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OZET

SOGUTMA SiSTEMINDEKIi BAKIR YUZEYLERDE BiYOFiLM OLUSUMU
VE MiKROBIYOLOJIK KOROZYONUN INCELENMESI

Mikrobiyolojik korozyon (MIC), su sistemlerinde yaygin ve giderek daha ¢ok 6nem
kazanan ekonomik ve ¢evresel bir problem olarak diisliniilmektedir. Bakir ve alagimlari
korozyon ve mikrofaulinge kars1 yiliksek direncinden, iyi derecedeki elektrik ve 1s1
iletkenliginden dolayr uzun yillardir 1s1 degistiricilerde, deniz suyundaki boru
sistemlerinde ve igme suyu sistemlerinde kullanilmaktadir.

Bu tez projesindeki hedefimiz, su sogutma sisteminde, mikroorganizmalarin bakir
yiizeylerde olusturdugu korozyonun miktarin1 saptamaktir. Bu amagcla, degistirilmis
Pedersen cihazi, kuponlarla beraber bir su sogutma sistemindeki 1s1 degistiriciye paralel
olarak yerlestirilmistir. Ayn1 zamanda bakir kuponlar1 iceren kontrol sistemi de deney
sistemi ile es zamanli calistirllmistir. Deney kuponlar1 10 ay siiresince her ay SOB,
SRB, aerobik ve anaerobik heterotrofik bakteri sayisinin saptanmasi, korozyon hizinin
Olclimii, hiicre dis1 polimerik maddelerin eldesi (EPS), karbonhidrat analizi ve Cu
konsantrasyonunun 6l¢iimii i¢in sistemden ¢ikarilmisg, taramali elektron mikroskobunda
(SEM) incelenmistir. Ayrica enerji dagilim spektrofotometre (EDS) analizi yapilmistir.

SEM analizleri, bakirin mikroorganizmalara karsi toksik etkisi olmasina ragmen
mikroorganizmalarin bakir yiizeylere tutunup biyofilm olusturdugunu gostermistir.
Ayrica biyofilmdeki SRB sayisi arttik¢a biyofilmdeki bakir konsantrasyonu da artmistir
(»<0.01). Biyofilm ve EPS’deki Cu konsantrasyonu ile deney kupon agirlik kayiplar
arasinda ayni yonde anlamli bir iliski oldugu tespit edilmistir (p<0.01). Deney
kuponlarimin agirlik kaybi zamana bagli olarak artmistir (p<0.01). Sonuglarimiz
mikroorganizmalarin bakirin korozyonundan sorumlu oldugunu gostermistir.

vii



SUMMARY

INVESTIGATION OF MICROBIOLOGICAL CORROSION AND BIOFILM
FORMATION ON COPPER SURFACES

Microbiologically influenced corrosion (MIC) is a common problem in water systems
and increasingly being considered as an important economic and environmental
problem. Copper and its alloys have been commonly used in heat exchangers, seawater
piping systems and drinking water systems for many years because of its good
resistance to corrosion and microfouling, excellent electrical and thermal conductivity
etc.

The aim of this study is to determine the amount of corrosion on copper surfaces caused
by microorganisms in a cooling water system. For this purpose a modified Pedersen
device was put in parallel to heat exchanger system with copper coupons in a cooling
water system. Also a control system with copper coupons was run simultaneously with
test system. Test coupons were removed monthly from systems during 10 months for
enumeration of SOB, SRB, aerobic and anaerobic heterotrophic bacteria, corrosion rate
measurement, extracellular polysaccharide substances (EPS) extraction, carbohydrate
analysis and Cu concentration measurement, scanning electron microscope (SEM)
observation. Also energy dispersive spectrofotometry (EDS) analysis was performed.

SEM analysis showed that microorganisms attached and formed a biofilm layer on the
copper surfaces, even the toxicity of copper to a variety of microorganisms. Also Cu
concentration of biofilm was correlated with the number of sessile SRB cells (p<0.01)
Cu concentrations of biofilm and EPS were correlated with the weight loss of test
coupons(p<0.01). The weight loss of test coupons increased with time (p< 0.01).Our
results showed that microorganisms are responsible for the corrosion of copper.
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1 GIRIS

Suyun mikrobiyolojik olarak kirlenmesi, sadece hastaliklarin yayilmasina neden oldugu
icin degil mikroorganizmalarin biyofilm olusturmalar1 ve mikrobiyolojik korozyona
neden olup endiistride ¢ok ciddi problemlere ve maddi kayiplara yol agtiklar i¢in de

Onemlidir.

Sogutma kulelerinde sogutularak sisteme geri verilen suyun i¢inde ¢ogalan bakteri,
mantar ve algler metal ylizeylerde tutunarak biyofilm tabakasinin olusumuna neden
olurlar (Choudary, 1998). Biyofilm, lejyoner hastaligina yol agan Legionella
pneumophila gibi hastalik etkeni bakteriler ile metal ylizeylerde korozyona yol agan
kiikiirt okside eden bakteriler (SOB) ve siilfat indirgeyen bakterilere (SRB) de ev
sahipligi yapmaktadir. Su sogutma sistemlerinde olusan biyofilm ve buna bagl olarak
olusan mikrobiyolojik korozyon (MIC), 1s1 transfer veriminin azalmasina, iiretimde
kayiplara ve sistem bakim harcamalarinin artmasina neden olmaktadir (Paszko-Kolva

ve dig., 1991a; Roberts ve dig., 2002; Ilhan-Sungur, 2007) .

Bakir, 1s1 ve elektrigi yiiksek oranda ileten, biofaulinge ve korozyona kars1 direngli soy
bir metaldir. Bu 6zellikleri nedeniyle sogutma kulelerinde de kullanilan 1s1 degistiriciler
ve igme suyu sistemleri borularinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Arens ve dig.,
1995; Critchley ve dig., 2003; Kjellerup ve dig., 2006). Bakir ve alagimlarinin
mikrobiyolojik korozyonu ile ilgili fazla calisma yoktur. Bunun nedeni bakirin
mikroorganizmalara kars1 toksik oldugunun yaygin bir goriis olmasidir. Ancak yapilan
caligmalarda bakir (II) iyonlarina karsi tolerans gosterebilen bakterilerin oldugu ve
bakirin bu bakteriler tarafindan korozyona ugratilabildigi rapor edilmistir (Dutkiewicz

ve Fallowfield, 1998; Critchley ve dig., 2004).

Biyofilmde bulunabilen aerobik SOB ve anaerobik SRB, metabolik etkinlikleri sonucu
asidik irlinler (sirasiyla H,SO4 ve H,S) olustururlar. Bu asidik iiriinler, metallerle

kimyasal olarak reaksiyona girerek MIC’e neden olurlar (Hamilton, 1985; Mori ve dig.,



1992; Roberts ve dig., 2002). MIC’e ayrica bakterilerin iirettigi bir diger metabolizma
iirtinii olan hiicre dis1 polimerik maddeler (Extracellular polymeric subtances - EPS) de

neden olmaktadir (Beech ve dig., 2005).

Bu tez projesindeki amacimiz, bir otelin sogutma sistemindeki 1s1 degistiriciye paralel
olarak baglanan, degisiklik yapilmis Pedersen cihazina yerlestirilen bakir kuponlar
tizerinde biyofilm olusumunun ve mikrobiyolojik korozyonun incelenmesidir. Bu
amacla korozyon tahribatina yol acan bakterilerin sayilari, bakterilerin hiicre disina
salgiladiklar1 polimerik maddelerin ve ortam kosullarindaki kimyasal ve fiziksel
parametrelerin degisiminin mikrobiyolojik korozyon iizerine etkisi ve bakir yapilardaki

korozyon hasarlar1 incelenmistir.



2 GENEL KISIMLAR

2.1 BiYOFIiLM

Biyofilm, organik bir polimerik matriks i¢ine gémiilii, hareketsiz olarak birbirine ve bir
yiizeye tutunmus halde yasayan mikroorganizma toplulugudur (Costerton ve dig., 1995;
Marshall, 1997).

Yirminci ylizyilin ikinci yarisindan sonra, elektron mikroskobunun kullaniminin
yayginlagsmasiyla mikrobiyolojide biiylik gelismeler kaydedilmistir (Costernon ve dig.,
1995). Bu aydinlanma dénemine kadar, bakterilerin siv1 igerisinde, serbest bir bigimde
tek olarak bulundugu yani planktonik yapida oldugu diisiiniilmiistiir. Ancak yapilan
caligmalarla bunun tam aksi ortaya konmustur. Heukelekian ve Heler (1940) besin
konsantrasyonu diisiik su ortamina yerlestirdikleri cam yiizeye mikroorganizmalarin
tutundugunu ve aktivitelerini hizlandirarak varliklarini siirdiirdiiklerini gosterirken,
deniz suyundaki mikroorganizmalar1 inceleyen ZoBell (1943) ise yiizeye tutunmus
bakteri sayisinin serbest halde yasayan mikroorganizmalarin sayisindan ¢ok daha fazla

oldugunu ortaya koymustur.

Biyofilmin gelisimi, planktonik bakterilerin yiizeye tutunmus organik maddeler ya da
yilizeye tutunmus mikroorganizmalar ile gegici bir iliski kurmasiyla baslar. Bakterilerin
bir kismi, ylizeye kirpikleri ile geri doniisiimlii (reversible) olarak tutunurken diger bir
kism1 da besinleri kullanarak ¢ogalip, EPS salgilayarak geri doniisiimsiiz olarak
(irreversible) tutunurlar (Costerton, 1999; Pasmore ve dig., 2002; Donlan, 2002). Bu
olusuma yeni mikroorganizmalar ve besin maddelerinin eklenmesiyle mikrokoloniler
olusur. Mikrokoloniler biiyiiyerek mantar seklindeki yapilar1 olustururlar. Bu yapilarin
arasinda oksijen, besin maddeleri ve atik maddelerin taginmasinit saglayan su kanallar
bulunur. Bu kanallar vasitasiyla su, besinler, enzimler, metabolitler ve oksijen
biyofilmin ig¢indeki tiim katmanlara yayilir. Biyofilmin olusumu esnasinda

mikroorganizmalar metabolik ihtiyag¢larina, enzim igeriklerine ve benzeri 6zelliklerine



gore belli bir diizene girerler (Dunne, 2002; Hall-Stoodley ve Stoodley, 2002). Ornegin
O, yogunlugu sivi-biyofilm ara ylizeyinde ¢ok yogun iken, merkezde azalir, tabanda
sifira diiger. O, yogunlugunun tamamen azaldig kisimlar anaerobik bakteriler i¢in
uygun ortamlardir (Hibiya ve dig., 2004). Biyofilm olusum ve olgunlagsma siirecinin
sonucunda, biyofilm tabakasindan yeni biyofilm olusumu i¢in bakterilerin ya da
biyofilm parcalarinin kopup ayrilmasi ile biyofilm gelisim dongiisii tamamlanir (Sekil

2.1).

Sekil 2.1: Biyofilm olusumu

EPS, bakterilerin dogal sekresyonlari, hiicre lizizleri ve hidroliz {irlinlerinden meydana
gelip biyofilm matriksini olusturmaktadir ve biyofilmin temel elemanidir. Zhang ve
dig.(1998), biyofilm matriksinin %97 sini suyun olusturdugunu bildirmislerdir. EPS’nin
yapisinda ¢ogu karbonhidrat olmak {izere, protein, lipit ve niikleik asitler bulunur. EPS
biyofilme dayamiklilik, esneklik verirken ayni zamanda biyofilme, bagka
mikroorganizmalarin, organik ve inorganik maddelerin tutunmasin1 da saglar. Ayrica
biyofilmin biitiinliiglinii saglamanin yani sira biyofilmi olusturan bakterileri, biyolojik
ve fiziko-kimyasal ajanlara kars1 da (antimikrobiyal ajanlar, kuruluk, protozoonlar, pH,
oksijen vb.) korur. EPS, cevredeki besin maddelerini yogunlastirarak bakterilerin
kullanimina sunarken karbonun sinirli oldugu dénemler i¢in biyofilmdeki besinlerin
depolanmasini kolaylastirir ve iyon degistirici ortam olarak da is goriir ayrica kithik
donemlerinde mikroorganizmalar tarafindan besin kaynagi olarak kullanilir (Sutherland,

2001; Fang ve dig., 2002; Allison, 2003; Zhang ve Bishop, 2003; Jefferson, 2004). EPS



yalnizca biyofilmin yapisal bir elemani oldugu i¢in degil metal yiizeylerden metalin
coziinmesinde direkt etkili oldugu i¢in de dnemlidir. Bu EPS’nin metal baglama ve

asidik 6zelliginden kaynaklanmaktadir (Fang ve dig., 2002).

Su ile iligkili olan tiim yiizeylerde farkli bilesimlerde ve kalinliklarda gelisen
biyofilmler olusur. Biyofilm olusumunu etkileyen ¢esitli fiziksel ve kimyasal faktorler
vardir. Yiizey oOzellikleri ve piiriizliiliigli, biyofilm olusumunun ilk evreleri esnasinda,
hiicre diizenlenmelerinde ve ¢esitliliginde en biiyiik rolii oynar (Little ve dig., 1992;
George ve dig., 2003) Biyofilm olusumunda 6nemli olan diger faktorler ise suyun
sicakligi, pH’s1, oksijen miktari, akis hiz1 ve dezenfektan miktaridir (Percival ve dig.,

1999; Pompermayer ve Gaylarde, 2000; Liu ve Tay., 2001; Donlan, 2002).

Biyofilm olusumunda fiziksel ve kimyasal faktorler disinda besin maddesi sentezi, gen
transferi ve hiicre-hiicre sinyali (quorum sensing) onemli bir rol oynamaktadir
(Kjelleberg ve Molin, 2002; Donlan ve Costerton, 2002; Shirtliff ve dig., 2002;

Rasmussen ve Givslov, 2006).

Arastirmacilar ayni tiir sesil ve planktonik bakterilerin hiicre duvarlarindaki proteinlerin
en az % 30’unun farkli oldugunu rapor etmislerdir (Costerton ve dig., 1995). Biyofilmi
olusturan farkli tiirdeki bakterilerin aralarinda meydana gelen gen transferlerinden
dolay1 antibiyotiklere ve dezenfektanlara kars1i koyabilme yeteneginde olduklar
bilinmektedir. Biyofilmdeki bakteriler biyosit ve antibiyotik uygulamalarindan
kendisini korumak i¢in ¢ok miktarda ekzopolimerler iiretmektedirler. Aragtirmacilar
biyofilmle iliskili olan bakterilerin planktonik bakterilere gore, serbest klora karsi 150-
3000 kat, monokloramine karsi ise 2-100 kat daha fazla diren¢ gosterdiklerini
gostermislerdir (LeChevallier ve dig., 1988; Borenstein, 1994).

Hiicre-hiicre sinyalleri, biyofilmdeki gen ekspresyonlart ve hiicre yogunluk
diizenlemeleri i¢in Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler tarafindan kullanilan bir
mekanizmadir ve henliz biitlinliyle agiklanamamistir (Bassler, 1999; Kjelleberg ve

Molin, 2002).



Biyofilm kompleks bir yapiya sahip ve farkli tiirlerden birbirleriyle etkilesimde olan ¢ok
sayida mikroorganizma igerebilir (Sekil 2.2). Uygun kosullarda bazi bakterilerin
biyofilm olusturma egilimleri digerlerine gore daha fazladir. Biyofilmlerde en sik olarak
Alcaligenes, Aeromonas, Bacillus, Enterobacter, Flavobacterium, Pseudomonas,
Aquabacterium ve Klebsiella cinsi bakterilere rastlanmaktadir. Bakteri tiirleri arasindaki
etkilesimler, metabolizmalar1 sonucu aciga ¢ikan metabolitler, mikroorganizmalarin
genotipik ozellikleri ve fizikokimyasal ¢evreleri farkli olacagindan iiretilen EPS igerigi
de ona gore farkli olacaktir (Christensen ve dig., 1985; Baker ve Dudley, 1998; Norton
ve LeChevallier, 2000; Szewzyk ve dig., 2000).
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Sekil 2.2: Biyofilmin kompleks yapisi

Biyofilm, zor iireyen bakterilerin {ireyebilmelerini de miimkiin kilan bir ortamdir. Bu
bakterilerden biri de lejyoner hastalik etkeni olarak bilinen, Legionella pneumophila’dir.
L. pneumophila dogada nehir, gol, akarsu gibi ¢evrelerde yasayan Gram negatif ¢comak
seklinde bir bakteridir. Yasadiklar1 dogal sulardan, rahatlikla insan yapimi su
sistemlerine (sogutma kuleleri, jakuziler, merkezi klima ve havalandirma sistemleri, dus
basliklar1) gegerek buralarda ¢ogalabilirler (Tison ve dig., 1980; Paszko-Kolva ve dig.,

1991a; Tiretgen ve dig., 2005). Bu ortamlardan yayilan kontamine olmus su



damlaciklarinin solunmasiyla insanda enfeksiyona neden olabilirler (Wadowsky ve Yee
1983). L. pneumophila’nin iiremesini destekleyen en 6nemli mikroorganizmalar 6zgiir
yasayan amiplerdir (Paszko-Kolva ve dig., 1991b; Rogers ve Keevil, 1992). Dogal
biyofilmler 6zgiir yasayan amiplerin gelisimine besleyici katman olarak hizmet ederler
(Barbeau ve Buhler, 2001). Amipler, Legionella bakterisinin hiicre i¢inde ¢cogalabilmesi
ve yasamini siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan besini saglar. Legionella, amipler i¢cinde
hem ¢ogalarak yasamini stirdiiriir hem de yiiksek sicaklik, dezenfektan uygulamalar1 ve

kurumalara kars1 korunur (Murga ve dig., 2001).

Biyofilmde L. pneumophila gibi insan sagligi agisindan onemli mikroorganizmalar
bulundugu gibi korozyona neden olan kiikiirt okside eden bakteriler (SOB) ve siilfat
indirgeyen bakteriler (SRB) de bulunabilmektedir (Paszko-Kolva ve dig., 1991a;
Roberts ve dig., 2002; Ilhan-Sungur, 2007).

SOB, indirgenmis ya da yiikseltgenmis inorganik kiikiirt bilesiklerini okside etme
yetenegine sahiptirler. Genel olarak 0.5 - 3 pm boyutunda, kisa ince ¢omak yapisinda,
Gram negatif, aerop ve kemolitotrofiktirler. SOB, tek polar flagellaya sahip hareketli
bakterilerdir. Hareket 6zelliklerini eski kiiltiirlerde kaybederler. Spor olusturmazlar.
Uygun iireme sicakliklart 25-30 °C’dir. SOB, elementel kiikiirt, tiyosiilfat, metal
stilfitler, H,S ve tetratiyonatlar1 okside ederek siilfiirik asit olustururlar. Thiobacillus,
Thiodendron, Beggiatoa ve Sulfolobus en iyi bilinen aerobik kiikiirt okside eden
bakterilerdir. Ayrica Thiobacillus ferrooxidans tiirii demiri de oksitleyerek korozyonu
daha da hizlandirabilmektedir. Thiobacillus cinsi bakterilerin bazi tiirleri yeterli besin,
nem ve oksijen varliginda pH 9 civarinda yiizeye tutunup cogalirlar (Holt ve dig.,
1994). Thiobacillus cinsi bakterilerin 5 tiiriiniin korozyonda 6nemli bir rol oynadiklari
bulunmustur. Bu tiirler 7. thioparus, T. novelis, T. neapolitanus, T. intermedius
(notrofilik kiikiirt okside eden) ve T. thiooxidans (asidofilik kiikiirt okside eden)
bakterilerdir (Mori ve dig., 1992).

SRB, anaerobik bakterilerin biiylik bir grubudur. Cogunlukla Gram negatif ve yaklasik
olarak 0.5 - 5 pm boyutlarindadir. Spor olusturan formlar1 Gram pozitif boyanma
ozelligindedir. SRB son elektron alicis1 olarak siilfat1 kullanarak enerji saglar. Enerji

kaynagi olarak H,, laktat, piriivat ve malat1 kullanirlar. Zorunlu anaerop bakterilerdir.



Flagellaya sahip olanlar hareketlidir. SRB ic¢in uygun ¢ogalma sicakligi 25 - 44°C
olmakla beraber dogada termofilik SRB de bulunmaktadir. Optimum 5.5 - 9 pH degeri
arasinda yasarlar (Widdel ve Pfennig, 1984; John ve dig., 1994). Aerobik bir sistemde
SRB’nin aktivitesini gosterebilmesi i¢in gerekli olan anaerobik alan 10-25 pm’lik

biyofilm kalinligidir (Hamilton, 1985).

Kiikiirt okside eden bakteriler hemen hemen her zaman SRB ile bir arada bulunurlar.
SRB tarafindan iiretilen H,S, SOB tarafindan H,SO,’e doniistiiriiliir (Denklem 2.1, 2.2)
(Sekil 2.3) (Roberts ve dig., 2002).

SO472 + 5 Hy — HpS +4H,0+2¢” 2.1)

H,S + 20, — H,SO4 (2.2)

/ ke Be

2H+ + 2e—— H>

(iarogeraz] )

2H* + 2e-

l

SO42 + 2 —— S2
\ "

Sekil 2.3: SOB ve SRB iliskisi

H>S04

2.2 SUSOGUTMA SiSTEMLERI VE ISI DEGISTiRiCiLER

Su sogutma sistemleri, binalarda ya da endiistriyel tesislerde kullanilan, sistemlerin
caligmasi esnasinda aciga cikan 1sinin, sistemde siirekli olarak devir daim olan suya
transfer edilerek sistemin sogumasini saglamak amaciyla tasarlanmis yapilardir.

Sistemde aciga ¢ikan atik 1siin transferi, sogutma sisteminde bulunan 1s1 degistiriciler



tarafindan gergeklestirilir. Is1 degistiriciler, sistemlerde 1sinan sivi ya da gazin 1sisini,
sistemde devir daim olan suya transfer ederler. Isinan su sogutulmak {izere sogutma
kulesine gider. Sogutma kulesinde soguyan su, sistemin caligmasi sirasinda yeniden
1sinan s1vi ya da gazin sogumasini saglamak iizere sisteme geri pompalanir (Stoitchkov

ve Dimitrov, 1998; Flemming, 2002).

Sofutma Su sistem

e

Sirkile Pompas

Sekil 2.4: Acik Tip Sogutma Kulesine sahip su sogutma sistemi

Sogutma kuleleri, su ile havanin dolayli veya dolaysiz temas etmesine gore kapali tip ve
acik tip sogutma kuleleri olmak iizere ikiye ayrilir. Kapali tip sogutma kulelerinde,
sogutulmak istenen sivi ya da gaz hava ile dogrudan temasta olmayip borularin iginde
hareket etmektedir. Boru disinda borular 1slatan ve hava ile temasta olan sistem suyu
vardir ve bu sayede boru igindeki sivi ya da gazin sicakligr diisiiriilmektedir. Acik tip
sogutma kulesinde ise, sogutulacak sistem suyu, bir dolgu malzemesinin {izerine
dagitilirken hava dolgu igerisinden geger. Bu esnada ¢ok az miktarda su, buharlagarak
sistem suyunun sogumasini saglar. Sogumus su, kulenin dibindeki havuza diiser ve
sudan c¢ekilen 1s1, kuleyi terk eden hava akimiyla birlikte sistemden atilir (Sekil 2.4)
(Kazang, 1992; Choudhary, 1998).
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Acik tip sogutma kulelerinde siirekli devir eden su, besin kaynagi, farkli pH ve sicaklik
zonlarini igermesinden dolayr mikroorganizmalarin yagamlarini siirdiirmeleri, sayilarini
arttirmalart ve biyofilm olusturmalar1 i¢cin miikkemmel bir ortamdir. Sogutma
sistemlerinde olusan biyofilm ve buna bagli olarak olusan mikrobiyolojik korozyon
(MIC), 1s1 transfer veriminin azalmasina, iiretimde kayiplara ve sistem bakim

harcamalarinin artmasina neden olur (Kazang, 1992; Choudhary, 1998).

Sogutma su sistemi i¢in Onerilen bazi fiziksel, kimyasal ve biyolojik degerler Tablo
2.1°de verilmistir (Socoro de Almeida ve dig.,1997; Lane ve Peck, 2003; Electric power
research institute, 2003; Hilbert, 2006).

Tablo 2.1: Sogutma su sistemi suyu i¢in dnerilen bazi fiziksel, kimyasal ve biyolojik degerler.

Parametre Birim Deger
Toplam alkalinite mg/l 200 - 400
Siilfat mg/l <707
Klor mg/l <900
Demir mg/l <0.3
pH 7-9
Iletkenlik puS/cm <1200
TCM mg/l <500
Bakteri sayisi:

Heterotrof bakteriler Kob/ml <1000
SRB hiicre/ml sifir

Kob: Koloni olusturan birim

2.3 KOROZYON

Korozyon terimi, metal ve alagimlarin, c¢evreleri ile kimyasal ve elektrokimyasal
reaksiyonlart1 sonucu bozunmalarint tanimlamak i¢in kullanilir. Kimyasal ve
elektrokimyasal korozyon olmak iizere iki tiir korozyon olayindan s6z edilir. Kimyasal
korozyon, metal ve alasimlarin gaz ortamlar i¢indeki oksitlenmesidir (kuru korozyon).
Metal ve alagimlarin sulu ortamlar i¢inde bozunmalar ise elektrokimyasal korozyon
olarak adlandirilir (1slak korozyon). Elektrokimyasal etkili korozyon ¢ok detayli ve
genis bir konu olup MIC olusumu ile ¢ok yakindan iliskilidir. Elektrokimyasal etkili



11

korozyonun temel bazi reaksiyonlari agagida verilmistir (Videla, 1996; Thierry ve Sand,

2002).

Elektrokimyasal korozyon, sifir degerlikli metalden dis elektron alicisina elektron
transferini, metalin bozunmasi1 ve metali ¢evreleyen ¢dzeltiye metal iyonlarinin

verilmesini saglayan bir kimyasal reaksiyondur (Denklem 2.3).
Me” - Me™ +2¢” (Anodik reaksiyon) (2.3)

Anodik reaksiyonu, farkli pH’larda takip edebilecek katodik reaksiyonlar ise soyledir
(Denklem 2.4, 2.5):

0, +2H,0 +4e” > 4(OH)" ( Asidik, notr veya alkali ¢ozeltiler) 2.4)
0, + 4H '+ 4e” »2H,0 (Asidik ¢ozeltiler) (2.5)

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

oksijensiz ¢ozeltilerde genellikle hidrojenin rediiksiyonu seklindedir (Denklem 2.6).
2H +2¢ - H, (Asidik ¢ozeltiler ve/ veya anaerobik kosullar) (2.6)

Anodik reaksiyon (metalin bozunmasi) hizi zamana bagli olarak yavas yavas azalir.
Ciinkii oksidasyon firiinleri (korozyon iiriinleri) koruyucu tabaka formunda ylizeye
tutunup reaktanlarin  diflizyonunun engellenmesini saglayabilir. Bu koruyucu
tabakalarin stirekliligi onlarin kimyasal, morfolojik ve metalin korozyona Kkarsi
hassasiyetine baghdir. Anodik ve katodik reaksiyonlar elektrondtralizasyonu korumak

icin bir dengede olmak zorundadirlar.

Metal korozyonu incelenirken, metalin i¢inde bulundugu sivinin fiziksel ve kimyasal
Ozellikleri de incelenmelidir. Coziinmiis gazlar (oksijen, H,S vb.), alkalinite, pH, CI’,
stilfat ve organik madde miktar1 korozyon ile yakindan iligkilidir. Suda bulunan
¢cozlinmiis oksijen korozyon reaksiyonlarini hizlandirir. Hidrojen siilfiir, hem kimyasal
reaksiyon sonucu hem bakteriyal aktivite sonucu ortaya ¢ikabilir. Her ikisi de metalin
korozyonunu hizlandirir. Klor ve siilfat miktarinin suda artmasi iletkenligi

arttiracagindan korozyonu da hizlandiracaktir (Edwards ve dig., 1994).
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Metal malzeme yiizeylerinde olusan biyofilmdeki mikrobiyal aktivite, anodik ve /veya
katodik reaksiyonlardan etkilenir ve koruyucu tabakalardan herhangi birinin kimyasini
onemli Olgiide degistirerek korozyonun hizlanmasina ya da yavaslamasina yol agar

(Sekil 2.5).

0, + 2H 0+ de” = 40H"

Katiwlik resbsiyan

Bivedilm

Me = Me + n&”
Anodik reaksivon

Rlepal

Sekil 2.5: Metal ylizeylerde biyofilm, katodik ve anodik reaksiyon

2.4 MIKROBIYOLOJIK KOROZYON

Mikrobiyal aktiviteden dolay1r metalin bozunmasina mikrobiyolojik korozyon (MIC) ya
da biyokorozyon denir. MIC’in ekonomik ve c¢evresel agidan ¢ok Onemli olmasi,
biyokorozyon mekanizmalarini acgiklayan kapsamli ¢aligmalar yapilmasina neden
olmustur (Beech, 2004). MIC, petrol ve gaz endiistrisinde kullanilan boru hatlarinda,
gemi karinalarinda, ucaklarin mazot tanklarinda, sogutma kulelerindeki 1s1
degistiricilerde, lagim ana borularinda ve enerji endiistrisindeki sogutma sistemlerinde
cok biliyik ekonomik kayiplara yol ag¢maktadir. Amerika Birlesik Devletleri
mikrobiyolojik korozyon hasarina yillik olarak yaklasik 2 milyar Dolar harcamaktadir
(Thierry ve Sand, 2002). Ingiltere’de ise bu miktar yillik 300-500 milyon Sterlin’i
bulmaktadir (Hamilton, 1985).

Metal yiizeylerde MIC olusumu ilk kez 1891 yilinda Garrett tarafindan bildirilmistir.
1910 yilinda da Gaines, toprakta meydana gelen demir korozyonuna, siilfat indirgeyen,

kiikiirt okside eden ve demir bakterilerinin etkili oldugunu gostermistir. 1934 yilinda ise
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Von Wolzogen Kiihr ve Van der Vlugt, mikroorganizmalarin anaerobik kosullar altinda

metallerin korozyonunda direkt rol oynadigini kanitlamislardir.

Bakterilerin, dogal ve insan yapimi su sistemlerindeki cansiz yiizeylerin ilk yerlesenleri
olduklart diistiniilmektedir. Bu yiizden MIC arastirmalarinin ¢ogu, saf ve karigik bakteri
kiiltiirlinden olusan biyofilmlerin, demir, bakir, aluminyum ve onlarin alagimlarina olan
etkileri tizerinedir. Kara ve su habitatlar1 i¢inde metalle iliskili olan bakterilerin en
onemlileri kiikiirt okside eden bakteriler (SOB), siilfat indirgeyen bakteriler (SRB),
demir okside eden bakteriler, demir indirgeyen bakteriler, mangan okside eden
bakterilerdir (Beech ve Sunner, 2004). Bu bakteriler dogal olarak olusan biyofilmlerde

bir arada bulunur ve metal yilizeyleri korozyona ugratirlar.

Mikrobiyolojik korozyon, metal yiizey, abiyotik korozyon iiriinleri, bakteri hiicreleri ve
onlarin metabolitleri (organik, inorganik asitler ve amonyak, hidrojen siilfiir gibi ugucu
bilesikler) arasindaki birbirini destekleyen etkilesimin sonucu ortaya ¢ikar.
Mikroorganizmalarin ~ fiziksel ~varligt ve metabolik aktiviteleri, ylizeylerin
elektrokimyasal Ozelliklerini degisiklige ugratirlar. Metal yiizeylere tutunan bu
mikroorganizmalar ¢ogalir ve koloni olustururlar. Bunun sonucunda da yiizeylerde lokal
anotlar, katotlar ve farkli konsantrasyon hiicrelerini meydana getirerek MIC olusumuna
neden olurlar. Konsantrasyon hiicresi, metal yilizeyde olusan biyofilm tabakasinin bir
alanmin yiiksek oksijen igerip baska bir alaninin diisiik oksijen igermesi sonucu olusur
(Sekil 2.6) (Kjellerup ve dig., 2005a). Jayaraman ve dig. (1998) paslanmaz celik
yiizeylerde Pseudomonas fragi ve Escherichia coli’den olusan biofilmin korozyonu
engelledigini bildirmislerdir. Bagka bir ¢alismada da Bacillus subtilis ile olusturulmus

biyofilmin korozyonu engelledigi rapor edilmistir (Zuo ve dig., 2005).
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Sekil 2.6: Metal yiizeyde biyofilm ve korozyon olusumu

2.5 MIKROBiYOLOJIiK KOROZYONUN OLUSUM NEDENLERI

2.5.1 Asit Uretimi

Bakteriler metabolik aktiviteleri sonucunda bol miktarda hem inorganik hem de organik

asit retirler (Little ve dig., 1992).

Kiikiirt okside eden bakteriler (SOB), farkli ortamlarda oldugu gibi metal yiizeylerde de
elemental kiikiirt, tiyostilfat, metal siilfitler, H,S ve tetratiyonatlar1 okside ederek
stilfiirik asit olustururlar. Yiizeyde korozyon iiriinii olarak sar1 renkte birikimlerin
olusmas1 yiizeyin SOB tarafindan korozyona ugratildigini diisiindiiriir. Organik
maddelerin fermentasyonu esnasinda organik asitleri olusturan heterotrofik bakteriler de
asit lireten bakteriler (APB) olarak tanimlanirlar. APB tarafindan yaygin olarak iiretilen
metabolitler asetik, formik ve laktik asitlerdir. Asit tiirii ve Uretim miktari, mevcut
substrat ve mikroorganizma tiiriine baglidir. Organik asitler korozyonun olusmasinda
etkilidir. Asidik metabolitlerin etkileri, biyofilm-metal ara yiizeyinde tutuldugunda
yogunlasir. Clostridium aceticum’un Urettigi asetik asit ve Thiobacillus thioxidans gibi
SOB tarafindan {iretilen siilfiirik asitin korozyona katkisi ¢ok nettir (Sand, 1997; Little
ve dig., 1992; Roberts ve dig., 2002)
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Okaryotik olan mantarlar da metabolizmalar1 sonucunda organik asitleri iiretir ve
bundan dolayr da mikrobiyolojik korozyonun olusumunda rol oynarlar. Mantarlar
tarafindan iiretilen organik asitlerin boyali karbon c¢elikte oyuklanma korozyonuna

neden oldugu gosterilmistir (Little ve dig., 1995).

2.5.2 Hidrojen Siilfiir Uretimi

Siilfat indirgeyen bakteriler, mikrobiyolojik korozyonla ¢ok yakindan iliskili oldugu
tanimlanan mikroorganizmalardir. Bu bakteriler siilfat iyonlarin1 son elektron alicisi
olarak kullanarak H,S iireten ¢ok yaygin olan anaerobik bir gruptur. SRB ¢ok c¢esitli
cevrelerden izole edilmislerdir. Farklit SRB’ler, nitrat, siilfit, tiyostilfat, H, ya da fumarat
gibi organik bilesikleri indirgerler (Posgate, 1984). Oksijene doygun olan bir ortamda
anaerobik mikroorganizmalar, ortam sartlar1 ¢ogalmalari i¢in uygun hale gelene kadar
anaerobik mikronisler i¢inde yasamlarini siirdiirebilirler. Eger biyofilm i¢indeki aerobik
solunum hiz1 oksijen diflizyon hizindan fazlaysa, metal-biyofilm arayiizeyi anaerobik ve
SRB’in siilfid iiretimi i¢in uygun bir ortama doniisiir. SRB, dogal ve insan yapimi
sistemlere Ozellikle de petrol, gaz, gemi endiistrilerine ciddi zararlar vererek biiyiik
ekonomik kayiplara neden olurlar. Yiizeyde, siyah kokulu FeS’iin birikimi korozyonun
SRB tarafindan olusturulduguna isaret eder. SRB’in neden oldugu korozyon ile ilgili
cok sayida mekanizma agiklanmistir. Hidrogenaz enzimi ile katodik depolarizasyon,
anodik depolarizasyon, korozif demir siilfidlerin iiretimi, metal iyonlarmi baglama
kapasitesi olan ekzopolimerlerin salinimi1 bu mekanizmalardan bazilaridir (Denklem 2.7,

2.8,2.9,2.10,2.11, 2.12, 2.13) (Videla, 1996) .

4Fe —> 4Fe™ + 8¢ (anodik reaksiyon) (2.7)
8H,0 — 8H' + 20H" (suyun ayrismasi) (2.8)
SH' + 8¢ — 4H, (katodik reaksiyon) (2.9)
SO42+4H, > S+ 4H,0 (bakteriyal tiiketim) (2.10)
Fe™ + S — FeS (korozyon iiriinii) (2.11)
3Fe™? + 60H — 3Fe(OH,) (korozyon iiriinii) (2.12)

4Fe + SO4%+ 4H,0 — 3Fe(OH), + FeS + 20H" (toplam reaksiyon) (2.13)
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Katodik depolarizasyon olarak tanimlanan tiim bu basamaklar, hidrogenaz enzimine
sahip olan SRB’in katottaki hidrojen birikimini uzaklastirmasi teorisini temel alir. (2.9).
reaksiyondaki katodik hidrojenin uzaklastirilmasi, (2.7). reaksiyonda anottaki demirin
cOziinmesini  etkiler. Toplam reaksiyon (2.13). reaksiyonda dogrulanarak

tanimlanmistir.

2.5.3 Amonyak Uretimi

Nitrat indirgeyen bakteriler, NH; " formunu, nitrati, nitriti indirgeyerek, aminoasit ya da
iireyi parcalayarak amonyak olustururlar. Pope ve dig. (1984) amonyak {ireten
bakterilerin aktivitelerinden dolayr bakir alasimlarindaki korozyonu, oOzellikle de
gerilmeli korozyon c¢atlamasini ele almislardir. Nitrat temelli korozyon inhibitorleri

mikrobiyal amonyak {iretimi i¢in azot kaynagi olabilirler.

2.5.4 Metal indirgenmesi

Mikroorganizmalarin, metal yiizeyleri iizerindeki korozyona direngli oksit filmlerin
¢oziinmesine yol acarak demir ve demir alasimlarinda korozyonun olusmasina neden
olduklar1 bilinmektedir. Oksit filmlerin ¢oziinmesi ile koruyucu pasif tabaka yer yer
hasara ugrar ya da daha az kararli bir tabaka ile yer degistirdiginde metal ortamla temas
eder ve korozyon olusumu baslar. Pseudomonas ve Shewanella cinsi bakterilerin
mangan ve/veya demir oksiti indirgedigi ve korozyon reaksiyonlarini hizlandirdiklar
gosterilmistir. Demir indirgeyen bakterilerin korozyon {iriinleri koyu yesilimsi renktedir

(Obuekwe ve dig., 1981; Myers ve Nealson, 1988).

2.5.5 Metan Uretimi

Metanojenler zorunlu anaeroblardir. Metanojenlerin ¢ok sayidaki tiirli sadece elektron
kaynagi olarak demir ve diger metalleri igeren besiyerlerinde ¢ogalirlar. Bu sonug,
metan iiretimini ve metalik demirden, Fe™ formunun olusturuldugunu gosterir. Yapilan
bir ¢alismada metanojenlerin, demir ve ¢eligi korozyona ugrattiklart gosterilmistir

(Boopathy ve Daniels, 1991).

2.5.6 Konsantrasyon Hiicrelerinin Olusumu

Metal yiizeylerde bir bolgenin yliksek oksijen diger bir bolgenin diisiik oksijen

konsantrasyonuna sahip olmasi1 farkli konsantrasyon hiicrelerini olusturur. Alg ve
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fotosentetik bakteriler 15181 kullanarak biyofilm i¢inde biriken oksijeni iiretirler. Oksijen
konsantrasyonunun artmasi, katodik reaksiyonlar1 hizlandirarak korozyonun artmasina
yol agar. Karanlik periyotta ise, alg ve diger bakterilerin solunumuyla O, CO;’e
dontistip farkli O, konsantrasyonlarina  sahip  hiicreler olusur.  Ayrica
mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri, ylizeyin elektrokimyasal o6zelliklerini
degistirir. Yiizeye tutunan hiicrelerin ¢ogalip koloni olusturmalari, bolgesel anot, katot
ve farkli havalandirma hiicrelerinin olusumu ile sonuglanir. Aerobik kosullar altinda
solunum yapan yiizeydeki bakteri toplulugunun altindaki alan anodik, ¢evresindeki alan
katodiktir. Olgun biyofilm, katodik alana oksijen difiizyonunu, anodik alana klor gibi
agresif anyonlarin diflizyonunu, metabolit ve korozyon iiriinlerinin disa difiizyonunu
engeller. Eger biyofilm i¢inde anaerobik alan olusmussa katodik mekanizma degisimi
meydana gelmistir ki bu biyofilm ic¢indeki aerobik solunum oraninin, oksijen diflizyon
oranindan daha fazla oldugunu gosterir (Hadley, 1948; Ford ve Mitchell 1990; Little ve
dig., 1992; Thierry ve Sand, 2002).

2.5.7 Hiicredis1 Polimerik Maddelerle Metalin Baglanmasi

EPS, biyofilm yapisinda ¢ok dnemli bir yere sahiptir. Bunun disinda metal yiizeylerden
metalin ¢oziinmesinde de direkt etkilidir (Fang ve dig., 2002). EPS, polisakkaritler,
tironik asit, sekerler, proteinler, karboksilik asit ve metal baglama yeteneginde olan
asidik aminoasitler gibi fonksiyonel gruplari igerir ve metal yiizeyinin elektrokimyasal
Ozelliklerini etkileyerek metal korozyonunda onemli bir rol oynar. EPS’nin metal
baglama kapasitesi MIC i¢in 6nemlidir ve bu kapasite metal iyon tipine ve bakteri

tiiriine baglidir (Beech ve dig., 2005).

2.5.8 Metal Birikimi

Gallionella, Leptothrix, Crenothrix, Sphaerotilus cinsi bakteriler demir ve mangan gibi
metallerin oksidasyonunda rol alirlar. Demir oksitleyici bakteriler (Gallionella,
Leptothrix) bulundugu swvidaki ya da yiizeye tutunmus halde bulunan Fe™ i
¢ozimmeyen Fe™e oksitlerler. Demir okside eden bakteriler yiizeylerde kirmizi-
kahverengi renkte korozyon iirlinii olustururlar. Bu bakteri cinsleri ayni zamanda
mangan iyonlarin1 okside ederek mangandioksitin birikimine neden olur (Ghiorse,
1984). Ortamdaki klor iyonu konsantrasyonunu arttirdiklar1 ve demir kloriir

olusturduklar1 bilinmektedir. Demir kloriir olduk¢a siddetli oyuk olusturucudur ve
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korozyona sebep olur. Paslanmaz celik gibi alagimlarin korozyon direnci, ylizeylerinde
olusan ince pasif oksit bir filmden kaynaklanir. Okside olmus ylizeyde metal biriktiren
bakteriler tarafindan organik ve inorganik birikimlerin olusumu bu filmin stabilitesini
tehlikeye atar. Metal ylizeylerde metal biriktiren bakterilerin yogun olmasi katodik
olarak reaktif demirin birikimi ile korozyonun ilerlemesine, o bdlgedeki bakteriyel
solunumdan dolay1 oksijenin lokal olarak tiiketimine ve korozif olan mangan oksitlerin

olusumuna neden olabilir (Sekil 2.7) (Ghiorse, 1984; Little ve dig., 1992).
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Sekil 2.7: Metal biriktiren bakterilerin olusturdugu MIC

2.5.9 Enzim

Enzimatik aktiviteler biyofilm i¢inde kolaylikla belirlenmektedir. Katalaz, peroksidaz
ve sliperoksit dismutaz gibi mikrobiyal solunum zinciri enzimlerini etkisiz hale getiren
sodyum azid uygulanan biyofilmde metalin soylugunun azaldigi gosterilmistir (Scotto
ve dig., 1985; Scotto ve Lai, 1998; Beech ve Sunner 2004). Bu enzimler ylizey
kimyasma gore O,’nin indirgenme reaksiyonlarini gergeklestirerek tiim katodik
reaksiyonlarin hizlanmasina neden olup korozyon olusumuna yardimci olabilirler.
Bakteri enzimleri metal ylizey {izerindeki koruyucu oksit/hidroksit filmlerin
¢oziinmesinde dolayisi ile de korozyonda onemli rol oynar (Beech ve dig., 2005;

Landoulsi ve dig., 2005; Landoulsi ve dig., 2008).
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2.6 BAKIR VE BAKIR ALASIMLARINDA MIC

Is1 degistirici malzemesi olarak ¢cogunlukla bakir kullanilmaktadir. Bakir, 1s1 ve elektrigi
yiiksek oranda iletebilen ve ¢ok iyi korozyon direncine sahip soy bir metal olarak bilinir
(Wagner ve Little, 1993). Bunlarin yaninda bakir (II) iyonlar1 bir¢ok mikroorganizma
icin yiiksek oranda toksiktir (Borkow ve Gabbay, 2005). Ancak bakir korozyonuna
neden olan mikroorganizmalarin varligi, onlarmm bakirin toksik etkisine direncli
olduklarin1 gosterir (Critchley ve dig., 2003). Parvizi ve dig. (1988) Thiobacillus
thiooxidans bakterisinin  20.000 ppm bakir konsantrasyonundan daha yiiksek
konsantrasyonlarda yasadigini bildirmistir. Bu bakteri disinda spor olusturan Bacillus
cinsi, spor formu olmayan Propionibacterium, Sphingomonas ve Acidovorax cinsi
bakterilerin de bakira direngli olduklar1 rapor edilmistir. Bakirin toksik etkisine direncli
olan bu mikroorganizmalarin, biyofilm ig¢indeki diisik direng¢ gdsteren
mikroorganizmalar1 koruduklart diisiiniilmektedir (Palanichamy ve dig., 2002; Critchley
ve dig., 2003). EPS, bakir baglayan proteinler ya da asidik polisakkaritler, bakirin
mikrobiyolojik korozyonunda en 6nemli rolii oynarlar. Bakirin varlig bircok bakterinin
polisakkarit sekresyonunu arttirir (Wagner ve Chamberlain, 1997). EPS ya iceriginde
bulunan proteinlerle ya da asidik karbohidratlari ile bakir baglayarak mikrobiyojik etkili
korozyona neden olurlar. Bakir varliginda artan EPS yiiksek oranda iironik asit igerir.
Bakir c¢ok sayidaki bakterinin polisakkarit sekresyonunu da arttirir. Pseudomonas
vesicularis, Pseudomonas stutzeri, Sphingomonas paucimobilis, Comamonas
testosteroni, Flavobacterium breve, Moraxella lacunata ve Moraxella spp. gibi
mikroorganizmalar korozyona ugramis bakir borulardan izole edildigi i¢in bunlarin

bakir korozyonuna neden oldugu diistiniilmektedir (Wagner ve Chamberlain, 1997).
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Sekil 2.8: Mikrobiyolojik korozyona ugramis, bakirdan imal edilmis 1s1 degistirici

Bakir ve alagimlarinin mikrobiyolojik korozyonu ile ilgili az sayida calisma vardir
(Siedlarek ve dig., 1994; Arens ve dig., 1995; Chamberlain, 1997; Critchley ve dig.,
2004; Wagner ve Valcarce ve dig., 2006). Bunun nedeni genel bir inanig olan bakirin
mikroorganizmalara toksik etkili olmasi olabilir. Ancak bu inanig tiim
mikroorganizmalar igin gecerli degildir. Ornegin Thiobacillus cinsi bakteriler % 6 bakir
konsantrasyonuna tolerans gosterebilir (Thierry ve Sand, 2002). Daha 0Onceki
caligmalarda bakir ve alasimlarinin mikrobiyolojik korozyona maruz kaldigi boru
sistemlerinde ve 1s1 degistiricilerde gosterilmistir (Sekil 2.8). Siilfat indirgeyen
bakterilerin olusturdugu hidrojen siilfiirlin bakir ve alasgimlarinin korozyonuna neden
oldugu belirtilmektedir (Jayaraman, 1999; Iverson, 2001). Oyuklanma korozyonu,
bozulmamig bakir siilfit filmi ilizerinde katodik reaksiyonun meydana gelmesi ile bakir
stilfit tabakasinin uzaklastig1 yerlerde meydana gelebilir. Bakirin oyuklanma korozyonu
ile mikrobiyal aktivite arasindaki baglanti kanitlanmig olmasina ragmen bakir
tizerindeki oyuklanma korozyonunun mikroorganizmalar tarafindan arttirilma
mekanizmasi1 tam olarak bilinmemektedir. Ancak biyofilmin bakir(I) oksiti bakir(Il)
oksite yiikseltgeyebilecegi belirtilmektedir (Little ve Lee, 2007). Bakir korozyonunun
ilk {iriinii olan kuprit (Cu,0), bakirin su molekiilleri ya da O;’le ¢oziinmesi ile olusan

direkt reaksiyon iirlintidiir (Little ve Lee, 2007).
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Metal yiizeylerde olusan film, farkli pH degerlerinde degisik etkilenmektedir. Bakir
yiizeylerde olusan bakir oksit filmin farkli pH degerlerinde nasil etkilendigi Sekil 2.9°da
gosterilmistir. pH 8’de bakir ylizeydeki oksit film ince ve siki iken pH 6.8’de kalin ve

porlu yap1 gostererek MIC olusumunu hizlandirmaktadir.

wis I~

S Cu Gyt
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Sekil 2.9: pH 8 (a) ve pH 6.8 (b) dogal bakir oksit film, (¢) MIC olusumu
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2.7 SUSOGUTMA SISTEMLERINDE BiYOFIiLM VE MIC’IN ONLENMESI

Su sogutma sistemlerinde goriilen problemler sunlardir (Videla, 1996; Flemming, 2002;
Starosvetsky ve dig., 2007):

1. Metallerin korozyonu: Su, metalleri oksitleme egilimindedir.

2. Biyofilm olusumu: Su sogutma sistemleri, mikroorganizmalarin {iremesi ve
biyofilm olusumu i¢in ¢ok wuygun ortamlardir. Mikroorganizmalarin
metabolizmalar1 sonucu olusturduklar Giriinler, metalin korozyonuna neden olur.

3. Tortu olusumu: Korozyon {iriinlerinin ya da kalsiyum, magnezyum gibi
minerallerin su i¢indeki konsantrasyonlarina, suyun fiziksel ve kimyasal

parametrelerine bagli olarak ¢okelip tabaka olusturmasidir.

Endiistriyel sistemlerde biyofilm ve mikrobiyolojik korozyonun 6nlenmesi ve kontroli
icin altin kural, sistemin temiz tutulmasidir. Mekanik temizlik, biyofilm ve
mikrobiyolojik korozyonun onlenmesinde ¢ok etkilidir (Borenstein, 1994). Mekanik
temizligin hemen ardindan uygun kimyasal temizlik yapilmalidir. Kimyasal temizlikte,
mineral ve organik asitler korozyon inhibitorleri ile beraber kullanilir ve metalden
¢Oziinmiis iyonlarin yiizeyden uzaklastirilmasini saglar (Borenstein, 1994). Bunlarin
disinda mikrobiyolojik korozyonun onlenmesinde mikroorganizmalar1 6ldiiren ya da
tiremelerini durduran kimyasal bilesikler yani biyositler kullanilir. Biyositlerin etkin
oldugu pH degerlerinin bilinmesi uygulamanin basarili olmasi i¢in gereklidir. Bununla
beraber biyositin korozif etkisini azaltmak i¢in biyosite uygun, yiizeylerde koruyucu
tabaka olusturan korozyon inhibitérleri kullanilmalidir (Videla, 2002; Guiamet ve

Gomez De Saravia, 2005).

Korozyondan korunmanin en Onemli yollarindan biri de korozyona dayanikli
malzemenin se¢imidir. Kullanilacak malzemenin yiizeyi epoksi boya, metal kaplama ya
da plastik gibi koruyucu kaplamalar uygulanarak da korozyondan korunma saglanabilir

(Borenstein, 1994; Videla, 1996).
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3 MALZEME VE YONTEM

3.1 BAKIR KUPONLARIN HAZIRLANMASI

Bu calismada 1s1 degistirici malzemesi olarak kullanilan % 99.99 safliktaki bakir
50x25x1 mm boyutlarinda kesilerek kullanilmistir. Bakir kuponlarin her iki yiizii ve
kenarlar1 enine ve boyuna olmak fiizere sirasiyla 400, 600, 800 ve 1200 numarali
zimpara kagitlar1 ile zimparalanmis distile su ile yikanmis ve kurutulmustur (Sekil 3.1).
Kuponlarin kenar uzunluklar1 6l¢iilmiis ve toplam yiizey alanlar1 hesaplanmistir. Daha
sonra aseton ile temizlenip, agirliklar1 alinmig ve hava almayacak sekilde desikatorde
saklanmistir. Kuponlar deneyde kullanilmadan oOnce deterjanli su ile yikanip
durulanmis, iizerindeki suyu uzaklastirmak icin aseton bulunan behere daldirilip
cikarildiktan sonra, her iki ylizeyinin sterilizasyonu ultraviyole lambasi altinda 12’ser

saat tutularak saglanmistir.

Sekil 3.1: Deneyde kullanilmak {izere hazirlanmis olan bakir kupon

3.2 DENEY DUZENEGiIi

Deney kuponlarinin 1s1 degistirici sistemine paralel olarak yerlestirilmesi i¢in Pedersen
cthazi’nin degistirilmesi ile bir diizenek tasarlanip yaptirilmistir (Pedersen, 1990).
Diizenek, sisteme yerlestirilmeden 6nce kupon tastyicilart ile beraber %10’luk sodyum
hipoklorit ¢ozeltisinde 12 saat bekletilip steril distile su ile durulanmis, steril kabinde

UV lambas altinda kurutulup steril aluminyum folyo ile sarilmistir.
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Diizenek, bir otelin 1s1 degistirici sistemine paralel olarak yerlestirilmistir (Sekil 3.2).
Deney kuponlarinin kondugu kupon tastyicilarinin diizenege yerlestirilmesi ile deney

siireci baslatilmistir.

-

Sekil 3.2: Sogutma sisteminin 1s1 degistiricisine paralel olarak baglanan bakir kuponlarin
yerlestirildigi deney diizenegi

3.2.1 Su Sogutma Sistemi Isletim Kosullar

Deneylerin gerceklestirildigi otelin su sogutma sistemi igerisinde 15 ton su sirkiile
olmaktadir. Sistem suyunun iletkenligini 6nerilen degerlerde tutmak icin diizenli olarak
sistemden su bosaltilip yerine sertligi giderilmis sebeke suyu eklenmistir. Kule suyuna
30 mg/l biyosit ve 60 mg/l korozyon frenleyici eklenmis ve sabit tutulmustur.
Kullanilan biyosit aktif grubu siilfit olan isothiazolon bilesigidir. Korozyon frenleyicisi

ise fosfat icermektedir.

Deney 10 ay slirmiistiir. Deney boyunca her ay, sogutma su sistemine eklenen su, kule
suyu ve cikis suyunun sicaklik, pH, ¢Oziinmiis oksijen (CO), iletkenlik, toplam
¢oziinmiis madde miktar1 (TCM), toplam alkalinite, kloriir (CI), HS, siilfat (SO47) ve

¢oziinmiis ortofosfat (PO4~) degerleri Slgiilmiistiir. Sisteme yerlestirilen diizenekten her
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ay periyodik olarak 12 bakir kupon ¢ikartilmistir. Kupon {iizerindeki biyofilm
tabakasindan, sogutma sisteminin kule ve ¢ikis sularindan kiikiirt okside eden bakteriler,
siilfat indirgeyen bakteriler, aerobik ve anaerobik heterotrofik bakterilerin sayilar ile
Legionella pneumophila varligl arastirilmistir. Biyofilmden elde edilen EPS ve su
orneklerinin her ay Cu degerleri 6l¢iilmiis ayrica EPS’deki karbonhidrat miktar1 da
belirlenmistir. Kuponlarin deney oncesi ve sonrasindaki agirliklarinin dlgiilmesi ile
agirhik kayiplar1 hesaplanmistir. 1. ve 10. aylarda kuponlar taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile incelenerek kuponlar iizerinde olusan biyofilm tabakasinin
fotograflar1 ¢ekilmis ve korozyon firiinlerinin enerji dagilim spektrofotometre (Energy

Dispersive Spectrofotometry-EDS) analizi yapilmaistir.

3.3 FIiZIKSEL VE KIMYASAL ANALIZ

Sogutma sisteminin hem kule hem de ¢ikis suyu, su fiziksel ve kimyasal parametreler
bakimindan incelenmistir:
3.3.1 Sicakhk

Su 6rneklerinin sicaklig termometre ile 6l¢tilmiistiir.

3.3.2 pH Degeri

Su 6rneklerinin pH degeri, pH metre cihazi (WTW, inoLab Level 1) ile 6l¢giilmiistiir.

3.3.3 Coziinmiis Oksijen

Su orneklerindeki ¢oziinmiis oksijen miktart WTW Oxi-330 cihazi ile Sl¢lilmiistiir.

Cihaz kullanilmadan once kalibre edilmistir.

3.3.4 [lletkenlik ve Toplam Coziinmiis Madde Miktar

Su orneklerinin iletkenligi ve sudaki toplam ¢oziinmiis madde miktart WTW LF-95
kondiiktivitemetre cihazi ile Olgiilmiistiir. Cihaz kullanilmadan 6nce 25°C sicakliga
sahip 0.01M potasyum kloriir (KCl) ¢ozeltisi ile kalibre edilmistir. Su 6rneklerinin
sicakliklar1 da 25°C’ye ayarlanarak yapilmistir.
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3.3.5 Fenolftalein ve Toplam Alkalinite Analizi

Su o6rneklerinin toplam alkalinite degerleri asit titrasyon metodu ile dl¢iilmiistiir (Boyd
ve Tucker, 1992). Bu amagla 6nce, su 6rneklerindeki asili maddeler, 142 mm ¢apli 0.2
um por caplt naylon filtre kagidindan (Sartorius-Sartolon) siiziilerek arindirilmistir.
Stiziilen 100 ml su Orne8i iizerine 2 damla fenolftalein indikatdr c¢ozeltisinden
damlatilmistir. Pembe renk olusumu gozlendiginde, pembe renk gidene kadar 0.1 N
hidroklorik asit (HCI) ile titre edilmistir. Pembe renk kaybolana kadar kullanilan HCI
miktar1 kaydedilmistir. Fenolftalein toplam alkalinitesi belirlendikten sonra ayni 6rnege
4-8 damla metil oranj indikatorii damlatilmis ve olusan sar1 renk turuncu renge dénene
kadar 0.1 N HCI ile titre edilmis ve harcanan HCI miktar1 kaydedilmistir. Fenolftalein
indikator ¢ozeltisini ekledikten sonra pembe renk olusmadigr durumda ise, 4-8 damla

metil oranj indikatorli damlatilarak toplam alkalinite deneyine devam edilmistir.

Olgiimler iki tekrarli yapilmistir. Toplam alkalinite asagidaki formiilden hesaplanmistir.

(S)x(N)x(50)x(1000)

Toplam alkalinite (mg/l)= _
Ornek hacmi (ml)

S: Ornegin titrasyonu esnasinda harcanan toplam HCI miktar1 (ml)

N: Kullanilan HCI’in normalitesi

3.3.6 Kloriir Analizi

Su orneklerindeki klor iyonu miktar1 Mohr metodu ile Olcililmiistiir (Bianucci ve
Bianucci, 1987). 100 ml su 6rnegine 1 ml potasyum kromat (K,CrO,), indikator
coOzeltisi olarak konmustur. Su 6rnegi berrak yesil-sar1 renge doniismiistiir. Bu renk
bulanik sari-kiremit rengine doniisiinceye kadar 0.5 N giimiis nitrat (AgNOs3) ¢ozeltisi
ile titre edilmistir. Bulanik sari-kiremit renk olusana kadar harcanan AgNO; miktari
kaydedilmistir. Olgiimler iki tekrarli yapilmistir. Ornekteki ClI° miktar1 asagidaki

formiile gore hesaplanmistir.

1 ml 0,5N AgNOs = 0.7092 mg CI’
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3.3.7 Hidrojen Siilfiir Analizi

Su orneklerindeki ¢oziinmiis H,S miktar1 iyodometrik yontem ile dl¢lilmiistiir (Apha-
Awwa-Wpcf, 1981). Olgiimden once su &rnekleri, asili maddelerden arindirilmak icin
142 mm ¢apli 0.2 pum por capli naylon filtre kagid1 (Sartorius-Sartolon) kullanilarak
stizilmistiir. Erlenmayere 10 ml iyot ¢6zeltisi ve 2 ml 6 N HCI konduktan sonra 200 ml
ornek eklenmis ve 0.025 N sodyum tiyosiilfat (Na;S,03) ile titre edilmistir. Seffaf renge

donene kadar harcanan Na,S,0; miktar1 kaydedilmistir. Deney iki kez tekrarlanmstir.

Coziinmiis H,S miktar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmaistir.

) [(AxB) — (CxD)] x 16.000
Coziinmiis H,S miktar1 (mg/l) =

Ornek hacmi (ml)

A: Harcanan iyot ¢ozeltisi miktar1 (ml)
B: Iyot ¢ozeltisinin normalitesi
C: Harcanan Na,S,0; miktar1 (ml)

D: Na,S,05 ¢6zeltisinin normalitesi

3.3.8 Siilfat Analizi

Su 6rneklerindeki SO, miktari turbidimetrik yontem ile Slgiilmiistiir (Apha-Awwa-
Wpcf, 1981). Ol¢iimden dnce su drnekleri, asili maddelerden armdirilmak i¢in 142 mm
capli 0.2 um por ¢apl naylon filtre kagidi (Sartorius-Sartolon) kullanilarak siiziilmiistiir.
Stiziilen 100 ml su 6rnegi manyetik karistirict lizerine konmus ve deney sonuna kadar
sabit hizla karistirma islemi devam etmistir. Ornege 5 ml ayarlama ¢ozeltisi eklenmistir.
Ardindan 0.5 g BaCl, kristali eklenmis ve siire baslatilarak 1 dk bekletilmistir. Siire
sonunda olusan BaSO4 bulanikliginin absorbans degeri, spektrofotometrede (Shimadzu
UV 150-02) 420 nm dalga boyunda 4 dk siiresince her 30 sn’de bir Olgiilerek
kaydedilmistir. Deney iki kez tekrarlanmistir.

Standart egriyi olusturmak i¢in 6ncelikle 5 mg/l, 10 mg/l, 15 mg/l, 20 mg/1, 25 mg/l, 30
mg/l, 35 mg/l, 40 mg/l, 45 mg/l konsantrasyonlarda standart Na,SO4 ¢o6zeltileri

hazirlanmis ve sonra turbidimetrik yontem uygulanmigtir. Referans olarak distile su
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kullanilmistir. Elde edilen absorbans degerleri ile standart grafik ¢izilmis ve egri
denklemi elde edilmistir (Sekil 3.3). Kontrol amaciyla 5, 25 ve 45 mg/l
konsantrasyonlardaki standart siilfat c¢ozeltileri deneylerle es zamanli olarak

Olgiilmiistiir.

0.6
y =0.013x - 0.0296

R? = 0.9982
0.5

0.4

0.3

0.2

Absorbans degerleri (OD )

0.1

0.0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Siilfat Konsantrasyonlar1 (mg/l)

Sekil 3.3: Siilfat miktarinin tayini i¢in standart siilfat konsantrasyonlarindan hazirlanmis olan
standart egri

3.3.9 Coziinmiis Ortofosfat Analizi

Su orneklerindeki ¢oziinmiis PO4~  miktart kalay klortir metodu kullanilarak
belirlenmistir (Apha-Awwa-Wpcf, 1981). Olgiimden o6nce su Ornekleri, asili
maddelerden arindirilmak i¢in 142 mm ¢apli 0.2 um por capli naylon filtre kagidi
(Sartorius-Sartolon) kullanilarak siiziilmiistiir. Siiziilen 100 ml su 6rneginin {izerine 4 ml
amonyum molibdat [(NH4)¢M070,4.4H,0] ¢ozeltisi ardindan 10 damla kalay kloriir
(SnCl,.2H,0) ¢ozeltisi eklenmis ve 10 dk bekletilmistir. Ornekler siire sonunda, 2 dk
icinde, spektrofotometrede (Shimadzu UV 150-02) 690 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

Deney iki kez tekrarlanmistir.
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Standart egriyi olusturmak icin oncelikle 25 pg/l, 50 pg/l, 100 pg/l, 250 pg/l, 500 pg/l,
1000 pg/l konsantrasyonlarda standart KH,PO, ¢ozeltileri hazirlanmis ve sonra kalay
kloriir metodu uygulanmistir. Referans olarak distile su kullanilmistir. Elde edilen
absorbans degerleri ile standart grafik c¢izilmis ve egri denklemi elde edilmistir
(Sekil 3.4). Kontrol amaciyla 25 pg/l, 250 png/l ve 1000 pg/l konsantrasyonlardaki

standart fosfat ¢cozeltileri deneylerle es zamanli olarak Sl¢iilmiistiir.

1,2

y=10,001x + 0,0086

0,8 /

0,6

0,4 -

0,2 /

0 1 1
0 100 200 300 400 S00 600 700 800 900 1000 1100

Fosfat Konsantrasyonlari (ug/l)

Absorbans Degerleri (OD o)

Sekil 3.4: Coziinmiis Ortofosfat miktarinin tayini i¢in standart fosfat konsantrasyonlarindan
hazirlanmis olan standart egri

3.4 MIKROBiIYOLOJIK ANALIZ

3.4.1 Su Orneklerinin Hazirlanmasi

Sogutma sisteminin hem kule hem de ¢ikis suyu mikrobiyolojik yonden incelenmistir.
Ornekler, iki tekrarli calisilmak iizere steril siselere aseptik kosullar altinda 1’er litre
alinmis, laboratuvara ulastirilmis ve 142 mm capli 0.2 pm por ¢apli naylon filtre kagidi
(Sartorius-Sartolon) kullanilarak siiziilmiistiir. Daha sonra naylon filtre, yiizeyine
tutunmus bakterilerin siviya gecmesini saglamak amaciyla igerisinde 50 ml steril gcesme

suyu bulunan steril poset iginde stomacher (IUL Instruments) cihazinda 1 dk
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tutulmustur (Sungur ve dig., 2008). Konsantre edilen érnekler 10"’ den baslamak iizere
10"¢ kadar sulandirilmis (Power ve dig., 2001), asagida belirtilen bakterilerin

izolasyon iglemlerine gecilmistir.

3.4.1.1 Aerobik Heterotrofik Bakterilerin Izolasyonu ve Sayimi
Hazirlanan su &rnegi sulandirimlarindan (107-107) selektif olmayan R2A agar
besiyerine ii¢ tekrarli ekim yapilmig ve Petri kutular1 27°C’de 7 giin inkiibe edilmistir.

Siire sonunda olusan koloniler sayilmistir (Reasoner ve Geldrich, 1985).

3.4.1.2 SOB, SRB Bakterilerinin Izolasyonu ve Sayisinin Belirlenmesi

SOB ve SRB sayilarmi belirlemek icin MPN (En muhtemel sayi) yontemi
kullanilmistir. Hazirlanan su 6rnegi sulandirimlarindan (10-107), SOB izolasyonu i¢in
SOB besiyeri, SRB izolasyonu i¢in Postgate B besiyeri igeren MPN serilerine ekim
yapilmis ve her bir sulandirim i¢in bir MPN serisi kullanilmistir. Ekim yapilan MPN
serileri, 30°C’de 90 giin bekletilmistir. SRB’nin {iremesi, trettigi H»S’in besiyeri
icerigindeki Fe ile reaksiyona girip siyah renkte FeS ¢okeltisinin olugmasi, SOB’un
tiremesi ise iirettigi H,SO4 sonucu besiyerine mavi rengini veren bromkrezol yesili
boyasinin asidik ortamda renginin sartya donlismesi sonucu belirlenmistir. SOB ve SRB
sayillart MPN 3’1l tiip tablosu kullanilarak belirlenmistir (Cochran, 1950; Postgate,
1984; Roberts ve dig., 2002).

3.4.1.3 Anaerobik Heterotrofik Bakterilerin Izolasyonu ve Sayimi

Hazirlanan su 6rnegi sulandirmlarindan (107-107), %0.7 oraninda agar ilave edilen
tiyoglikolat besiyerine iki tekrarli ekimler yapilmis ve Petri kutular1 anaerobik
kavanozda (anaerojen paket ekli) 30°C’de 21 giin bekletilmistir. inkiibasyon siiresi

sonunda olusan koloniler sayilmistir (Lee ve Characklis, 1993).

3.4.1.4 Legionella Cinsi Bakterilerin Izolasyonu

Konsantre edilmis o6rnegin 10 ml' si, 3500 x g’ de 15 dakika santrifiij edilerek
yogunlastirilip, tstteki 5 ml sivi atilmig, kalan sivinin {izerine 1:1 oraninda pH' s1 2.2
olan asit ¢ozeltisinden (HCI - KCl) ilave edilip karistirllmigtir. Asitle 5 dakika muamele
edildikten sonra alinan 0.1 ml 6rnek, glisin, vankomisin, polimiksin, natamisin (GVPN)
ilave edilmis Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE) Agar segici besiyerine
ekilmistir. Ayrica kalan konsantre edilmis 2 ml ornek ise, steril tiip i¢ine konulup 50°C'
de 30 dakika bekletilmis ve bu siire sonunda alinan 0.1 ml 6rnek, ayn secici besiyerine

ekilmistir. Asit ve sicaklik uygulamasindan sonra, 6rnekler besiyerlerine iki tekrarli
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olarak ekilmistir (Kuchta ve dig., 1983; Dennis, 1988; Armon ve Payment, 1990;
Pedersen, 1992; Boulanger ve Edelstein, 1995; Fields, 1997; British standard, 1998; De
Luca ve dig., 1999). Ekim yapilan Petri kutular1 37°C' de 10-14 giin siireyle takip
edilmistir. Ekim yapildiktan en az 3 giin sonra iireyen gri renkli, camsi, mukoid ve
kabarik morfoloji gosteren siipheli koloniler, Gram metoduyla boyanmistir. Zayif Gram
negatif, filament olusturmus, ince ¢gomak seklindeki bakteriler Tryptone Soya Agar
(TSA) besiyerine ekilmistir. Bu besiyerinde iireme goriilmedigi durumda, GVPN katki
maddesi ilave edilmis BCYE Agar besiyerindeki siipheli koloniler i¢in Legionella Latex
test kiti (OXOID) ile serolojik test uygulanmistir (British standard, 1998).

3.4.2 Biyofilm Orneklerinin Hazirlanmasi

Biyofilmin mikrobiyolojik analizi i¢in her ay sistemden 2 adet kupon cikartilmistir.
Kuponlar sistem suyu bulunan steril saleler icerisinde laboratuvara getirilmistir.
Kuponlarin yiizeylerindeki biyofilm tabakasini toplamadan 6nce, steril cesme suyuna
yavasca daldirilip cikartilarak yiizeye gevsek tutunmus bakterilerin uzaklastirilmasi
saglanmistir. Daha sonra kuponun her iki yiizeyinde de olusan biyofilm tabakasi 20 ml
steril ¢esme suyu bulunan santrifiij tiipline steril ekiivyon ile alinmistir. Bu isleme
kupon yiizeyi iyice biyofilm kalintilarindan arindirilincaya kadar devam edilmistir.
Biyofilmin toplandig1 santrifiij tiipleri 60 sn vortekslenmistir (Gagnon ve Slawson,
1999). Hazirlanan biyofilm siispansiyonlar1 10"’den 107"°¢ kadar sulandirilmustir,

asagida belirtilen bakterilerin izolasyon islemlerine ge¢ilmistir.

3.4.2.1 Aerobik Heterotrofik Bakterilerin Izolasyonu ve Sayimi

Hazirlanan biyofilm sulandirimlaridan (107-107), selektif olmayan R2A agar
besiyerine ii¢ tekrarli ekim yapilmis ve Petri kutular1 27°C’de 7 giin inkiibe edilmistir.
Stire sonunda Petri kutularinda olusan koloniler sayilmistir (Reasoner ve Geldrich,

1985).

3.4.2.2 SOB, SRB bakterilerinin izolasyonu ve Sayisinin Belirlenmesi

SOB ve SRB sayilarini belirlemek i¢in MPN (En muhtemel say1) yontemi
kullanilmustir. Hazirlanan biyofilm sulandirimlarindan (107'-107), SOB izolasyonu i¢in
SOB besiyeri, SRB izolasyonu i¢in Postgate B besiyeri iceren MPN serilerine ekim
yapilmis ve her bir sulandirim i¢in bir MPN serisi kullanilmistir. Ekim yapilan MPN

serileri, 30°C’de 90 giin bekletilmistir. SRB’nin iiremesi, irettigi H,S’in besiyeri
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icerigindeki Fe ile reaksiyona girip siyah renkte FeS ¢okeltisinin olugmasi, SOB’un
tiremesi ise irettigi H,SO,4 sonucu besiyerine mavi rengini veren bromkrezol yesili
boyasinin asidik ortamda renginin sartya donlismesi sonucu belirlenmistir. SOB ve SRB
sayillar1t MPN 3’li tiip tablosu kullanilarak belirlenmistir (Cochran, 1950; Postgate,
1984; Roberts ve dig., 2002).

3.4.2.3 Anaerobik Heterotrofik Bakterilerin Izolasyonu ve Sayimi

Hazirlanan biyofilm sulandirmlarindan (107-107), % 0.7 oraninda agar ilave edilen
tiyoglikolat besiyerine iki tekrarli ekim yapilmis ve anaerobik kavanozda (anaerojen
paket ekli) 30°C’de 21 giin inkiibasyon siiresi sonunda olusan koloniler sayilmistir (Lee

ve Characklis, 1993).

3.4.2.4 Legionella Cinsi Bakterilerin Izolasyonu

Biyofilm 06rneginin bir kismi (5 ml), 3500 x g’ de 15 dakika santrifiij edilerek
yogunlastirilip, tistteki 2,5 ml sivi1 atilmis, kalan sivinin {izerine 1:1 oraninda pH' s1 2.2
olan asit ¢ozeltisinden (HCI - KCl) ilave edilip karistirllmigtir. Asitle 5 dakika muamele
edildikten sonra alinan 0.1 ml 6rnek, glisin, vankomisin, polimiksin, natamisin (GVPN)
ilave edilmis Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE) Agar segici besiyerine
ekilmistir. Biyofilm 6rneginin diger kismi (2 ml) steril tiip igine konulup 50°C' de 30
dakika bekletilmis ve bu siire sonunda alinan 0.1 ml 6rnek, ayni segici besiyerine
ekilmistir. Asit ve sicaklik uygulamasindan sonra, drnekler besiyerlerine iki tekrarli
olarak ekilmistir (Kuchta ve dig., 1983, Dennis, 1988; Armon ve Payment, 1990;
Pedersen, 1992; Boulanger ve Edelstein, 1995; Fields, 1997; British standard, 1998; De
Luca ve dig., 1999). Ekim yapilan Petri kutular1 37°C' de 10-14 giin siireyle takip
edilmistir (British standard, 1998). Siipheli kolonilere 3.4.1.4°de anlatilan basamaklar

uygulanmustir.

3.5 EPS ELDESI

Biyofilmden EPS elde etmek amaci ile Oncelikle her ay sistemden 3 adet kupon
cikartilmigtir. Kuponlar, sistem suyu bulunan steril saleler igerisinde laboratuvara
getirilmistir. Kuponlarin yiizeylerindeki biyofilm tabakasini toplamadan Once, steril
bidistile suya yavasca daldirilip ¢ikartilarak ylizeye gevsek tutunmus bakterilerin
uzaklagtirllmasi saglanmistir. Daha sonra 25 ml steril bidistile su bulunan santrifiij

tiipline, kuponun her iki yiizeyinde de olusan biyofilm tabakasi steril ekiivyon ile
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aliarak biyofilm siispansiyonu hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyon 6000 g’de 10 dk
santrifiij edilmis ve siipernatant baska bir steril santriflyj tiipine alinip bekletilmistir.
Santrifiij tiiplinde kalan biyofilm peleti lizerine 25 ml % 8.5 NaCl ve % 0.22
formaldehid igeren ¢ozeltiden konmus ve 1 dk vortekslenmistir. Daha sonra iki tiipteki
ornekler birlestirilmistir. Birlestirilmis 6rnek 11.227 g’de 30 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiijjden sonra iistteki siipernatant 0.22 um por ¢apli steril membran filtreden
gecirilerek steril edilmistir. Bunun sonucunda EPS eldesi ger¢eklesmistir (Zhang ve

dig., 1999).

3.5.1 EPS’deki Toplam Karbonhidrat Miktarinin Belirlenmesi

Biyofilmden elde edilen EPS’deki toplam karbonhidrat miktarinin tayini fenol siilfiirik
asit yontemi kullanilarak yapilmistir (Dubois ve dig.,1956). Asitte bekletilip bidistile
sudan gecirilen deney tiiplerine sirastyla 1 ml EPS ve 1 ml % 5’lik fenol soliisyonu
konmustur. Ardindan tiiplere 5 ml konsantre H,SO4 eklenip 10 dk bekletilmistir. Siire
bitiminde tiipler vortekslenmis ve yaklasik 25°C’lik su iginde 10-20 dk bekletilerek
sogutulmustur. Deney tiiplerinde karbonhidrat miktarina gore farkli koyulukta sari-
portakal renk olusumu goriilmiis ve 6rnekler spektrofotometre cihazinda (Shimadzu UV
150-02) 490 nm dalga boyunda Ol¢llmiistir. Karbonhidrat  miktari,
spektrofotometredeki dl¢iim sonucu elde edilen absorbans degerinin standart egriye ait

denklemde yerine konmastyla hesaplanmistir. Olgiimler dort tekrarli yapilmustir.

Standart egriyi olusturmak i¢in 6ncelikle 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 pug/ml
konsantrasyonlarda standart glukoz c¢ozeltileri hazirlanmis ve sonra fenol siilfiirik asit
yontemi uygulanmistir. Referans olarak distile su kullanilmistir. Elde edilen absorbans
degerleri ile standart grafik ¢izilmis ve egri denklemi elde edilmistir (Sekil 3.5). Kontrol
amaciyla 10, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlardaki standart glukoz c¢ozeltileri

deneylerle es zamanli olarak dl¢lilmiistiir.
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Sekil 3.5: Toplam karbonhidrat miktarinin tayininde kullanilmak iizere standart glukoz
konsantrasyonlarindan hazirlan standart egri.

3.6 SEM VE EDS ANALIZi

Deney kuponlarinin yilizeyinde olusan biyofilm tabakasin1 ve korozyon {iriinlerini
belirlemek i¢in deney kuponlari SEM’de incelenmislerdir. Bu amagla analiz oncesi
kuponlar % 2.5 glutaraldehit ¢6zeltisi iginde +4°C’de 1 saat bekletilerek fikse edilmis
ve birka¢ kez steril bidistile suya batirildiktan sonra suyun almmasi i¢in % 30, % 50,
% 80, % 95 etanol serileri i¢inde 10’ar dk bekletilmislerdir. Bekleme siiresi sonunda
kuponlar havada kurumaya birakilmistir (Campanac ve dig., 2002). Inceleme oncesi
kuponlarin yiizeyi 15 nm kalinlikta palladyum ile kaplanmis ve drnekler TUBITAK 'ta
Jeol (JSM-6335 F) marka SEM cihazinda incelenmistir.

Kuponlarin yilizeyinde olusan korozyon {iriinlerinin bilesimlerinin tespiti i¢in enerji

dagilim spektrofotometre (EDS) analizi yaptirilmistir.
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3.7 AGIR METAL (Cu) ANALIZi

Deney siiresince sistemin ¢ikis suyundan, biyofilmden ve EPS’den agir metal (Cu)
miktar1 belirlenmistir. Sistemin ¢ikis suyundaki Cu miktarin1 6lgmek amaciyla kapakli
siselere su Orneginden 100 ml konmus ve %65°lik nitrik asit (HNO;) ile pH’s1 3’e
ayarlanarak 4 dk vortekslenmistir. Su Ornekleri vortekslendikten sonra 0.45 pm por
capli membran filtreden gegcirilerek soliisyondaki biiyiik partikiiller ortamdan
uzaklagtirllmig ve siiziintliden gerekli sulandirimlar hazirlanarak atomik absorbsiyon

spektrofotometresinde (Analytik Jena Nova 300) Cu 6l¢iimleri gerceklestirilmistir.

Biyofilmdeki Cu miktari, sogutma sisteminin ¢ikis suyunu igeren steril sale icinde
laboratuvara getirilmis 2 adet kupondan ¢alisilmistir. Kuponlarin her iki yiizeyinde de
olusan biyofilm tabakasi steril ekiivyon ile 3.4.2’de anlatildig1 gibi alinmis, kullanilan
ekiivyon 100 ml steril bidistile su bulunan kapakli sise icine konmustur. Olgiim

islemleri su 6rneklerindeki gibi yapilmistir (Percival, 1998).

3.8 KOROZYON ANALIZIi

Korozyon hizinin 6lglimii i¢in her ay sistemden c¢ikarilan 12 kupon kullanilmistir.
Kupon yiizeylerindeki biyofilmler ekiivyon ile temizlendikten sonra % 33’liik HCI asit
cozeltisinde 2 dk bekletilmistir. Kuponlar siire bitiminde distile su icine daldirilip
cikartilmistir. Ardindan aseton icinde 10 sn bekletilmistir. Deney oncesi agirliklar
tartilan kuponlarin deney sonunda agirliklart yeniden tartilmistir. Aralarindaki fark

hesaplanarak agirlik kayiplari bulunmustur.

Korozyon hiz1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir (ASTM standart, 1975).

Korozyon hizi (mdd)= (K x W)/ (Ax tx d)
mdd= mg/ dm”x giin
K=2.40x 10°x d
W= agirlik kaybi (g)
A= alan (cm?)
t= deney siiresi (saat)

d=8.92 g/cm’
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3.9 KONTROL DUZENEGI

Suyun bakir {izerindeki korozif etkisini belirlemek igin steril kontrol diizenegi
kurulmustur (Sekil 3.6). Kontrol diizenegine %10’luk sodyum hipoklorid cozeltisi
konmus ve sistem 24 saat calistirllmistir. Diizenek, steril distile su ile yikanarak steril
edilmis 8 litre sogutma sistemine eklenen su ile diizenek doldurulmus ve kupon
tagtyicilarinin kondugu haznenin dis1 su seviyesine gore isaretlenmistir. Steril edilmis
bakir kuponlar aseptik kosullar altinda steril kupon tasiyicilarina dizilip kontrol

diizenegine yerlestirilmistir.

Sekil 3.6: Steril kontrol diizenegi

3.9.1 Kontrol diizenegi isletim kosullari

Steril kontrol diizenegi; agz1 kapali plastik bir hazne ve saatte 7.3 litre su sirkiilasyonu
yapan devridaim pompasindan (EHEIM, 2213) olusmaktadir. Diizenege oksijen girisi
bir hava pompasi (Champion, aquarium air pump) ile saglanmistir. Pompadan gelen
hava, 0.22 um por capina sahip bir membran filtreden (Sartorius, midisart 2000)
gecirilmek suretiyle steril edilmis ve bu sekilde sisteme siirekli steril hava akimi

saglanmstir.
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Diizenekten ayda 2 kez diizenli olarak su desarj edilmis ve sistem sogutma sistemine
eklenen su ile 8 litreye tamamlanmistir. Diizenek suyundan R2A besiyerine ekilerek
sterilite kontrolii yapilmistir. Aym1 zamanda sogutma kulesi su sisteminde kullanilan
biyosit ve korozyon frenleyici kontrol diizene§ine sogutma kulesi su sisteminde
kullanilan miktar hesaplanarak eklenmistir. Sistemden her ay diizenli olarak &rnek
almip sicaklik, pH, ¢6zlinmiis oksijen (CO), iletkenlik, TCM, toplam alkalinite, kloriir
(CI), H,S, siilfat (SO4?) ve ¢oziinmiis ortofosfat (PO4~) degerleri 3.3’de anlatildig
sekilde Olgiilmiistiir. Kontrol diizeneginden 10 ay boyunca, her ay periyodik olarak 5
adet bakir kupon ¢ikartilmigtir. Kupon iizerinde olusan film tabakasindan ve diizenek
suyundan her ay Cu degerleri 3.7°de anlatildig1 gibi 6l¢iilmiistiir. Kontrol diizeneginden
cikarilan 5 kuponun deney oncesi ve sonrasindaki agirliklar 6lgtilerek 3.8de anlatildig

gibi agirlik kayiplar1 ve korozyon hizlar1 hesaplanmistir.

3.10 iSTATISTIKSEL ANALIZ

Bakteri sayilari, sisteme eklenen su, kule suyu ve ¢ikis suyunun kimyasal parametreleri,
bu kimyasal parametrelerin bakteri sayilar1 ile iliskileri, agirhik kaybi, Cu
konsantrasyonlar1 arasindaki iligki korelasyon katsayilari testi ile gosterilmistir. Sisteme
eklenen su, kule suyu ve ¢ikis suyunun kimyasal parametrelerin ortalamalar agisindan
farkinin degerlendirilmesi Mann-Witney U testi kullanilarak yapilmistir. Kule suyu,
cikis suyu ve biyofilmdeki bakterilerin sayisal durumunun karsilagtirilmasi Mann-

Witney U testi ile yapilmistir.
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3.11 KULLANILAN BESIiYERLERIi VE KIMYASAL MADDELER

3.11.1 SOB Besiyeri icerigi

Sodyum tiyosiilfat Na,S,0;- SH20 5¢g
K,HPOy, 2g
KH,PO,4 2g
Amonyum siilfat (NH4),SO4 0.1g
Magnezyum siilfat MgSQO, - 7TH20 0.1g
Kalsiyum kloriir CaCl, 0.1g
Demir (IIT) kloriir FeCl; - 6H20 0.002 g
Mangan siilfat MnSO4 - 4H20 0.002 g
Bromkrezol yesili (doymus ¢ozeltisi) 3.0 ml

pH = 6.5 olacak sekilde ayarlanir. 121°C’de 15 dk steril edilir (Roberts ve dig., 2002).

3.11.2 Postgate B Besiyeri

Model sistem suyunda bulunan SRB’nin varliginin belirlenmesi i¢in kullanilan Postgate

B besiyerinin bilesimi;

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,POj) 05¢g
Amonyum kloriir (NH4CI) 1.0g
Kalsiyum siilfat (CaSO,) 10g
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSO4 7H,0) 20¢g
DL-Laktik asit (C3HsO3;Na) 35¢g
Maya oziitii 10g
L-Askorbik asit (C¢H70Og¢Na) 0.1g
Tiyoglikolik asit (C;H30,SNa) 0.1g
Demir (III) siilfat heptahidrat (FeSO4 7H,0) 05¢g
Distile su 1000 ml

pH=7210.2 (% 10 m/V NaOH ile ayarlanir), 121°C’de 15 dk steril edilir (Goodwin
ve Forster, 1985; Davey ve O'toole, 2000).
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3.11.3 R2A Besiyeri

Heterotrofik bakterilerin izolasyonu ve sayimi i¢in kullanilan R2A agar besiyerinin

bilesimi;

Maya 0ziitii 05¢g
Pepton 05¢g
Kazein hidrolizati 05¢g
Glikoz (C¢H1206) 05¢g
Nisasta 05¢g
Pirtivik asit (C3H3;O3Na) 03¢g
Dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO,) 03¢g
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSO4 7H,0) 0.05¢g
Agar 12 g
Distile su 1000 ml

121°C’de 15 dk steril edilmistir (Reasoner ve Geldrich, 1985).

3.11.4 Tiyoglikolat Besiyeri

Anaerobik heterotrofik bakterilerin sayimi i¢in kullanilan tiyoglikolat besiyerinin

bilesimi;

Maya oziiti 5¢g
Pepton 15¢g

D (+) Glukoz (C¢H20¢) 55¢
Tiyoglikolik asit (C,H30,SNa) 05¢g
L-sistin ([-SCH,CH(NH;,)CO,H],) 05¢g
Sodyum kloriir (NaCl) 25¢g
Sodyum resazurin (C;;H¢NNaOy) 0.001g
Agar 7g
Distile su 1000 ml

121°C’de 15 dk steril edilmistir.



40

3.11.5 Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE) Besiyeri

Legionellaceae familyasina dahil bakterilerin izolasyonunda kullanilan BCYE Agar

besiyerinin bilesimi asagida gosterilmistir. (British standard, 1998).

Maya 6zeti 10 g
Agar 12 g
Aktif komiir 20g
o-ketoglutarat, monopotasyum tuzu 10g
ACES buffer 10 g
(N-2-acetamido-2-aminoethanosulfonic acid )
Potasyum hidroksit (KOH) 28¢g
L-sistein hidroklorid monohidrat 04¢g
Demir (III) pirofosfat Fes(P,07)3 025¢g
Distile su 1000 ml

Secici katki maddesi GVPN’in i¢erdigi maddeler sunlardir (British standard, 1998):

Amonyumsuz glisin 3 g1

Polimiksin B siilfat 80000 ITU
Vankomisin hidroklorit 0.001mg/1
Natamisin 0.05 mg/l

3.11.6 Legionella Cinsi Bakterilerin izolasyonunda Kullanilan Asitin Hazirlams

1 1 distile su tlizerine 105 ml saf hidroklorik asit (HCl) eklenerek 1.2 mol/l HCI, 1 1
distile su icinde 14.9 gr potasyum kloriir (KCI) eritilerek 0.2 mol/Ilt KCIl stok
soliisyonlar1 hazirlanmistir. Stok HCI soliisyonundan 3.9 ml, stok KCI solusyonundan
25 ml alinarak karistirilmistir. Bu asit karisimmin pH' s1 1 mol/l potasyum hidroksit
(KOH) yardimiyla pH:2.2 + 0.2' ye ayarlandiktan sonra karanlikta cam sisede saklanmis
ve taze olarak kullanilmigtir (British standard, 1998).
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3.11.7 TSA (Tryptone Soya Agar) Besiyeri Bilesimi

Tripton I5¢g
Soya pepton 50¢g
Sodyum klorid 50g
Agar 15¢
Distile su 1000ml
pH: 7.31£0.2

121 °C' de 15 dakika steril edilir (Koneman ve dig., 1983).

3.11.8 3N Ayarh Nitrik Asit Cozeltisi

HNO:; 207.73 ml

Deiyonize su 1000 ml’ye tamamlanur.

3.11.9 Fenolftalein Indikator Cozeltisi

Fenolftalein 05¢g
% 95°lik etil alkol 50 ml
Distile su 50 ml

3.11.10 Metil Oranj Iindikator Cozeltisi

Metil oranj 0.05¢g
Distile su 100 ml

3.11.11 0.1 N Ayarh Hidroklorik Asit Cozeltisi

% 37°1ik HC1 8.28 ml

Distile su 1000 mI’ye tamamlanur.
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3.11.12 Potasyum Dikromat Cozeltisi

KQCI'O4 10 g
Distile su 100 ml

3.11.13 Giimiis Nitrat Cozeltisi (N/50)

3.72 g AgNO; bir miktar distile suda ¢oziindiikten sonra 1000 ml’lik balon jojeye
aktarilarak hacim ¢izgisine kadar distile su ile tamamlanmistir. Bu ¢6zeltinin 1 ml’si

0.7092 mg kloriire esittir.

3.11.14 6N Ayarh Hidroklorik Asit Cozeltisi

% 37’1ik HC1 1 hacim

Distile su 1 hacim

3.11.15 0.025 N Standart iyodin Cézeltisi

20 g potasyum iyodiir (KI) bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra 3.2 g iyodin

eklenmistir. Iyodin ¢oziindiikten sonra ¢ozelti distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir.

3.11.16 0.025 N Sodyum Tiyosiilfat

Na,S,05 6.205 g
Distile su 1000 ml

3.11.17 Amonyum Molibdat Cozeltisi

25 g (NH4)6M070,4.4H,0 175 ml distile suda ¢ozdiiriilmiistiir. 280 ml konsantre H,SO4
yavag¢a 400 ml distile suya ilave edilmis ve soguduktan sonra amonyum molibdat

soliisyonu eklenip distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmustir.
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3.11.18 Kalay Kloriir Cozeltisi

SnCL,.2H,O 25¢g
Gliserol 100 ml

3.11.19 Ayarlama Cozeltisi

% 37°1ik HC1 30 ml
Distile su 300 ml
% 95 Etil alkol 100 ml
NaCl 75¢g
Gliserol 50ml

3.11.20 0.01M Potasyum Kloriir

KCl 0.745 g
Distile su 1000 ml
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4 BULGULAR

4.1 DENEY DUZENEGI

Deneylerde sogutma sistemine eklenen sudan, kule suyundan ve ¢ikis suyundan alinan
orneklerin her ay pH, CO, iletkenlik, TCM, toplam alkalinite, CI", H,S, SO4'2,
¢oziinmiis PO4 ve sicaklik degerleri Olclilmiistiir. Sisteme eklenen suyun, kule suyunun
ve ¢ikis suyunun aylik sicaklik degerlerinin ortalamasi sirasi ile 16 + 3.3 °C, 26 + 2.6 °C
ve 28 + 2.8 °C olarak belirlenmistir. Aylik olarak ol¢iilen pH, CO, iletkenlik ve TCM
degerleri Tablo 4.1°de, toplam alkalinite, C1", H,S, SO4'2, ¢Ozliinmiis PO,? degerleri ise
Tablo 4.2°de verilmistir.

10 ay boyunca sogutma sisteminin kule ve ¢ikis suyuna ait pH, iletkenlik ve TCM
degerlerinin, sisteme eklenen suyun degerlerinden daha yiiksek oldugu (Tablo 4.1)

tespit edilmistir.
Tablo 4.1: Aylara gore sisteme eklenen su, kule suyu ve ¢ikis suyunun pH, CO, iletkenlik ve
TCM degerleri.
pH CO _(mg/l) Iletkenlik (uS/cm) TCM (mg/l)
Aylar SES KS CS SES KS CS SES KS CS SES KS CS
Haziran * 8.65 8.77 * 55 5.6 * 1258 1245 * 862 856

Temmuz 7.34 8.34 8.51 729 6.87 4.71 674 1514 1510 466 1051 1042
Agustos 744 8.02 8.24 847 941 5.59 1066 1332 1800 738 923 1402
Eylil 7.56 8.08 8.03 7.38 7.03 6.63 891 1375 1332 619 954 926
Ekim 7.75 8.09 8.24 741 8.61 745 876 1448 1441 609 1038 1033
Kasitm  7.64 839 7.94 59 58 55 987 1554 1556 687 1525 1507
Aralik  7.74 879 8.8 75 6.1 6.6 844 3286 2964 584 2276 2062
Ocak  7.58 9.06 9.09 9.9 105 10.2 664 10630 11050 461 7360 7600
Subat 792 8.66 8.63 8.3 7 6.9 536 5080 4940 372 3520 3410
Mart 7.59 8.86 8.88 82 69 6.5 636 2536 2512 446 1776 1760

Nisan 7.54 8.55 8.55 8.6 7.1 6.8 486 763 748 237 373 365
uS: MikroSiemens; *:Calisilamadi; SES:Sisteme eklenen su; KS: Kule suyu; CS: Cikis suyu
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Tablo 4.2: Aylara gore sisteme eklenen su, kule suyu ve ¢ikis suyunun toplam alkalinite, CI", H,S, SO4'2, ¢Ozinmiis PO4'3 degerleri.

Toplam alkalinite (mg/l) CI'_(mg/l) H,S (mg/l) S0, (mg/l) PO, (mg/l)
Aylar SES KS CS SES KS [ SES KS [ SES KS [ SES KS [
246.67  220.00 1560 15.82 059 04 131.72  114.34 20.00 10
Haziran * £2.89 +0.01 * £0.01  +0.01 * 10,01 +0.01 * +1.52 +131 *  +£0.01 +0.01
102.50  210.00  207.5 10.18 2383  23.62 0.13 004 0.02 2628 11895 118.18
Temmuz +3.54  +0.01 +3.54 £0.07 +£028 +0.14 +0.1 +0.06 +0.03 +0.11 +0.87 +1.96 <3 <3 <3
97.50  120.00  170.00 1993 3563  45.50 0.04 69.02  89.11  139.42
Agustos +3.54  +354  +0.01 +1.13  +£023 +0.92 <0.01 +0.03 <0.01 +0.01 +1.74 +1.52 <3 <3 <3
12250 155.00  42.50 1734 28.60  29.36 0.03 0.06 0.01 53.63  89.11 8295
Eyliil +3.54  +0.01 +3.54 £0.07 +£0.11 +0.01 +0.04 +0.08 +0.01 +0.01 +1.74 +1.74 <3 <3 <3
97.50  165.00 155.00 16.84 2950  29.50 0.15 012  0.02 5840  89.88 9434 55.50  42.00
Ekim £0.01 +141 +7.07 £021 £0.01 £0.01 +0.01 +0.06 +0.03 +0.87 +1.09 +131 <3  +£778 +0.01
87.50  225.00 200.00 1922 5922  56.67 059 027 048 64.65 17685 162.77 3.00 3850 3350
Kasim +3.54 +7.07 +0.01 £0.14 +156 +092 +0.01 +0.01 +0.01 £022 +0.76 +0.01 +0.01 +0.71 +0.71
97.50  290.00 275.00 16.60 5546  54.75 6649 23046 218.92 108.50  87.50
Aralik +3.54 +141 +7.07 £028 +141 +0.01 <0.01 <0.01 <0.01 +0.65 +0.01 +2.18 <3 +134 +0.71
115.00 1152.00 852.00 979  186.17 188.65 057 026 046 6342  917.69  710.00 285.00 194.00
Ocak £0.01  £354 £177 +0.85 +354 +3.54 £0.16 +0.14 +0.01 +0.65 +109 +0.01 <3 +7.07 +0.71
107.50  472.00  437.00 1007 7943 7730 0.09 021 84.69 45500 452.12 104.00 112.00
Subat +3.54 +3.54 +354 £0.85 +£283 +6.36 <0.01 +0.07 0.1 £163 +109 +68 <3  £566 +5.66
113.80  405.00  390.00 9.18 3901 3847 6449  189.65 224.69 8.00  24.00
Mart £53 +001 +7.07 £0.64 +001 =+1.77 <0.01 <0.01 <0.01 +0.87 +0.05 +103 <3 +0.01 +141
160.00 20625 221.30 500  8.65 8.37 0.15 2335 3694  38.63 9.00 11.50  14.00
Nisan +0.01 +177 53 £0.07 +£228 +0.01 +£0.01 <0.01 <0.01 +0.01 +£033 +0.33 £0.01 +0.71 +0.01

+: Standart sapma; *: Calisilamadi; SES:Sisteme eklenen su; KS: Kule suyu; CS: Cikis suyu
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Mann-Witney U testine gore hem kule hem c¢ikis suyunun pH, iletkenlik, toplam
alkalinite, CI", SO, ve ¢oziinmiis PO, degerlerinin sisteme eklenen suyunkinden
anlamli derecede (sirasiyla p<0.01, p<0.01, p<0.01, p<0.01, p<0.01, p<0.01) daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.1, Tablo 4.2).

Kule suyundaki en yiiksek pH, CO, iletkenlik, TCM, toplam alkalinite, CI, SO,7? ve
¢oziinmiis PO, degerleri Ocak ayinda sirasiyla 9.06, 10.5 mg/l, 10630 pS/cm, 7360
mg/l, 1152 mg/l, 186.17 mg/l, 917.69 mg/l, 285 mg/l olarak oOl¢iilmiistiir. Cikis
suyundaki en yiiksek pH, CO, iletkenlik, TCM, toplam alkalinite, CI, SO47 ve
¢oziinmiis PO, degerleri yine Ocak aymnda sirasiyla 9.09, 10.2 mg/l, 11050 pS/cm,
7600 mg/1, 852 mg/l, 188.65 mg/l, 710 mg/l, 194 mg/l olarak tespit edilmistir.

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda kule suyu ve c¢ikis suyu verileri arasinda

ortalamalar agisindan anlamli bir fark saptanmamagtir.

Is1 degistiriciye paralel olarak baglanan diizenege yerlestirilen bakir kuponlarin
yiizeylerinde heterojen yapida ve ince bir biyofilm tabakasinin olustugu

gbzlemlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: (A) Temiz bakir yiizey; (B) 10. ay sonucunda bakir yiizeyde gdzlenen biyofilm
tabakasi
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Bakir kupon yiizeylere bakterilerin tutunup biyofilm olusturduklar1 SEM fotograflari ile
de tespit edilmistir (Sekil 4.2).

ST
TUBITAK 1um WD 14.4mm TUBITAK 15.0kV  X10,000 1um WD 152mm

g N e

TUBITAK SEI 10.0kV  X20,000 Tum WD 14.4mm TUBITAK 15.0kv  X10,000 1um WD 152mm

TUBITAK SEl 10.0kV  X5,000 1,um_ WD 14.4mm TUBITAK SEI 15.0kv  X1,000 10um WD 15.2mm

Sekil 4.2: Bakir kuponlarin yiizeyinde olusan biyofilmin SEM fotograflari; (A, B, C) 1. ayin
sonunda olusan biyofilm; (D, E, F) 10. ayin sonunda olusan biyofilm
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Aylara gore sogutma sistemi kule suyu, ¢ikis suyu ve bakir kupon yiizeylerde olusan
biyofilmdeki aerobik heterotrofik bakterilerin sayilar1 Tablo 4.3 ve Sekil 4.3’te

gosterilmistir.

Cikis suyundaki ve biyofilmdeki en diisiik aerobik heterotrofik bakteri sayisi (logjo)
Ocak ayinda sirastyla 4.87 kob/ml ve 4.30 kob/ cm? olarak saptanmustir. Cikis suyunda
bulunan aerobik heterotrofik bakteriler ile biyofilmde bulunan aerobik heterotrofik
bakteri sayilar1 arasinda ayn1 yonde anlamli bir iligskinin (p<0.05) oldugu saptanmaistir.
Yapilan Mann-Witney U testine gore kule suyu, ¢ikis suyu ve biyofilmdeki aerobik
heterotrofik bakterilerin sayilar1 arasinda ortalamalar acisindan anlamli bir farkin

olmadig1 belirlenmistir.

Tablo 4.3: Sogutma sisteminin kule suyundaki, ¢ikis suyundaki ve bakir kuponlarin
yiizeyindeki aerobik heterotrofik bakteri sayilari.

Aerobik Heterotrofik Bakteri Sayilari (log;o)

Kule Suyu Cikis Suyu Biyofilm

Aylar (kob/ml) (kob/ml) (kob/cm?)

Haziran 5.02+ 0.07 5.12+ 0.06

Temmuz 543+ 0.07 549+ 0.05 5.55+ 0.09

Agustos 426+ 0.05 5.69+ 0.06 5.52+ 0.06
Eyliil 5.15+ 0.08 5.32+ 0.07 591+ 0.05
Ekim 5.05+ 0.09 499+ 0.06 485+ 0.13
Kasim 5.44+ 0.05 5.07+ 0.07 5.07+ 0.08
Arahk 5.14+ 0.13 5.04+ 0.12 5.12+ 0.07
Ocak 5.07+ 0.08 487+ 0.05 430+ 0.19
Subat 5.74+ 0.07 548+ 0.05 5.50+ 0.06
Mart 5.35+ 0.06 5.33+ 0.15 5.11+ 0.11
Nisan 5.24 + 0.06 5.11+ 0.07 5.70 + 0.09

+: Standart sapma
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Sekil 4.3: Sogutma sisteminin kule suyundaki, ¢ikis suyundaki ve bakir kuponlarin yiizeyindeki
aerobik heterotrofik bakteri sayisi. Hata ¢ubuklar1 standart sapmay1 gostermektedir.

Istatistiksel analiz sonucuna gore ¢ikis suyundaki aerobik heterotrofik bakteriler ile

¢ikis suyunda bulunan ¢oziinmiis PO, arasinda ters yonde anlamli bir iligski (p<0.05)

bulunmustur (Sekil 4.4).

CS HBS lOg 10

—&— HBS (kob/ml)

<-4 (PO, (mg/l)

6,00 250
5,80 +
5,60 1 j/\ - + 200
5,40 i _
L 150 "
5,20 7 °
5,00 <
’ - 100 &
4,80
4,60 - R R T 50
o.. - a \
4,40 . * >
.. Lt e
420 L& e ey : 0
& & & RN & ¥ N P S
E I R TR
L O
Aylar

Sekil 4.4: Cikis suyundaki aerobik heterotrofik bakteri sayisi ve ¢ikig suyundaki ¢oziinmiis
ortofosfat degerleri arasindaki iliski. Hata ¢ubuklar1 standart sapmay1 gostermektedir.
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Biyofilmde bulunan aerobik heterotrofik bakteriler ile ¢ikis suyunda bulunan ¢éziinmiis
PO, ve Clarasinda ters yonde anlamli bir iliski (sirasiyla p<0.05, p<0.05) tespit
edilmistir (Sekil 4.5, Sekil 4.6).

—=— HBS(kob/cm2) ---#-- (PO (mg/l)
7 250
6 4
T 200
s 54
g 150 7
ll ‘ &
£ 3 K < 1100 &
s - .
g 2
. + 50
.l A .
...
.
0 PP SR ; ; : } } 1 0
G & > . N > * >
S S Y & 3 > ‘>‘ >
& & X & &£ o SN S
P R R

Sekil 4.5: Biyofilmdeki aerobik heterotrofik bakteri sayist ve ¢ikis suyundaki ¢oziinmiis
ortofosfat degerleri arasindaki iliski. Hata ¢ubuklar1 standart sapmay1 gostermektedir.

—&— HBS (kob/cm2) -4 (CI) (mg/)
7 250
6
- '—'/.\ x A2
w 5 17"—"\\?/
S "t
é 4 I' ‘\. I 150 8
E 3 K «z
= p 3 1 100 &
Z 2 L
=] . N
. - . 1 5
1 POk " - - - - Y = j
0 : : : : : : : : ~—* 1y

N
‘0‘}

D> . & N S
& & & ¥ &

Aylar

Sekil 4.6: Biyofilmdeki aerobik heterotrofik bakteri sayisi ve ¢ikis suyundaki klor iyonu
degerleri arasindaki iligki. Hata ¢ubuklar standart sapmay1 gostermektedir.
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Aylara gore sogutma sistemi kule suyu, ¢ikis suyu ve bakir kupon yiizeylerde olusan

biyofilmdeki SOB sayilar1 Tablo 4.4 ve Sekil 4.7°de gosterilmistir.

Hem kule suyu hem de biyofilmdeki en diisilk SOB sayis1 (log;o) Agustos ayinda sirasi
ile 0.30 b/ ml ve 0.15 h/ cm? olarak saptanmustur.

Kule suyu ve ¢ikis suyunda bulunan SOB sayilar arasinda ayni1 yonde anlamh (p<0.01)
bir iligki bulunmustur. Benzer olarak kule suyunda bulunan SOB ile aerobik
heterotrofik bakteri sayilar1 arasinda da ayni yonde anlamli bir iliski (p<0.05) tespit
edilmistir. Kule suyu, ¢ikis suyu ve biyofilmdeki SOB sayilar1 arasinda ortalamalar

acgisindan anlamli bir fark bulunmamastir.

Tablo 4.4: Sogutma sisteminin kule suyundaki, ¢ikis suyundaki ve bakir kuponlarin
ylizeyindeki SOB sayilari.

SOB Sayilar (log;o)

Kule Suyu Cikis Suyu Biyofilm

Aylar (hiicre/ml) (hiicre/ml) (hiicre/cmz)

Haziran 2.04 + 0.08 0.79+ 0.12

Temmuz 2.39+ 0.12 2.48 + 0.01 341+ 0.01
Agustos 0.30+ 0.01 1.20+ 0.14 0.15+ 0.01
Eyliil 222+ 0.18 271+ 023 3.09+ 0.14
Ekim 220+ 0.14 2.10+ 0.01 1.82+ 0.19
Kasim 3.10+ 0.01 322+ 0.18 3.03+ 0.23
Arahk 2.36+ 0.14 1.71+ 0.23 294+ 0.12
Ocak 2.68+ 0.01 292+ 0.25 1.60+ 0.13
Subat 3.30+ 0.01 3.18+ 0.01 3.02+ 0.10
Mart 248 £ 0.25 3.30+ 0.01 2.18+ 0.18
Nisan 1.16 + 0.20 1.30+ 0.01 229+ 0.19

+: Standart sapma
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Sekil 4.7: Sogutma sisteminin kule suyundaki, ¢ikis suyundaki ve bakir kuponlarin yilizeyindeki
SOB sayis1. Hata ¢ubuklar1 standart sapmay1 gostermektedir.

Aylara gore sogutma sistemi kule suyu, ¢ikis suyu ve biyofilmdeki SRB sayilar1 Tablo
4.5 ve Sekil 4.8’ de gosterilmistir.

Hem kule suyu hem de biyofilmdeki en diisiik SRB sayis1 Agustos ayinda (logo) sirasi
ile 5.59 h/ml ve 6.23 h/cm” olarak saptanmistir. Ocak ayinda biyofilmdeki SRB sayist
(log 10 6.98 h/cm?) hem kule suyu (log ;o 7.29 h/ml) hem de ¢ikis suyundaki (log 1o 7.36
h/ml) SRB sayisindan daha diisiiktiir.

Kule suyundaki SRB sayilar1 ile ¢ikis suyundaki SRB sayilar1 arasinda ayni yonde
anlamli bir iligki (p<0.01) saptanmistir. Mann-Witney U testine gore biyofilmdeki SRB
sayisinin kule suyundaki SRB sayisindan anlamli derecede daha fazla oldugu (p< 0.05)

tespit edilmistir.



Tablo 4.5: Sogutma sisteminin kule suyundaki, ¢ikis suyundaki ve bakir kuponlarin
ylizeyindeki SRB sayilart.

SRB Sayilari (log;)
Kule Suyu Cikis Suyu Biyofilm
Aylar (hiicre/ml) (hiicre/ml) (hiicre/cm?)
Haziran 6.51+ 0.23 7.01 £ 048
Temmuz 5.81+ 0.10 5.85+ 0.71 6.31+ 0.01
Agustos 5.59+ 041 599+ 0.16 6.23 £ 0.48
Eyliil 5.84+ 0.23 6.51+ 0.23 7.62+ 0.71
Ekim 6.47+ 0.53 729+ 0.63 6.95+ 0.37
Kasim 7.11+ 0.34 7.85+ 0.01 8.31+ 0.36
Aralik 6.85+ 0.01 6.82+ 0.12 9.05+ 0.01
Ocak 7.29+ 0.78 7.36+ 0.12 6.98 £ 0.16
Subat 6.39+ 041 6.51 £ 0.69 7.93+ 0.06
Mart 7.85+ 0.01 7.85+ 0.01 8.39+ 0.94
Nisan 6.59+ 0.49 6.74 £ 0.01 6.67+ 0.16
+: Standart sapma
— —— —Kule suyu (h/ml) —8— Cikis suyu (h/ml) ---¢--- Biyofilm (h/cm2)
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Sekil 4.8: Sogutma sisteminin kule suyundaki, ¢ikis suyundaki ve bakir kuponlarin yilizeyindeki
SRB sayilari. Hata ¢ubuklar: standart sapmay1 gostermektedir.
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Aylara gore sogutma sistemi kule suyu, ¢ikis suyu ve bakir kupon yiizeylerde olusan

biyofilmdeki anaerobik heterotrofik bakteri sayilar1 Tablo 4.6 ve Sekil 4.9°da

gosterilmistir.

Biyofilmdeki anaerobik heterotrofik bakteri sayilarinin kule ve ¢ikis suyunda bulunan
anaerobik heterotrofik bakteri sayilarindan daha yiiksek oldugu (sirasiyla p<0.01,
p<0.01) tespit edilmistir (Sekil 4.9).

Tablo 4.6: Sogutma sisteminin kule suyundaki, ¢ikis suyundaki ve bakir kuponlarin
ylizeyindeki anaerobik heterotrofik bakteri sayilari.

Anaerobik Heterotrofik Bakteri Sayilari (log;o)

Kule Suyu Cikis Suyu Biyofilm
Aylar (kob/ml) (kob/ml) (kob/cm®)
Haziran 1.61+ 0.17 1.23+ 0.13
Temmuz 1.77+ 0.26 1.46 £ 0.16 2.38 £ 0.30
Agustos 2.04+ 0.15 1.18 + 0.30 231+ 0.24
Eyliil 1.66 + 0.32 1.39+ 0.15 2.78 £ 0.30
Ekim 1.69+ 0.11 1.85+ 0.21 2.94+ 0.28
Kasim 227+ 0.19 1.82+ 0.27 243+ 0.05
Arahk 1.93 + 0.04 2.06+ 0.19 3.74 + 0.04
Ocak 1.82+ 0.18 1.80+ 0.31 231+ 024
Subat 1.35+0.06 0.93+ 0.24 2.84+ 0.10
Mart 1.67 + 0.11 1.67 + 0.19 278+ 0.14
Nisan 1.63+ 0.22 0.55+ 0.21 2.06+ 0.21

+: Standart sapma
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Sekil 4.9: Sogutma sisteminin kule suyundaki, ¢ikis suyundaki ve bakir kuponlarin yilizeyindeki
anaerobik heterotrofik bakteri sayilari. Hata gubuklar standart sapmay1 gostermektedir.

Sekil 4.10’da biyofilmdeki karbonhidrat miktarlarinin aylik degisimleri gosterilmistir.
Biyofilmdeki karbonhidrat miktar1 Nisan ayinda 91.72 pg/cm?” ile maksimum degerine

ulasirken, en diisiik deger Agustos ayinda 58.43 png/cm? olarak tespit edilmistir.

120

100 T
- y SR r/i

Karbonhidrat miktar1 (ng/cm 2)
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Sekil 4.10: Sogutma sistemine yerlestirilen bakir kuponlarda olusan biyofilmdeki karbonhidrat
miktarlari. Hata cubuklari standart sapmay1 gostermektedir.
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Yapilan istatistiksel analizler sonucunda biyofilmde bulunan anaerobik heterotrofik
bakteri sayisi ile karbonhidrat miktar1 arasinda ayni yonde anlaml bir iliski (p<0.01)

saptanmistir.

Sogutma sistemi kule suyu, ¢ikis suyu ve biyofilmden deney siiresince Legionella cinsi

bakteriler izole edilmemistir.

4.2 KONTROL DUZENEGI

Deney diizeneginde oldugu gibi steril kontrol diizenegindeki suyun da her ay pH, CO,
iletkenlik, TCM, toplam alkalinite, CI~, H,S, SO4'2, ¢Ozlinmiis PO, ve sicaklik
degerleri Olgiilmiis ve sonuglar Tablo 4.7°de verilmistir. Sicaklik degerlerinin

ortalamasinin 28 £ 2°C oldugu bulunmustur.

Steril kontrol diizenek suyunun kimyasal analizleri sonucunda, genel olarak olgiilen
parametrelerin degerlerinin aylara gore biiyiik farkliliklar gostermedigi tespit edilmistir

(Tablo 4.7).

Deney cikis suyu ile steril kontrol diizenek suyunun fiziko-kimyasal analiz verileri
Mann-Witney U testi ile karsilastirilmistir. Buna gore deney ¢ikis suyunun pH, toplam
alkalinite, iletkenlik ve TCM degerlerinin, steril kontrol diizenegi suyundakinden
anlamli olarak daha yiiksek oldugu (p<0.01) bulunmustur. Benzer sekilde CI°, CO,
SO,” ortalama degerlerinin de anlamli olarak daha yiiksek (p<0.05) oldugu

gorilmistir.

Kontrol diizenek suyunun sterilitesi diizenli olarak kontrol edilmis ve deney siiresince

herhangi bir kontaminasyonun olmadig: tespit edilmistir.
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Tablo 4.7: Aylara gore kontrol diizenegi suyunun, pH, CO, iletkenlik, TCM, toplam alkalinite,
CI', H,S, SO4? ve ¢oziinmiis PO, degerleri.

Aylar oH CO  iletkenlik TCM :l‘l’(‘;ll?:l'te cr H,S S0,? PO’
(mgl)  (uS/em) (g T EEE (mg)  (mgh)  (mgh)  (ugh)
. 1225 1734 0.03 53.63

Haziran 756 7.38 891 619 +354  £0.07 £0.04  £0.01 3
6375 2089  0.06  70.03 66.00
Temmuz 796 691 984 684 +£177  +007 +008 +2.18 =001
_ 67.5 2188  0.58 65.26 48.50
Agustos 784 7.30 083 684 £354  £120 +003 +065  +071
i 85 22.98 71.26 83.50
Eyliil 8.05 7.40 1044 724 +3.54 +0.57 0 +0.44 +3.54
Ekim 97.5 2057 038 68.80 45.50
8.19  8.90 1018 706  +£3.54  +028 + 0.0 +044  +0.71
Kasim 100 18.72 108.54 80.50
820 820 816 568 +£0.01 +113 0 £054  £2.10
Aralik 11375 12.62 69.72 61.00
759 8.20 771 541 +177 +057 0 +044  +424
Ocak 82.5 11.38 78.18 96.00
791 7.90 696 337 +£354 4007 0 +2.40 +1.41
Subat 87.5 10.35 67.42 71.00
721 730 687 465 +354  +0.14 0 £1.09  +141
Mart 1225 1092 51.88 75.00
7.65  6.90 718 448 +354  +0.14 0 +£040  +2.80
Nisan 92.5 12.52 56.03 83.50
791 7.50 698 340 +£3.54 021 0 £1,10  +2.10

uS: MikroSiemens; +: Standart sapma

43 KOROZYON

Deney sistemi ve kontrol diizenegindeki bakir kuponlarin agirlik kayiplar1 ve korozyon
hizlarinin aylara gore degisimi Tablo 4.8 ve Sekil 4.11°de gosterilmistir. Deney
sistemindeki bakir kuponlarin agirlik kayiplarinin zamana bagli olarak arttig1 tespit
edilmistir (p<0.01). Nisan aymnda bakir kuponlarindaki agirlik kaybi maksimum
degerine ulasmistir (1.63 £+ 0.08 mg/cm?).

Kontrol diizenegindeki bakir kuponlarinda agirlik kayiplarinin zamana bagli olarak
artt1igi ve Nisan ayinda maksimum degerine (0.62 £ 0.02 mg/cm?) ulastig1 tespit

edilmistir.
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Tablo 4.8: Deney ve kontrol diizenegindeki bakir kuponlarin agirlik kayiplar1 ve korozyon
hizlarimin orani.

Agirhik kaybi ortalamasi Korozyon hiz1
(mg/cm?) (mdd)
Oran
Aylar deney kontrol deney kontrol (deney/kontrol)

Temmuz  0.18+0.03 0.13 +0.04 0.59 0.45 1.31
Agustos 0.62 +0.03 0.21 +0.02 1.03 0.36 2.86
Eyliil 0.75 +0.08 0.23 +£0.06 0.83 0.26 3.19
Ekim 0.82 +0.07 0.32 +0.08 0.69 0.27 2.56
Kasim 0.95+0.06 0.28 +0.07 0.63 0.19 3.32
Aralik 1.06 +0.07 0.36 +0.03 0.59 0.20 2.95
Ocak 1.17+0.06 0.44 +0.07 0.56 0.21 2.67
Subat 1.45+0.07 0.44 +0.05 0.60 0.20 3.00
Mart 1.554+0.06 0.55+0.03 0.57 0.20 2.85
Nisan 1.63 £ 0.08 0.62 + 0.02 0.54 0.21 2.57

+: Standart sapma; mdd: mg/dm’.giin

Deney ve kontrol kuponlarmin agirlik kayiplarinin ortalamalar1 arasindaki farkin
anlamli  oldugu (p<0.01) ve deney kuponlarinin agirhk kaybinin kontrol

kuponlarininkinden daha fazla oldugu tespit edilmistir.

—— Deney - --®--- Kontrol
1.2

AN
N~

|
f

Korozyon hia (mdd)

e

Sekil 4.11: Deney siiresince sistemdeki ve kontrol diizenegindeki bakir kuponlarin korozyon
hizlar1. Hata ¢cubuklar standart sapmay1 gostermektedir.
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Deney kuponlarinin korozyon hizinin kontrol kuponlarininkinden anlamli derecede
daha fazla oldugu saptanmistir (p< 0.01). Deney kuponlarinin korozyon hizinin kontrol
kuponlarinin korozyon hizina olan oran1 zamanla degiskenlik gostermis ve en yliksek

korozyon hiz1 oran1 Kasim ayinda 3.32 olarak tespit edilmistir.

Sum Spectrum

iy Cu
Fe Fe A In
= T T T T T f f T T
¢ [ 1 2 3 4 a 5] T g g
Full Scale 1934 ots Curgor 0.000 k]

Sum Spectrum

AE? Fe Fe Cu
T T T s T T

T T T T
] 1 2 3 4 5 1 7 g 9
Full Scale 1954 cts Cursor: 0.000 k]

Sum Spectrum

T T T T T T T
[l 1 2 3 4 a E 7 g a
Full Scale 2575 cts Cursor: 0.000 k]

Sekil 4.12: Bakir yiizeylerde olusan korozyon iiriinlerinin EDS analizi; (A) Deney diizeneginde
1 ay birakilan kupon; (B) Deney diizeneginde 10 ay birakilan kupon; (C) Steril kontrol
diizeneginde 10 ay birakilan kontrol kuponu. (A, B ve C) bar = 100 pm.

Sekil 4.12.°de (A), deney diizeneginde 1 ay tutulan bakir kupon yiizeyinin EDS profilini
gostermektedir. Grafikte O, Fe, Zn, Cu piklerinin K, Ca, Mg, Al, Si, ve P piklerine gore
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Sekil 4.12.(B)’de deney diizeneginde 10 ay tutulan
bakir kupon yiizeyinin EDS analiz sonucu goriilmektedir. Grafikte O, Cu, Fe, P ve
Ca’un yiiksek piklerinin yanisira Si, Mg ve Al pikleri de gozlenmistir. (A)’da yiiksek

pik veren Zn (B)’de goriilmemektedir. (C), steril kontrol diizeneginin EDS analiz
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sonucunu gostermektedir. Grafikte yliksek Cu piki ve diisiik O piki goriilmekte olup

baska bir elemente raslanmamuistir.

Sogutma sistemindeki ¢ikis suyu, biyofilm ve EPS’deki bakir miktarlar1 Tablo 4.9 ve
Sekil 4.13’de gosterilmistir. Cu konsantrasyonunun en yiiksek biyofilmde en diisiik ise
suda oldugu goriilmektedir. Biyofilm ve EPS’deki en yiiksek Cu konsantrasyonu Nisan
ayinda 46.85 pg/cm’ ve 16.96 pg/em’ degerlerinde saptanirken ¢ikis suyunda Ocak
aymda 5.70 pg/ml olarak tespit edilmistir. Biyofilm ve EPS’deki Cu konsantrasyonlari
arasinda ayni yonde anlamli bir iliskinin (»p<0.05) oldugu goriilmiistiir. SRB sayisi ile
biyofilmdeki Cu konsantrasyonu arasinda ilk 9 ay degerlendirildiginde ayni yonde
anlamli bir iliski (p<0.01) saptanmistir. Hem biyofilm hem de EPS’deki Cu
konsantrasyonu ile kupon agirlik kaybi arasinda anlamli bir iligki (p<0.01) tespit

edilmistir.

Deney siiresince kontrol diizenegi suyundaki ve filmdeki Cu konsantrasyonu Sekil
4.14’te gosterilmistir. Hem su hem de filmdeki Cu konsantrasyonunun zamanla arttig1
tespit edilmistir (siras1 ile p<0.05, p<0.01). Sudaki en yiiksek Cu degeri Ocak ayinda
8.14 pg/ml olarak tespit edilirken, filmdeki en yiiksek konsantrasyon 11.85 pg/cm’
olarak saptanmistir. Kontrol diizenek suyu ve filmdeki Cu konsantrasyonlar1 arasinda

ayn1 yonde anlamli bir iliski (p<0.05) tespit edilmistir.

Tablo 4.9: Aylara gore sogutma sistemi ¢ikis suyu, biyofilm ve EPS’deki Cu konsantrasyonu

Cu Konsantrasyonu

Aylar CS (ng/ml) Biyofilm (ug /em®) EPS (ng /em®)

Haziran 0.37+0.01

Temmuz 0.45 £0.01 3.69+0.16 2.36 £0.01

Agustos 0.38 £0.01 3.56 + 0.87 2.47+0.09
Eyliil 0.23 £0.01 10.2 + 3.41 417 £0.63
Ekim 0.27 £0.01 7.92+4.51 217 £0.27
Kasim 0.42 £0.01 12.1+0.03 6.49 £0.73
Arahik 0.81 £0.01 16.1 +4.42 432 +£0.22
Ocak 5.70 £0.06 12.7+£2.5 9.23+£0.95
Subat 1.41 +0.07 10.8 £0.95 6.23 £0.08
Mart 0.47 £0.05 13.31 £0.79 8.24+2.39
Nisan 0.28 £0.01 46.85 +0.25 16.96 + 0.55

+: Standart sapma
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Sekil 4.13: Aylara gore sogutma sistemi ¢ikis suyu, biyofilm ve EPS’deki Cu konsantrasyonu.
Hata ¢ubuklar standart sapmay1 géstermektedir.
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Sekil 4.14: Aylara gore steril kontrol diizenek su ve filmdeki Cu konsantrasyonu. Hata
cubuklar standart sapmay1 gostermektedir.
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Sekil 4.15’te A ve B’de deney diizenegindeki bakir kuponlarin yiizeylerinde olusan
hasarlar goriilmektedir. Deney diizenegindeki bakir kuponlarda olusan ¢ukur seklindeki

hasarlar, kontrol diizenegindeki bakir kuponlarda (C ve D) goriilmemektedir.

Ik T e W 10 e
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Sekil 4.15: Bakir yiizeylerde olusan korozyon hasarlarinin SEM mikrograflari; (A, B) Deney
diizeneginde 9 ay birakilan kupon; (C, D) Steril kontrol diizeneginde 10 ay birakilan kontrol
kuponu.



63

5 TARTISMA VE SONUC

Bakir 151 ve elektrigi yiiksek oranda ileten, biofaulinge ve korozyona karsi direngli bir
metal oldugundan sogutma kulelerinde de kullanilan 1s1 degistiriciler ve igme suyu
sistemleri borularinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Arens ve dig., 1995; Critchley ve
dig., 2003; Kjellerup ve dig., 2006). Mikroorganizmalarin, bulunduklart siv1 ortamlarda
biyofilm olusumuna neden olmalar1 kaginilmazdir. Biyofilm olusumu ve buna bagl
olarak olusan MIC c¢ok sayida endiistri g¢evrelerinde biiyiik maddi kayiplara neden
olmaktadir. Bakirin mikrobiyolojik korozyona ugramadig: diisiiniilmiis ancak yapilan
calismalar sonucu bakir (IT) iyonlarina karsi tolerans gosterebilen bakterilerin oldugu ve
bakirin bu bakteriler tarafindan korozyona ugratilabildigi rapor edilmistir (Dutkiewicz
ve Fallowfield, 1998; Critchley ve dig., 2004). Ancak su sogutma sisteminde biyosit ve
korozyon frenleyici eklenen bir ortamda bakirin mikrobiyolojik korozyonunun
incelendigi benzer bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu calisma kapsaminda biyosit ve
korozyon frenleyici eklenen su sogutma sisteminde bulunan bakterilerin bakirin

mikrobiyolojik korozyonundaki etkileri arastirilmistir.

Calisgmamizda deney diizeneginde yapilan su analizleri sonucunda sogutma sistemine
eklenen suyun pH, iletkenlik, TCM, toplam alkalinite, CI", SO.7? ve ¢Ozlinmiis PO,
degerlerinin, kule suyu ve ¢ikis suyu degerlerinden daha diisiik oldugu bulunmustur.
Deneylerimizin gerceklestirildigi su sogutma sistemine ait sogutma kulesi acik tip
sogutma kulesidir. Sistem i¢inde donen su acgik havaya maruz kalarak buharlastigindan,
su i¢inde kalan TCM ve ona bagli olarak da iletkenlik artmaktadir (Kazang, 1992;
Choudhary, 1998; Lane ve Peck, 2003; Electric power research institute, 2003). Ayrica
sisteme biyosit ve korozyon frenleyici gibi kimyasal maddelerin eklenmesi de
g0zoniinde bulunduruldugunda sisteme eklenen suya ait kimyasal degerlerin sistem kule

suyu ve ¢ikis suyu degerlerinden farkli olmasi beklenen bir sonugtur.

fletkenlik ve TCM’nin artmasini kontrol altinda tutabilmek amaciyla sistemden su

bosaltilip yeni su eklenmektedir. Deney diizenegimizi kurdugumuz su sogutma
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sisteminden suyun bosaltilmasi, sisteme bosaltilan ve buharlasan su miktar1 kadar suyun
eklenmesi ile birlikte biyosit ve korozyon inhibitoriiniin belirlenen miktarlarda sisteme
verilmesi otel personelinin inisiyatifine birakilmis ve sistemin isleyisine herhangi bir
miidahalede bulunulmamistir. Bununla beraber gergek sistemde kullanilan biyosit ve
korozyon frenleyici miktar1 hesaplanarak ayni oranda bizim tarafimizdan steril kontrol
diizenegine eklenmistir. Ayrica her ay 2 kez diizenli olarak diizenekten su bosaltilmig ve
sisteme eklenen su steril edilerek kontrol diizenegi 8 litreye tamamlanmistir. Bu isletim
kosullar altinda deney diizenek ve steril kontrol diizenek suyunun kimyasal analizleri
yapilmistir. Deney ¢ikis suyu ile steril kontrol diizenek suyu kimyasal analiz verileri
Mann-Witney U testi ile karsilagtirllmig, deney c¢ikis suyunun pH, toplam alkalinite,
iletkenlik, TCM, CI°, CO ve SO, degerleri ortalamalarinin, steril kontrol diizenegi
suyundakinden anlamli olarak daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bunun nedenleri
kontrol diizeneginin gercek sistem sartlarina uygun tasarlanmis olsa da steril bir ortam
saglamak amaci ile kapali bir sistem olmasi (her ne kadar hava akisi saglaniyor olsa da)
ve isletim kosullar1 gercek sistemde oldugu gibi personel inisiyatifinde olmamasi

(biyosit kullanim diizeni) olabilir.

iletkenlik, TCM, pH, CI" ve SO47 parametrelerinin korozyonda etkili olduklar1 gesitli
calismalarda bildirilmistir (Broo ve dig., 1997; Broo ve dig.,1999; Souissi ve Triki,
2008). Bu parametreler i¢in Onerilen degerler (Socoro de Almeida ve dig.,1997; Lane
ve Peck, 2003; Electric power research institute, 2003; Hilbert, 2006) ¢alismamizdan
elde edilen sonugclar ile karsilastirildiginda kule ve ¢ikis sularinda korozyonda 6nemli
etkisi olan iletkenlik ve TCM degerlerinin bazi aylarda Onerilen degerlerden (sirasiyla
<1200uS/cm, <500 mg/l) daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte Hilbert
(2006) bizim calismamizdaki pH araliginda gerceklestirdigi calismada yiiksek iletkenlik
degerinin tek basmma korozyon oranini arttirmadigmi ve bdylece korozyon riski
olusturmadigini rapor etmistir. Hem kule hem de ¢ikis suyundaki tiim fiziko-kimyasal
parametrelerin degerlerinin 6zellikle yiliksek oldugu tespit edilmistir. Bu durumun 6rnek
alimindan bir giin once sisteme eklenen biyositten kaynaklandigr disiiniilmektedir.
Ayrica hem kule hem de ¢ikis suyunda 6zellikle iletkenlik ve TCM degerlerinin Aralik,
Ocak, Subat ve Mart aylarinda yiliksek olmasinin nedeninin Aralik ayinda sisteme bagh
calisan iletkenlik cihazinin bozulmasi ve su bosaltma/ ekleme isleminin yeterli

performansta yapilamamis olmasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.
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Deney diizeneginin kuruldugu su sogutma sisteminde fosfat iceren korozyon inhibitorii
kullanilmaktadir. Fosfatin korozyonu azalttig1 ve fosfatin tilkenmesi durumunda ise
korozyonun hizlandig bildirilmistir (Franklin ve dig., 1991; Li ve dig., 2004). Ancak,
sistemin kule suyu ve ¢ikis suyu orneklerinin analizi sonucunda Temmuz, Agustos ve
Eyliil aylarinda ¢6ziinmiis PO, ¢ok diisiik degerlerde saptanmustir. Bu aylarda havanin

sicakligindan dolay1 sistemden daha fazla su bosaltma/ ekleme yapilmis olabilir.

Yapilan bir ¢aligmada sogutma sistemlerinde kaliteli su kullanilarak mikrobiyolojik
problemlerin olup olmayacagi arastirilmig ve sonu¢ olarak suda ¢ok az sayida
mikroorganizmanin olmasinin bile ileride sistemin mikrobiyolojik problemlerle karsi
karstya kalabilecegi gosterilmistir (Kjellerup, 2006). Baska bir ¢calismada da kullanilan
suyun kalitesinin iyi olmasinin 1s1 degistiricilerde biyofilm ve biyokorozyon olusumunu

engellemedigi bildirilmistir (Rozanova ve dig., 2003).

Calismamizda su sogutma sistemine paralel olarak yerlestirilen diizenekteki bakir
kuponlarin yilizeyinde, deney boyunca heterojen yapida biyofilm tabakasinin olustugu
goriilmistiir. Tiiretgen (2005) yaptig1 ¢calismada bizim sonucumuza benzer sekilde bakir
yiizeylerde heterojen yapida bir biyofilm olusumunu tespit etmistir. Heterojen yapi
ylizey alaninin artmasia neden olur bdylece besin ve iiriin transferinin daha etkin

olmasini saglar (Santegoeds ve dig., 1998).

Bakirin mikroorganizmalara kars1 toksik etkisi oldugu bilinmesine karsin (Liu ve dig.,
2000; Fang ve dig., 2002; Lethola ve dig., 2004), deneylerimizde aerobik heterotrofik
bakterilerin, SOB’un, SRB’nin ve anaerobik heterotrofik bakterilerin bakir kuponlarin
yiizeyinde biyofilm tabakasi olusturabildikleri saptanmistir. SEM fotograflar1 da
bakterilerin bakir yiizeye tutunabildiklerini ve kolonize olabildiklerini gostermektedir.
Nitekim Keevil (1989) yaptig1 c¢alismada su sogutma sistemlerindeki bakir boru

yiizeylerinde bakteriyal toplulugun varligini géstermistir.

Flemming ve dig. (1996), bakir yiizeylerde olusan biyofilmdeki bakteri sayisinin diger
yiizeylerde olusan biyofilmdeki bakteri sayilarindan daha diisiik oldugunu bildirmistir.

Ayni arastiricilar bu sonucu bakira direngli olan bakterilerin ilk olarak yiizeye tutunup
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yiizeyin Ozelliklerini degistirerek bakira hassas olan bakterilerin  biyofilme
eklenmelerini sagladigi seklinde yorumlamislardir. Yapilan diger ¢aligmalarda da bakir
(IT) iyonlariin ¢ok sayidaki organizma igin toksik oldugu ama karigik kiiltiirlerdeki
toleransli suglarin diislik toleransl suslar1 koruyabilecegi rapor edilmistir (Little ve
dig.,1992; Little ve Lee, 2007). Baska bir calismada ise Cu yiizeye tutunan bakteri
sayisinin diger metal yiizeylere tutunan bakteri sayisina ancak 200 gilinden sonra
yaklastigi, 200 giine kadar bakir yilizeylerin heterotrofik bakteriler iizerine toksik
etkisinin bulundugu bildirilmistir (Lethola ve dig., 2004). Norton ve dig. (2004)
yaptiklar1 ¢aligmada demir ve galvanizli boru yiizeylerindeki aerobik heterotrofik
bakteri sayisinin bakir yiizeylerdeki bakteri sayisindan daha yiiksek oldugunu
gostermiglerdir. Bu calismalarin aksine Tiiretgen (2005) yaptig1 calismada 6 ay
stiresince farkli yilizeylerde biyofilm olusumunu incelemis ve ilk aydan itibaren aerobik
heterotrofik bakteri sayisinin en fazla bakir ve galvanizli ¢elik yiizeylerde oldugunu
bildirmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise ilk aydan itibaren aerobik heterotrofik
bakteri sayisinin oldukg¢a yiiksek oldugu ve 10 ay siiresince de genel olarak plato
fazinda kaldigr gozlemlenmistir. Minnos (2008) aymi kosullar altinda galvanizli g¢elik
yiizeylerde gerceklestirdigi c¢alismasinda benzer sonuglar rapor etmistir. Aerobik
heterotrofik bakterilerin kule suyu, ¢ikis suyu ve biyofilmdeki sayilar1 arasinda
ortalamalar agisindan anlamli bir fark saptanamamistir. Bununla birlikte gecmiste
biyositsiz ortamda yapilan diger ¢alismalarda biyofilmdeki aerobik heterotrofik bakteri
sayisinin sudakinden daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Tiretgen, 2005; Ilhan-
Sungur, 2007) Bu sonuglar sisteme eklenen biyositin biyofilmde par¢alanmalara yol
acarak bakterilerin kiimeler halinde su fazina gegtiginin bir gostergesidir. Nitekim, Ocak
ayinda orneklemeden 1 gilin once sisteme biyosit eklenmis ve biyofilmdeki aerobik
heterotrofik bakteri sayisinin kule ve ¢ikis suyundaki bakteri sayisindan daha az oldugu

gozlenmistir.

Cikis suyunda bulunan aerobik heterotrofik bakteri sayilari ile biyofilmde bulunan
aerobik heterotrofik bakteri sayilari arasinda ayni yonde anlamlhi (p<0.05) bir iliski
bulunmustur. Benzer olarak Almeida ve Franca (1998) planktonik bakteri sayisinda artis
oldugunda metal yiizeye tutunan bakterilerin sayisinda da artis oldugunu ve planktonik

bakterilerle mikroorganizmalarin tutunmasi arasinda bir iliski oldugunu gostermislerdir.
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Cikis suyunda ve biyofilmde bulunan aerobik heterotrofik bakteriler ile ¢ikis suyundaki
¢oziinmiis PO,™ degeri arasinda ters yonde anlamli bir iliski (p<0.05) bulunmustur. Bu
sonug bakterilerin ¢oziinmiig PO4~ 1 besin olarak kullanarak sayilarin arttirdiklar1 ya da
bakteri sayisinin biyosit uygulamasi ile azaldiginda ¢oziinmiis PO, degerinin arttigi
seklinde yorumlanabilir. (Lehtola ve dig., 1999; Keinanen ve dig., 2002). Bununla
beraber calistigimiz sistemde fosfat icerikli korozyon frenleyici kullanilmakta ve
miktar1 sabit tutulmaktadir. Ayn1 zamanda fosfat bakteriler tarafindan besin kaynagi
olarak kullanilmaktadir (Appenzeller ve dig., 2001; Batte ve dig., 2003; Park ve dig.,
2008). Bir yandan sistemde biyosit kullanilarak biyofilm olusumu ve buna bagli olarak
da mikrobiyolojik korozyonun engellenmesi hedeflenirken, diger yandan biyositin
korozyon etkisini ortadan kaldirmak i¢in kullanilan korozyon frenleyici i¢indeki fosfatin

bakteriler tarafindan besin maddesi olarak kullanilmasi bir ¢eligki gibi goriilmektedir.

Klor, sularin dezenfeksiyonunda yillardan beri siklikla kullanilmaktadir (LeChevallier
ve dig., 1988; Norton ve LeChevallier, 2000; Rivera ve dig., 2007). Biyofilmdeki
aerobik heterotrofik bakteriler ile ¢ikis suyunda bulunan CI” degeri arasinda ters yonde
anlamli (p<0.05) bir iliski tespit edilmistir. Bu sonu¢ mevcut ClI° miktarinin
biyofilmdeki aerobik heterotrofik bakterileri etkilediginin bir gostergesidir. Anaerobik
bakteri sayilari ile CI” arasinda herhangibir iliskinin saptanmamast ise CI"un biyofilmin

alt katmanlarina yeterli derecede etki edemedigi seklinde yorumlanabilir.

SOB’un su ornekleri ve biyofilm Orneklerinde saptanan sayilari arasinda istatistiksel
bakimdan anlamli bir fark bulunamamistir. Bunun nedeni aerop olan bu bakterilerin
biyofilmin {ist katmaninda yer almalarindan dolay1 dis ortam kosullarinin direkt etkisi
altinda kalmalar1 ve dis kosullardan anaerobik bakterilere gore daha fazla etkilenmeleri
olabilir (Bryers ve Characklis, 1982; Characklis ve Cooksey, 1983; Costerton ve dig.,
1987). Genel olarak incelenen bakterilerin 6zellikle de SOB sayilarinin Agustos ayinda
bir diislis yasadigi goézlemlenmis ama nedeni tespit edilememistir. SRB tarafindan
tiretilen H,S’in, SOB tarafindan kullanildig1 bildirilmistir (Roberts ve dig., 2002).
Ancak bizim ¢alismamiz bu sonucu desteklememektedir. Bunun nedeni sistemimizde
biyosit olmasi ve SOB’larin biyositten etkilenmis olmalar1 disinda H,S’in biyofilmin
disina difiize olamamasi olabilir (Santegoeds ve dig., 1998). Bu sonu¢ EDS analizleri ile

de desteklenmektedir. Analiz sonucu S piklerine rastlanmamistir. Oysa biyofilmden
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SRB izolasyonu yapilmistir. Bu sonuca gore H,S biyofilmin alt kisimlarinda kiikdirt
bilesiklerini olusturmus ve EDS cihazi tarafindan derinde oldugu i¢in tespit edilememis
olabilir. SOB ise biyofilmin {ist katmanlarinda bulundugundan bu kiikiirtlii bilesiklerden

faydalanamamais olabilir.

Temmuz, Agustos, Eyliil, Ekim, Kasim aylarinda kule suyunda bulunan SRB sayilarinin
cikis suyunda ve biyofilmde bulunan SRB sayilarindan daha diisiik oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica hem kule hem biyofilmdeki en diisik SRB sayis1 SOB
sayilarinda oldugu gibi Agustos ayinda saptanmis ama nedeni tespit edilememistir. Bu
aylarda kule suyundaki CO miktarlarinin ¢ikis suyundaki CO miktarlarindan daha fazla
oldugu tespit edilmistir. SRB anaerobik oldugundan kule suyundaki yiiksek CO’nun,
kule suyunda bulunan SRB’ye toksik etki goOstermis olabilecegi diisiiniilmektedir
(Johnson ve dig., 1997; Dolla ve dig., 2006). SRB i¢in oksijenin toksik oldugu
bilinmesine ragmen SRB’nin bazi suslarinin oksijene karsi tolerans gosterdigi
bildirilmistir (Baumgartner ve dig., 2006). Ocak aymnda biyofilmdeki SRB sayisinin
cikis ve kule suyundakinden daha diisiik olmasi biyosit uygulamasinin etkisi ile
biyofilmden pargalarin kopmasi1 ve SRB’nin su fazina ge¢mesi olarak diisiiniilebilir.
SRB sayisinin biyofilmde genelde daha yiiksek olmasinin sebebi biyofilmlerde
diflizyonun sinirli olmasindan dolayr alt katmanlarinda anoksik bir zonun olusmasi
olabilir. 4 um biyofilm kalinliginin anoksik zon olusumu igin yeterli oldugu ve bu
durumda aerobik ve anaerobik bakterilerin yakin iligkide olabildikleri bilinmektedir

(Hamilton, 1985; Stewart, 2003).

Biyofilmdeki anaerobik heterotrofik bakteri sayisinin kule ve ¢ikis suyundakine gore
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Kule suyu, c¢ikis suyu ve biyofilmde bulunan
anaerobik heterotrofik bakteri sayilar1 arasinda ortalamalar agisindan anlamli (»p<0.01)
bir fark tespit edilmistir. Biyofilmdeki anaerobik heterotrofik bakteri sayisinin
sudakinden daha yiiksek oldugu saptanmistir. Benzer sekilde Ilhan-Sungur (2007) ve
Minnos (2008) calismalarinda galvanizli ¢elik ylizeyde olusan biyofilmdeki anaerobik
heterotrofik bakteri sayilarinin, ayni ortamdaki sudan izole edilen anaerobik heterotrofik
bakteri sayilarindan anlamli derecede daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Bu sonug

biyofilmin, anaerobik bakterilere biiylik avantajlar sagladigin1 ve sayilarini arttirmada
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onemli bir rolii oldugunu gostermektedir (Bryers ve Characklis, 1982; Characklis ve

Cooksey, 1983; Costerton ve dig., 1987).

Biyofilmdeki karbonhidrat miktar1 Nisan ayinda 91.72 pg/cm? ile maksimum degerine
ulagsmistir. En fazla agirlik kaybinin goriildiigii ay da Nisan ayidir. Hamilton (1985)
karbonhidratlarin korozyonda énemli bir rolii oldugunu bildirmistir. Almeida ve Franca
(1998) ekzopolimerlerdeki asidik gruplarin metalik iyonlardan hiicreleri koruyarak bakir
ile etkilesebildiklerini gdstermislerdir. Bunun disinda EPS’nin 6nemli 6zelliklerinden
birinin de metal iyonlar1 ile kompleks yapabilme 6zelligi oldugu bildirilmistir (Geesey
ve Mittelman, 1986; Beech ve Cheung 1995). Yapilan analizler sonucunda biyofilmde
bulunan anaerob heterotrofik bakteri sayisi ile karbonhidrat miktarlar1 arasinda ayni
yonde anlamli bir iligkiye (p<0.01) rastlanmigtir. Yapilan calismalarda yeraltinda
bulunan demir yapilarin korozyona ugramalarindaki ana nedenin anaerobik bakteriler
oldugu belirlenmistir (Videla, 1996). Calismamizda Agustos ve Ocak aylarindaki
karbonhidrat miktarlarinda keskin bir diislis goriilmistir. Bu diislistin nedeni
bakterilerin metabolik aktivitelerinin diismesi dolayisiyla EPS iiretiminin azalmasi
olabilecegi gibi bakterilerin kendi EPS’lerini tiiketmeleri de (Zang ve Bishop, 2003;
[Than-Sungur ve dig., 2007) olabilir. Nitekim yapilan baz1 calismalarda EPS’nin SRB ve
karigik kiiltiirler tarafindan parcalanabilecegini bildirilmistir (Visscher ve dig., 1999;
Dupraz ve dig., 2004; Ilhan-Sungur ve dig., 2007).

Legionella pneumophila cinsi bakterilerin dogal su ortamlarindan sogutma kuleleri,
jakuziler ve merkezi klima gibi insan yapimi su sistemlerine gectiginde sayilarinin
arttig1 bilinmektedir (Tison ve dig., 1980; Paszko-Kolva ve dig., 1991a). Etrafa yayilan
kontamine olmus su damlaciklarinin solunmasi ile de insanda enfeksiyona neden
olurlar. Bu nedenle bu bakterilerin sistemde ¢ogalmasinin engellenmesi gerekir. Bunun
icin de genellikle su sistemlerinde biyosit kullanilir (Prince ve dig., 2002; Chang ve
dig., 2007). Ancak biyosit uygulandigi halde istenen sonu¢ alinamayabilir. Bunun
nedenleri kullanilan biyosite L. pneumophila bakterisinin diren¢li olmasi, bakterilerin
kiiltiire edilemeyen forma gegmesi ya da L. pneumophila bakterisinin amiplerin ya da
kistlerinin i¢inde kendini koruyabilmesi olabilir (Brown ve Barker, 1999; Barbeau ve
Buhler, 2001; Murga ve dig., 2001; Cloete, 2003; Thomas ve dig., 2004; Donlan ve
dig., 2005; Chang ve dig., 2007; Maillard, 2007). Calismamiz sonucunda ne kule ve
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c¢ikis suyunda ne de biyofilmde Legionella cinsi bakterilerin varligina rastlanmamistir.
Bu sonug bize ya sistemde uygulanan biyositin bu bakterilerin {iremesini engelledigini
ya da L. pneumophila bakterilerinin biyosit uygulamasindan dolayr canli olup kiiltiire

edilemeyen formda da bulunabilecegini diistindiirmektedir.

Deney sistemindeki ve steril kontrol diizenegindeki bakir kuponlarin agirlik kayiplarinin
zamana bagli olarak arttig1 tespit edilmistir. Gerek deney sistemindeki bakir kuponlarda
meydana gelen agirlik kaybi (1.63 + 0.08 mg/cm?) gerekse kontrol diizenegindeki bakir
kuponlarda meydana gelen agirlik kaybr (0.62 + 0.02 mg/cm?) maksimum degerine
Nisan ayinda ulagmustir. Istatistiksel sonuglara gore deney ve kontrol kuponlarmin
agirlik kayiplarinin ortalamalar1 arasindaki farkin anlamli oldugu (p< 0.01) ve deney
kuponlarinin agirlik kaybinin kontrol kuponlarinin agirlik kaybindan daha fazla oldugu
tespit edilmistir. Ayrica deney ve kontrol kuponlarinin korozyon hiz ortalamalar
arasinda anlaml bir fark oldugu bulunmustur (p< 0.01). Bu sonuglar toksik etkisine
ragmen bakirin mikrobiyolojik olarak korozyona ugradiginin bir gostergesidir. Liu ve
dig.(2000), Lethola (2004), Fang ve dig. (2002) ve Critchley ve dig. (2003) de benzer
sonuglar bildirmislerdir. Nitekim deney ve steril kontrol diizenek kuponlarinin
yiizeylerinde 10. ayin sonunda olusan korozyon hasarlar1 SEM ile goriintiilenmis ve
deney kuponlarinda genellikle bakteriler tarafindan olusturulan oyuklanma seklinde

korozyon olusumlar1 gozlenmistir.

Yapilan bir ¢alismada korozyon hasarinin sesil bakterilerin ¢ogalmasina bagli oldugu
rapor edilmistir (Gayosso ve dig., 2004). Critchley ve dig. (2001a, 2001b) bakir
yiizeylerden izole edilen bazi bakterilerin korozyona neden oldugunu bildirmislerdir. Bu
bakterilerden Acidovorax delafieldii ve Corynebacterium spp.’nin ise bakirin
korozyonuna neden olduklarint ancak Sterotrophomonas maltophilia’nin bakir
korozyona ugratmadigini gostermislerdir. Bremer ve Geesey (1991) tath su
cevrelerindeki bakir filmlerin lokal korozyonunun direkt bakteri varligi ile iligkili
oldugunu gostermislerdir. Norton ve LeChevallier (2000) biyofilm populasyonunda
baskin bakteri cinsleri bulundugunda bakteri-bakteri etkilesimlerinin korozyonda

Oonemli olabilecegini ifade etmislerdir.
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Deney diizeneginde 1 ay birakilan bakir deney kuponlarinin yiizeylerinden yapilan EDS
analizi sonucunda O, Fe, Zn, Cu, K, Ca, Mg, Al, Si, ve P piklerine rastlanmistir. O ve
Cu piklerinin varlig1 ylizeyde olusan CuO ve/veya Cu,0 olusumudur. Bunun disinda Fe,
Zn, Al, Si elementlerinin bulunmasi, sogutma sistemindeki galvanizli ¢elik kulenin
korozyona ugrayarak ag¢iga ¢ikan korozyon iriinlerinin suya gectiginin ve EPS’nin bu
metalleri bagladiginin bir gostergesidir. Geesey ve dig. (1986), Beech ve Cheung (1995)
EPS’nin metalleri baglayabildiklerini gostermislerdir. Fe, Zn, Cu, Ca, Si, P, K, Mg gibi
elementler mikroorganizmalarin gereksinim duydugu elementlerdir (Oner, 1987).
Dolayisi ile EDS analizi sonucu biyofilm bulunan yiizeyden tespit edilmeleri dogaldir.
Sistemde korozyon frenleyici olarak kullanilan madde ortofosfat icermektedir. Ayrica P
bakteriler igin besin maddesidir (Oner, 1987). EDS analizi sonucu saptanmasi
bakterilerin korozyon frenleyicide bulunan P’1 EPS ile bagladiklarinin ve dolayisiyla da

kullandiklarinin bir isareti olabilir.

Deney diizeneginde 10 ay kalan bakir kuponlarin EDS analizi sonucunda ise yiiksek O,
Cu, Fe pikleri ile birlikte Si, P, Ca, Mg ve Al pikleri gézlenmistir. Deney diizeneginde 1
ay kalan kupon sonucunun aksine Zn saptanmamistir. Bunun nedeni sogutma kulesi
malzemesi olan galvanizli ¢eligin tamamen korozyona ugradig: ve bunun sonucunda da

yiizeydeki koruyucu Zn tabakasinin hi¢ kalmadigi seklinde yorumlanabilir.

Steril kontrol diizeneginde 10 ay kalan bakir kuponun EDS analizi sonucunda yiiksek
Cu piki ve diisiik O piki goriilmiistiir. Bu sonug, ylizeyde diisiik oranda bakir korozyon
tiriini olan CuO ve/veya Cu,O olusumunu gostermektedir. Kontrol diizenegi icinde
bakir disinda baska hi¢bir metal bulunmamaktadir. Baska elemente rastlanmamasini
kontrol diizeneginin i¢inde doénen suyun deney diizeneginde oldugu gibi baska
metallerle iligkili olmamasindan ve yiizeyinde biyofilm olugmadigindan su icinde
bulunan elementlerin film tarafindan baglanmamasi1 seklinde agiklayabiliriz. Steril
deney diizenegine de eklenen korozyon inhibitdriiniin ortofosfat igerigine ragmen EDS

analizi sonucu P’a rastlanmamasi ilgingtir.

Biyofilmde ve EPS’de bulunan Cu konsantrasyonunun, c¢ikis suyundaki Cu
konsantrasyonundan daha fazla oldugu goriilmiistiir. Biyofilmdeki Cu konsantrasyonu

ile EPS’de bulunan Cu konsantrasyonu arasinda ayni yonde anlamli bir iliski oldugu
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tespit edilmistir (p<0.01). Ayrica hem biyofilmdeki Cu konsantrasyonu ile kupon agirlik
kayb1 arasinda hem de EPS’deki Cu konsantrasyonu ile kupon agirlik kaybi arasinda
aynt yonde anlamli bir iliski oldugu (p<0.01) tespit edilmistir. Bu sonuglar
degerlendirerek biyofilm ve EPS’nin Cu’it bagladigimi bunun sonucu biyofilm ve
EPS’nin  korozyon olusumunu ya da olusan korozyonu hizlandirabilecegini
sOyleyebiliriz. Yapilan caligmalarda EPS’nin yalnizca biyofilmin yapisal diizeninde
onemli olmadig1r bunun yaninda metal ylizeylerden metalin ¢éziinmesinde de direkt
etkili oldugu gosterilmistir. EPS’nin korozyona neden olmasi onun asidik ve metal
baglama 6zelliginden ileri gelmektedir (Bremer ve Geesey, 1991; Fang ve dig., 2002;
Beech ve dig., 2005; Sand ve Gehrke, 2006).

Arens (1995), yaptig1 calismada bakira toleransli oldugu bulunan Sphingomonas spp. ve
Pseudomonas aeruginosa sayilari ile Cu konsantrasyonu arasinda ayni yonde anlamli
bir iligki saptamistir. Dutkievicz ve Fallowfield (1998) Agrobacterium bakterisinin
¢Oziinmiis Cu konsantrasyonunu arttirdigini bulmuslardir. Calismamizda SRB ve
biyofilmdeki Cu konsantrasyonu arasinda 9 ay degerlendirildiginde ayn1 yonde anlamli
bir iliski (p<0.01) saptanmistir. Bu sonu¢ SRB’nin Cu korozyonunda ¢ok Onemli
oldugunu gosterir. Metallerin korozyonundan sorumlu tutulan bakterilerin basinda SRB
gelir (Hamilton, 1985). Nitekim SRB’nin ¢esitli metalleri korozyona ugrattigina dair
cok sayida ¢alisma vardir (Liu ve dig., 2000; Chan ve dig., 2002; Kjellerup ve dig.,
2005b; ilhan-Sungur ve dig., 2007).

Bridge ve dig. (1999), SRB’nin Cu bagladigini rapor etmislerdir. Liu ve dig. (2000)
SRB’lerin biyofilmde {irettikleri organik asitlerin metal ylizey iizerindeki koruyucu
tabakaya zarar verdiklerini bildirmislerdir. Jin ve dig. (2007) yaptiklar1 ¢calismada, 0.8
mg/l ¢oziinmiis Cu konsantrasyonunun siilfat rediiksiyonu iizerinde inhibisyon etki
gostermedigini, 8 mg/l ¢éziinmiis Cu konsantrasyonunun siilfat rediiksiyonunu 6nemli
Olclide azalttigini, 30 mg/l ¢éziinmiis Cu konsantrasyonun ise siilfat rediiksiyonunu
tamamen inhibe ettigini tespit etmislerdir. Yapilan baska bir ¢alismada ise 20 mg/ 1 Cu
(IT) konsantrasyonunun SRB i¢in ¢ok toksik oldugu belirlenmistir. Bu ortamda 9 giin
icinde SO4’1n sadece % 5’1 indirgenirken kontrol diizeneginde SO,;’in indirgenme
oraninin % 85 oldugu bulunmustur (Fang ve dig., 2002). Karnachuk ve dig. (2003)

Desulfovibrio cinsine ait bir susun 50 mg/I’dan yiiksek Cu konsantrasyonlarinda
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¢cogalma oranimnin azaldigini gostermislerdir. Nitekim bizim calismamizda 10. ayda
biyofilmde bulunan Cu konsantrasyonu 50 mg/l bulunurken 10.ay SRB sayilarinda bir
diisiis saptanmustir. Bu diisiisiin nedeninin 50 mg/l Cu konsantrasyonunun SRB’ler

tizerine negatif yonde etkili olabilecegini diisiinmekteyiz.

Caligmamizda bakir deney/kontrol kuponlarimin korozyon hizi oraninin en yiiksek
oldugu deger 3.32 (Kasim) bulunurken, Minnos (2008) ayn1 zamanda ve ayni kosullar
altinda galvanizli c¢elik yiizeylerde gerceklestirdigi ¢alismada deney/kontrol
kuponlarinin  korozyon hizi oraninin en yiiksek degerini 7.76 (Temmuz) olarak
bildirmistir. Bu sonug¢ bize bakirin korozyon direncinin galvanizli ¢elikten daha fazla
oldugunu gostermistir. Ancak 1s1 degistiricilerde kullanilan diger metallerin korozyon
direnci ile bakirin korozyon direncini karsilagtirmak ve en uygun metali belirlemek igin

yeni deney diizeneklerinin kurulmasi gerekmektedir.

Bu caligmadan varilan sonuglar asagida kisaca 6zetlenmistir;

e Bakirn toksik etkisine ragmen heterotrofik aerobik bakteriler, kiikiirt okside
eden bakteriler, siilfat indirgeyen bakteriler ve heterotrofik anaerobik
bakterilerin bakir yiizeylerde biyofilm olusturdugu gozlenmistir. Bu sonu¢ SEM

fotograflar ile de desteklenmistir.

e (Calismamizdaki SRB ve anaerobik heterotrofik bakterilerin sayisinin biyofilmde
daha yiiksek olmasi biyofilmin anaerobik bakterileri O, nin negatif etkilerinden

korudugunu gostermistir.

e (Calismamizdaki korozyon deneyleri sonucunda, bakirin biyosit ve korozyon
frenleyici iceren su ortaminda mikrobiyolojik olarak korozyona ugradig
saptanmistir. Ayrica bu sonu¢ deney ve kontrol kuponlarin SEM fotograflart ile

de desteklenmistir.

e Biyofilmde ve EPS’de bulunan Cu konsantrasyonunun, ¢ikis suyundaki Cu

konsantrasyonundan daha fazla oldugu goriilmistiir. Bu sonuglar biyofilm ve
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EPS’nin Cu’t bagladigin1 bunun sonucu olarak da korozyon olusumunu ya da

olusan korozyonu hizlandirabilecegini gostermistir.

Calismamizin sonuglarindan biri de hem biyofilmdeki Cu konsantrasyonu ile
kupon agirlik kaybi1 arasinda hem de EPS’deki Cu konsantrasyonu ile kupon
agirlik kaybir arasinda ayni yonde anlamh bir iliski oldugunun (p<0.01) tespit
edilmesi, biyofilm ve EPS’nin korozyonda o&nemli bir rolii oldugunu

desteklemistir.

Calismamizda ilk 9 aydaki SRB ve biyofilmdeki Cu konsantrasyonu arasinda
aynt yonde anlamli bir iliski (p<0.01) tespit edilmistir. Bu sonu¢ SRB’nin

bakirin korozyonundan sorumlu temel bakterilerden biri oldugunu géstermistir.
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