilitesini kontrol etmek amaci ile
deney siiresince her hafta R2A besiyerine ekim yapilmistir. Korozyon analizleri i¢in belirlenen
ornekleme gunlerinde (4, 25, 40, 60, 80, 100, 120, 140 ve 160. giin) kontrol diizeneginden 4
adet kupon g¢ikartilmistir. Kontrol diizeneginden ¢ikartilan 3 adet kuponun agirlik kayiplari
belirlenmis ve kuponlarin korozyon hizlar1 hesaplanmistir. Bu ii¢ kupondan biri, ayn1 zamanda
MnOx miktarinin belirlenmesi i¢in de kullanmilmistir. Diger kupon fiksasyon islemine tabi

tutulmus (Campanac ve dig., 2002) ve sonrasinda desikatorde saklanmugtir.

Ayni érnekleme giinlerinde, kontrol diizeneginden alinan deney ortaminim Mn*? ve Cl- igerigi
ile birlikte pH degeri tespit edilmistir. Ayrica steril Mn Broth besiyerindeki MnOx miktar1 da
olgiilmiistiir. Ek olarak, son érnekleme giintinde, kontrol diizenegindeki besiyeri ortami ve bu
ortama maruz kalan kupon yizeyindeki film tabakasindan alman o6rneklerdeki Al iyon

konsantrasyonlar1 da ICP- MS analizi ile belirlenmistir.
Laboratuvar 6lcekli kontrol diizeneginden gergeklestirilen analizler asagidaki gibidir:

3.6.3.1. MnOx Miktarinin Tespiti
Deney ortami olan steril Mn Broth besiyerindeki MnOx miktari, Boliim 3.6.2.3’te anlatilan

prosediire gore tespit edilmistir.

3.6.3.2. Mn*?, CI ve pH Parametrelerinin Tespiti
flgili parametreler, Boliim 3.6.2.4’te anlatilan sekilde dl¢iilmiistiir.

3.6.3.3. Korozyon Hizi Hesabi
Ornekleme saatlerinde, kontrol diizeneginden ¢ikartilan 3 adet kuponun temizligi ve korozyon

hiz1 hesab1 Bolim 3.6.2.5°te anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir.



65

3.6.3.4. Al Analizi

Steril Mn Broth igerigindeki ve besiyerine maruz birakilan kupon yiizeyinde olusan film
tabakasindaki Al konsantrasyonu Boliim 3.6.2.6°da belirtildigi sekilde analiz i¢in hazirlanmig
ve Olciimler ICP-MS cihazinda (Thermo, XSeries2) gergeklestirilmistir.

3.7. MINIMUM INHIiBITOR KONSANTRASYONU (MiK) DENEYLERI

3.7.1. Al ile MIK Deneyleri

Deney diizenegi 1 ve kontrol diizenegi 1’den gergeklestirilen ICP-MS analiz sonuglari ile
belirlenen Al konsantrasyonlari dogrultusunda, final konsantrasyonlar1 0.004 - 4 g/l araliginda
MIK deneyleri gergeklestirilmistir. Boylece Al elementinin, segilen MOB izolatinin {iremesi

iizerine etkisi incelenmistir.

MIK deneyleri mikrobroth seyreltme teknigi ile gergeklestirilmistir (NCCLS, 2000). Al’nin
etkisi, aliminyum potasyum siilfat [KAI(SO4)2.12H20] kullanilarak arastirilmistir. Deneyler
mikroplakalarda, 4 - 0.004 g/l final konsantrasyonlar1 arasinda 2 kat seri seyreltmeler ile
hazirlanan Al konsantrasyonlari ile gergeklestirilmistir. Deneyler 2 tekrarli, 6lgiimler ise 3
tekrarli olarak yapilmistir. Elde edilen absorbans verileri ile antibakteriyel etkinlik degerleri

hesaplanmigtir (Bono ve dig., 2019).

3.7.2. Mn ve Al ile MiK Deneyleri

Korozyon deneylerinin yiiriitiilecegi laboratuvar Olg¢ekli diizeneklerdeki deney ortami
iceriginde Mn bulunacagindan, Mn’nin Al ile birlikte, se¢cilen MOB izolat1 {izerine sinerjistik
etki gostermesi ihtimali s6z konusu olabilir. Bu goriisii arastirmak tizere, sadece Al ile yapilan
MIK deneylerine ek olarak, Mn’nin farkl1 final konsantrasyonlar1 (0, 0.5, 1 ve 2 g/I) kullanilarak
da Al ile MIK deneyleri gergeklestirilmistir (Tablo 3.3). MIK deneyleri mikrobroth seyreltme
teknigi ile Boliim 3.7.1°de anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir.
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Tablo 3.3: MIK deneylerinde kullanilan Al ve Mn konsantrasyonlar1 (g/l).

Mikro-  Elementler Kuyucuklar
plakalar (g/1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 Al 4.000 2.000 1.000 0.500 0.250 0.125 0.062 0.031 0.015 0.007 0.003
Mn 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
” Al 4.000 2.000 1.000 0.500 0.250 0.125 0.062 0.031 0.015 0.007 0.003
Mn 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
3 Al 4.000 2.000 1.000 0.500 0.250 0.125 0.062 0.031 0.015 0.007 0.003
Mn 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4 Al 4.000 2.000 1.000 0.500 0.250 0.125 0.062 0.031 0.015 0.007 0.003
Mn 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

3.8. LABORATUVAR OLCEKLI DUZENEKLERDE MIC DENEYLERIi: FINAL
MN KONSANTRASYONU 0.5 G/L

0.5 g/1 Final Mn Konsantrasyonlu Deney Diizenegi (Deney Diizenegi 2): Bu diizenegin
isletimiyle, secilen ve tanimlanan MOB izolatinin, 0.5 g/I final Mn konsantrasyondaki ortamda,
7175-T7351 alliminyum alasimi tizerine MIC davranisi arastirilmistir. MOB 1zolatinin 0.5 g/l
final Mn konsantrasyonuna sahip Mn Broth besiyerinde hazirlanan kiiltiirii deney ortami olarak
kullanilmig ve 7175-T7351 aliiminyum alasimlar1 80 gin boyunca bu ortama maruz
birakilmistir. Diizenekten belirli ginlerde (6, 13, 25, 40, 60, 75 ve 80. giin) ¢ikarilan
kuponlardan bakteriyolojik ve gravimetrik analizler ile MnOx tespiti ve kiltiirden ise
bakteriyolojik analiz ve bazi (MnOx, Mn*2, CI- ve pH) fizikokimyasal parametrelerin tespiti
gerceklestirilmigtir. Son Ornekleme giinlinde sistemden ¢ikarilan kupondan, biyofilm ve
korozyon f{irlinlerinin tespiti i¢in goriintileme (SEM ve EDS) ve karakterizasyon (XPS)

analizleri yapilmustir.

0.5 g/l Final Mn Konsantrasyonlu Kontrol Diizenegi (Kontrol Diizenegi 2): Bu diizenegin
isletimiyle, 0.5 g/l final Mn konsantrasyondaki steril ortamin, 7175-T7351 aliminyum
alagimlar1 tizerine korozif etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi hedeflenmistir Kontrol
diizenegi, 0.5 g/l final Mn konsantrasyonuna sahip steril Mn Broth besiyerine maruz birakilan
7175-T7351 aliiminyum alasimlar1 varliginda 80 giin boyunca isletilmistir. Diizenekten belirli
gunlerde (6, 13, 25, 40, 60, 75 ve 80. giin) ¢ikarilan kuponlardan gravimetrik analizler ile MnOx
tespiti ve Mn Broth besiyerinden bazi (MnOx, Mn*?, CI- ve pH) fizikokimyasal parametrelerin

analizi gergeklestirilmistir. Son 6rnekleme giiniinde sistemden ¢ikarilan kupondan, film ve
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korozyon f{iriinlerinin tespiti i¢in goriintileme (SEM ve EDS) ve karakterizasyon (XPS)

analizleri yapilmistir.

3.8.1. Deney Diizenegi 2’nin Kurulumu, Isletimi ve Yapilan Analizler

Laboratuvar 6l¢ekli deney diizenegi 2’de, Boliim 3.3’te tanimlanan MOB izolatinin varliginda
7175-T7351 aliiminyum alagimimin mikrobiyolojik korozyon davranisi, 0.5 g/l final Mn
konsantrasyonundaki Mn Broth ile hazirlanan bakteri kiiltiirtinde incelenmistir. Laboratuvar
olgekli deney diizenegi, steril cam beher (1 | hacimli), kupon tasiyict aparat, aliminyum
kuponlar ve deney ortamindan olugmaktadir. Deney diizenegi 2, Boliim 3.6.2°de anlatilan
sekilde kurulmustur. Deney diizenegi 1’den farkli olarak, deney ortaminda 0.5 g/l final Mn
konsantrasyonundaki Mn Broth ile hazirlanan bakteri kiiltiirii kullanilmis ve diizenek 80 giin
boyunca isletilmistir. Ornekleme gunlerinde (6, 13, 25, 40, 60, 75 ve 80. giin) deney
diizeneginden ¢ikarilan kuponlardan ve bakteri kiiltiirinden B6liim 3.6.2°de anlatilan analizler

gergeklestirilmistir.
Laboratuvar 6lcekli deney diizeneginden gerceklestirilen analizler asagidaki gibidir:

3.8.1.1. Bakteri Sayisimin Tespiti ve Ureme Egrisinin Belirlenmesi

Kiiltiirdeki planktonik ve sesil bakteri sayisi, Boliim 3.6.2.1°de anlatildig: sekilde yapilmistir.

3.8.1.2. EPS Eldesi ve I¢erigindeki Toplam Karbonhidrat Miktarinin Tespiti
Biyofilmden EPS’nin eldesi ve icerigindeki toplam karbonhidrat miktarinin tespit edilmesi,

B6lim 3.6.2.2°de anlatildig1 sekilde yapilmustir.

3.8.1.3. MnOx Miktarinin Tespiti
Kiiltiirde bulunan ve bu kiiltiire maruz birakilan kuponlarin yiizeyinde biriken MnOx miktarinin

tespiti, Bolim 3.6.2.3’te anlatildig1 sekilde yapilmistir.

3.8.1.4. Mn™?, CI ve pH Parametrelerinin Tespiti
Deney diizenegindeki bakteri kiiltiiriiniin Mn*? ve CI- icerigi ile birlikte pH degerindeki

degisimler, Boliim 3.6.2.4’te anlatildig1 sekilde dl¢tilmiistiir.

3.8.1.5. Korozyon Hizi Hesabt
Ornekleme saatlerinde, deney diizeneginden ¢ikartilan 3 adet kuponun temizligi ve korozyon

hiz1 hesab1, Bolim 3.6.2.5°te anlatildig: sekilde gergeklestirilmistir.
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3.8.1.6. SEM ve EDS Analizleri
Deney kuponlarinin yiizeylerinde olusan biyofilm tabakasi ve korozyon {iriinleri SEM ve EDS
analizi ile belirlenmistir. Goriintiileme analizlerinin yapilabilmesi amaciyla deney siiresince her

ornekleme saatinde, deney diizeneginden bir adet kupon ¢ikartilmistir.

Analizler oncesi kuponlar +4°C’de %2.5 glutaraldehit ¢ozeltisinde 1 saat bekletilerek fikse
edilmistir. Bekleme stiresi sonunda kuponlar, nce steril bidistile su ile hafif¢e yikanmis, sonra
etanol serisi (%30, %50, %80 ve %95) igerisinde 10’ar dk bekletilerek suyu uzaklastirilmistir.
Islem sonunda havada kurumaya birakilmistir (Campanac vd., 2002). Fiksasyon islemi
tamamlanan kuponlar desikatérde saklanmistir. Deneyin son Ornekleme giiniine ait fikse
edilmis kuponlardan secilerek, SEM ve EDS analizleri 6ncesinde kuponlarin yiizeyi 15 nm

kalinlikta altin ile kaplanmig ve SEM cihazinda (FEI, Versa 3D) incelenmistir.

3.8.1.7. XPS Analizi

Deney kuponlarinin yiizeylerinde olusan korozyon iiriinlerinin karakterizasyonu, hassas bir
ylizey analiz teknigi olan XPS analizi ile gerceklestirilmistir. XPS analizinin yapilabilmesi
amaciyla son ornekleme saatinde, deney diizeneginden bir adet kupon ¢ikartilmistir. Boliim
3.8.1.6°da anlatilan sekilde fikse edilerek hazirlanan kuponlarin analizi, Bogazici Universitesi
Ileri Teknolojiler Arastirma ve Gelistirme Merkezi’nde, XPS cihaz1 (Thermo Scientific K-

Alpha X-ray Fotoelektron Spektrometresi) ile hizmet alim1 seklinde gergeklestirilmistir.

3.8.2. Kontrol Diizenegi 2’nin Kurulumu, isletimi ve Yapilan Analizler

0.5 g/l final Mn konsantrasyonundaki Mn Broth besiyerinin, 7175-T7351 aliminyumun
kimyasal korozyonuna etkisi, steril kontrol diizenegi 2 ile incelenmistir. Kontrol diizenegi,
Bolim 3.6.5’te anlatildigi gibi deney diizenegi 2’ye benzer sekilde steril cam beher (1 |
hacimli), kupon tasiyici aparat ve aluminyum kuponlar ile birlikte deney ortamindan
olusmaktadir. Deney diizenegi 2’den tek farki, deney ortami olarak steril Mn Broth besiyerinin
kullanilmis olmasidir. Dlizenek 80 giin boyunca isletilmistir ve dérnekleme gunlerinde (6, 13,
25, 40, 60, 75 ve 80. giin) kontrol diizeneginden ¢ikarilan kuponlardan ve steril Mn borth

besiyerinden Boliim 3.6.3’te anlatilan analizler gergeklestirilmistir.

Laboratuvar 6lgekli kontrol diizeneginden gergeklestirilen analizler asagidaki gibidir:
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3.8.2.1. MnOx Miktarinin Tespiti
Deney ortami olan steril Mn Broth besiyerindeki MnOx miktari, Bolim 3.6.2.3’te anlatilan

prosediire uygun olarak tespit edilmistir.

3.8.2.2. Mn™?, CI ve pH Parametrelerinin Tespiti
Ilgili parametreler, Boliim 3.6.2.4’te anlatildig1 sekilde dlciilmiistiir.

3.8.2.3. Korozyon Hizi Hesabi
Ornekleme saatlerinde, kontrol diizeneginden ¢ikartilan 3 adet kuponun temizligi ve korozyon

hiz1 hesabi, Boliim 3.6.2.5’te anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir.

3.8.2.4. SEM ve EDS Analizleri
Kontrol kuponlarmin yiizeylerinde olusan film tabakasi ve korozyon frtinleri SEM ve EDS

analizi ile belirlenmistir. Analizler B6liim 3.8.1.6’da anlatildig: sekilde gergeklestirilmistir.

3.8.2.5. XPS Analizi
Kontrol kuponlarinin yiizeylerinde olusan korozyon iiriinlerinin karakterizasyonu XPS analizi

ile gerceklestirilmistir. Analiz, Boliim 3.8.1.7°de anlatildig1 sekilde yapilmistir.

3.9. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Tez c¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen istatistiksel analizlerde SPSS 24.0 programi
kullanilmistir. Bakteri sayilari, EPS’deki toplam karbonhidrat miktarlari, aliiminyum alagimli
kuponlarin agirlik kaybi ve korozyon hizi degerleri, deney ortamlarmin fizikokimyasal
parametreleri arasindaki iliski Pearson ve Spearman korelasyon katsayilar1 testleri ile
gosterilmistir. Deney ve kontrol diizenekleri arasindaki degerlerin ortalamalar agisindan

farkinin degerlendirilmesi t-testi ve Mann Whitney U testi ile gergeklestirilmistir.
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3.10. ARASTIRMADA KULLANILAN BESIYERLERiI VE KIMYASAL

MADDELER

3.10.1. R2A Besiyeri

Maya 6ziitii

Pepton

Kazein hidrolizat

Glukoz (CeH1206)

Dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPO4)
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSOa4.7H20)
Nisasta

Pirtivik asit (CsH3zOsNa)

Agar

Distile su

121°C’de ve 1 atm basingta, 15 dk steril edilmistir.

3.10.2. MnA Besiyeri

Maya 0zutl

Et ekstrakti

Amonyum demir (I1) stlfat (Fe (NH4)2(SOa4)
MnCO3

Sodyum sitrat

Agar

Distile su

121°C’de ve 1 atm basingta, 15 dk steril edilmistir.

3.10.3. LBB Besiyeri

Maya oziitii

Pepton

Demir siilfat heptahidrat (FeSO4.7H20)
Manganez siilfat (Mn SOas. H20)

0.1 M Hepes

059
059
059
059
0.3g
0.05¢g
059
039
12 ¢

1000 mL’ye tamamlanmastir.

0.075g

1g

0.15¢g

29
0.15¢
209

1000 mL’ye tamamlanmaistir.

059
29
0.001¢
0.15¢
100 mL
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Agar 15¢

Distile su 1000 mL’ye tamamlanmistir.
pH= 7.2 (10N NaOH ile ayarlanir), 121°C’de ve 1 atm basingta, 15 dk steril edilmistir.

3.10.4. MnOB Besiyeri

Amonum siilfat ((NH4)SOa4) 059

Manganez siilfat (MnSO4.H20) 39

Sodyum nitrat (NaNO3) 05¢g

Dipotasyum fosfat (K2HPOa4) 059

Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSOa4.7H20) 05¢g

Tripton 1g

Siikroz 29

Sitrik asit 10¢g

Agar 159

Distile su 1000 mL’ye tamamlanmistir.

pH = 6.8 (10N NaOH ile ayarlanir), 121°C’de ve 1 atm basingta, 15 dk steril edilmistir.

3.10.5. 10N Ayarh NaOH Caozeltisi

NaOH 409

Distile su 250 mL’ye tamamlanmugtir.
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4. BULGULAR

4.1. JET A-1 YAKIT ORNEGININ FiZIKOKIMYASAL PARAMETRELERI

Aktif olarak ugus gergeklestiren ve C bakimi olarak adlandirilan 1 aylik bakim strecindeki
yolcu u¢aginin merkez ve kanat depolarindan alinan Jet A-1 yakit 6rneginin fizikokimyasal
parametreleri Tablo 4.1°de verilmistir. Yakit 6rnegi pH degerinin 6.58 oldugu, 8.10 mg/l
¢coziinmiis oksijen icerdigi ve 0.2 mg/I’den daha diisiik miktarda Mn igerigine sahip oldugu
belirlenmistir. Litresinde 0.34 mg hidrokarbon i¢erdigi ve bunlarin hacimce (%v/v) %82.9’unu
doymus hidrokarbonlarin, geri kalan doymamis hidrokarbonlarin ise %16.3’iinli aromatiklerin,

%0.8’ini ise olefinlerin olusturdugu saptanmaistir.

Tablo 4.1: Jet A-1 yakit 6rneginin fizikokimyasal parametreleri.

Parametre Deger Birim
Sicaklik 23.2 °C
pH 6.58 pH
Cozlinmiis oksijen 8.10 mg/l
Demir (Fe) <0.2 mg/l
Mangan (Mn) <0.2 mg/l
Fosfat fosforu (PO4) 0.124 mg/l
Klor(r (CI) 97 mg/l
Hidrojen sulfir (H»S) <0.1 mg/l
Hidrokarbonlar 0.34 mg/l
Tletkenlik 809 uS/cm

4.2. MANGAN OKSIDE EDEN AHB’LER

AHB izolatlarindan MOB olanlarin tespiti icin MOB’lere spesifik LBB, Mn Agar ve MnOB
besiyerleri kullanilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda bu ii¢ farkli besiyerinde iireyen
bakterilerin olusturdugu kolonilerin farkli 6zellikler gosterdigi tespit edildiginden, bu

besiyerlerinde Greyen tum AHB’ler MOB siipheli olarak kabul edilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: MOB’lerin LBB (a ve d), MnA (b ve €) ve MnOB (c ve f) besiyerlerindeki iireme
gorantleri.

MOB siipheli bakterilerin Mn okside edebilme yeteneginde olup olmadiginin dogrulanmasi
amaciyla besiyerlerindeki kolonilere LBB testi uygulanmis, fakat ayni bakteri i¢in farkli
besiyerlerinde farkli sonuglar alinmistir. Besiyerindeki LBB test sonuglari, Mn Agar ve MnOB
besiyerlerinde tiim izolatlar i¢in pozitif iken, LBB besiyerinde az sayidaki izolat hari¢ hepsi
icin negatif olarak tespit edilmistir. Yiiksek Mn konsantrasyonuna sahip Mn Agar (2 g/l) ve
MnOB (3 g/l) besiyerlerindeki tiim sonuglarin pozitif olmasi, besiyerlerinin kimyasal
oksidasyonu sebebiyle yalanci pozitifligin meydana gelmis olabilecegini diisiindiirmistiir. Bu
sebeple Mn Agar ve MnOB besiyerlerinin steril kosullarda kimyasal olarak okside olup
olmadig1 arastirilmistir. MnOB besiyerinin kendiliginden okside olarak yalanci pozitiflik
verdigi belirlendiginden, ileri ki deneylerde kullanilmamistir. Ayrica besiyerinde uygulanan
LBB testinin de, besiyeri igerigindeki Mn sebebiyle hatali sonug verebildigi fark edildiginden
tim izolatlar igin, filtre kagidi iizerinde uygulanan LBB testi sonucunun dikkate alinmasi

gerektigi sonucuna varlmustir (Sekil 4.2). Filtre kagidi yontemi ile uygulanan LBB test



74

sonuclarinda, daha once besiyerinde ger¢eklestirilen LBB testinde pozitif sonu¢ veren
izolatlardan sadece Ui¢ tanesinin (izolat 1, izolat 2, izolat 3) Mn’1 okside ettigi belirlenmistir. Bu

izolatlar MOB izolat1 olarak adlandirilmistir.

LBB testi negatif LBB testi pozitif

\y

Sekil 4.2: Filtre kagid1 yontemi ile LBB test sonuglari.

4.3. EN AKTIF MOB iZOLATI

Jet A-1 yakit 6rneginden, izolat 1, izolat 2, izolat 3olmak iizere li¢ farkli MOB izolati elde
edilmistir. Bu ii¢ izolatin Mn Broth ve sivi LBB besiyerlerindeki gelisim durumlar1 (bakteri
yogunluklar1 ve iireme fazlar1) ve Mn oksitleme aktiviteleri belirlenerek, metabolik olarak en

aktif olan izolat tespit edilmistir.

4.3.1. MOB izolatlarimin Bilyiime Egrileri

Bakteri izolatlarinin Mn igeren ve icermeyen Mn Broth ve LBB besiyerlerindeki buytime
egrileri Sekil 4.3’te gosterilmistir. Mn varhiginda ve yoklugunda, bakterilerin biyiume
egrilerinde belirgin bir farklilik oldugu gozlemlenmis olup, her iki besiyerinde de Mn varligiin

izolat 2’nin biiyiimesini tesvik ettigi belirlenmistir.
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Sekil 4.3: izolat 1, izolat 2 ve izolat 3’iin, Mn Broth ve LBB besiyerlerindeki bilytime egrileri (ODeoo).
(a) Mn igermeyen, (b) Mn igeren. Hata ¢ubuklar1 standart sapmay1 géstermektedir.

Mn igermeyen Mn Broth ve LBB besiyerlerinde ii¢ bakteri izolati da ¢ogalmis ve
yogunluklarinin da deney siiresince genel olarak birbirine yakin seyrettigi gdzlenmistir (Sekil
4.3a ve Sekil 4.4a). Ancak bakteri izolatlarin biiyiime fazlarinin bakteri tiiriine ve besiyerine
gore degistigi belirlenmistir. 1zolat 1’in her iki besiyerinde de 2. giinde duraklama fazina girdigi
(Sekil 4.4a) ve deney sonuna kadar duraklama fazinda kaldig1 gézlenmistir (Sekil 4.4b). Izolat
2’nin, Mn Broth ve LBB besiyerinde 1. glinde duraklama fazina girdigi (Sekil 4.4b) ve LBB
besiyerinde deney sonuna kadar duraklama fazinda kaldig1 gézlenirken, Mn broth besiyerinde
70. giinde 6liim fazina girdigi saptanmistir (Sekil 4.4a). izolat 3’iin ise her iki besiyerinde de 1.

giinde duraklama fazina girdigi (Sekil 4.4b) ancak, Mn Broth besiyerinde deney sonuna kadar
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duraklama fazinda kalmasma ragmen, LBB besiyerinde 70. glinde 6liim fazina girdigi tespit

edilmistir (Sekil 4.4a).

a)

~a=Mn Broth (Izolat 1) Mn Broth (izolat 2) =&=Mn Broth (lzolat 3)

~a-LBB (Izolat 1) LBB (lzolat 2) wLBB (Izolat 3)

D e . S |

In (OD)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

Zaman (giin)

Sekil 4.4: Izolat 1, izolat 2 ve izolat 3’iin Mn icermeyen Mn Broth ve LBB besiyerlerindeki biytime
egrileri (In ODggo ). (2) 90 giinliik tiim deney siiresince, (a’) deneyin ilk 7 giinii. Hata ¢ubuklar1
standart sapmay1 gostermektedir.

Bakterilerin, Mn igeren besiyerlerindeki biiylime egrileri karsilastirildiginda, izolat 2’nin hem
Mn Broth hem de LBB besiyerinde izolat 1 ve izolat 3’e gére daha yogun tiredigi saptanmistir
(Sekil 4.5). 1zolat 1, deney siiresince her iki besiyerinde de zayif bir iireme gdstermis, belirgin
olarak biiyiime fazlar1 g6zlenmemistir (Sekil 4.3b, Sekil 4.5a). 1zolat 2, Mn Broth besiyerinde
2. gun durgun faza girmekle birlikte (Sekil 4.5a’), deney sonuna biiyiimenin artig egiliminde
oldugu ve deney sonunda da en yogun biyumeyi (2.46 OD) gosterdigi belirlenmistir (Sekil
4.3b, Sekil 4.5a) LBB besiyerinde ise 4. giine kadar lag fazinda kaldiktan sonra logaritmik faza
(Sekil 4.3b, Sekil 4.5a), 5. giinden sonra da duraklama fazina girdigi ancak deney sonuna kadar
biiyiimenin artis egiliminde oldugu saptanmistir (Sekil 4.5a). Izolat 3’iin ise Mn Broth
besiyerinde 7. giine kadar lag fazinda kaldiktan sonra logaritmik faza girdigi, 12. giinden sonra
duragan faza gegtigi ve 50. giinden itibaren de 6liim fazina girdigi belirlenmistir (Sekil 4.3b,
Sekil 4.5a). LBB besiyerinde ise izolat 3’iin Mn’nin toksik etkisini asmakta zorlandig1 tespit

edilmis olup, deney suresince bliylime fazlar1 gozlenmemistir (Sekil 4.3b, Sekil 4.5a).
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Sekil 4.5: Izolat 1, izolat 2 ve izolat 3’iin Mn iceren Mn Broth ve LBB besiyerlerindeki bilyiime
egrileri (In ODggo). (a) 90 giinliik tim deney siiresince, (a’) deneyin ilk 7 giinii. Hata ¢ubuklar1 standart
sapmay1 gostermektedir.

Her bir izolatin Mn igeren ve icermeyen ayni besiyerinde farkli biiyiime davranis1 sergiledigi
ve Mn varhiginda izolatlarin duraklama fazina daha gec girdigi tespit edilmistir. Izolat 1’in Mn
varliginda bilyiime gosteremedigi belirlenmistir. izolat 2’nin ise Mn varhiginda her iki
besiyerinde de Mn icermeyen besiyerlerindekine gore daha iyi iireme gosterdigi ve duraklama
fazina daha geg¢ girdigi, hatta deney sonuna kadar da biiyiimenin devam ettigi saptanmistir.
Izolat 3’iin ise Mn varliginda Mn Broth besiyerinde Mn’siz besiyerine gére daha iyi bir bilytime

gosterdigi tespit edilirken, LBB’de ise tam tersine biiylimesinin azaldigi gozlenmistir (Sekil
4.3).

Mn’nin varlig1, izolat 1’in bliylimesini baskilarken, izolat 2’ ninkini her iki besiyerinde de tesvik
etmistir. Bununla birlikte, izolat 3’{in biiylimesini Mn Broth besiyerinde tesvik ederken, LBB
besiyerinde baskilamigtir. Bu bulgular, her bir izolatin Mn iceren farkli besiyerlerinde farkl
biliyiime davranisi sergiledigini gostermektedir. Mn varliginin izolat 2’nin biliytimesini tesvik
ettigi ve ayrica her iki besiyerinde de en yogun biiyiimeyi izolat 2’nin gdsterdigi tespit

edilmistir.
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4.3.2. MOB izolatlarinin Mn Oksitleme AKktiviteleri

Bakteri izolatlarinin, Mn oksitleme yetenekleri hem Mn Broth hem de LBB besiyerinde
spektrofotometrik olarak LBB soliisyonu kullanilarak belirlenmistir (Sekil 4.6). Tiim izolatlar
icin her iki besiyerinde de ilk MnOx iiretimi 3. giinde tespit edilmistir. Deney siiresince, izolat
1 ve izolat 3’lin her iki besiyerinde de diislik miktarlarda (sirasiyla, 0.16-0.42 mg/I ve 0.28-0.78
mg/l) MnOx liretebildigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, izolat 2 nin deney siiresince her iki
besiyerinde de, diger izolatlara gore daha yiliksek miktarlarda MnOx iiretebildigi belirlenmistir

(Sekil 4.6).

a)
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Sekil 4.6: izolat 1, izolat 2 ve izolat 3’iin, Mn Broth ve LBB besiyerindeki Mn oksitleme aktiviteleri
(ODs20). Hata cubuklari standart sapmay1 gostermektedir.

Izolat 2’nin deney siiresince Mn Broth ve LBB besiyerlerindeki Mn’yi oksitleme aktivitesinin
farklilik gdsterdigi saptanmistir. 1zolat 2°nin Mn oksitleme aktivitesi, Mn Broth besiyerinde 4.
giinden sonra, LBB besiyerinde ise 7. giinden sonra ivme kazanmistir. Mn Broth besiyerinde
27. giinden itibaren deney sonuna kadar LBB’ye gore daha fazla miktarda MnOx iiretmistir.
Ayrica 40. giinden sonra Mn oksitleme aktivitesinin her iki besiyerinde de benzer sekilde

seyrettigi gozlenmistir (Sekil 4.6).

Bakterilerin Mn Broth ve LBB besiyerlerindeki biliytime egrileri ile birlikte bu besiyerlerindeki

Mn oksitleme aktiviteleri goz onilinde bulunduruldugunda, en aktif MOB izolatinin izolat 2
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oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, korozyon deneylerinde izolat 2’nin kullanilmasina karar
verilmistir. Bununla birlikte, bu bakterinin LBB besiyerinde daha iyi tiredigi belirlenirken, Mn
Broth besiyerinde daha fazla Mn oksitleme aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Bu nedenle
deney ortami olarak hangi besiyerinin kullanilacagi ve bu besiyerinin Mn konsantrasyon igerigi

ileri analizlerle belirlenmistir.

4.4, SECILEN MOB iIZOLATININ TANIMLANMASI

4.4.1. Fenotipik Ozellikleri

Izolat 2’ye JETA1-E2 kodu verilmistir. JETA1-E2 susunun R2A, TSA ve LB besiyerlerinde
iyi, NA besiyerinde ise zayif iiredigi saptanmis ve tiim besiyerlerinde sar1 renkte koloniler
olusturdugu gozlenmistir. JETAL-E2 susu, R2A besiyerinde 1 mm ¢apinda, yuvarlak, sar1, diiz
kenarli koloniler olusturmaktadir (Sekil 4.7). Mikroskobik incelemeler, hiicrelerin farkl
uzunluklarda, diizgiin ¢omak seklinde (Sekil 4.8a - Sekil 4.8¢) ve hareketli oldugunu ortaya
koymustur. Susa ait hiicrelerin ayrica, “Gram-belirsiz (Gram-indeterminate)” (Sekil 4.8d ve
Sekil 4.8e) oldugu ve 3 giinliik inkiibasyondan sonra spor olusturdugu da saptanmistir (Sekil
4.8f) (Tablo 4.2).

Sekil 4.7: JETA1-E2 susunun R2A besiyerindeki koloni morfolojisi
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A

Sekil 4.8: JETA1-E2 susunun mikroskobik 6zellikleri; Faz-kontrast mikroskobu goriintusi (a ve b),
SEM goriintiisii (c), Gram boyali preparatin 151k mikroskobu goriintiisii (d ve e), Spor boyali preparatin
151k mikroskobu goriintiisii (f).

JETA1L-E2 susunun fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerini ortaya koyan API 20NE, API 20E,
API ZYM ve API 50CH test kitlerine ait sonuglar Tablo 4.2°de verilmistir. JETA1-E2 susunun
L-arabinoz, D-ksiloz, D-galaktoz, D-glukoz, D-fruktoz, D-mannoz, N-asetilglukozamin,
amigdalin, eskiilin hidrolizi, jelatin hidrolizi, salisin (zayif pozitif), D-sellobiyoz, D-maltoz, D-
laktoz (sigir kaynakli), D-sakaroz (siikroz), D-trehaloz, gentiobiyoz, para-nitrofenil-8-D-
galaktopiranosidaz, Voges-Proskauer, alkalin fosfataz, esteraz (C4), esteraz lipaz (C8), 16sin
arilamidaz, valin arilamidaz, asit fosfataz, naftol-AS-BI-fosfohidrolaz, B-glucosidase, N-asetil-
B-glukozaminidaz, (reaz enzim testlerinin yani sira glukoz, arabinoz, mannoz ve N-asetil-
glukozamin asimilasyonlari ile nitratin nitrite indirgenmesi ve sitratin yalnizca karbon kaynagi
olarak kullanimi testlerinin de pozitif oldugu belirlenmistir. Bunlara ek olarak bakterinin,

oksidaz testi zay1f pozitif ve katalaz testi pozitif olarak tespit edilmistir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2: JETA1-E2 susunun fenotipik 6zellikleri (“+” pozitif, “-” negatif test sonucunu

gostermektedir).

Ozellikler / Testler

Test Sonucu

Hicre Morfolojisi

Gram Ozelligi
Hiicre Sekli

Koloni Morfolojisi

Tum Koloni

Kenar Yapisi

Dikey Géruniim

Yizey

Mukoidlik
Koloni Rengi

Transparan/Opak

Hicre boyutu (um)

Spor Ozelligi

Hareket Yetenegi

Katalaz
Oksidaz

Biiyiime sicaklik arahigi (°C) (optimum deger)

Biiyiime pH araligi (optimum deger)

Biiyiime NaCl arahigi (%, w/V) (optimum deger)

Oksijen toleransi

API 20 NE
NO3

TRP
GLU
ADH
URE
ESC
GEL
PNG
GLU
ARA
MNE
MAN
NAG
MAL
GNT

Nitratlarin nitritlere indirgenmesi

L-triptofan ile indol Gretimi

D-glikozun (heksoz sekeri) fermantasyonu

L-arjinin amino asidinin arjinin dihidrolaz ile dekarboksilasyonu
Ureaz enzimi testi

Hidroliz (B-glukosidaz) (eskiilin)

Hidroliz (proteaz) (jelatin)

[-Galaktosidaz (para-nitrofenil-RD-galaktopiranosidaz)
Glikoz asimilasyonu

Arabinoz asimilasyonu

Mannoz asimilasyonu

Mannitol asimilasyonu

N-asetil-glukozamin asimilasyonu

Maltoz asimilasyonu

Potasyum glukonat asimilasyonu

Belirsiz
Comak

Yuvarlak
Duz
Kabarik
Diz

Sar1
Opak
Belirsiz
+
+
+
Zayif *
20-42 (30)
6-9 (7)
0-12 (2-4)

Zorunlu aerobik
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Tablo 4.2 (devam): JETA1-E2 susunun fenotipik 6zellikleri (“+” pozitif, “-”” negatif test sonucunu
gostermektedir).

Ozellikler / Testler Test Sonucu

CAP Kaprik asit asimilasyonu -
ADI Adipik asit asimilasyonu -
MLT Malat asimilasyonu -

CIT Trisodyum sitrat asimilasyonu -
PAC Fenilasetik asit asimilasyonu -
API 20 E
ONPG  o-nitrofenil-b-D-galaktopiranosid substratinin hidrolizi ile - +
galaktosidaz enzimi testi
ADH L-arjinin amino asidinin arjinin dihidrolaz ile dekarboksilasyonu -
LDC Lizin amino asidinin lizin dekarboksilaz ile dekarboksilasyonu -
OoDC Ornitin amino asidinin ornitin dekarboksilaz ile -
dekarboksilasyonu
CIT Sitratin yalnizca karbon kaynagi olarak kullanilmasi +
H,S Hidrojen siilfiir tiretimi -
URE Ureaz enzimi testi -
TDA Triptofan deaminaz enziminin tespiti -
IND Indol testi- triptofanaz enzimi ile triptofandan indol {iretimi -
VP Voges-Proskauer testi +
GEL Jelatini sivilagtiran jelatinaz enziminin tiretimi i¢in test -

GLU D-glikozun (heksoz sekeri) fermantasyonu -
API ZYM

Alkalin fosfataz

Esteraz (C4)

Esteraz Lipaz (C8)

Lipaz (C 14) -

Losin arilamidaz

Valin arilamidaz

Sistin arilamidaz -

Tripsin -

a-kimotripsin -

Asit fosfataz

Naftol-AS-BI-fosfohidrolaz

a-galaktosidaz -

3- galaktosidaz -

B-glukuronidaz -

a-glukosidaz -

3- glukosidaz +
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Tablo 4.2 (devam): JETA1-E2 susunun fenotipik 6zellikleri (“+” pozitif, “-”” negatif test sonucunu
gostermektedir).

Ozellikler / Testler Test Sonucu

N-asetil-B-glukozaminidaz +

a-mannosidaz -

a-fukosidaz -
API 50 CH

GLY Gliserol -

ERY Eritrol -

DARA  D-arabinoz -

LARA  L- arabinoz +
RIB D-riboz -
DXYL  D-ksiloz +

LXYL  L-ksiloz -
ADO Adonitol -
MDX Metil-beta-D- ksilopiranosid -

GAL D-galaktoz +
GLU D-glukoz +
FRU D-fruktoz +
MNE D-mannoz +
SBE L-sorboz -
RHA L-ramnoz -
DUL Dulcitol -
INO Inositol -
MAN D-mannitol -
SOR D-sorbitol -
MDM  Metil-alfa-D-mannopiranosid -
MDG Metil-alfa-D-glukopiranosit -
NAG N-asetilglukozamin

AMY Amigdalin

ARB Arbutin -
ESC Eskiilin ferrik sitrat +
SAL Salisin Zayif *
CEL D-sellobiyoz +
MAL D-maltoz +
LAC D-laktoz (s1gir kokenli) +

MEL D-melibiyoz -
SAC D-sakaroz (siikroz)
TRE D-trehaloz
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Tablo 4.2 (devam): JETA1-E2 susunun fenotipik 6zellikleri (“+” pozitif, “-”” negatif test sonucunu
gostermektedir).

Ozellikler / Testler Test Sonucu

INU Iniilin -
MLZ D-melezitoz -
RAF D-rafinoz -
AMD Amidon (nisasta) -
GLYG  Glikojen -
XLT Ksilitol -
GEN Gentiobiyoz +
TUR D-turanoz -
LYX D-liksoz -
TAG D-tagatoz -
DFUC  D-fukoz -
LFUC  L- fukoz -
DARL  D-arabitol -
LARL  L-arabitol -
GNT Potasyum glukonat -
2KG Potasyum 2-ketoglukonat -
5KG Potasyum 5-ketoglukonat -

JETAL-E2 susunun farkli sicakliklardaki (4, 20, 30, 37 ve 42°C) biyiime toleransi
incelendiginde, bakterinin 20-42°C sicaklik araliginda biiyiiyebildigi ve optimum Uremeyi
30°C’de gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.9). Bakteri en zayif biiyiimeyi 20°C’de gostermis
olup, optimum degerden sonra, sicaklik arttik¢ca absorbans degerlerinin azaldigi saptanmistir

(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: Farkli sicaklik degerlerinin (4, 20, 30, 37 ve 42°C) JETA1-E2 susunun biiyiimesine etkisi.
Hata gubuklar standart sapmay1 gostermektedir.

JETA1-E2 susunun farkli pH degerlerindeki (4, 5, 6, 7, 8 ve 9) biyume toleransi arastirilmis ve
bakterinin, 6-9 araligindaki pH degerlerinde tireyebildigi ve optimum buyimeyi de pH 7°de
gerceklestirdigi tespit edilmistir (Sekil 4.10). Bununla birlikte pH 8 ve pH 9’da o6lgiilen
absorbans degerlerinin, genellikle daha diisiik olmakla birlikte pH 7’de dl¢iilenlere ¢ok yakin
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: Farkli pH degerlerinin (4, 5, 6, 7, 8 ve 9) JETA1-E2 susunun bilylimesine etkisi. Hata
cubuklar1 standart sapmay1 gostermektedir.
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JETA1L-E2 susunun farkli tuz konsantrasyonlarindaki (%0, %1, %2, %4, %6, %8, %10 ve %12
NaCl (w/v)) blylme toleransi incelenmis ve tuz varliginin bakterinin biiyiimesini motive ettigi
tespit edilmistir. Bakterinin optimum olarak %2 ve %4 NaCl konsantrasyonlarinda biiytidiigii
saptanmistir. Bakterinin %4’iin lizerindeki NaCl konsantrasyonlarina kars1 tolerans gosterdigi
tespit edilmistir. Bu toleransin artan tuz konsantrasyonlarina kars1 ilk 24 sa’da disiik oldugu

goriilmekle birlikte, zamanla 6zellikle de 72 sa’lik inkiibasyon siiresi sonunda, arttigi tespit
edilmistir (Sekil 4.11).

—o—4. saat 24, saat 48. saat 72. saat *—96. saat

6.00

5.00

4.00

3.00

Absorbans (OD)

2.00

1.00

|

0.00 . i =~ = >
0 2 4 6 8 10 12
NaCl (%)

Sekil 4.11: Farkli tuz konsantrasyonlarinin (%0, %1, %2, %4, %6, %8, %10 ve %12) JETA1-E2
susunun bitylimesine etkisi. Hata ¢ubuklari standart sapmay1 géstermektedir.

4.4.2. Genotipik Ozellikleri
4.4.2.1. Kismi 16S rRNA Gen Dizileri ile Tanimlama

JETAL1-E2 susundan gDNA ve sonrasinda PZR iiriinlerinin eldesi basarili bir sekilde
gerceklestirilebilmistir (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13).
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Sekil 4.12: JETA1-E2 susunun ait gDNA’larin jel goriintist (N: Negatif kontrol, P: Pozitif kontrol,
M: Markir).
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Sekil 4.13: JETAL-E2 susunun ait PZR Urunlerinin jel goriintusii (M: Markir, N: Negatif kontrol, P:
Pozitif kontrol).

Cift yonli DNA dizi analizi sonucunda elde edilen 16S rDNA gen dizilerinden 1377 baz
uzunlugunda konsensus dizi elde edilmistir. Bu dizi, BLAST algoritma kullanilarak NCBI
“National Center for Biotechnology Information”, (www.ncbi.nlm.nih.gov) Gen Bankasinda
saklanan diziler ile karsilastirilmistir. JETA1-E2 susunun filogenetik olarak segilen en yakin
tirleri Tablo 4.3’te ayrintili bir sekilde verilmistir. Susun kismi 16S rRNA gen dizileri,
Sphingomonas paucimobilis (MT367853) (%99.42), Sphingomonas sanguinis (MF319771)
(%99.34) ve Sphingomonas pseudosanguinis (HE716953) (%99.27) ile yuksek oranda
benzerlik gostermistir. Tespit edilen benzerlik degerleri, prokaryotik organizmalarda tir
diizeyinde tanimlama igin kabul edilen esik degerinin (%98.5) tizerinde oldugundan, JETAL-

E2 susu tir diizeyinde tanimlanamamustir. Bununla birlikte, benzerlik degerleri cins diizeyinde
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tanimlama i¢in kabul edilen esik degerinin (%94.5) lizerinde oldugundan bu durum, JETA1-E2

susunun Sphingomonas cinsine ait bir bakteri tirii olduguna isaret etmektedir.

Tablo 4.3: Kismi 16S rRNA gen dizisine goére JETA1-E2 susunun filogenetik olarak iliskili oldugu
bakteri tiirleri.

Benzerlik (%0)

NCBI Gen B_ankasmdgki Erisim Query Cover I? ) (Eslesen Baz
En Yakin Mikroorganizma Numarasi (%) Degeri Sayist)
Sphingomonas sp. Sph5 KP866797.1 98 0.0 99.71
Sphingomonas sp. 2363 JX174240.1 99 0.0 99.35
Sphingomonas paucimobilis MT367853.1 99 0.0 99.42
Sphingomonas paucimobilis MT367836.1 99 0.0 99.42
Sphingomonas sanguinis MF319771.1 99 0.0 99.34
Sphingomonas sanguinis JQ660132.1 99 0.0 99.27
Sphingomonas pseudosanguinis ~ HE716953.1 99 0.0 99.27
Sphingomonas sp. SG73 LC618681.1 99 0.0 99.27
Sphingomonas sp. Sph2 KP866794.1 99 0.0 99.34

JETAL1-E2 susunun, benzerlik gosterdigi Sphingomonas tlrleri icerisinden hangisine ait
oldugunun tespit edilebilmesi i¢in API test sonuglari, kismi 16S rRNA gen dizilerine gore
filogenetik olarak yakindan iliskili oldugu bakterilerin tip tlrlerine (Sphingomonas
paucimobilis DSM 1098T, Sphingomonas sanguinis DSM 13885" ve Sphingomonas
pseudosanguinis DSM 195127) ait literatiirde yer alan API test sonuglar ile karsilastirilmistir
(Yabuuchi ve dig., 1990; Takeuchi ve dig., 1993; Kampfer ve dig., 2007; Xue ve dig., 2018).
JETAL-E2 susu ile bu susun genotipik acidan yiiksek oranda benzerlik gosterdigi

Sphingomonas tip tiirlerinin fizyolojik ve biyokimyasal dzellikleri Tablo 4.4’te verilmistir.

JETA1-E2 susu da dahil olmak iizere, karsilagtirilan tiim suslarin katalaz, L-arabinoz, D-ksiloz,
D-galaktoz, D-glukoz, D-fruktoz, D-mannoz, N-asetilglukozamin, amigdalin, eskiilin hidrolizi,
D-sellobiyoz, D-maltoz, D-laktoz (s1g1r kaynakli), D-sakaroz (siikroz), D-trehaloz, gentiobiyoz,
para-nitrofenil-B-D-galaktopiranosidaz, alkalin fosfataz, esteraz (C4), esteraz lipaz (C8), 16sin
arilamidaz, valin arilamidaz, asit fosfataz, naftol-AS-BI-fosfohidrolaz, B-glucosidase, N-asetil-
B-glukozaminidaz testlerinin ve glukoz, arabinoz, mannoz ve maltoz asimilasyonunun pozitif
oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, tiim suslarin, eritritol, D-riboz, D-ksiloz, L-sorboz,
dulsitol, inositol, D-mannitol, D-sorbitol, iniilin, glikojen, ksilitol, D-likoz, D-tagatoz, D-

arabitol, L-arabitol, potasyum glukonat, potasyum 2-ketoglukonat, potasyum 5-ketoglukonat,
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indol {iiretimi, glukoz fermantasyonu, arjinin dihidrolaz, iireaz, lipaz (C 14), a-mannosidaz
testleri ve mannitol, potasyum glukonat, kaprik asit, adipik asit ve fenilasetik asit asimilasyonu

acisindan negatif oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.4: JETA1-E2 susunun, kismi 16S rRNA gen dizilerine gire yakin akraba oldugu
Sphingomonas tiirlerinin tip suslarindan ayirici 6zellikleri.

Ozellik 1 2 3 4
izolasyon kaynagi Jet A-1 yakit Hastane solunum Kan Hava
cihazi nemlendirici
ylizeyi
Koloni rengi Sar1 Sar1 Koyu sar1 Sar1
Gram-boyama Belirsiz - - -
Hiicre biiytikligii (um) Belirsiz 0.7x1.4 NF 0.8-1.5x0.4-0.6
(ortalama)
Spor + = - -
Hareketlilik + + + -
Oksidaz z" - + +
Biiyiime sicaklik araligi (°C) (optimum) 20-42 (30) 4-40 (25-37) 20-41 (30) 20-41 (28-37)
Biiyiime pH aralig1 (optimum) 6-9 (7) 5-8(7) 4.5-10 (7) 4.5-10 (7)
Biiyiime NaCl araligi (%, w/V) 0-12 (2-4) 0-4 (1-2) 0-7 (0-2) 0-7 (0-2)
(optimum)
API 20 NE
Nitratlarin nitritlere indirgenmesi + - - -
Hidroliz (proteaz) (jelatin) + - + -
Malat asimilasyonu - + + +
Trisodyum sitrat asimilasyonu - - - +

API ZYM (enzymatic activity)

Sistin arilamidaz - - + -
Tripsin - - z -
a-kimotripsin - + + +

a-galaktosidaz - - + -
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Tablo 4.4 (devam): JETA1-E2 susunun, kismi 16S rRNA gen dizilerine gire yakin akraba oldugu
Sphingomonas tiirlerinin tip suslarindan ayirici 6zellikleri.

Ozellik 1 2 3 4
3- galaktosidaz - + + +
B-glukuronidaz - - + -
- glukosidaz - + + +
a-fukosidaz - - 7" -

API 50 CH (asit tiretimi)

Gliserol - - + +/-
D-arabinoz - + 7zt -
L- ksiloz - 4 + ;
Metil-beta-D- ksilopiranosid - + + -
Metil-alfa-D-mannopiranosid - - + -
Metil-alfa-D-glukopiranosit - + + -
Amidon (nisasta) < + + +
Salisin z + + -
D-melibiyoz . + + .
D- melezitoz - + + -
D- rafinoz - + + -
Amidon (nisasta) - + - -
D- turanoz - + + +/-
D- fukoz - - + +
L- fukoz - + + .

Suslar: 1, JETA1-E2; 2, S. paucimobilis DSM 10987; 3, S. sanguinis DSM 138857; 4, S. pseudosanguinis DSM
195127, Sphingomonas tip suslarina ait veriler Yabuuchi ve dig., 1990; Takeuchi ve dig., 1993; Kidmpfer ve dig.,
2007; Xue ve dig., 2018 makalelerinden alinmistir. +, pozitif; -, negatif; z+, zayif pozitif; NF, bulunamadi.

API testlerinde, JETA1-E2 susunun, Sphingomonas paucimobilis DSM 10987, Sphingomonas
sanguinis DSM 13885 ve Sphingomonas pseudosanguinis DSM 195127 tip suslarindan farkli
olarak nitrat indirgemesi testinde pozitif sonug¢ verdigi, malat asimilasyonu ve arbutinden asit
liretimi i¢in ise negatif sonu¢ verdigi saptanmistir. Enzimatik aktivite acgisindan
degerlendirildiginde, suslar arasindan sadece JETA1-E2 susunun a-kimotripsin, 3-galaktosidaz

ve a-glukosidaz enzim aktivitesi agisindan negatif oldugu belirlenmistir. Ayrica, oksidaz testi
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negatif olan Sphingomonas paucimobilis DSM 1098 nin aksine, JETA1-E2 susunun oksidaz
testi zayif pozitif olarak belirlenmistir. JETAL1-E2 susunun genotipik acgidan yiiksek oranda
benzerlik gosterdigi Sphingomonas tip turleri ile fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri
acisindan farklilik gosterdigi, dolayisiyla da bu bakteri tiirlerinden birine ait olmadig: tespit
edilmistir. JETAL-E2 susunun tiir diizeyinde tanimlanabilmesi i¢in ileri molekiler ve

kemotaksonomik analizler yapilmistir.

4.4.2.2. Biitiin 16S rRNA Gen Dizisine ve Tiim Genom Dizilimine Dayali Filogeni ve
Genom Ozellikleri

JETAL-E2 susunun Sphingomonadaceae ailesi icerisindeki filogenetik yerlesimini dogru bir
sekilde belirleyebilmek igin biitiin 16S rRNA gen dizisine (Sekil 4.12) ve tlim genom dizilimine
(Sekil 4.13) ait filogenetik agaglar olusturulmustur. Filogenetik agaglarda yer alan bakteri

tlrleri ve NCBI gen bankasindaki erisim numaralar1 Tablo 4.5’te verilmistir.

Tablo 4.5: Filogenetik agaglardaki suslarin NCBI gen bankasindaki erisim numaralari.

Sus Erisim numarasi
Sphingomonas pseudosanguinis DSM 19512 GCA 014196255
Sphingomonas parapaucimobilis NBRC 15100 GCA_000787715
Flavobacterium devorans DSM 30198 GCF_016028435
Sphingomonas paucimobilis NBRC 13935 GCA_000739895
Sphingomonas yabuuchiae DSM 14562 GCA 014199595
Sphingomonas sanguinis NBRC 13937 GCA_001591005
Sphingomonas zeae DSM 100049 GCA 014197135
Sphingobium terrigena EO9 GCA 003591655
Sphingomonas carotinifaciens DSM 27347 GCA 014197095
Sphingomonas ginsenosidimutans KACC 14949 GCA 002374835
Sphingomonas folii RHCKR7 GCA 019429525
Sphingomonas liriopis RP10 GCA 024211255
Candidatus Sphingomonas excrementigallinarum 1562 GCA 019112965

16S rRNA gen dizisinin tamamina gore ¢izilen filogenetik agaca gore, susun en yakin oldugu
tirlerin Sphingomonas paucimobilis NBRC 13935 (DSM 1098™) (%99.10), Sphingomonas
parapaucimobilis NBRC 15100 (%98.52), Sphingomonas pseudosanguinis DSM 195127
(%98.92), Sphingomonas sanguinis NBRC 13937 (DSM 13885T) (%99.29) ve Sphingomonas
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zeae DSM 100049 (%97.86) oldugu saptanmistir. Bununla birlikte JETAL1-E2 susunun
Sphingomonas cinsi iginde ayr1 bir dal olusturdugu tespit edilmistir (Sekil 4.14).

Species

@  Type spevies?

= NBRC 13935
Flavobacterium devorans DSM 30198

zeae DSM 100049

L] B +

JetAl whole genome’

EEE =

DSM 19512

i NBRC 15100
. —— Sphingomonas yabuuchiae DSM 14562

sanguinis NBRC 13937

H B B BB EE N s

DaM 27347 [ Iml B |

J Kacc 14949 [l | I B

] : folii RHCKR? EEEEE

liriopis RP10' EEE B

termigena O E N [N

Sekil 4.14: JETAL-E2 susu ve yakin iliskili tiirlerin 16S rRNA gen dizisine dayali TYGS filogenetik
agaci (Bu grafikle iliskili NCBI gen bankasi erigsim numaralar1 Tablo 4.5’te verilmistir).

JETAL1-E2 susunun tim genom dizilimine gore cizilen filogenetik aga¢ ise, susun
Sphingomonadaceae ailesi igerisinde Sphingomonas ve Sphingobium cinsleri ile uzak bir
sekilde kiimelenerek farkli bir monofiletik grup olusturdugunu géstermektedir (Sekil 4.15).
JETA1-E2 susunun tiim genoma gore ¢izilen filogenetik agagtaki ayirt edici dallanma modeli,
bu susun Sphingomonadaceae ailesi igerisinde yer alan yeni bir cins oldugunu ortaya

koymustur.
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Type species?

,7" JetA]_whole genome’
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Sekil 4.15: JETAL-E2 susu ve yakin iligkili tiirlerin tiim genom dizisine dayali TYGS filogenetik
agac1 (Bu grafikle iliskili NCBI gen bankasi erisim numaralar1 Tablo 4.5’te verilmistir).

JETAL-E2 susunun genel olarak genom o&zellikleri Tablo 4.6’da gosterilmis olup, genom
biiytikligii 3,872,561 bg ve DNA G+C igerigi 66.3 %mol’dur. JETA1-E2 susunun, filogenetik
olarak yakin iligki oldugu, Sphingobium terrigena EO9, Sphingomonas parapaucimobilis
NBRC 15100, Sphingomonas zeae DSM 100049, Sphingomonas sanguinis NBRC 13937,
Sphingomonas pseudosanguinis DSM 19512 ve Sphingomonas paucimobilis NBRC 13935 ile
arasindaki dDDH degerleri sirasiyla %24.40, 28.30, 27.20, 27.50, 28.60 ve 28.00 iken,
OrthoANI degerleri sirastyla %74.48, 84.43, 83.69, 84.25, 84.66 ve 84.34 olarak belirlenmistir.
Elde edilen dDDH ve OrthoANI degerleri, prokaryotik tiir ayrimi igin sirasiyla, %70 ve %95-
96 olan esik degerlerden oldukga diistiktiir (Goris ve dig., 2007; Lee ve dig., 2016). Bu bulgular,
JETAL-E2 susunun Sphingomonadaceae ailesi icerisinde yer alan ve yeni bir cinsi temsil
ettigini ortaya koyan tiim genoma dayali filogenetik aga¢ bulgusunu desteklemektedir. Bu susa
ait genom dizisi NCBI Gen Bankasi’nda JAVSCQO000000000 erisim numarasi altinda

saklanmustir.
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Tablo 4.6: JETA1-E2 susuna ait genel genom 6zellikleri.

Ozellik Deger
Tiim genom biiyiikligi (bg) 3,872,561
G+C igerigi %66.3
Kodlama orani %89.7
Kodlayici genler (CDS’ler) 3581
Ortalama protein uzunlugu 323.3
rRNA sayist 3
tRNA sayis1 57
CRISPR sayist 1

4.4.3. Kemotaksonomik Ozellikleri

4.4.3.1. Yag Asidi Bilesimi

JETA1-E2 susunun hiicresel yag asidi bilesimi Tablo 4.7’ de gosterilmistir. JETA1-E2 susunun,

baslica yag asitleri (%10’dan fazla) Cieco (%19.3) ve Sphingomonadaceae ailesi lyelerinde

karakteristik baskin yag asidi olan Cisiw7¢ (%62.9) olarak belirlenmistir. Susun tek

hidroksillenmis yag asidinin, Sphingomonadaceae ailesi Uyelerinde yaygin bulunan 2-

hidroksimiristik asit (Ci4:0 2-OH) oldugu saptanmustir.

Tablo 4.7: JETA1-E2 sugunun hiicresel yag asidi bilesimi (%).

Yag asidi tipi Miktar1 (%)
Cieo 19.3
Cioo 2.6
Cis02-OH 7.6
Cisiw7c 2.0%*
Ci7106¢ 3.1
Cigiw7c 62.9%

*Summed feature 3: Ci¢.1007¢ and/or Ci6:1006¢

fSummed feature 8: Cis.107¢ and/or Ciz.106¢

4.4.3.2. Poliamin Icerigi

JETA1-E2 susunun sadece az miktarda putresin i¢erdigi, bununla birlikte Sphingomonadaceae

ailesi icin karakteristik major poliaminlerden olan homospermidin ve/veya spermidin

icermedigi tespit edilmistir.
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4.4.3.3. Kinon Icerigi

JETAL-E2 susunun %92.3 oraninda, Sphingomonadaceae ailesine ait bakterilerde en sik
tanimlanan solunum izoprenoid kinonu olan, ubikinon-10 (Q-10) igerdigi tespit edilmistir.
JETAL1-E2 susunda ayrica, az miktarda Q-8 (%0.5), Q-9 (%3.9) ve Q-11 (%3.3) bulunmaktadir.

4.4.3.4. Polar Lipid I¢erigi

JETA1-E2 susunun difosfatidilgliserol (DPG), fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilgliserol
(PG), fosfatidilkolin (PC), aminofosfolipid (APL), tanimlanamayan glikolipid (GL) ve
tanimlanamayan iki sfingoglikolipid (SGL) igerdigi tespit edilmistir. Sfingoglikolipid varlig
Sphingomonadaceae ailesine ait bakteriler i¢in karakteristiktir. Susun polar lipid profiline ait

TLC goriintiisii Sekil 4.16°da gosterilmistir.

B 23-453 .22 %3

Sekil 4.16: JETA1-E2 susunun polar lipid profili (1, TLC’nin birinci boyutu; 2, TLC’nin ikinci
boyutu).

4.4.3.5. Tiim-Hiicre Seker ve Diaminopimelik Asit Enantiyomer I¢erigi
JETAL-E2 susunun tam hiicre hidrolizatinin ramnoz, riboz, fukoz, mannoz ve az miktarda
glukoz ve galaktoz icerdigi tespit edilmistir. Hiicre duvarinda herhangi bir diaminopimelik asit

enantiyomeri icermedigi belirlenmistir.
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4.5. MIC CALISMALARI iCiN UYGUN BESIiYERI VE iCERIGINDEKi MANGAN
KONSANTRASYONU

45.1. JETAL-E2 Susunun Farkh Besiyerleri ve Farkhh Mn Konsantrasyonlarindaki
Buyume Egrileri

JETAL1-E2 susunun, Mn Broth ve LBB besiyerlerinin farkli Mn konsantrasyonlarinda (0, 0.5,
1, 2, 3 g/l) hazirlanmig 10 farkli ortamda 3 aylik inkiibasyonu siresince elde edilen blytme
egrileri Sekil 4.17°de gosterilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda, mangan okside eden
JETAL-E2 susunun her iki besiyerinin de farkli Mn konsantrasyonlarinda ¢ogaldig1 tespit
edilmis olup, her iki besiyerinde de Mn varliginin uzun inkiibasyon siiresi boyunca bakterinin
biliyiimesini tesvik etti§i ve bakterinin deney siiresince birden fazla logaritmik faz gecirdigi

saptanmistir.

a) ~&-0 g/l Mn ~8-0.5 g/l Mn =1 g/l Mn 2 g/l Mn -©=3 g/l Mn
280 ——
260 { om >a’)
240 17 o

220 4 **

200 {1 0w

180
160
140
120
100
080
060

Absorbans (ODgy)

[
040 s
020 {f'¢g

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

Zaman (giin)

Sekil 4.17: JETAL-E2 susunun farkli Mn konsantrasyonlarindaki (0, 0.5, 1, 2 ve 3 g/1) biiyiime egrileri
(ODeoo); (a) Mn Broth besiyerinde, (b) LBB besiyerinde. Hata ¢ubuklar1 standart sapmay1
gostermektedir.
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b)
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Zaman (giin)

Sekil 4.17 (devam): JETA1-E2 susunun farkli Mn konsantrasyonlarindaki (0, 0.5, 1, 2 ve 3 g/l)
biylme egrileri (ODsqo); (a) Mn Broth besiyerinde, (b) LBB besiyerinde. Hata ¢ubuklar: standart
sapmay1 gostermektedir.

Mn Broth besiyerinde, bakterinin 3 g/l Mn Kkonsantrasyonu hari¢ diger tim
konsantrasyonlarinda deneyin 85. giiniine kadar biiylime egilimi gosterdigi belirlenmistir (Sekil
4.17a ve Sekil 4.18a). 2 g/I'nin altindaki konsantrasyonlarda Mn’siz besiyerindeki gibi
bakterinin biiyiimeye hemen basladigi tespit edilmekle birlikte, 2 ve 3 g/l Mn
konsantrasyonunda bakterinin lag fazinin 1 giin sitirdiigti goriilmiistiir (Sekil 4.18a”). Daha
sonra Ozellikle 27. giine kadar tim Mn konsantrasyonlarinda bakteri yogunlugunun birbirine
cok yakin degerlerde oldugu ve bakterinin benzer biiytime egilimi gosterdigi goriilmiistiir (Sekil
4.17a). Sonrasinda ise bakterinin deneyin 85. giiniine kadar 1 g/l Mn varliginda diger
konsantrasyonlara gére daha fazla biiyiime egilimi sergiledigi ve daha yogun {iredigi tespit

edilmigstir (Sekil 4.17a).
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a) -&-0 g/l Mn 9-05g1Mn  —&—=1g/l Mn 2¢/Mn  —e=3g/l Mn

In (OD)

Zamman (gt

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

Zaman (giin)

Sekil 4.18: JETA1-E2 susunun farkli Mn konsantrasyonlarma (0, 0.5, 1, 2 ve 3 g/I) sahip Mn Broth
besiyerindeki blytime egrileri (In ODgoo). Hata gubuklari standart sapmay1 gostermektedir.

LBB besiyerinde, bakterinin tiim Mn konsantrasyonlarinda Mn Broth besiyerindeki gibi
deneyin 85. giiniine kadar bitytime egilimi gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.17b ve Sekil 4.19a).
Bakteri Mn’siz ortamda bliylimeye hemen baslarken, Mn konsantrasyonuna bagh olarak lag
fazi siiresinin arttig1 belirlenmistir. 2 ve 3 g/l Mn konsantrasyonlarinda bakterinin lag fazi 4 giin
stirmiistiir. Bununla birlikte inkiibasyonun 5. giiniinden itibaren bu Mn konsantrasyonlarindaki
bakterinin biliylime egiliminin diger konsantrasyonlardakiler ile benzerlik gosterdigi ve

yogunlugunun da 1 g/l Mn konsantrasyonundakinden fazla oldugu gézlenmistir.
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a) ~&-0 g/l Mn ~2-0.5 g/l Mn =1 g/l Mn 2 g/l Mn =©=3 g/l Mn

In (OD)
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Sekil 4.19: JETA1-E2 susunun farkli Mn konsantrasyonlarma (0, 0.5, 1, 2 ve 3 g/I) sahip LBB
besiyerindeki buyime egrileri (In ODgoo). Hata gubuklari standart sapmay1 gostermektedir.

Elde edilen veriler, bakterinin LBB besiyerinin genel olarak tiim Mn konsantrasyonlarinda Mn
Broth besiyerine gore daha yogun iiredigini gostermekle birlikte, 6zellikle de 0.5 ve 3 g/l Mn
konsantrasyonlar1 i¢in bu yogunlugun istatistiksel olarak anlamli oldugu da tespit edilmistir
(swrasiyla, p<0.05 ve p<0.01) (Sekil 4.15). Ayrica, Mn konsantrasyonlarinin bakterinin
blyumesi ve biiylime fazlar1 lizerine etkisinin besiyerine gore degistigi tespit edilmistir. Bakteri
Mn Broth besiyerinde en iyi Uremeyi 1g/l Mn konsantrasyonunda gosterirken (Sekil 4.17a),
LBB besiyerinde ayn1 konsantrasyonda en diisiik tiremeyi (Sekil 4.17b) gostermistir. Yiiksek
Mn varliginda, bakterinin LBB besiyerindeki lag fazi siiresi Mn Broth besiyerindekine gore

belirgin bir sekilde artmstir.

45.2. JETAL-E2 Susunun Farklh Besiyerleri ve Farklh Mn Konsantrasyonlarindaki
Mn Oksitleme Aktiviteleri

JETAL-E2 susunun, farkli Mn konsantrasyonlarina (0, 0.5, 1, 2 ve 3 g/l final) sahip Mn Broth
ve LBB besiyerlerindeki Mn oksitleme aktivitesinin ve Uretilen MnOx miktarinin 3 ay sliresince
degisimi Sekil 4.16’da gosterilmistir. Her iki besiyerinde de ilk MnOx Uretimi 3. giinde tespit
edilmis olup, deney siiresince de bakterinin MnOx iiretmeye devam ettigi ve, miktarinda da artis

ve azalislar gozlenmekle birlikte genel olarak artis egiliminde oldugu goriilmiistiir (r degerleri



100

farklilik gostermekle birlikte, her iki besiyeri ve igerigindeki Mn konsantrasyonu igin

korelasyon degeri ortaktir ve p<0.01 olarak belirlenmistir).

~0-0.5¢g/1Mn =1 g/l Mn 2g/lMn ==3 g/l Mn
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Sekil 4.20: JETA1-E2 susunun farkli Mn konsantrasyonlarina (0.5, 1, 2 ve 3 g/l) sahip besiyerlerinde
olusturdugu MnOx miktarlarinin zamana bagh degisimi; (a) Mn Broth besiyerinde, (b) LBB

JETA1-E2

besiyerinde. Hata gubuklari standart sapmay1 gostermektedir.

susunun, Mn Broth besiyerindeki kulturinde 3. gunden itibaren tim

konsantrasyonlarda diisiik miktarlarda (0.17 mg/l- 0.52 mg/l) MnOx tiretildigi tespit edilmistir

(Sekil 4.202). Inkiibasyonun 27. giiniine kadar tim Mn konsantrasyonlarindaki MnOx
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miktarlarinda artis gozlenmekle birlikte, en fazla MnOx miktarinin 3 g/l Mn varliginda oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.20a). Daha sonra 55. gline kadar, 1, 2 ve 3 g/l Mn konsantrasyonlu bakteri
kaltarlerindeki MnOx miktarlar1 benzer sekilde seyretmistir. Sonrasinda ise 1 ve 2 g/l Mn
konsantrasyonlu kiltirlerde deney sonuna kadar belirgin sekilde daha yiiksek miktarda MnOx
tiretimi gegeklesmistir. Deney sonunda bu konsantrasyonlar icin en yuksek MnOx miktarlar
sirastylai 93.30 mg/l ve 84.81 mg/l olarak tespit edilmistir. Deney siiresince en diisiik MnOx
tiretimi 0.5 g/l Mn varliginda gergeklesmistir. Deney siresince kulturdeki Mn konsantrasyonu

ile MnOx miktar1 arasinda anlamli bir iligki saptanmamustir.

LBB besiyerinde de Mn Broth besiyerine benzer sekilde, 3. glnden itibaren tim
konsantrasyonlarda diisiik miktarlarda MnOx iiretimi gergeklesmistir (Sekil 4.20b’). Deney
stiresince tim Mn konsantrasyonlarindaki MnOx miktarlarinda artis egilimi gdzlenmekle
birlikte, 85. gline kadar en fazla MnOx olusumu 3 g/l Mn varliginda gergeklesmistir (Sekil
4.20b). Deneyin son gund (90. gin) ise en yiksek MnOx miktar1 0.5 g/l Mn varliginda 138.87
mg/l olarak tespit edilmistir. Deney siiresince en diisiik MnOx tiretiminin 1 g/l Mn varliginda
gerceklestigi goriilmistiir. Deney suresince kiltirdeki Mn konsantrasyonu ile MnOx miktari

arasinda anlaml bir iligki saptanmamugtir.

JETAL1-E2 susunun, 0.5 g/l ve 3 g/l Mn iceren Mn Broth ve LBB besiyerlerindeki kilttrlerinde
olusan MnOx miktarlariin deney siiresince genel olarak benzer degerlerde oldugu goriilmiistiir.
Bununla birlikte, 1 g/l ve 2 g/l Mn konsantrasyonlarindaki MnOx miktarlarinda ise belirgin bir
farklilik oldugu ve bu konsantrasyonlardaki Mn Broth besiyerindeki kiltirde, LBB
besiyerindeki kdltire gore, daha yogun miktarda MnOx olustugu belirlenmistir (sirasiyla,
p<0.01 ve p<0.01) (Sekil 4.20).

JETA1-E2 susunun mangan oksidasyon aktivitesi sonucu MnOx ¢okeltilerinin olusumu ve
miktar, 7175-T7351 aliminyum kuponlarmm korozyon mekanizmasmin incelenmesi
acisindan 6nemli bir parametredir. Bu nedenle korozyon c¢alismalarinda, yogun miktarda MnOx
olusumunun tespit edildigi Mn Broth besiyerinin kullanilmasina karar verilmistir. Ayrica, Mn
konsantrasyonu olarak da bakterinin hem MnOx olusumunu hem de biiyiimesini en fazla tesvik

ettigi 1 g/l degeri secilmistir.



102

4.6. LABORATUVAR OLCEKLI DUZENEKLERDE MIC DENEYLERI: FINAL
MN KONSANTRASYONU 1 G/L

4.6.1. Bakteriyolojik Analiz

Deney siiresince, 7175-T7351 aliminyum alasimi kuponlarin yiizeylerinde olusan biyofilm
tabakasindan ve deney ortami olan JETA1-E2 susuna ait Kultlrden bakteri sayimlari
gerceklestirilmistir. Deneyin baslatildig: 0. sa’da kiiltiirde 1.25 x 107 + 3.91 x 10® h/ml olarak
tespit edilen JETA1-E2 sayisi, 4. giinde 5.66 x 10% + 4.04 x 10! h/ml olarak belirlenmis ve 25.
giinde bakteri iireme tespit edilmemistir. Daha sonra 40. giinde 5.50 x 10% + 6.36 x 10% h/ml
olarak belirlenen bakteri sayisinin, 60. giinde 2.01 x 10° £ 0.02 x 10! h/ml’ye ulastig1 tespit
edilmistir. Biyofilmdeki bakteri sayisinin ise 4. giinde 2.89 x 102 + 3.13 x 102 h/ml ve 25. giinde
1.30 x 102 £+ 0.30 x 10! h/ml oldugu, 40. giinde belirgin bir degisikligin gozlenmeyerek, 60.
giinde 8.41 x 10? + 1.67 x 10! h/ml’ye ulastig1 tespit edilmistir. Daha sonraki érnekleme
zamanlarinda, petride hi¢ blylime gozlenmemistir. Tespit edilebilen bakteri sayilarina ait

veriler Tablo 4.8’de gosterilmistir.

Tablo 4.8: 1 g/l Mn konsantrasyonlu deney diizeneginde bulunan JETA1-E2 susunun planktonik ve
sesil bakteri sayilari.

Zaman Kiiltiir Biyofilm
(giin) (h/ml) (h/cm?)
0 1.25x107+3.91 x 10° -
4 5.66x 102£4.04x 10"  2.89x103+£3.13x 10°
12 * *
25 ok 1.30 x 102+ 0.30 x 10!
40 5.66x 102+4.04x 10! 1.10x 102+£0.10 x 10!
60 2.01x10°+£0.02x 10"  841x10>+1.67x 10!
80 s s
100 s s

*  Ornekleme yapilamamustir.

#*  Ol¢iim alindig1 halde ireme tespit edilememistir.
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4.6.2. Biyofilmdeki Toplam Karbonhidrat Miktari

Deney diizeneginden ¢ikartilan kuponlarin yizeyindeki biyofilm tabakalarindan elde edilen
EPS igerigindeki toplam karbonhidrat miktarlar1 Sekil 4.21°de gosterilmistir. EPS’deki toplam

karbonhidrat miktarlarinin zaman igerisinde degiskenlik gosterdigi gozlemlenmistir.

Karbonhidrat konsantrasyonu
(mg/cm?)
(§]

Zaman (giin)

Sekil 4.21: 1 g/l Mn konsantrasyonlu deney diizenegine maruz kalan kuponlarin yiizeyinde olusan
biyofilmdeki karbonhidrat miktarlarinin degisimi.

Deneyin ilk 6l¢lim saati olan 4. giinde EPS igerigindeki toplam karbonhidrat miktar1 3.41 +
0.19 mg/cm? olarak tespit edilmis ve deney sonunda (160. giinde) 3.57 + 0.15 mg/cm? olarak
Ol¢iilmistiir. Deney siiresince toplam karbonhidrat miktarinin en yiiksek degere 140. glinde
(3.84 £ 0.28 mg/cm?) ve en diisiik degere ise 120. giinde (2.45 + 0.21 mg/cm?) ulastigi

saptanmistir.

4.6.3. MnOx Miktar1

Ornekleme giinlerinde, deney ortami olan bakteri kiiltiiriinden ve kontrol diizenegindeki steril
Mn broth besiyerinden yapilan MnOx 6l¢iimlerine ait sonuglar Sekil 4.22°de gosterilmistir.
Bununla birlikte, deney diizenegindeki kuponlarin yiizeyinde olusan biyofilm tabakasindan da

ornekleme yapildigi halde, MnOx 6lgtiimii gergeklestirilememistir.

Kiiltirden elde edilen veriler ile JETA1-E2 susunun 25. giinden itibaren Mn oksitlemeye

basladigi ve MnOx miktarinin 1.43 = 0.18 mg/l oldugu belirlenmistir. Daha sonra MnOx
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miktarinin 40. giinde 1.89 £ 0.20 mg/l degerine ulastiktan sonra, 80. giine kadar azaldig tespit
edilmistir. Sonrasinda ise MnOx miktarmin deney sonuna kadar artis trendinde oldugu
saptanmis olup (r=0.816, p<0.01), en ylksek MnOx miktar1 da deney sonunda 6.96 + 0.22 mg/I
olarak tespit edilmistir.

Deney diizenegi ile ayn1 kosullarda bekletilen steril besiyerinde ise ilk MnOx 60. giinde 1.07 +
0.18 mg/l olarak tespit edilmis ve deney sonuna kadar miktarinda artis ve azalis gézlenmistir.
En yiksek MnOx miktar1 100. giinde 1.23 £+ 0.18 mg/l olarak tespit edilirken, en diisiik deger
deney sonunda gozlenmis ve 0.17 £ 0.01 mg/l olarak tespit edilmistir. Bakterinin bulunmadigi
kontrol diizenegindeki MnOx miktarinin deney siiresince deney diizenegindeki bakterili ortama

gore anlamli derecede diisiik oldugu belirlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22: 1 g/l Mn igeren deney ve kontrol diizeneklerindeki MnOy miktarlarinin zamana bagl
degisimi (ODe20). Hata ¢ubuklar1 standart sapmay1 gostermektedir.

4.6.4. Mn*?, CI" ve pH Parametreleri

Deney diizenegindeki bakteri kultrinun ve kontol diizenegindeki steril Mn Broth besiyerinin
Mn*2 degerlerindeki deney siiresince gergeklesen degisimi Sekil 4.23te verilmistir. Deneyin
baslatildig1 0.sa’da bakteri kiiltiiriindeki Mn*? konsantrasyonu 530 + 0.01 mg/l olarak tespit
edilmistir. Daha sonra deney siiresince azalip artarak degisiklik gosterdigi ve deney sonunda

515+ 0.01 mg/l oldugu belirlenmistir. Kontrol diizeneginde, 0.sa’da 505 + 0.01 mg/I olan Mn*?
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konsantrasyonunun, deney diizenegindekine benzer sekilde, deney siiresince azalip artarak
degisiklik gosterdigi ve deney sonunda 695 + 0.01 mg/l oldugu belirlenmistir. Elde edilen
veriler, deney siiresince deney diizenegindeki Mn*? konsantrasyonuna ait degerlerin kontrol

diizenegindekinden anlamli olarak diisiik oldugunu goéstermistir (p<0.05) (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23: 1 g/l Mn konsantrasyonlu deney ve kontrol diizeneklerindeki Mn*? konsantrasyonlarinin
zamana bagli degisimi. Hata ¢ubuklar1 standart sapmay1 gostermektedir.

Deney diizenegindeki bakteri kiiltiiriniin ve kontrol diizenegindeki steril Mn Broth besiyerinin
Cl- miktarlar1 deney suresince 6l¢iilmiis ve degerler Tablo 4.9’da gésterilmistir. Deneyin
basladig: 0. sa’da bakteri kiiltiiriindeki serbest Cl- miktar1 0.01+ 0.00 mg/1 iken, 4. giinde 0.11+
0.01 mg/I’ye artmis ve bu artis 80. guine kadar siirekli olarak devam ederek 1.21 +0.01 mg/I’ye
ulasmistir. Daha sonra Cl- miktarinin degiskenlik gosterdigi ve deney sonunda 0.83 £ 0.01 mg/I
oldugu belirlenmistir. Kontrol diizenegindeki steril besiyerinde ise 0. saatte 0.03+ 0.00 mg/l ve
4. giinde 0.02 £ 0.01 mg/l olarak belirlenmistir. Daha sonra Cl- miktarinin 80. giine kadar arttig1
(0.71 = 0.01 mg/l), sonrasinda azalip arttig1 ve deney sonunda ise 1.33 + 0.01 mg/l oldugu
belirlenmistir. En yiiksek serbest ClI- miktar1 120. giinde ve 1.74 + 0.01 mg/l olarak

belirlenmistir.
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Tablo 4.9: 1 g/l Mn konsantrasyonlu deney ve kontrol ortamlarindaki Cl" miktarlarinin zamana bagh

degisimi.
Ornekleme Deney diizenegi Kontrol diizenegi
gunt serbest CI bagl CI total CI serbest CI bagli CI total CI
0 0.01 % 0.00 0.08+0.00  0.09+0.01 0.03+0.00 0.01+0.00  0.04+0.00
4 0.11+0.01 0.06+0.02  0.16£0.00 0.02+0.01 0.33+0.00  0.34+0.02
25 0.20 + 0.04 0.03+0.01  023+0.01 0.06+0.00 * 0.03 +0.01
40 0.25 +0.00 0.04+0.00  0.28+0.02 0.06+0.00 0.02+0.00  0.08+0.00
60 0.21+0.01 0.19+0.01  0.40+0.02 0.57+0.01 0.36+0.02  0.92+0.00
80 1.21+0.01 024+002  145+0.10 0.71+0.01 0.55+0.01  1.27+0.01
100 0.58 +0.10 024+0.00  0.82+0.02 0.16+0.00 021+£0.01  0.37+0.00
120 0.93 +0.00 0.16 +0.02 1.09+£0.08 1.74+0.20 027+0.00  2.01+0.09
140 0.32+0.08 022+0.00  0.54+0.02 0.19+0.01 0.35+£0.00  0.54+0.00
160 0.83 +0.01 1.10+£0.10  1.93+0.01 1.33+0.01 0.01+0.00  1.34+0.00

* Olgiim almamada.

Deney ve kontrol diizeneklerinden elde edilen pH degerlerinin degisim grafigi Sekil 4.24°te
verilmistir. Deneyin baslatildig1 0. saatte bakteri kiiltiiriiniin 6.97 £ 0.00 olarak olgiilen pH
degeri, deney siiresince degisiklik gostermis ve 120. giinde en yiiksek degerine (pH: 7.31 £
0.01) ulasmistir. Daha sonra deney sonuna kadar azalarak 160. ginde 7.16 £ 0.02 olarak tespit
edilmistir. Kontrol diizenegindeki steril besiyerinin pH degeri ise 0. saatte 6.99 + 0.00 olarak
olgtilmiis olup, 40. giine kadar artig gostermistir. Daha sonra pH degeri 80. guine kadar azalmis
ve akabinde 120. giine kadar kademeli artmistir. Son 6rnekleme giiniinde ise diismiis ve 7.04 £
0.02 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.24). Maksimum pH degeri 40, 120 ve 140. giinlerde 7.13
olarak tespit edilmistir. Elde edilen veriler, deney ortamindaki pH degerlerinin kontrol
ortamindaki degerlerden daha yiiksek oldugunu gostermektedir (p<0.05).
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Sekil 4.24: 1 g/l Mn konsantrasyonlu deney ve kontrol diizeneklerindeki pH degerlerinin zamana bagl
degisimi. Hata gubuklari standart sapmay1 gostermektedir

4.6.5. Korozyon Verileri

Deney ve kontrol diizeneklerindeki, deney ortamlarina (sirastyla, bakteri kiiltiirii ve steril Mn
Brtoh) maruz birakilan 7175-T7351 aliiminyum alagimli kuponlarin, deney siiresince tespit

edilen agirlik kayiplari ve korozyon hizlar1 Tablo 4.10’da verilmistir.

Tablo 4.10: 1 g/l Mn konsantrasyonlu deney ve kontrol diizeneklerindeki 7175-T7351 aliminyum
kuponlarin agirlik kayiplart ve korozyon hizi verileri

Ornekleme Agirlik kaybi, Agirhik kaybu, Korozyon hizi, Korozyon hizi, Oran
zamani (giin)  deney (mg/cm?)  kontrol (mg/cm?) deney (um/y) kontrol (um/y) (deney/kontrol)
4 0.02+0.00 0.02 £ 0.01 5.58 £ 0.01 5.53+0.23 1.01
25 0.09+0.04 0.02+0.00 493+1.79 0.89 +£0.63 5.57
40 0.11+0.04 0.02 +£0.01 3.62+1.21 0.56 £0.55 6.49
60 0.41 £0.18 0.11£0.01 9.27+3.46 2.56£0.12 3.62
100 0.45+0.11 0.16 £ 0.01 6.13+1.26 2.10£0.15 2.92
120 036+0.14 0.11+£0.01 4.01+1.22 1.28 £0.01 3.14
140 0.35+0.18 0.13+£0.03 3.38+1.01 1.26+£0.10 2.67

160 0.70+0.13 0.31+0.01 5.93+£2.82 2.62+0.12 2.27
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Deney diizenegindeki aliminyum kuponlarin agirlik kayiplarinin deney siiresince genel olarak
artis gosterdigi belirlenmistir. Deneyin ilk rnekleme giinii olan 4. giinde 0.02 + 0.00 mg/cm?
ile en diisiik ve deneyin son giinii olan 160. giinde ise 0.70 + 0.13 mg/cm? ile en yiiksek agirlik
kayb1 degeri tespit edilmistir. Kuponlarin korozyon hizlarinin ise en diisiik (140. giin) ve en
yiiksek (60. giin) degerleri sirasiyla, 3.38 + 1.01 pm/y ve 9.27 + 3.46 pum/y olarak tespit

edilmistir.

Kontrol diizenegindeki aliiminyum kuponlarin agirlik kayiplarinin, ilk 6rnekleme giinii olan 4.
giinde 0.02 + 0.01 mg/cm? oldugu, sonrasinda belirgin bir degisiklik gozlenmedigi, daha sonra
60. giinde arttg1 ve yine 160. giine kadar anlamli bir degisiklik olmadig1 tespit edilmistir.
Kuponlardaki en yiiksek agirlik kaybi degeri, 160. giinde 0.31 £+ 0.01 mg/cm? olarak
belirlenmistir. Kuponlarin korozyon hizlarinin ise en diisiik (40. giin) ve en yliksek (4. giin)
degerleri sirasiyla, 0.56 £ 0.55 pum/y ve 5.53 £ 0.23 um/y olarak tespit edilmistir. Deney
diizenegindeki kuponlarmn agirlik kaybi degerlerinin kontrol diizenegindekilerden anlamli
derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Ayrica deney diizenegindeki korozyon
hizinin kontrol diizeneginde tespit edilenden anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir
(p<0.01).

4.6.6. Al Analizi

Deney sonunda laboratuvar olcekli deney ve kontrol duzenekleri ile bu dizeneklerdeki
ortamlara maruz birakilan kuponlarin yiizeyinde olusan biyofilm ve film tabakalarindaki Al
miktarlar1 Tablo 4.10°da verilmistir. Bakteri kiiltiiriindeki (68.52 pg/ml) Al konsantrasyonunun,
steril besiyerindekinden (10.14 pg/ml) 6 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Biyofilm
orneklerindeki Al konsantrasyonunun (274.27 pg/ cm?) da filmdekinden 248.53 pg/ cm?) daha
yliksek degerde oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.11: 1 g/l Mn konsantrasyonlu deney ve kontrol diizeneklerindeki deney ortamlari ile
diizeneklerdeki kuponlarin ylizeyinde olusan biyofilm ve film tabakalarindaki Al konsantrasyonlari.

Ornek Al konsantrasyonu
Deney diizenegi ortami (JET AL1-E2 sugunun kiiltiirii) 68.52 pg/ml
Kontrol diizenegi ortamu (steril besiyeri) 10.14 pg/ml

Deney diizeneginde olusan biyofilm 274.27 pg/ cm?

Kontrol diizeneginde olusan film 248.53 pg/ cm?
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4.7. MINIMUM INHIiBiTOR KONSANTRASYONU

Al ve Al+Mn’nin JETA1-E2 susu {izerine antibakteriyel etkisi (%) Tablo 4.12’de gosterilmistir.
Mn’nin tek bagina antibakteriyel etkisi ise JETA1-E2 susunun farkl1 Mn konsantrasyonlaridaki
biliyiime egrileri (Bolim 4.5.1) ve Mn oksitleme aktivitelerinin (Boliim 4.5.2) arastirildig
deneylerle ortaya konulmustur. Deneylerden elde edilen sonuglarda 1 g/l final Mn
konsantrasyonunun JETA1-E2 susu iizerine bir toksik etkisi bulunmadigi tespit edilmistir.
Bununla birlikte, model laboratuvar 6l¢ekli diizeneklerdeki lireme yogunlugunun kuponsuz
ortamdakine gore diisiikk oldugu belirlenmistir. Bu durum, kupon malzemesi olan Al’nin MOB

susu lizerine toksik etkisinin olabilecegine isaret etmistir.

Tablo 4.12: Al ve Mn’nin JETAL-E2 susu Uzerindeki antibakteriyel etkisi (%).

Konsantrasyon ?V%I 0',\5,,2/' 1|\/(“|}J;/1| 2I\/EI:]r/1I
4 A?l/' %29 %37 %56 %54
2 A%/l %425 %34 %52 %50
1 Aglll %1 %6 %9 %12

Sadece Al varliginda gergeklestirilen deneylerde, 4 g/l ve 2 g/l final Al konsantrasyonlarina
sahip ortamlarin JETAL-E2 susu {izerine sirasiyla %29 ve %25 antibakteriyel etki gosterdigi, 1
g/l final Al konsantrasyonunda ise bu etkinin %1 oldugu belirlenmistir (Tablo 4.12). Bu durum,
1 g/l final Al konsantrasyonunun {iistiindeki degerlerde Al’nin JETAL1-E2 susu Uzerine toksik
etkisinin belirgin bir sekilde arttigini ve bu etkinin Al konsantrasyonu ile iliskili oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte 1ICP-MS analizinden elde edilen sonuglarda, kultir ve
biyofilmdeki Al konsantrasyonlarmin 1 g/I’nin ortalama 10 kat altinda bir degerde oldugu tespit
edilmistir. Bu durum, kuponlardan ¢6ziinen Al’nin JETAL1-E2 susu Uzerine toksik bir etkisi

olmadigini ortaya koymaktadir.

Al elementinin de bakteri iizerine tek basina toksik etki gostermemesi, bu iki elementin
bakterinin biylmesi Uzerine sinerjistik toksik etki gosterme ihtimalini glindeme getirmistir.
Nitekim, degisen final konsantrasyonlardaki (0.5, 1 ve 2 g/l) Mn’nin de eklendigi MIK
deneylerinden elde edilen sonuglar, Al ve Mn’nin bir arada olmasi ile belirgin bir antibakteriyel

etkinin olustugunu ortaya koymustur. Al varliginda ortama Mn eklendiginde, antibakteriyel
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etkinin arttig1 belirlenmistir (Tablo 4.12). 0.5 g/l Mn ile 4 g/l ve 2 g/l final Al varliginda
sirastyla, %37 ve %34 antibakteriyel etki belirlenirken, 1 g/l ve 2 g/l Mn varhiginda bu
degerlerin %50’nin {izerine ¢iktig1 tespit edilmistir. Bu durum, Al varligimmda Mn
konsantrasyonu arttik¢a, antibakteriyel etkinin de arttiginin bir gostergesidir. Ayrica 1 g/l final
Mn konsantrasyonu igeren laboratuvar dlgekli deney diizenegindeki (deney diizenegi 1) diisiik

bakteri yogunlugunu (Bo6lim 4.6.1) da agiklamaktadir.

Elde edilen bulgular, 1 g/l ve 2 g/l Mn konsantrasyonlariin tercih edilecegi diizeneklerde,
kuponlardan ¢oziinecek Al'nin de etkisi ile JETA1-E2 susunun mikrobiyolojik korozyon
etkisinin arastirllmasinin miimkiin olamayacagini1 agik¢a ortaya koymustur. Bu dogrultuda,
mangan okside eden JETA1-E2 susunun 7175-T7351 aluminyumdaki korozif etkisinin
arastirilabilmesi amaciyla gerceklestirilecek korozyon deneylerinde, deney ortami olarak final

Mn konsantrasyonu 0.5 g/l olan Mn broth besiyerinin kullanilmasina karar verilmistir.

4.8. LABORATUVAR OLCEKLI DUZENEKLERDE MIC DENEYLERI: FINAL
MN KONSANTRASYONU 0.5 G/L

4.8.1. Bakteriyolojik Analiz

Mangan okside eden JETAL-E2 susuna maruz birakilan 7175-T7351 aliminyum alasimli
kuponlarin yiizeyinde, deneyin ilk 6rnekleme giiniinden itibaren (6. giin) gézle goriilebilen, ince
ve ylizeyden kolayca alinabilen bir biyofilm tabakasi olustugu, deneyin ilerleyen siirecinde ise
kuponlarin yiizeyinde kahverengi birikintiler ve tiiberkiil olusumu goézlemlenmistir (Sekil
4.25a). SEM incelemesinde, birikintilerin altinda kaldiklar1 i¢in bakterilerin gbzlenmesinde
zorluk yasanmistir. Bununla birlikte, tiiberkiiliin altinda bakterilerin kiimeler halinde yogun

olarak bulunduklar1 gézlemlenmistir (Sekil 4.25c¢).
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Sekil 4.25: 0.5 g/l Mn konsantrasyonlu deney diizeneginden 80. giinde ¢ikartilan 7175-T7351
alliminyum alasimli kuponun gérunttleri. (a) tuberkilin makro gorintusd, (b) tiiberkiil kaldirilmis
kuponun makro gorintisd, () SEM gorintisa.

Deney siresince 6rnekleme zamanlarinda (6, 13, 25, 40, 60, 75 ve 80. giinlerde) hem 7175-
T7351 aliminyum kuponlarin yiizeylerinde olusan biyofilm tabakasindan (Sesil) hem de es
zamanl olarak deney ortami olan JETAI1-E2 susunun kilturinden (planktonik) bakteri
sayimlar1 gerceklestirilmistir. Sesil ve planktonik bakterilere ait biiyiime egrileri Sekil 4.26°da
verilmigtir. Biyofilmdeki bakteri sayisi 6. giinde 8.78 x 10* + 4.74 x 10% h/cm? olarak tespit
edilmis olup, deney siiresince sesil bakteri sayisinda belirgin olmayan artis ve azalislar tespit
edilmistir. En diisiik ve en yiiksek sesil bakteri sayilari sirastyla 1.51 x 10* + 6.37 x 10% h/cm?
ve 1.34 x 10°+ 8.70 x 10* h/cm? olarak 40. ve 75. érnekleme giinlerinde tespit edilmistir.
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Sekil 4.26: 0.5 g/l Mn igeren deney diizenegindeki JETAL-E2 susunun planktonik ve sesil bakteri
sayilarinin zamana baglh degisimi (y eksenindeki degerler logaritmiktir). Hata ¢ubuklar1 standart
sapmay1 gostermektedir.

Deneyin baslatildig1 0. giinde kiiltiirde 1.44 x 108 + 5.10 x 107 h/ml olarak tespit edilen
planktonik bakteri sayisinda 6. giine kadar anlamli bir degisiklik olmadig: tespit edilmistir.
Fakat sonrasinda bakteri sayisinda azalma gozlenmis ve 25. giinde 2.90 x 10° + 1.53 x 106 h/ml
olarak saptanmistir. Daha sonra ise planktonik bakteri sayisinda 60. giine kadar belirgin bir
farklilik gbzlenmemis olup, sonrasinda ise bakterinin 6liim fazina girdigi belirlenmistir (Sekil
4.26). Deney siiresince JETA1-E2 susuna ait planktonik bakteri sayisimin, her 6rnekleme

giiniinde, sesil bakteri sayisindan yiiksek oldugu tespit edilmistir (»p<0.01) (Sekil 4.26).

4.8.2. Biyofilmdeki Toplam Karbonhidrat Miktar:

Deney diizeneginden cikartilan kuponlarin yiizeyindeki biyofilm tabakalarindan elde edilen
EPS igerigindeki toplam karbonhidrat miktarinin zamana bagl degisimi Sekil 4.27’de
gosterilmistir. Deneyin ilk 6l¢cim saati olan 6. giinde EPS icerigindeki toplam karbonhidrat
miktar1 3.65 £ 0.08 mg/cm? olarak tespit edilmistir. Sonrasinda toplam karbonhidrat miktar1 60.
glne kadar kademeli olarak azalmis ve deney siiresince en diisiik degeri 2.54 + 0.11 mg/cm?
olarak saptanmistir. Akabinde, toplam karbonhidrat miktarinin deney sonuna kadar belirgin bir

artig gostermis ve en yiiksek oldugu degere (4.63 + 0.22 mg/cm?) 80. giinde ulagmustr.
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Sekil 4.27: 0.5 g/l Mn igeren deney diizenegine maruz kalan kuponlarm yiizeyinde olusan
biyofilmdeki toplam karbonhidrat miktarinin zamana bagli degisimi. Hata ¢ubuklari standart sapmay1
gostermektedir.

4.8.3. MnOx Miktari

Ornekleme giinlerinde, deney ortami olan bakteri kiiltiirii ile bu kiiltiire maruz kalan kuponlarin
yuzeylerindeki biyofilm tabakasindan ve kontrol diizenegindeki steril Mn broth besiyerinden

yapilan MnOx dl¢timlerine ait sonuglar Sekil 4.28°de gosterilmistir.

Bakteri kiltirinden elde edilen veriler, JETA1-E2 susunun 6. giinden (0.50 + 0.17 mg/l)
itibaren Mn oksitlemeye basladigini ve MnOx miktarinin 25. giine kadar artarak, deney
suresince tespit edilen en yiiksek degere (30.96 = 1.66 mg/l) ulastigin1 gostermektedir. Daha
sonraki drnekleme giniinde (40. giin) ise MnOx miktarinda (1.57 £ 0.24 mg/l) belirgin bir
azalma gozlenmis, ve sonrasinda deney siiresince artis ve azalmalarin oldugu gériilmiistiir.
Kiiltiire maruz kalan kuponlarin yiizeylerindeki biyofilm tabakasindaki MnOx miktar1 ise
deneyin 6. giiniinde 0.18 + 0.04 mg/l olarak tespit edilmis olup, 60. giine kadar miktarmda
anlaml bir degisim goriilmemistir. Sonrasinda ise MNOx miktarinda bir artis olmus ve deney

stiresince en yiiksek deger 75. glinde 3.05 + 0.19 mg/I olarak tespit edilmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28: 0.5 g/l final Mn iceren deney ve kontrol diizeneklerindeki MnOy miktarlarinin zamana
gore degisimi. Hata ¢ubuklari standart sapmay1 gostermektedir.

Deney diizenegi ile ayn1 kosullarda bekletilen steril Mn Broth besiyerinde ise 6. giinde 0.81+
0.17 mg/l olan MnOx miktarinda 40. giine kadar belirgin bir fark gézlenmezken, 60. glinde
16.54 £+ 0.32 mg/l olarak 6l¢iilmiistiir. Daha sonra MnOx miktar1 deney sonuna kadar azalmus,
80. giinde 5.58 + 0.20 mg/| olarak tespit edilmistir (Sekil 4.28).

Bakteri kiltiriindeki MnOx miktarinin steril Mn Broth besiyerinde tespit edilenden daha fazla
oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Ayrica bakteri varliginda yiiksek miktarda MnOx Uretiminin
(13. giinden itibaren) steril ortama gore (60. glinden itibaren) daha erken bir zamanda bagladig1

tespit edilmistir. Bu durum, bakterinin MnOx iiretim siirecini hizlandirdiginin bir géstergesidir.

4.8.4. Mn*?, ClI-ve pH Parametreleri

Hem deney diizenegindeki bakteri kultlrindeki hem de kontrol diizenegindeki steril Mn Broth
besiyeri icerigindeki Mn*? degerlerinin zamana baghi degisimi Sekil 4.29’da verilmistir.
Deneyin basladig: ilk giinde (0. giin) deney diizenegindeki bakteri kiltiriindeki Mn*? miktar1
230 £ 0 mg/1 olarak 6lgiilmiis, daha sonra 13. giine kadar artmis ve 275 + 25 mg/l ile en yuksek
degerine ulasmustir. Sonrasinda ise bakteri kiltiriindeki Mn*2 miktarinm deney siiresince genel
olarak azalma egiliminde oldugu gozlenmis ve deney sonunda 35 * 2 mg/1 olarak 6l¢iilmiistiir
(Sekil 4.29). Steril Mn Broth besiyerindeki Mn*? miktar1 ise, deneyin ilk gtininde (0. giin) 215
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+ 5 mg/l olarak 6l¢iilmis olup, 6. giinde artig gostererek 475 + 3 mg/l ile en yiiksek degerine
ulagmistir. Daha sonra, deney siiresince genel bir azalma egiliminde oldugu goriilmiis ve deney
sonunda (80. giin) steril Mn broth besiyerindeki Mn*? miktar1 70 + 0 mg/1 olarak ol¢iilmiistiir
(Sekil 4.29). Deney siresince genel olarak, steril Mn Broth besiyerindeki Mn*? miktarmnm

bakteri kiiltlirlindekinden ytiksek oldugu gézlenmistir.

Deney diizenegi- kiiltir ~ ~@-Kontrol diizenegi- besiyeri
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Sekil 4.29: 0.5 g/l Mn iceren deney ve kontrol ortamlarindaki Mn*? konsantrasyonlarinim zamana bagh
degisimi. Hata ¢ubuklari standart sapmay1 gostermektedir.

Deney siresince, deney diizenegindeki bakteri kiiltiirii ile kontrol diizenegindeki steril Mn
Broth besiyeri igerigindeki Cl- miktarlarindaki degisimler Tablo 4.13’te verilmistir. Deneyin
basladig ilk giinde (0. giin) bakteri kilturiindeki serbest Cl- miktar1 0.13 + 0.00 mg/l olarak
Olglilmiistiir. Serbest CI" miktarinin 60. giine kadar siirekli artarak 45 + 2.15 mg/l ile en yuksek
degerine ulasmistir. Daha sonra, deney sonuna kadar siirekli azalmig ve 80. glinde 2.6 + 0.01
mg/1 olarak 6l¢iilmiistiir. Steril Mn Broth besiyerindeki CI- miktar1 ise, deneyin ilk gtintinde (0.
gun) 0.11 + 0.01 mg/lI olarak Slgiilmiis olup, deney suresince zamana bagl olarak artmistir
(p<0.01). En yiiksek CI" miktar1 deneyin son ¢rnekleme gininde 1.84 + 0.01 mg/l olarak
Olgtilmiistiir (Tablo 4.13).
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Tablo 4.13: 0.5 g/l Mn konsantrasyonlu deney ve kontrol ortamlarindaki Cl" miktarlarmin zamana

bagh degigimi.
Ornekleme Bakteri kiltlrt Steril Mn Broth Besiyeri
gund serbest CI bagh CI total CI- serbest CI bagh CI total CI-
0 0.13+£0.00 0.29 £0.01 042+0.01 0.11+0.01 * 0.08 £ 0.00
6 0.68 £ 0.01 0.35+0.01 1.03£0.00 0.12+0.00 0.2+£0.01 0.32+0.01
13 3.79+£0.20 0.48 £0.02 427+0.01 0.13+£0.00 0.14 £0.01 0.27 £0.01
25 5.28£0.15 * * 0.09+0.01 0.07 £0.00 0.16 £ 0.00
40 * * 5.67+0.10 0.23+£0.05 0+0.00 0.23+0.01
60 45.00 £ 2.15 * * 0.81 £ 0.02 0.32+0.01 1.13+0.01
75 31.60+1.20 30.80 £ 2.20 624+210 0.72+0.01 0.41+£0.00 1.13+0.01
80 2.60 £0.01 21.80£1.05 246+1.34 1.84+0.01 155+0.01 3.38+0.15

* Olgiim almamadi.

Deney ve kontrol diizeneklerindeki deney ortamlarma (bakteri kiiltiiri ve steril Mn broth
besiyeri) ait pH degerlerinin deneyin ilk 6 giinii birbirine yakin degerlerde oldugu tespit
edilmekle birlikte, sonrasinda farkli egilim gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 4.30). Deneyin
baslatildig1 0. sa’da bakteri kiiltiiriiniin 6l¢iilen pH degeri (7.30 = 0.01), 13. giine kadar artis
gostermis ve deney siiresince en yiiksek degerine (8.23 £+ 0.00) ulasmigtir. Daha sonra deney
sonuna kadar pH degerinin azaldigi ve deney sonunda 7.77 £ 0.01 oldugu tespit edilmistir.
Kontrol diizenegindeki steril Mn Broth besiyerinin deneyin baslatildig: 0. sa’daki pH degeri
(7.26 £ 0.01) ise 60. giine kadar artig gostererek, deney siiresince en yiiksek degerine (8.29 +

0.01) ulasmustir. Daha sonra deney sonuna kadar azalmis ve 7.98 + 0.01 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.30: 0.5 g/l Mn konsantrasyonlu deney ve kontrol ortamlarina ait pH degerlerinin zamana bagl
degisimi. Hata ¢ubuklari standart sapmay1 gostermektedir.

4.8.5. Korozyon Verileri

Deney diizenegindeki JETA1-E2 susunun kiiltiiriine ve kontrol diizenegindeki steril Mn Broth
besiyerine maruz birakilan 7175-T7351 aliiminyum kuponlarin agirlik kaybi ve korozyon hizi
verileri Tablo 4.14°te verilmistir. Deney siresince, JETAL1-E2 susunun kiltiiriine maruz kalan
7175-T7351 aliiminyum kuponlarin agirlik kaybi degerlerinin zamanla arttigr (r = 0.970,
p<0.01) ve ilk 6lclim glintinde (6. giin) 0.07 + 0.04 mg/cm? olarak belirlenen degerin, deney
sonunda (80. giin) 1.29 + 0.04 mg/cm?ile en yiiksek degerine ulast181 belirlenmistir (Tablo 4.14,
Sekil 4.31). Kuponlarin korozyon hizi ise ilk 6l¢ciim giniinde 14.88 + 0.97 uml/y olarak
saptanmistir. Daha sonra korozyon hizinin 25. giine kadar azaldigi, sonrasinda ise deney sonuna
kadar artarak 80. guinde 21.78 £ 2.02 um/y degerine ulastig1 tespit edilmistir (Tablo 4.14, Sekil
4.32). Kuponlarmn agirlik kaybi ile korozyon hizi verileri arasinda ayni yonde anlamli bir iliski

bulundugu tespit edilmistir (r= 0.883, p<0.01).

Kontrol diizenegindeki steril Mn Broth besiyerine maruz birakilan 7175-T7351 aliiminyum
kuponlarm agirlik kaybi degerlerinde 60. giine kadar anlamli bir degisim gdzlenmemistir. Ilk
6lctim gunlnde (6. giin), deney diizegindeki gibi 0.07 + 0.04 mg/cm? olarak belirlenen agirlik
kayb1 degerinin, 60. gtinde 0.10 + 0.02 mg/cm? degerinde oldugu tespit edilmistir. Daha sonra
agirhk kaybi degerlerinde artis olmus ve deney sonunda (80. giin) 0.60 + 0.10 mg/cm?ile en
yiiksek degerine ulasmistir (Tablo 4.14). Kuponlarin korozyon hizi ise en yiiksek ilk 6l¢iim

guninde 14.83 £ 0.11 um/y olarak tespit edilmistir. Daha sonra korozyon hizinda diisiis olmus
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ve 60. giinde 2.40 + 0.46 um/y olarak tespit edilmistir. Sonrasinda ise korozyon hizi deney
sonuna kadar tekrar artmig ve 80. glinde 10.15 = 0.98 um/y olarak belirlenmistir (Tablo 4.14,
Sekil 4.32).

Tablo 4.14: 0.5 g/l Mn konsantrasyonlu deney ve kontrol diizeneklerindeki 7175-T7351 aliminyum
kuponlarin deney siresince agirlik kayiplari ve korozyon hizi verileri.

Ornekleme Agirlik kaybi, deney Agirlik kaybu, Korozyon hizi, Korozyon hizi, kontrol Oran
zamani (giin) (mg/cm?) kontrol (mg/cm?) deney (um/y) (um/y) (deney/kontrol)
6 0.07 £ 0.04 0.07 £ 0.04 14.88 £ 0.97 14.83£0.11 1.00
13 0.12 +0.03 0.08 £ 0.00 12.63 +1.40 8.64 +0.11 1.46
25 0.22 £0.02 0.10 £ 0.06 11.06 £1.22 497 £292 2.23
40 0.36 £0.04 0.12+0.03 1164 £1.19 3.75+1.06 3.10
60 0.67 +0.03 0.10 £ 0.02 16.19+0.81 2.40 = 0.46 6.75
75 1.01 +£0.06 0.53+0.10 18.28 £2.91 9.55+1.75 191
80 1.29 +0.06 0.60+0.10 21.78 £ 2.02 10.15+0.98 2.15
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Sekil 4.31: 0.5 g/l Mn konsantrasyonlu deney ve kontrol diizeneklerindeki 7175-T7351 aluminyum
kuponlarin agirlik kaybi1 verilerinin zamana bagl degisimi.
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Sekil 4.32: .5 g/l Mn konsantrasyonlu deney ve kontrol diizeneklerindeki 7175-T7351 aliminyum
kuponlarin korozyon hizlarinin ve korozyon hizi oranlarinin zamana baglh degisimi

Deney diizenegindeki kuponlarin agirlik kayiplarinin ve korozyon hizlarinin deney siiresince
kontrol diizenegindekilerden daha yiiksek oldugu ve korozyon hizi verileri agisindan bu farkin
anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0.01). Ayrica, 60. giinde deney diizenegindeki kuponlarin
korozyon hizinin kontrol diizenegindekinden 6.75 kat fazla oldugu saptanmistir. Bu deger,
deney siiresince elde edilen en yiiksek korozyon hizi oranidir. Deneyin son giinii olan 80. giinde
ise deney diizenegindeki kuponlarin korozyon hizinin kontrol diizenegindekinden 2.15 kat fazla
oldugu belirlenmistir. Gravimetrik analiz ¢aligmalar1 sonucunda, JETA1-E2 susunun 7175-
T7351 aliiminyum alasimini korozyona ugrattig: tespit edilmistir. Ayrica, deneyin ilk 6 giinliik
surecinde agirlik kaybinin, deney ve kontrol diizeneklerindeki kuponlarda ayni miktarda
gerceklestigi tespit edilirken, bakteri kiiltiirtinlin 6. giinde MnOx liretim aktivitesinin baglamasi
ile birlikte agirlik kaybmin da kontrole gore artmasi ve deney siiresince de daha yiiksek
degerlerde olmasi, 7175-T7351 aliiminyum alagimimin mikrobiyolojik korozyonunda JETA1-
E2 susunun Mn oksidasyon aktivitesinin ve bu aktivite sonucunda Uretilen MnOx’lerin rolii
oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 4.28 ve Sekil 4.34).

Deneyin son 6rnekleme giiniinde deney diizeneginden c¢ikarilan kuponlardan temizlenmemis
(Sekil 4.33) yiizeyden ¢ekilen SEM goriintiilerinde, bakterilerin kiimeler halinde ve korozyon
iirlinleri ile bir arada 6zellikle tiiberkiil altindaki oyukta yogun bir sekilde bulundugu (Sekil
4.33b ve Sekil 4.33c) gozlemlenmistir. Kuponlarin temizlenmis (Sekil 4.34) ylizeylerindeki

farkli alanlardan ¢ekilen SEM goriintiileri, bakteri kiiltiirline maruz kalan kuponlarda yiizey
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boyunca korozyona bagli oyuklarin meydana geldigini gostermistir (Sekil 4.34a). Dahasi
oyuklarm oldugu yerlerde, sinir boyunca devam eden ¢atlaklar da gozlenmistir (Sekil 4.34b).
Kontrol diizeneginde steril Mn Broth besiyerine maruz birakilan kuponlarin yiizeyinde ise bu

tarz oyuklarin ve ¢atlaklarin bulunmadigi saptanmistir (Sekil 4.34c¢).

Sekil 4.33: Deney diizeneginden 80. giinde ¢ikarilan 7175-T7351 aliiminyum alasimli kuponun SEM
goriintiisli; temizlenmemis kupon yiizeyi (a), tiiberkiil altindaki oyuk (b ve c).
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Sekil 4.34: Deney diizeneginden (a, b) ve kontrol diizeneginden (c) 80. giinde ¢ikarilan 7175-T7351
aliminyum alagimli kuponlarmn temizlenmis yiizeylerinin SEM goriintiileri.

4.8.6. EDS Analiz Sonuglari

Deneyin son o6rnekleme giiniinde sistemden ¢ikartilan 7175-T7351 aliiminyum alagimli kupon
ylizeyindeki biyofilmin yapist ve olusan korozyon fiiriinleri SEM ve EDS analizleri ile
incelenmistir. Mangan okside eden JETA1-E2 susuna maruz birakilan 7175-T7351 aliiminyum
alasimli kuponlarin makroskobik incelemesi sonucunda, kupon yiizeyinde olusan biyofilm
tabakasinda kahverengi birikintiler oldugu, ylizeyde kahverengi bir tiiberkiiliin olustugu ve
tiiberkiiliin altinda oyuk meydana geldigi goriilmistiir (Sekil 4.25).

Temizlenmis kuponlarda gozlemlenen oyuklar, JETA1-E2 susunun 7175-T7351 aliiminyum
alasimini  mikrobiyolojik olarak korozyona ugrattigini gostermekle birlikte, bakterinin
korozyon siirecindeki roliinii net bir sekilde ortaya koyabilmek amaciyla hem tiiberkiiliin
altinda olusan oyuktaki korozyon iiriinlerinden hem de tiiberkiiliin i¢inden ve disindan EDS
analizleri yapilmistir. Tiim EDS analizi sonuglari, kuponlarin yiizeylerinde olusan korozyon
iirlinlerinin yiiksek miktarda O ve Al igerdigini gostermektedir. O ve Al elementlerine ek olarak

genellikle Zn, Mg, Cu, Mn ve Si elementleri saptansa da, bu elementlerin ¢6ziinen miktarlarinin
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(%agirlik), bulunduklari alana spesifik olarak farkli yogunluklarda oldugu belirlenmistir (Sekil
4.35 ve Sekil 4.36).

Tiiberkiilden yapilan EDS analizleri ile tiiberkiiliin hem i¢ hem de dis kisimlarinda yiiksek
miktarlarda O, Al ve C, diisiik miktarlarda ise Zn, Mn ve Si elementleri tespit edilmistir (Sekil
4.35). Ayrica SEM analizlerinde, tiiberkiiliin hi¢bir noktasinda bakteriye rastlanilmamistir. Bu

durum tiiberkiiliin igeriden biiyiidiigline isaret etmektedir.

Spot1 Spot2  Spotd  Spotd
0 5432 5713 5525 5803
Al 3150 2669 2947 2695
Mn 035 041 052 02
C 87 121 9.19 842
Zn 064 035 026
Mg
Cu 008
Cr
Si 036 037 048 025

Spot 1 Spot 2 Spot 3
5] 57.19 573 5634
Al 2799 29.62 29.18
Mn 0.18 031 043
C 1273 5.76 757
Zn 063 023 028
Mg
Cu 0.14 297 104
Cr 038
Si 025 0.11

Sekil 4.35: Deney diizenegindeki 7175-T7351 aliiminyum alasimi kuponlarda 80. giiniin sonunda
olusan tliberkilun EDS analiz sonuglar1 (%agirlik); tiberkiiliin i¢i (a), tiiberkiiliin dis1 (b).

Tiiberkiiliin altinda olusan oyugun ise ¢ok sayida katman igerdigi, korozyon iiriinleri ve yogun
miktardaki bakterilerin her katmanda i¢ i¢e oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.25 ve Sekil 4.35).
Oyugun farkli katmanlarindan yapilan EDS analizleri ise, korozyon iirlinlerinin yiiksek
miktarlarda sirasiyla O, Al ve Cu, daha diislik miktarlarda ise Zn ve Mg elementlerini icerdigini

gostermektedir (Sekil 4.35).



123

Spot  Spot Spot Spot Spot Spot | Spot Spot Spot| Spot Spot Spot  Spot
1 2 3 4 5 6 1 2 3

O 5875 5843 4422 4279 42 4089  57.88 34 4187 2789 4696 4306 2489
Al 2434 2703 2757 2304 1154 1272 2973 4737 1509 5197 3142 2705 4951
& 766 608 568 122 6.09 349 54 906  16.12
Zn 1 1.14 1.63 134 084 101 094 394 146 356 271 1.7 254
Mg 1.13 081 052 0.17 0.76 102 162 094 029 126 1.64
Cu 583 559 2410 2491 291 4047 343 985 3507 1006 1178 1605 395
Cr 0.24 049 023 096 1.12 042 022
Si 0.33 726 077 261 072 094 036 0.8

Sekil 4.36: Deney diizenegindeki 7175-T7351 aliiminyum alasimi kuponlarda 80. gliniin sonunda
olusan tiiberkiiliin altindaki oyuktan gergeklestirilen EDS analiz sonuglari (%agirhik).

Kontrol diizeneginde steril Mn Broh besiyerine maruz birakilan kuponlardan 80. giinde yapilan
SEM analizinde, kupon ylizeyinde diizgiin tek tabakali, heterojen ve bozulmamis bir film
tabakasi olustugu goézlemlenmistir. Film tabakasinda yogun sekilde kiimeler halinde korozyon
driinleri gorlilmistiir. Bu olusumlarin EDS analizinde en yiiksek O, daha sonra da yliksek
miktarda Al ve C elementleri, az miktarda ise Zn, Mg ve Si elementleri igerdigi saptanmustir.

Bu korozyon iiriinleri disindaki yilizeyi tamamen kaplayan film tabakasindan yapilan EDS



124

analizinde ise en yiiksek Al, daha sonra da yiiksek miktarda O elementleri, az miktarda ise Mn,
C, Zn, Mg ve Si elementleri saptanmistir (Sekil 4.37). Kontrol kuponlarinda olusan korozyon

iirinlerinde deney kuponlarindan farkli olarak Cu elementi tespit edilmemistir.

Sekil 4.37: Kontrol diizeneginden 80. giinde ¢ikarilan 7175-T7351 aliiminyum alasimli kuponun SEM
goriintiileri (a ve b) ve EDS analiz sonuglar1 (%agirlik) (c).

4.8.7. XPS Analiz Sonuclari

Son 6rnekleme giinlinde deney ve kontrol diizeneklerinden ¢ikarilan 7175-T7351 aliiminyum
alasimli kuponlarin yiizeylerindeki biyofilm ve film tabakalarmin korozyon diirlinlerinin
karakterizasyonu i¢in yapilan XPS analizlerine ait spektrumlar Sekil 4.38 ve Sekil 4.39°da

gosterilmistir.

Deney diizeneginde JETA1-E2 susuna maruz birakilan kuponun yiizeyindeki kahverengi
birikintilerin gozlendigi genel biyofilm yapisindaki analiz sonucunda (Sekil 4.38a), ¢esitli Mn
oksitler ve alasimdan ¢oziinen metal iyonlar1 ile olusan oksitlerin varligi saptanmistir. O 1s
piklerinin enerjileri 525.64 eV (data bulunamamistir), 528.50 eV (Mn203), 531.30 eV
(A20Si04), 532.80 eV (SiO2); Mn 2p piklerinin baglanma enerjileri 641.69 eV (Mn203),
643.95 eV (MnQ2), 653.07 eV (MnO3) ve 655.53 eV (Mn"? oksidasyon hali) olarak
belirlenmistir. Ayni1 kuponda oyuklanmanin olustugu alandan yapilan analizde (Sekil 4.38b) ise
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O 1s piklerinin baglanma enerjileri 530.99 eV, 535.90 eV ve 532.56 eV olarak tespit edilmis
ve sirastyla, MgO, SiO ve AlO bilesiklerine karsilik geldigi saptanirken; Mn 2p piklerinin
baglanma enerjilerinin ise 642.00 eV ve 653.36 eV olarak bulundugu ve bunlarmn da sirastyla
Mn203 ve Mn304 bilesiklerine karsilik geldigi belirlenmistir
(https://srdata.nist.gov/xps/Spectraldentifier).
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Sekil 4.38: 0.5 g/l Mn konsantrasyonlu deney diizeneginde 80 glin boyunca bakteri kilttiriine maruz
birakilan kupondan yapilan XPS analizlerine ait spektrumlar; a) yizeyden, b) oyuklanmanin olustugu
alandan, c) tiberkdlden.

Deney kuponunun yiizeyinde olusan tiiberkiilde (Sekil 4.38c) O 1s piklerinin baglanma
enerjileri 530.20 eV, 531.40 eV ve 533.88 eV olarak bulunmustur. 530.20 eV piki korozyon
tirtinlerinden ZnO ve Cu20’dan birine ve 531.40 eV piki ise ZnAl204, A1203.3H20 veya Al2FeO
bilesiklerinden birine atfedilebilmektedir (https://srdata.nist.gov/xps/Spectraldentifier). 533.88
eV pikinin ise karsiligi olan bir data bulunamamistir. Tiiberkiiliin (Sekil 4.38c) Mn 2p

spektrumunda hi¢ pik ¢ikmadigi i¢in dekonvoliisyon analizi yapilamamastir.


https://srdata.nist.gov/xps/SpectraIdentifier
https://srdata.nist.gov/xps/SpectraIdentifier
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Kontrol diizeneginde steril Mn Broth besiyerine maruz birakilan kuponun yiizeyinden yapilan
XPS analizi sonucunda, Mn 2p piklerinin baglanma enerjileri 651.25 eV (Mn), 649.42 eV
(Al78.9Mn3.sPd17.30x), 639.49 eV (MnP) ve 637.66 eV (AlssMnsPdss) olarak bulunmustur
(Sekil 4.39).
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Sekil 4.39: 0.5 g/l Mn konsantrasyonlu kontrol diizeneginde 80 giin boyunca steril Mn Croth
besiyerine maruz birakilan kuponun yiizeyinden yapilan XPS analizlerine ait spektrumlar.

XPS analiz sonuglari, bakterili ve steril ortamlara maruz birakilan 7175-T7351 aliiminyum
alasimli  kuponlarin yiizeylerindeki korozyon iiriinlerinin farklilik gosterdigini ortaya

koymustur. MnO2, Mn203 ve Mn3O4 bilesikleri sadece bakterili ortamda tespit edilmistir.

Mangan okside eden JETA1-E2 susunun 7175-T7351 aliiminyum alasimli kuponlar iizerine
mikrobiyolojik korozif etkisinin degerlendirildigi bu tez ¢alismasinda, bakterinin aliiminyum
alasimu ile ilk etkilestigi andan, deney sonuna kadar gecen siire¢ Sekil 4.40°ta sematize edilerek

Ozetlenmistir.
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Sekil 4.40: JETA1-E2 susunun siire¢ iizerindeki etkisi; (a) tutunma ve biyofilm olusturma, (b ve c)
deney kuponu korozyon drinleri, (d ve e) kontrol kuponu korozyon drunleri.
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JETAL1-E2 susuna ait bakteriler, kendi kiltlrlerine maruz birakilan 7175-T7351 aliiminyum
alasimli kuponlarin yiizeyi ile etkilestikleri andan itibaren, yiizeyde kolonize olarak daha
avantajli bir yasam formu olan biyofilm olusturma egilimindedirler. Bu hedefle bakterinin
genellikle alliminyum alagimin ylizeyine tutunurken daha ince bir oksit tabakanin bulundugu
cokelti noktalarini tercih ettigi diistiniilmektedir. Farkli goriintiilere sahip ¢okeltilerden yapilan
EDS analizleri, bu ¢okeltilerin yogunlukla Al, Zn, Mg ve Cu elementlerinden olustugunu ortaya
koymustur (Sekil 3.4 ve Sekil 4.40a).

Bakteriler yiizeyde geri doniistimsiiz tutunmay1 gerceklestirdikten sonra ¢ogalmaya ve EPS
liretmeye baglamistir. Boylece alasimin yiizeyinde bir biyofilm tabakasi olusmus ve zamanla
kuponun tiim yiizeyini kaplamistir. Biyofilm olusum ve olgunlagma siireci devam ederken, bir
yandan da bakteri aracili MnOx tiretimi gerceklesmistir. Deneyin 6. gilinlinden itibaren MnOx
iretimi ger¢eklesmis ve deney siiresince de yogun olarak kiiltiir ortaminda olmakla birlikte
alasim yiizeyinde olusan biyofilm tabakasinda da tespit edilmistir. Dolayisiyla alagim
yiizeyinde olusan biyofilm tabakasinin bakteriler, yogun EPS igerigi ve MnOx bilesiklerinden
olustugu sOylenebilmektedir (Sekil 4.40a).

Deneyin ilerleyen zamanlarinda, alasimin yiizeyinde olusan biyofilm tabakasinda kahverengi
birikintilerin yani sira, yiizeyde kahverengi bir tiiberkiiliin olustugu ve tiiberkiil kaldirildiginda
ise tiiberkiilin altinda oyuk meydana geldigi gozlemlenmistir (Sekil 4.25). Kuponlarin
korozyon verilerini destekleyen bu olusum sebebiyle, deneyin son Ornekleme giiniinde,
tiiberkiilden ve altindaki oyuktan goriintiileme ve karakterizasyon analizleri gergeklestirilerek

siire¢ hakkinda degerlendirme yapilmistir.

Tiiberkiilin altinda ¢ukurcuk korozyonunun ger¢eklesmis olmasi, korozyon mekanizmasini
olusturan anot ve katot bolgelerin bir arada bulundugu galvanik c¢ift mekanizmasmi akla
getirmigtir. Bakteri tarafindan iiretilen MnO2 ile bakterinin tutundugu ve biyofilmin gelistigi
cokelti (Al, Zn, Mg ve Cu elementlerinden olusan) birlikte galvanik ¢ift olusturmus olabilir. Bu
durumda tiiberkiiliin olustugu alanda, yiizeydeki biyofilm igerisindeki MnO2 katot olarak

davranirken, bu ¢okelti anot olarak davranmis ve korozyon bu bdlgeden baslamis olabilir.

Cukurcugun agi1z kisminda olusan tiiberkiil, cukurcuk icindeki ¢ozeltinin seyrelmesini dnler ve
cukurucuk i¢inde gelisen korozyonu giiclendirici etkileri vardir. Bununla birlikte, ¢ukurcuk

icindeki korozyonun baslamasi ve siirmesi otokatalitik olarak yiiriitiiliir ve gukurcugun i¢i ayr1
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bir durum olarak degerlendirilir. Cukurcuk igerisinde farkli katmanlardan yapilan EDS
analizleri ¢ukurcugun, sirasiyla yogun miktarda O, Al ve Cu elementlerinin yani sira, daha

diisiik miktarlarda Zn ve Mg elementlerini i¢erdigini gdstermektedir.

Cukurcugun igerisindeki yogun Cu elementinin tespiti Cu’nun ¢oziinmesi ile ilgili iki farkl
olasilig1 giindeme getirmistir. Birincisi, bdyle bir siirecte bakteri rol oynamis olabilir.
Bakteriler, mangan oksidasyonu icin gerekli olan MCO enziminin sentezi i¢in Cu elementine
ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedenle, salgiladiklar1 enzimler ile Cu’nun ¢dziinmesine neden olmus
olabilirler. Ikinci olasilik, bakteri tarafindan olusturulan MnOz’nin elektron potansiyelinin
Cu’nunkinden yiiksek olmasi, Cu’nun anodik davranarak ¢dziinmesine neden olmus olabilir.
Ya da her iki olasilik da beraber ger¢eklesmis olabilir. Ek olarak, ¢ukurcuk bolgesinde tabaka
seklinde olusan korozyon iiriinlerinde Cu’nun varligy, ilave katodik alanlarin ortaya ¢ikmasina
yol agarak korozyon siirecini hizlandirmis olabilir. Al’ye gore daha soy olan Cu varliginda,
Al’nin ¢oziinmesi hizli bir sekilde devam ederek sinir boyunca olusan catlaklar ile korozyon

ilerlemis olabilir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tez ¢alismasi kapsaminda, aktif olarak siirekli ugmakta olan ve C bakimi olarak adlandirilan 1
aylik bakim siirecindeki yolcu ugagimin merkez ve kanat depolarindan alinan jet A-1 yakitindan
izole edilen MOB’ler arasindan, biliyiimeleri ve Mn oksitlemeleri a¢isindan en aktif olan MOB
tirii secilmistir. Segilen MOB tiirii polifazik taksonomik analizler ile tanimlanmistir.
Tanimlanan MOB ftiiriinlin, ucak yakit deposu malzemesi olarak kullanilan 7175-T7351

aliminyum alagimi {izerine mikrobiyolojik korozyon davranis1 arastirilmistir.

MOB’lerin izolasyonu i¢in LBB, Mn Agar ve MnOB olmak iizere {i¢ farkli besiyerine ekim
yapilmustir. izolasyonda farkli besiyerlerinin kullanimmin nedeni mimkiin olan en yiiksek
sayida MOB izolatinin elde edilmesidir. Kullanilan besiyerleri daha 6nce farkli arastirmacilar
tarafindan MOB’lerin izolasyonu i¢in kullanilan besiyerleri arasindan secilmistir (Cerrato ve
dig., 2010; Rajasekar ve dig., 2010; Zakharova ve Prfenova, 2007). Nitekim izolatlarin 3
besiyerinde de iireyebildigi gozlemlenmistir. Izolatlarin bu besiyerlerinde tremesi ve/veya
kahverengi koloniler olusturmasi, ortamda manganin okside oldugunun bir isareti olarak kabul
edilmektedir. Bununla birlikte, izolatlarin Gremesi manganin toksik etkisine ragmen hayatta
kalarak ureyebilmesinden ve kolonideki kahverengilik de farkli elementlerin biyojenik
oksitlerinin Mn oksit benzeri goriinimlere sahip olabilmesinden kaynaklaniyor olabilir (Cai ve
dig., 2023). Bu nedenle, izolatlarin mangan okside etme yetenegine sahip olduklarmm kesin
olarak ortaya konulabilmesi i¢in Mn(l11), Mn(1V), Mn(V), Mn(VI) ve Mn(VII) ile secici olarak
reaksiyona giren bir trifenilmetan bilesigi olan lokoberbelin mavisi (LBB) kullanilarak,
bakterilerin Urettikleri Mn oksitlerin varlig1 ortaya konulmustur (Krumbein ve Altmann, 1973;

Cavazos ve Glass, 2020).

LBB testi hem besiyeri hem de filtre kagidi (izerinde uygulanmistir. Besiyerlerine uygulanan
LBB test sonuglar, Mn Agar ve MnOB besiyerlerinde tiim izolatlar i¢in pozitif iken, LBB
besiyerinde az sayida izolat hari¢ hepsi icin negatif olarak tespit edilmistir. Yiiksek Mn
konsantrasyonuna sahip Mn Agar (2 g/l) ve MnOB (3 g/l) besiyerlerindeki tim sonuglarin
pozitif olmasi, besiyerlerindeki Mn’nin kimyasal oksidasyonu sebebiyle yalanci pozitifligin
olustugunu diisiindiirmiistiir. Bu nedenle steril Mn Agar ve MnOB besiyerleri, herhangi bir
inokiilasyon yapilmadan standart inkiibasyon siiresi (3 hafta) boyunca 30°C’lik etiivde

bekletilmistir. Mn Agar besiyerinin inkiibasyon siiresince okside olmadigi, ancak daha uzun
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stire tutuldugunda okside olmaya bagladigi; MnOB besiyerinin ise inkiibasyon stiresinin ilk 3
giinlinde okside olarak renk degistirdigi gézlemlenmistir. Bu nedenle arastirma kapsamindaki
deneylerde MnOB besiyeri kullanilmamistir. Ayrica, LBB testinin Mn Agar igerigindeki
yliksek Mn konsantrasyonu sebebiyle hatali sonu¢ vermemesi i¢in LBB ayiraci, besiyerindeki
koloni {izerine direkt uygulama yerine filtre kagidina alinan koloni {izerine damlatilmigtir. Filtre
kagid1 yontemi ile uygulanan LBB testinin sonucunda, daha 6nce besiyerinde gerceklestirilen
LBB testinde pozitif sonug veren 14 izolattan sadece (g tanesi (izolat 1, izolat 2, izolat 3) pozitif
sonu¢ vererek MOB olarak belirlenmistir. Bu bulgular, MOB’lerin tespiti i¢in tek bagina bir
besiyerinin kullanilmasinin gergek sonuglari yansitmayacagi gibi yeterli de olmayacagini
gostermistir. Nitekim, Y1lmaz (2019) hidroelektrik santralden MOB tespit ettigi ¢aligmasinda,
mevcut tez ¢alismasina benzer sekilde besiyeri ¢esitliliginin yani sira, LBB testi uygulamasinin

besiyeri yerine filtre kagidi iizerinde uygulanmasinin da 6nemini ortaya koymaktadir.

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda kullanilmak tizere MOB izolatlar1 (izolat 1, izolat 2, izolat
3) arasindan biiyiimesi ve beraberinde Mn oksit iiretmesi agisindan en aktif olan izolat
secilmistir. Bu izolatin tespitinde, Mn Agar ve LBB besiyerleri kullanilmistir. Bu besiyerlerinin
2 g/l final Mn konsantrasyonu igeren sivi formlar ile izolatlarin biiyiime egrileri elde edilmis
ve Mn oksitleme aktiviteleri tespit edilmistir. Biiylime egrileri, her bir izolatin Mn igeren farkli
besiyerlerinde farkli biiylime davranisi sergiledigini ve Mn varliginda izolatlarin duraklama
fazina daha gec girdigini ortaya koymustur (Liu ve dig., 2022; Ou-yahia ve dig., 2024). Bununla
birlikte Mn’nin varlig1 izolat 2 nin biiylimesini her iki besiyerinde de tesvik etmis ve diger
izolatlara goére hem en yogun biiylimeyi hem de en fazla MnOx iiretimini izolat 2’nin
gerceklestirdigi belirlenmistir. Bu nedenle, mikrobiyolojik korozyon deneyleri izolat 2 ile
gerceklestirilmis ve tez ¢alismasinin ileriki tiim analizlerinde izolat 2, JETA1-E2 kodu ile ifade

edilmistir.

MOB izolatlar1 arasinda en yiiksek aktiviteyi gosteren JETAL-E2 susunun tir dizeyinde
tanimlanmas1 i¢in polifazik taksonomik yaklasim benimsenmistir. Bu kapsamda, klasik
taksonomik yontemler (hiicre ve koloni morfolojisi, spor olusturma 6zelligi, hareketlilik,
blytme 6zellikleri, fizyolojik ve biyokimyasal testler), genotipik analizler (tim genom analizi,
16S rRNA gen dizilerine ve tiim genom dizilimine dayali filogeniler, gDNA G+C igerigi, yakin
iliskili tiirlerle dDDH ve ANI degerleri agisindan degerlendirme) ve kemotaksonomik analizler

(hiicresel yag asidi, poliamin, kinon, polar lipid, tiim hiicre sekerleri ve diaminopimelik asit
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analizleri) gergeklestirilmistir. JETAL1-E2 susunun klasik taksonomik &zellikleri
arastirildiginda, izolatin R2A, TSA ve LB besiyerlerinde iyi, NA besiyerinde ise zayif iiredigi
ve tiim besiyerlerinde sar1 koloniler olusturdugu gozlenmistir. R2A besiyerindeki kolonilerin 1
mm capinda, yuvarlak, sari, diiz kenarli oldugu belirlenmistir. Mikroskobik incelemelerde
hicrelerin farkli uzunluklarda, diizgiin gomak seklinde ve hareketli oldugu gozlenmistir. Susa
ait hiicrelerin ayrica, “Gram-belirsiz (Gram-indeterminate)” oldugu ve 3 giinliik inkiibasyondan

sonra spor olusturdugu da saptanmaistir.

JETAL-E2 susunun biiylimesi igin aerobik kosullar zorunludur. Bakterinin fizyolojik 6zellikleri
degerlendirildiginde, 20-42°C sicaklik ve 6-9 pH degerleri araliginda tireyebildigi ve optimum
biiylime kosullarini ise 30°C sicaklik ve 7 pH degerlerinde gosterdigi belirlenmistir. Bulgular,
bakterinin mezofilik ve asidik kosullara toleransinin ¢ok diisiik olduguna, bununla birlikte
alkali kosullar1 sevdigine isaret etmektedir. JETAL-E2 susunun %12 NaCl (w/v)
konsantrasyonlarina kadar olan tuz miktarlarmni tolere edebildigi ve optimum olarak %2 ve %4
NaCl (w/v) konsantrasyonlarinda biiyiidiigli belirlenmistir. Bununla birlikte bakterinin izole
edildigi Jet A-1 yakit Orneginden gergeklestirilen tuzluluk ol¢iimiinde, yakitta tuz tespit

edilememistir. Bu nedenle, korozyon deneylerinde deney ortamina tuz ilavesi yapilmamustir.

JETA1-E2 susunun genotipik 6zelliklerini ortaya koymak amaciyla gergeklestirilen analizlerde,
susun 1377 baz uzunlugundaki kismi 16S rRNA gen dizilerinin Sphingomonas paucimobilis
(MT367853) (%99.42), Sphingomonas sanguinis (MF319771) (%99.34) ve Sphingomonas
pseudosanguinis (HE716953) (%99.27) ile yiiksek ¢ift yonlii benzerlik degerleri gosterdigi
saptanmistir. Bu degerler prokaryotik organizmalarda tiir diizeyinde tanimlama i¢in esik deger
olan >%98.5 degerinin lizerindedir (Munn, 2020). Bu benzerlik degerleri JETA1-E2 susunun
Sphingomonas cinsine ait oldugunu gosterse de, tiir diizeyinde bir tanimlama saglamamistir.
Sadece 16S rRNA genlerine dayali arastirmalarin yakin akraba tiirleri ayirt etmede diisiik bir
cozlimleme kapasitesine sahip oldugu iyi bilinmektedir (Achtman ve Wagner, 2008; Pei ve dig.,
2010; Rossi-Tamisier ve dig., 2015; Jovel ve dig., 2016; Liu ve dig., 2016). Ornegin,
Sphingomonas cinsine yeni bir bakteriyi tanimladiklar1 ¢aligmalarinda Kampfer ve dig. (2007),
Sphingomonas sanguinis (%99.2), Sphingomonas yabuuchiae (%99.2) ve Sphingomonas
parapaucimobilis (%99.1) ile yiiksek benzerlik oranlarina sahip olmasina ragmen, yeni izolati
Sphingomonas pseudosanguinis tiirii olarak tanimlanmig ve Sphingomonas cinsinin taninan

diger tiim tiirleri ile daha diisiik benzerlik oran1 (<%98) rapor etmislerdir. Dolayisiyla, JETAL-



133

E2 susunu fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklere dayali olarak tiir diizeyinde tanimlamak i¢in
APl analizleri (AP1 20NE, API 20E, API 50CHB ve API ZYM) gerceklestirilmistir. Sonuglar,
kismi 16S rRNA gen dizilerine gore filogenetik olarak iliskili oldugu bakterilerin tip tiirlerine
(Sphingomonas paucimobilis DSM 1098T, Sphingomonas sanguinis DSM 138857 ve
Sphingomonas pseudosanguinis DSM 195127) ait literatiirde yer alan API test sonuglari ile
karsilastirilmistir (Yabuuchi ve dig., 1990; Takeuchi ve dig., 1993; Kédmpfer ve dig., 2007; Xue
ve dig., 2018) (Tablo 4.4). API testlerinde, JETA1-E2 susunun, Sphingomonas paucimobilis
DSM 10987, Sphingomonas sanguinis DSM 13885T ve Sphingomonas pseudosanguinis DSM
195127 tip suslarindan farkli olarak nitrat indirgemesi testinde pozitif sonu¢ verdigi, malat
asimilasyonu ve arbutinden asit {iretimi i¢in ise negatif sonu¢ verdigi saptanmistir. Enzimatik
aktivite acisindan degerlendirildiginde, suslar arasindan sadece JETA1-E2 susunun o-
kimotripsin, B-galaktosidaz ve a-glukosidaz enzim aktivitesi agisindan negatif oldugu
belirlenmistir. Ayrica, oksidaz testi negatif olan Sphingomonas paucimobilis DSM 1098™ nin
aksine, JETA1-E2 susunun oksidaz testi zayif pozitif olarak belirlenmistir. JETA1-E2 susunun
genotipik acidan yiiksek oranda benzerlik gosterdigi Sphingomonas tip turleri ile fizyolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri agisindan farklilik gosterdigi, dolayisiyla da bu bakteri tiirlerinden
birine ait olmadig1 tespit edilmistir. JETA1-E2 susunun tiir diizeyinde tanimlanabilmesi i¢in

ileri molekiiler ve kemotaksonomik analizlerin gerekli oldugu belirlenmistir.

JETAL1-E2 susunun Sphingomonadaceae ailesi icerisindeki filogenetik yerlesimini dogru bir
sekilde belirleyebilmek i¢in susun bitiin 16S rRNA gen dizisine ve tim genom dizilimine ait
filogenetik agaclar olusturulmustur. 16S rRNA gen dizisine dayali TYGS filogenetik agaci
JETA1-E2 susunun Sphingomonas cinsi igerisinde ayri bir dal olusturdugunu gdstermistir
(Sekil 4.14). Filogenetik aga¢ ile yeni susun en yakin oldugu tiirlerin Sphingomonas
paucimobilis NBRC 13935 (DSM 1098") (99.10%), Sphingomonas parapaucimobilis NBRC
15100 (98.52%), Sphingomonas pseudosanguinis DSM 195127 (98.92%), Sphingomonas
sanguinis NBRC 13937 (DSM 13885") (99.29%) ve Sphingomonas zeae DSM 100049
(97.86%) oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, tim genom dizilimine ait filogenetik agac,
yeni susun Sphingomonadaceae ailesi icerisinde Sphingomonas ve Sphingobium cinsleri ile
uzak bir sekilde kiimelenerek farkli bir monofiletik grup olusturdugunu gostermistir (Sekil
4.15). Boylece, JETA1-E2 susunun filogenetik agagtaki ayirt edici dallanma modeli, yeni susun
Sphingomonadaceae ailesinde yeni bir cins oldugunu ortaya koymaktadir. 16S rRNA gen

dizisine ve tim genoma dayal1 filogenetik analiz sonuglari, 16S rRNA gen dizisine dayali
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filogeninin Sphingomonadaceae ailesindeki bakterileri sadece tiir diizeyinde degil, cins
dizeyinde de tanimlamak i¢in yetersiz oldugunu agik bir sekilde ortaya koymustur. Nitekim
Hordt ve dig. (2020), Alphaproteobacteria siifinda yer alan aile ve cinslere ait bakteriler i¢in

benzer durumu bildirmislerdir.

JETA1-E2 susu, 3,872,561 b¢ genom biiyiikliigiine sahip olup, 3581 kodlayici gen, 3 rRNA
geni, 57 tRNA geni ve 1 CRISPR icermektedir ve DNA G+C igerigi 66.3 %mol’dur. JETA1-
E2 susunun, filogenetik olarak yakin iligski oldugu, Sphingobium terrigena EO9, Sphingomonas
parapaucimobilis NBRC 15100, Sphingomonas zeae DSM 100049, Sphingomonas sanguinis
NBRC 13937, Sphingomonas pseudosanguinis DSM 19512 ve Sphingomonas paucimobilis
NBRC 13935 ile arasindaki dDDH degerleri sirasiyla %24.40, 28.30, 27.20, 27.50, 28.60 ve
28.00 olup, bu degerler prokaryotik tiir ayrimi i¢in %70 olan esik degerinden oldukga diistiktiir
(Goris ve dig., 2007). Sphingobium terrigena EQ9, Sphingomonas parapaucimobilis NBRC
15100, Sphingomonas zeae DSM 100049, Sphingomonas sanguinis NBRC 13937,
Sphingomonas pseudosanguinis DSM 19512 ve Sphingomonas paucimobilis NBRC 13935 ile
arasindaki OrthoANI degerleri ise sirasiyla %74.48, 84.43, 83.69, 84.25, 84.66 ve 84.34 olup
prokaryotik tlir ayrimi i¢in onerilen %95-96 esiginden daha diisiiktiir (Lee ve dig., 2016).
Bulgular, JETA1-E2 susunun potansiyel olarak Sphingomonadaceae ailesine ait yeni bir cinsi
temsil ettigini desteklemektedir. Genom dizisi JAVSCQO000000000 erisim numarasi altinda
NCBI Gen Bankasi’nda saklanmaistir.

JETA1-E2 susunun hiicre duvari herhangi bir diaminopimelik asit enantiyomeri
icermemektedir. Tam hiicre hidrolizat1 ramnoz, riboz, fukoz, mannoz ve az miktarda glukoz ve
galaktoz igermektedir. JETA1-E2 susundaki baskin izoprenoid kinonun Q-10 oldugu, az
miktarlarda ise Q-8, Q-9 ve Q-11 igerdigi belirlenmistir. Nitekim Q-10, Sphingomonadaceae

ailesine ait bakterilerde en sik tanimlanan solunum kinonudur (Glaeser ve Kdmpfer, 2014).

JETAL-E2 susunun polar lipidleri difosfatidilgliserol, fosfatidiletanolamin, fosfatidilgliserol,
fosfatidilkolin, aminofosfolipid, tanimlanamayan glikolipid ve tanimlanamayan iki
sfingoglikolipidden olusmaktadir. Susun polar lipid profili Sphingomonas (Sphingomonas
parapaucimobilis NBRC 15100, Sphingomonas zeae DSM 100049, Sphingomonas sanguinis
NBRC 13937, Sphingomonas pseudosanguinis DSM 19512 ve Sphingomonas paucimobilis
NBRC 13935) ve Sphingobium (Sphingobium terrigena EQ9) cinslerinin tip tlrlerindekinden
farklilik gostermistir. Aminofosfolipidin sadece JETAL1-E2 susunda bulundugu belirlenmistir.
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Ayrica JETA1-E2 susunun, Sphingomonas parapaucimobilis NBRC 15100 hari¢
Sphingomonas cinsindeki yakin iligkili oldugu tiim tip suslar1 ve Sphingobium terrigena EO9
susunun ortak bir 6zelligi olan fosfolipidi icermedigi de saptanmistir (Kédmpfer ve dig., 2007;
Park ve dig., 2019). JETAL1-E2 susundaki baskin (toplam yag asitlerinin %10’undan fazlasi)
yag asitleri, Cie:0 (%19.3) ve Cis:iw7c (%62.9) olarak belirlenmis ve hidroksillenmis tek yag
asidinin ise 2-hidroksimiristik asit (Cis0o 2-OH) oldugu saptanmistir. Nitekim,
Sphingomonadaceae ailesi iiyelerinde karakteristik baskin yag asidi Cis:17¢’dir ve gogunlukla
Ci4:0 2-OH olmak (izere 2-hidroksi yag asitleri yaygin olarak bulunmaktadir (Busse ve dig.,
1999; Takeuchi ve dig., 2001; Maruyama ve dig., 2006; Huang ve dig., 2009; Chen ve dig.,
2010; Liang ve Lloyd-Jones, 2010; Uchida ve dig., 2012; Kampfer ve dig., 2012).

JETAL-E2 susunun yag asit bilesimi Sphingomonas ve Sphingobium cinslerinin tip
tirlerininkilerden farklilik géstermistir (Kédmpfer ve dig., 2007; Park ve dig., 2019; Kdmpfer ve
dig., 2015). Yakin akraba oldugu tiim tip suslarin ortak 6zelliginin aksine, JetAl- E2 susunun
Cis:iw5c’den yoksun oldugu ve Cio.o icerdigi belirlenmistir (Kédmpfer ve dig., 2007; Kémpfer
ve dig., 2015; Park ve dig., 2019). Yag asidi bilesimlerindeki ve polar lipid profillerindeki
farkliliklar JETA1-E2 susunu Sphingomonadaceae ailesinde yer alan Sphingomonas ve

Sphingobium cinslerinin tiyelerinden ayirmistir.

JETA1-E2 susunda tespit edilen tek poliamin, az miktardaki putresindir. Bununla birlikte
JETA1-E2 susu homospermidin ve/veya spermidin igcermemektedir. Spermidin ve/veya
homospermidin Sphingomonadaceae ailesindeki karakteristik baskin poliaminler oldugundan
(Glaeser ve Kampfer, 2014), bu poliaminlerin yoklugu susun Sphingomonadaceae ailesi iginde
yeni bir cins oldugunu gostermektedir. Nitekim Uchida ve dig. (2012), Sphingomonadaceae
ailesi igerisinde yeni bir cins olarak valide ettikleri Parasphingopyxis cinsinin, benzer sekilde

hem spermidin hem de homospermidinden yoksun oldugunu bildirmislerdir.

Polifazik taksonomik yaklagimla yapilan identifikasyon caligmalari, JETAL1-E2 susunun
Sphingomonadaceae ailesi igerisinde yeni bir cins ve tiir oldugunu ortaya koymaktadir ve sus,
validasyonu saglanarak taksonomiye kazandirilacaktir. Giiniimiize kadar ugak yakitlarini
kontamine eden cesitli mikroorganizmalar rapor edilmistir (Denaro ve dig., 2005; Rauch ve
dig., 2006; Wallace ve dig., 1985). Bu mikroorganizmalarin, ucak yakitlarinin temasta
bulundugu malzeme olan 7xxx serisi aliiminyum alagimi iizerine mikrobiyolojik korozif

etkisinin arastirildigi sinirli sayida ¢alismaya rastlanmistir (Vejar ve dig., 2016). Dahasi, ugak
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yakitlarinin kontaminasyonundan sorumlu oldugu belirtilen bazi bakterilerin (Sphinogmonas
sp., Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter vb.), farkli calismalarda Mn okside
ederek enerji elde etme yetenegine sahip oldugu da rapor edilmesine ragmen (Li ve dig., 2016;
Cerrato ve dig., 2010; Ridge ve dig., 2007), jet A-1 yakitindan izole edilen bakterilerin Mn
oksitleme yeteneklerinin ve MIC’inin arastirildigi herhangi bir ¢caligmaya rastlanilmamistir. Bu
dogrultuda, tez calismasi kapsaminda ugak yakitindan izole edilerek yeni bir cins oldugu
tanimlanan ve mangan okside etme yetenegi belirlenen JETA1-E2 susunun, ugak yakit deposu

malzemesi olan 7175-T7351 aliiminyum alagimi tizerine MIC’1 arastirilmstir.

Besiyerinin igerigi ve Mn konsantrasyonu, bakterinin biiylimesini ve MnOx liretim yetenegini
dolayisiyla da korozyon davranisimi etkileyeceginden MIC calismalart i¢in oncelikle uygun
besiyerinin ve Mn konsantrasyonunun sec¢imi gerceklestirilmiitir. 2 g/l Mn konsantrasyonu ile
hazirlanan Mn Broth ve LBB besiyerleri ile ger¢eklestirilen deneylerde JETA1-E2 susunun,
LBB besiyerinde daha yogun biiylime gosterirken, Mn Broth besiyerinde ise daha fazla MnOx
drettigi tespit edildiginden, bu deneyler ile se¢im yapilamamistir. MIC deneylerinde
kullanilacak besiyeri ve igerigindeki Mn konsantrasyonunu belirleyebilmek amaciyla, farkli
Mn konsantrasyonlar1 (0, 0.5, 1, 2, 3 g/l) ile hazirlanmig Mn Broth ve LBB besiyerlerinde

JETAT1-E2 susunun biiyiime yogunlugu ve MnOx liretme miktar1 karsilastirilmistir.

JETA1-E2 susunun, Mn Broth besiyerinde 3 g/l Mn konsantrasyonu hari¢ diger tiim
konsantrasyonlarinda, LLLB besiyerinde ise tiim konsantrasyonlarinda 85. giine kadar biiylime
egilimi gosterdigi belirlenmistir. Mn varliginda bakterinin 85 gilin gibi uzun bir siire canli
kalabilmesi, hatta biiyiimesinin tesvik edilmis olmasi, bakterinin enerji kaynagi olarak Mn
kullandigimnin bir gdstergesi olarak, potansiyel bir kemolitotrofik yasam tarzina isaret
etmektedir. Dahasi deney siiresince devam eden ve genel olarak artis egiliminde olan MnOx
tiretimi de bu bulguyu desteklemektedir. Nitekim Yu ve Leadbetter (2020), multidisipliner
teknikler kullanarak gergeklestirdikleri ¢aligsmalarinda, bakteriyel bliyiime ve Mn oksidasyonu
arasindaki iligkiyi ve bu metabolik siirecte yer alan molekiiler yollar1 ve proteinleri ortaya
koyarak, bakterinin Mn oksidasyonunu enerji kaynagi olarak tercih ettigi bir kemolitotrofik
stirec icerisinde bulunabildigini ortaya koymustur. Aragtirma, Mn(II)’yi oksitleyen bakterilerin
Mn(II) oksidasyonu ile es zamanli olarak iistel biiyiime sergiledigini ve Mn tiiketimi ile biiyiime
arasinda bir baglant1 oldugunu ortaya koymustur. Dahasi, bakterilerde Mn(II) kemolitotrofisine

dahil olabilecek genler tanimlanarak ve Mn oksidasyonunun CO:2 fiksasyonu yoluyla enerji
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metabolizmasini ve biyokiitle tretimini yonlendirdigi gosterilerek, Mn tiikketiminin bu

metabolik siirecle baglantili oldugu fikri desteklenmistir (Yu ve Leadbetter, 2020).

Mn Broth ve LBB besiyerlerinin Mn konsantrasyonlarindaki farkliligin, JETA1-E2 susunun
biiyime yogunlugu ve MnOx liretme miktarma etkisi degerlendirildiginde, her iki besiyerinin 2
ve 3 g/l Mn konsantrasyonlarinda da, bakterinin Mn’siz ortamlarina gore daha uzun siire lag
fazinda kaldiklar1 belirlenmistir. Bu durum, bu iki konsantrasyonun bakteri i¢in toksik etkili
olabilecegine isaret etmektedir. Nitekim, topraktan izole ettikleri ve Mn oksitleyebilen
Pseudomonas taiwanensis suslari ile ger¢eklestirdikleri ¢alismalarinda Liu ve dig. (2022), 0.12
g/l Mn konsantrasyonuna kadar calisilan konsantrasyonlarda mikroorganizma biiylimesinin
giclii bir sekilde etkilenmedigi ve Mn konsantrasyonu 0.24 g/l ulastifinda ise suslarin
neredeyse bliylimedigini ve lag fazinin da bu toksik olmayan konsantrasyona goére 1 giin
geciktigini rapor etmislerdir. Petrol {iretim suyundan izole edilen ve Mn oksitleme yetenegi
belirlenen Bacillus zhangzhouensis bakterisi ile ylriitiilen farkli bir ¢alismada ise tez
caligmasindakine benzer sekilde, 2 ve 3 g/l Mn konsantrasyonlarinin bakteriye toksik etki
gosterdigi ve toksik olmayan konsantrasyonlarda da (0.15, 0.5 ve 1 g/l), artan Mn
konsantrasyonunun bakterinin logaritmik faza girmesini geciktirdigi rapor edilmistir (Ou-Yahia
ve dig., 2024). Bahsedilen c¢alismalar ve tez ¢alismasindaki MOB’lerin farkli Mn
konsantrasyonlarina tolerans gostermeleri, bakteri cinslerinin ve izole edildikleri ortamlarin
farkliligindan kaynaklanabilecegi gibi, arastirmalarda kullanilan besiyerlerinin farkliligindan
da kaynaklanabilir. Besiyeri icerigindeki farkliliklar, ayni bakteri susunun ayni Mn
konsantrasyonlarinda farkli biiylime davraniglar1 sergilemesine yol agabilmektedir. Nitekim tez
caligmasinda, yliksek Mn varliginda, bakterinin LBB besiyerindeki lag fazi siiresi Mn Broth
besiyerindekine gore belirgin sekilde daha uzun siirmiistiir. Bununla birlikte deneyin ilerleyen
giinlerinde bakteri her iki ortamda da bu toksisite ile basa ¢ikarak, deney sonuna kadar
blylimeye devam edebilmistir. Nitekim, basta Sphingomonas panacis olmak Uzere
Sphingomonas cinsine ait gesitli tiirlerin Mn’nin toksik etkisini tolere edebildigi (Singh ve dig.,
2015), dahas1 Sphingomonadaceae ailesinde yer alan Sphingomonas ve Sphingopyxis gibi
cinslere ait MOB turlerinin, bulunduklar1 ortamlardaki Mn’yi okside ederek biyojenik Mn
oksitler (BMO) iiretebildikleri ve bu BMO’larin arsenik gibi bazi agir metallerin
biyoremediasyon islemlerinde potansiyel uygulamalara sahip oldugu literatiirde yer almaktadir

(Piazza ve dig., 2019; Wang ve dig., 2020; Yang ve dig., 2021).
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Besiyerleri, bakterinin MnOx iiretimi agisindan degerlendirildiginde, JETA1-E2 susunun ilk
MnOx tiretiminin her iki besiyeri i¢in de 3. giinde basladigi, deney siiresince devam ettigi ve
MnOx iiretim miktarinin deney sonuna kadar artis egiliminde oldugu belirlenmistir (sirasiyla,
p<0.01 ve p<0.01). Dahasi, JETAL1-E2 susunun 0.5 g/l ve 3 g/l Mn igceren Mn Broth ve LBB
besiyerlerindeki kiiltiirlerinde olusan MNnOx miktarlarmin deney siiresince genel olarak benzer
degerlerde oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, 1 g/l ve 2 g/l Mn konsantrasyonlarindaki
MnOx miktarlarinda belirgin bir farklilik oldugu ve bu konsantrasyonlardaki Mn Broth
besiyerindeki kiltirde, LBB besiyerindeki kiiltiire gore, daha yogun miktarda MnOx olustugu
belirlenmistir (sirasiyla, p<0.01 ve p<0.01) (Sekil 4.20).

JETAL-E2 susunun mangan oksidasyon aktivitesi sonucu MnOx ¢okeltilerinin olusumu ve
miktar, 7175-T7351 aliiminyum kuponlarinin korozyon mekanizmasinin incelenmesi
acisindan Oonemli bir parametre olmasi sebebiyle, korozyon caligmalarinda, yogun miktarda
MnOx olusumunun tespit edildigi Mn Broth besiyerinin kullanilmasina karar verilmistir. MnOx
iiretimi agisindan belirgin olarak diger konsantrasyonlara gore daha verimli olan 1 ve 2 g/l Mn
konsantrasyonlar1 arasindan bakterinin biiyiimesini en fazla tesvik eden 1g/1 degeri se¢ilmistir.
Boylece, ilk gerceklestirilen korozyon deneylerinde (deney diizenegi 1), deney ortami olarak 1

g/l final Mn konsantrasyonuna sahip Mn Broth besiyeri kullanilmistir.

Final Mn konsantrasyonu 1 g/l olan laboratuvar olcekli diizenekte yapilan bakteriyolojik
analizlerde, ilk 6rnekleme saatinde (0. giin) koloni sayimu ile belirlenen bakteri sayisinin, ikinci
ornekleme giiniinde (4. giin) belirgin sekilde distiigii ve ilerleyen 6rnekleme giinlerinde 60.
giine kadar artis gosterse de, ilk 6rnekleme giiniinden daha diisiik oldugu saptanmistir. Bu
durum, 7175-T7351 aliiminyum alagimlarinin varliginin JETA1-E2 susunun biyumesini
olumsuz etkilendigine isaret etmektedir. Daha sonraki 6rnekleme zamanlarinda kiiltiirel bir
yontem olan koloni saymu ile ireme gozlenmemis, ancak EPS igerigindeki toplam
karbonhidrat miktarinin artip azalarak degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. Bu dogrultuda,
final Mn konsantrasyonu 1 g/l olan deney ortamma, diizenek igerisindeki aliminyum
kuponlarin korozyonu sonucu toksik Al iyonlarinin da eklenmesinin, bakteri i¢in stres kaynagi
olusturabilecegini ve bakterinin hayatta kalma stratejisi olarak da VBNC (Viable But Not
Culturable = canli ama kiiltiire edilemeyen) formuna geg¢mis olabilecegini diisiindiirmiistiir.
VBNC formu, olumsuz ¢evresel kosullarina (pH, sicaklik, toksik bilesiklerin varligi vb.) maruz

kalan bakterilerin hayatta kalma stratejisi olarak kabul edilmektedir. Bu forma giren bakteriler,
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kiiltiire edilemeseler de metabolik aktivitelerine devam edebilmektedirler (Pinto ve dig., 2013).
Nitekim, deney diizenegindeki bazi parametrelerin (MnOx, Mn*? ve pH degerleri) arastiriimasi
sonucunda elde edilen veriler de, deney diizeneginde JETA1-E2 susunun metabolik
faaliyetlerinin devam ettigini destekler niteliktedir. Dahasi, deney diizeneginde JETA1-E2
susuna maruz birakilan kuponlarin agirlik kaybi degerlerinin ve korozyon hizinin, kontrol
diizenegindeki kuponlara gore anlamli derecede yiiksek oldugunun belirlenmesi (sirasiyla,
p<0.05 ve p<0.01) ve hatta korozyon hizi oraninin (deney/kontrol) deney sonunda, ilk
ornekleme giinii olan 4. giindeki orana gore 2 kat yiiksek oldugunun belirlenmesi de, JETA1-

E2 susunun metabolik faaliyetlerinin bir bagka gdstergesidir.

Deney ve kontrol diizeneklerinden elde edilen tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde, final
Mn konsantrasyonu 1 g/l olan diizenekler ile gergeklestirilen deneyde, Mn okside eden JETAL1-
E2 susunun ¢ogalabildigi ve Mn oksitleme aktivitesini gergeklestirebildigi belirlenmistir.
Bununla birlikte hem biyime yogunlugunun hem de Mn oksitleme aktivitesinin, aliiminyum
kupon igermeyen ortamlarda gerceklestirilen 6n calismalardaki sonuglara kiyasla belirgin
oranda diisiik olmasi, bakterinin etkinligini sinirlandirici faktorlerin varligina isaret etmektedir.
Bu durum, aliminyum kuponlardan kaynaklanabilir. Aliminyum kuponlarin, ilk 6rnekleme
giniinden itibaren korozyona ugradigi deney sonuglari ile net bir sekilde ortaya konulmaktadir.
Bu dogrultuda, JETA1-E2 susunun mikrobiyal etkinliginin azalmasi, aliiminyum kuponlarin
korozyonu sonucu deney ortamina katilan Al iyonlarin, bakteriye inhibitor etki gostermesinden
kaynaklanabilir. Nitekim kiiltirel yontemler ile bakteri sayisinin tespit edilememesi ve
bakterinin VBNC fazinda olabilecegi ihtimali de bu hipotezi gii¢lendirmektedir. Bununla
birlikte bu durum, gergeklestirilen deney kosullarinda JETA1-E2 susunun mikrobiyal
etkinliginin az olmasindan kaynakli, mikrobiyal korozyonun dolayisiyla aliiminyum
kuponlardaki agirlik kaybimin daha diisiik olarak tespit edilmis olmasina yol agmus olabilir. Bu
nedenle, Al’nin JETA1-E2 susu lizerine toksik etkisi olup olmadiginin arastirilmasi amaciyla,
deney diizeneginde kiiltiir ve biyofilm ile kontrol diizeneginde besiyeri ve film igerigindeki Al
konsantrasyonlar1 ICP- MS analizi ile tespit edilmistir. ICP-MS sonuglar1 dogrultusunda final
konsantrasyonlar1 0.004 - 4 g/l araligindaki Al ve final konsantrasyonlar1 0, 0.5, 1 ve 2 g/l Mn
ile minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) deneyleri gerceklestirilmistir. Boylece bu

iyonlarin JETA1-E2 susunun blyimesine etkisi arastiriimistir.
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MIK deneylerinden elde edilen veriler, kuponlardan ¢6ziinen Al’'nin JETA1-E2 susu iizerinde
tek basina toksik bir etkisinin olmadigini ortaya koyarken, Al ve Mn’nin bir arada olmasi ile
belirgin bir antibakteriyel etkinin olustugu tespit edilmistir. Dahasi, Mn konsantrasyonu
arttikca, antibakteriyel etkinin de arttig1 belirlenmistir. Elde edilen bulgular, 1 ve 2 g/l Mn
konsantrasyonlarinin tercih edilecegi diizeneklerde, kuponlardan ¢oziinecek Al’nin de etkisi ile
JETAL1-E2 susunun korozyon etkisinin arastirilmasinin miimkiin olamayacagini agikga ortaya
koymustur. Bu nedenle, deney diizeneginde deney ortami olarak final Mn konsantrasyonu 0.5

g/l olan Mn Broth besiyerinin kullanilmasina karar verilmistir.

Final Mn konsantrasyonu 0.5 g/l olan laboratuvar 6lgekli diizenekte (deney diizenegi 2)
gergeklestirilen deneylerde, deneyin ilk 6rnekleme giinlinden itibaren kuponlarin yiizeyinde
gbzle goriilebilen, ince ve yiizeyden kolayca alinabilen bir biyofilm tabakas1 olustugu, deneyin
ilerleyen siirecinde ise kuponlarin yiizeyinde kahverengi birikintiler ve tiiberkiil olusumu
gozlemlenmistir. Deney diizenegindeki bakteri sayilar1 degerlendirildiginde, JETA1-E2 susuna
ait planktonik bakteri sayisinin, her 6rnekleme giiniinde, sesil bakteri sayisindan daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (»p<0.01). Literatiirde bu bulguya benzer sekilde planktonik bakterilerin
sesil olanlarin sayisindan yiiksek oldugu rapor edilen ¢aligmalar bulunmaktadir (Ilhan-Sungur
ve dig., 2007; Arkan ve dig., 2016). Bununla birlikte literatiirde, bu durumun tersi olan (Singh
ve dig., 2011) veya iki formun sayilarinin birbirine yakin (Lata ve dig., 2012) olarak rapor
edildigi ¢alismalar da bulunmaktadir. Bu farkliligin sebebi, ¢alisilan bakteri tiirli, deney

kosullar1 ve lizerinde biyofilmin olustugu malzeme tipindeki farkliliklardan kaynaklanabilir.

Deney ve kontrol diizeneklerindeki MnOx 6lgtimleri LBB kolorimetrik boyasi ile yapilmistir.
Deney diizeneginde hem kiiltiirden hem de kiiltiire maruz birakilan kuponlarin yiizeyinde
olusan biyofilm tabakasindan Olglimler yapildiginda, kiiltiirdeki MnOx oraninin
biyofilmdekinden belirgin sekilde yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, kiiltiirdeki
MnOx miktarinin siirekli artip azalarak degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Bunun sebebi
uretilen MnOx tipinin ¢oziilebilir bir oksit tipi olmasi ve bakteri tarafindan ¢oziinmiis formdaki
Mn’nin tekrar okside edilmis olmasi olabilir (Zhou ve Fu, 2020). JETA1-E2 susunun 6. giinden
itibaren MnOx iiretmeye basladigi ve deney siiresince kiiltiirdeki MnOx miktarinin steril Mn
Broth besiyerinde tespit edilenden daha fazla oldugu belirlenmistir (p<0.05). Dahasi, yiiksek
miktardaki MnOx miktarinin, steril ortamda 60. giinden, bakteri varliginda ise 13. giinden

itibaren Olcililmiis olmasi, bakterinin MnOx tiretim siirecini hizlandirdiginin bir gostergesidir.



141

Nitekim Zhang ve dig. (2015), toprak kaynakli bir MOB olan Escherichia coli bakterisindeki
MCO enziminin, hicre yizeyinde Mn(ll) oksidasyonunu katalize ederek Mn(l11) ve Mn(IV)
oksitlerin olusumuna yol agmasindaki roliinii arastirdiklar1 14 giinliik caligmalarinda, bakteri
varliginda MnOx iiretim oraninin kiiltiiriin ilk 5 giinli boyunca istikrarh bir sekilde arttigi ve
deney boyunca da yiiksek seviyelerde kaldigini rapor etmislerdir. Bir diger ¢aligmada,
Proteobacteria’nin a-4 alt grubunda ve Erythrobacter cinsinin iiyeleriyle yakindan iligkili olan
bir MOB susunun izolasyon, karakterizasyon ve Mn(II) oksidasyonununu arastiran Francis ve
dig. (2001) ise 7 giin siiresince bakterinin MnOx iiretimini takip etmis ve gozle goriiliir
kahverengi MnOx cokeltilerinin genellikle 3-4 giinliik biiyiimenin ardindan duragan fazin
baslangicinda meydana geldigini ve Mn(II)’nin kendisinin veya oksidasyonunun susun genel
biiylime verimini arttirdigini rapor etmislerdir. Her iki ¢alisma da, bakterinin ilk MnOx retimi
ve bliylime ile iliskisi hakkinda bulgular rapor etmis olmasina ragmen, bakterilerin varliginda

MnOx iiretim hizinin nasil degistigini yorumlayabilmek s6z konusu degildir.

Deney siiresince, deney ve kontrol diizeneklerindeki ortamlarin Mn*? miktarlarinm degisiklik
gosterdigi ve kontrol diizenegindeki degerlerin deney diizenegindekilerden daha yiiksek oldugu
saptanmistir. Bu durum mangan okside etme yetenegindeki JETAL1-E2 susunun, metabolik
aktivitesini strdurebilmek icin ortamdaki serbest Mn*? iyonlarin1 kullandiginin bir gostergesi
olabilir. Ustelik bakteri kilturindeki MnOx miktarinin steril Mn Broth besiyerinde tespit
edilenden daha fazla olmas1 (p<0.05) da bu durumu desteklemekte, hatta bakterinin varliginin
MnOx iiretim siirecini hizlandirdigini da ortaya koymaktadir. Nitekim MOB’ler, oksijenin de
yardimi ile suda serbest halde bulunan Mn*? iyonlarini, MnO2 ve ilgili bilesiklere okside ederler
(Lewandowski ve Beyenal, 2009; Little ve Lee, 2007; Linhardt, 2010). MOB’ler varliginda,
oksijen aracili gerceklesen oksidasyon oranindan birkag kat yiiksek oksidasyon oranina sahip

MOB aracili oksidasyon daha hakim olmaktadir (Cai ve dig., 2023).

Deney diizenegindeki 7175-T7351 aliiminyum kuponlarin agirlik kaybi degerlerinin zamanla
arttig1 (r = 0.970, p<0.01) ve agirlik kaybi artik¢a da korozyon hizinin arttig1 belirlenmistir (r=
0.883, p<0.01). Deney siiresince korozyon hizinin ise 25. giine kadar azaldig1, sonrasinda ise
deney sonuna kadar artarak 80. gunde 21.78 + 2.02 um/y degerine ulastig1 tespit edilmistir.
Calismadaki korozyon hizi hesabinin, agirlik kaybi yontemine gore gergeklestirilmesi

nedeniyle kuponlardaki korozyon, birim zamandaki korozyon hizindan yararlanilarak
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degerlendirilmistir. Agirhik kaybinda gozlenmeyen ama korozyon hizinda goézlenen bu

degisikligin sebebi de bu durumdur.

Deney diizenegindeki kuponlarin agirlik kayiplarinin ve korozyon hizlarinin deney siiresince
kontrol diizenegindekilerden daha yiiksek oldugu tespit edilmis olup, korozyon hiz1 verileri
acisindan bu farkin anlamli oldugu (p<0.01) ve deney sonunda kontrol diizenegindekinden 2.15
kat fazla oldugu belirlenmistir. Gravimetrik analiz ¢calismalar1 sonucunda, JETA1-E2 susunun

7175-T7351 aliiminyum alagimini korozyona ugrattig1 tespit edilmistir.

Deneyin ilk 6 giinliik siirecinde agirlik kaybinin, deney ve kontrol diizeneklerindeki kuponlarda
ayni miktarda gerceklestigi tespit edilirken, bakteri KkiltGrinun 6. gunde MnOx Uretim
aktivitesinin baslamasi ile birlikte agirlik kaybinin da kontrole gore artmasi ve deney siiresince
de daha yiiksek degerlerde olmasi, 7175-T7351 aliiminyum alagiminin mikrobiyolojik
korozyonunda JETAL-E2 susunun Mn oksidasyon aktivitesinin ve bu aktivite sonucunda
uretilen MnOx’lerin rolii oldugunu ortaya koymaktadir. Nitekim, MOB’lerin ¢oziinmiis
Mn(II)’yi metal ylizeylerde biriken ¢dziinmez Mn oksitlere doniistiirebildigi ve bu birikintilerin
yerel ortami degistirerek, metal {izerinde ¢ukur olusumu icin kosullar yaratabildigi rapor
edilmistir (Palanichamy ve dig., 2002). 1990’1 yillardan beri, MOB’lerin metallerin MIC’1
iizerine c¢alismalar yapilmaktadir. Genellikle paslanmaz ¢elik ve karbon ¢elik ile
gerceklestirilen bu ¢alismalarda, MOB varligin metalin korozyon potansiyelinde kayda deger
bir artisin oldugu ve metal iizerinde MnOx’lerin biriktigi rapor edilmistir (Linhardt, 1994;
Dickinson ve dig., 1997; Olesen ve dig., 2000; Ashassi-Sorkhabi ve dig., 2002). Bu bakterilerin
aktif metabolizmalarinin bir sonucu olarak yiizeyde biriken MnOx’lerin, diferansiyel
havalandirma hiicrelerinin olusumuna neden olarak, mikrobiyolojik korozyondan sorumlu
SRB’lerin ve diger anaeroplarin ¢ogalmasii tesvik ettigi de rapor edilmistir (Wiatr, 2008;
Dickinson ve Wiatr, 2013). MOB ve SRB aktivitesinin kombinasyonu ise ¢esitli ortamlarda
metal korozyonunu 6nemli 6l¢iide hizlandirabilmektedir. Literatiirde yer alan bu bilgilerin yani
sira, bir MOB susunun 7175-T7351 aliiminyum alasiminin mikrobiyolojik korozyonundaki

etkisi ilk kez bu tez ¢aligsmasi ile rapor edilmektedir.

JETA1-E2 susunun, 7175-T7351 aliminyum alagimma MIC etkisi gravimetrik analizin yani
sira, goriintilleme ve karakterizasyon analizleri ile de degerlendirilmistir. 7175-T7351
aliminyum alasimli kuponlarin yilizeyinden gerceklestirilen EDS analizleri, alagimin yapisinda

bulunan c¢okeltilerin yogunlukla Al, Zn, Mg ve Cu elementlerinden olustugunu ortaya
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koymustur (Sekil 3.4 ve Sekil 4.40a). Literatiirde ikinci faz olarak gecen bu cokeltiler
aliminyum matrisine kimyasal olarak heterojendirler ve ¢ukur korozyonuna karsi duyarlilig
arttirma egilimindedirler (Piotrowski, 1994; Ilevbare ve dig., 2004). Korozyon cukurlar1 ya
ikinci fazin kendisindeki ¢6ziinme ya da yakinindaki matrisin ¢oziinmesi ile olusmaktadir ve
olas1 senaryo fazlarin elementel kompozisyonuna goére degigsmektedir. Tez ¢alismasindaki EDS
bulgularina benzer sekilde, Mg, Zn ve Si igeren faz genellikle Al matrisinden daha yiiksek
elektrokimyasal aktivitiye sahiptir ve korozyon genellikle ikinci fazin kendisinin ¢éziinmesiyle

baslamaktadir (Chen ve dig., 2021).

Deneyin ilerleyen zamanlarinda, alasim yilizeyinde olusan biyofilm tabakasinda kahverengi
birikintilerin yani sira, yiizeyde kahverengi bir tiiberkiiliin olustugu ve tiiberkiil kaldirildiginda
ise tiiberkiiliin altinda oyuk meydana geldigi gozlemlenmistir. EDS analizleri, kuponlarin
ylizeylerinde olusan korozyon iiriinlerinin O ve Al elementlerine ek olarak genellikle Zn, Mg,
Cu, Mn ve Si elementleri i¢erdigini gostermistir. Yiizeyde olusan tiiberkiiliin ise O, Al ve C
yant sira, diigiik miktarlarda Zn, Mn ve Si elementleri icerdigi tespit edilmistir. Tiiberkiilde
C’nun tespit edilmis olmasi, canliya veya onun sentezledigi bir iiriine isaret edebilir (Martinez
ve dig., 2022). Bununla birlikte, detayli ve tekrarli yapilan SEM analizlerinde, tiiberkiiliin hi¢bir
noktasinda bakteriye rastlanilmamistir. Bu durum, C’nun besiyerinden gelmis olabilecegine
isaret edebilir. Nitekim kontrol diizenegindeki kuponlarin yiizeyinde olusan film tabakasinda
da C tespit edilmistir. Bununla birlikte, tiiberkiiliin besiyeri ile direkt temasta olmayan i¢
kisminda da C’nun tespit edilmis olmasi, canlilik aktivitesinin bir gostergesi olarak

yorumlanabilir. Dahas: tiiberkiiliin igeriden biiyiidiigline de isaret etmektedir.

Tiiberkiiliin altinda ¢ukurcuk korozyonunun gergeklesmis olmasi, bakteri tarafindan {iretilen
MnO: ile bakterinin tutundugu ve biyofilmin gelistigi ¢okeltinin (Al, Zn, Mg ve Cu
elementlerinden olusan) birlikte galvanik ¢ift olusturmus olabilecegine isaret etmektedir. Bu
durumda tiiberkiiliin olustugu alanda, yiizeydeki biyofilm igerisindeki MnO:> katot olarak
davranirken, bu ¢okelti anot olarak davranmis ve korozyon bu bolgeden baslamis olabilir. Bu
mekanizma, Linhardt (2004, 2010)’in 6nerdigi MOB kaynakli korozyon mekanizmasindan
tamamen farklilik gostermektedir. Bu tez caligmasi ile Linhardt (2004, 2010)’1in paslanmaz
celikte MOB ile gergeklestirdigi calismanin bir sonucu olarak ortaya koydugu mekanizmadan

farklh bir mekanizma ortaya konulmus olmasi, ¢calismada aliiminyum alagimi kullanilmasindan
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ve metallerin birbirinden tamamen farkli 6zelliklerde olmalarindan kaynaklanmis olabilecegi

gibi MOB tiirlerindeki farkliliktan da kaynaklaniyor olabilir.

Cukurcugun agiz kisminda olusan tliberkiil, cukurcuk icindeki c¢ozeltinin seyrelmesini
onleyerek c¢ukurcuk i¢inde korozyonu gii¢lendirici etkilere yol acabilir. Bununla birlikte,
cukurcuk icindeki korozyonun baslamasi ve ilerlemesi otokatalitik olarak yiiriitiiliir ve
cukurcugun i¢i ayr1 bir durum olarak degerlendirilir (Doruk, 2014). Tiiberkiiliin altinda olusan
oyugun c¢ok sayida katman igerdigi, korozyon iirlinleri ve yogun miktardaki bakterilerin her
katmanda i¢ i¢e oldugu gozlenmistir. Oyugun farkli katmanlarindan yapilan EDS analizleri ile
korozyon tirlinlerinin yiiksek miktarlarda O ve Al’'nin yan sira Cu, daha diisiik miktarlarda ise
Zn ve Mg igeridigi saptanmistir. Cukurcugun igerisindeki yogun Cu elementinin tespiti Cu’nun
coziinmesi ile ilgili iki farkli olasilig1 giindeme getirmistir. Birinci olasilikta, bakteri siiregte
dogrudan rol oynayarak, Mn(II) oksidasyonu i¢in gerekli olan MCO enziminin sentezi i¢in
ihtiya¢ duydugu Cu’yu salgiladig: hiicre dis1 enzimler araciligryla metalden saglamis olabilir.
Nitekim, MCO enzimi ile Mn(Il) oksidasyonu gerceklestiren mikroorganizmalarda, Cu
iyonlariin gerekli oldugu ortaya konmustur (van Waasbergen ve dig., 1996, Larsen ve dig.,
1999, Brouwers ve dig., 2000). Cok cesitli bir enzim ailesi olan MCO’lar, ¢esitli organik ve
inorganik substratlar1 oksitlemek i¢in kofaktdr olarak birden fazla Cu iyon tiiriini
kullanmaktadir (Solomon ve dig.,1996). Dahasi, Larsen ve dig. (1999) calismalarinda Cu
iyonlarinin ortama eklendigi durumlarda, Mn oksidasyonunun arttigini ve bu iliskinin Cu iyon
konsantrasyonu ile iliskili oldugunu rapor etmislerdir. Ikinci olasilikta ise bakteri tarafindan
olusturulan MnO2’nin elektron potansiyelinin Cu’nunkinden yiiksek olmasi, Cu’nun anodik
davranarak ¢oziinmesine neden olmus olabilir. Ya da her iki olasilik da beraber gerceklesmis
olabilir. Dahasi, Cu-zengin bolgeler katodik bolgelerdir (Meng ve Frankel, 2004) ve ¢cukurcuk
bolgesinde tabaka seklinde olusan korozyon iiriinlerinde Cu’nun varligy, ilave katodik alanlarin

ortaya ¢ikmasina yol acarak korozyon siirecini hizlandirmis olabilir.

XPS analizinden elde edilen sonuglar, bakterili ve steril ortamlara maruz birakilan 7175-T7351
aliminyum alasimli kuponlarin yiizeylerindeki korozyon iiriinlerinin farklilik gosterdigini
ortaya koymustur. MnO2, Mn203 ve Mn3Os bilesikleri sadece bakterili ortamda tespit
edilmislerdir ve literatiirde rapor edilen biyojenik MnOx’ler arasinda yer almaktadirlar (Zhou
ve Fu, 2020). Tespit edilen oksitli Mn bilesikleri, JET A1-E2 susunun bulundugu diizenekte Mn

oksidasyonunu gerceklestirdigini gostermektedir.
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Elde edilen bulgular dogrultusunda ulasilan sonuglar asagida belirtilmistir:

1. Jet A-1 tip ugak yakitindan, mangan okside etme yeteneginde bir bakteri izole edilmis
ve Sphingomonadaceae ailesi igerisinde yeni bir cins ve tiir oldugu belirlenmistir.

2. Bu tez galismasi ile ucak yakiti jet A-1’den izole edilen Sphingomonadaceae ailesi
icerisindeki bir bakterinin, mangan okside etme yetenegine sahip oldugu ilk kez rapor
edilmistir.

3. JETAL1-E2 susunun varliginda MnOx iiretimi, bakterisiz ortama godre daha hizli
gergeklesmektedir.

4. Tez ¢aligmasinda kullanilan besiyerleri igerisinde, JETA1-E2 susu en yogun biiylimeyi
LBB besiyerinde gerceklestirirken, en yiiksek MnOx Uretimini ise Mn Broth besiyerinde
yapmaktadir. Bu nedenle, MOB’lerin biiyiimesinin ve Mn oksitleme yeteneklerinin
incelendigi c¢alismalarda birden fazla MOB spesifik besiyerinin kullanilmasi
onerilmektedir.

5. Tez deneylerindeki gibi laboratuvar 6lgekli sistemlerde toksik agir metal iceren metalik
alasimli malzemeler ile yiiriitilecek korozyon deneyleri i¢in deney kosullar
belirlenirken, biiyiime ve aktiviteye yonelik 6n c¢alismalarin hem kuponsuz hem de
kupon varliginda gergeklestirilmesi onerilmektedir. Bdylece, kuponlarin korozyonu
sonucu ortama salinabilecek metal iyonlarin toksik etkisi MIC deneyleri 6ncesinde
belirlenebilir.

6. Mangan okside eden JETA1-E2 susu, 7175-T7351 aliiminyum alagimint mikrobiyolojik
olarak korozyona ugratmaktadir.

7. MOB’un 7175 serisi bir aliminyum alasiminda neden oldugu MIC mekanizmasi,
literatiirde MOB’ler i¢in Onerilen mekanizmalardan farkliliklar gosteren yeni bir
korozyon mekanizmasidir.

8. MIC’in en dogru sekilde degerlendirilebilmesi i¢in gravimetrik, yilizey goriintiileme ve

karakterizasyon analizlerinin birlikte yapilmas1 6nem arz etmektedir.
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