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Ozet: Bakteriyel adezyon ve biyofilm olusumuna dogada ve endiistriyel siireglerde siklikla karsilasilmaktadir. Adezyon ve
biyofilm yapisinin biyoteknolojik siireglerde (atiksu aritimi, biyoremediasyon, immobilizasyon vb.) kullanimi ile yarar
saglanabilirken, endistriyel sistemler (fauling ve korozyon gibi) ve tip alaninda kullanilan malzemelerde (implant, protez ve
dental sistemlerde) zararhi etkilere 0rnegin malzeme, sermaye, emek, enerji ve bilgi kaybi yolu ile biiylik zararlara yol
acmaktadir. Bu nedenle bakteriyel adezyon mekanizmasi ve biyofilm tabakasinin detayli incelenmesi dnem tagimaktadir.
Elektrokimyasal aktif mikrobiyel biyofilmler (baska bir ifade ile mikroorganizmalar ve mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenen hiicre disi polimerik matriks (EPS) bulunduklart ¢evreyle redoks reaksiyonlart ile etkilesimleri miihendislik
alanlarinda 6zellikle mikrobiyel biyoelektrokimyasal sistemlerde kullanilmaktadir. Biyoelektrokimyasal siireglerdeki bagarili
iletisim, biyofilm tabakalarinin igerigi, yapisi ve dinamikligine baglidir. Caligsmada, endiistriyel sistemlerde siklikla kullanilan
polietilen (PE) ve demir (FE) boru sistemlerinde olusan biyofilm tabakasinda meydana gelen degisimler gesitli spektroskopik
teknikler ile detayli karakterize edilmistir. Bu amagcla biyofilm tabakasinin non invaziv karakterizasyonu: Konfokal Raman
Mikroskopisi ve EPS’in yapisindaki fonksiyonel gruplarin aragtirilmasi: Fourier Doniistimlii Kizilotesi (FTIR) ile incelenmistir.
Caligsmada standart tekniklerin, 6zgiin teknikler ile kombinasyonlar1 sonucunda elde edilen veriler, bakteriyel adezyon ve
biyofilm tabakalarmin yapisin1 aydinlatmis olup biyofilmin yapisal, fiziksel ve diger 6zellikleri arastirilmstir.

Anahtar kelimeler: Biyofilm, Hiicre dig1 polimerik matriks, Konfokal Raman Spektroskopisi, FTIR
Microbial Biofilm Characterization of Polyethylene and Iron Pipe Systems

Abstract: Bacterial adhesion and biofilm formation processes are encountered both in natural environments and in
industrial processes. Their end results can be either beneficial, such as in biotechnology (wastewater treatment,
bioleaching, bioremediation, immobilized cells in reactors), or detrimental, such as in industrial systems (fouling,
corrosion) and in medicine (accumulation on teeth, implants and prosthetic devices). In these systems, biofilm
formation generally leading to loss materials, effect and cost. In these reason investigation of bacterial adhesion
and formation has huge significance. Electrochemically active microbial biofilms, i.e. microbial cells embedded
in a self-produced extracellular polymeric matrix and interacting with their environment by redox reactions, can
be exploited in engineered systems like microbial bioelectrochemical systems. As the success of
bioelectrochemical processes relies on the microbial catalysis, the understanding of these biofilms, their
composition, structure and dynamics is of utmost importance. Here, we present a non-invasive method based on
confocal Raman microscopy for the morphological characterisation of living electrochemically active microbial
biofilms in their physiological environment and Fourier transform infrared (FTIR) spectral analyses revealed
characteristic functional groups of the polysaccharides for biofilm structure were used. In this study, data from
combination of standart techniques and specific techniques were represented diversity of structural, physical,
rheological and other unique properties biofilm thus that’s maked EPSs a potential source for potential applications
to biotechnological system.

Key words: Biofilm; Confocal Raman Spectroscopy; Extracellular polymeric matrix; FTIR
1. Giris

Biyofilmler, bir ylizeye yapisarak kendi trettikleri polimerik yapida jelsi bir tabaka iginde yasayan
mikroorganizmalarin olugturdugu topluluk olarak tanimlanabilir [1]. Bu jelsi tabaka, bakteri hiicreleri tarafindan
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iiretilen terminolojide “hiicre dist polimerik yap1”, “ekzopolisakarit” ya da “ekzopolimer (EPS)” ad1 verilen
polisakkarit bazli bir ag yapisidir [2]. EPS jel ya da visko elastik davranig sergileyebilmekte, biyofilm yapisi
protein, Ca*? iyonlar1 ve polisakkaritler ile daha da saglamlasmaktadir [3]. Bununla birlikte, hidrolaz, liyaz,
glikozidaz, esteraz ve diger enzimler biyofilmin bilesimine ve fiziksel &zelliklerine etki edebilir. Biyofilm
yapisindaki bu enzimlerin bir¢ogu diisiik molekiil agirlikli pargalanma {riinlerinin olusumuna neden olmakta,
bunlar da biyofilmde tutunan bakterilerin metabolizmasinda karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilabilmektedir
[4]. Biyofilm, bakterinin tutunma yiizeyi, sonradan bakteri tutunmasini etkileyen organik ve inorganik maddelere
baglh olarak iginde bakterilerin oldugu herhangi bir sulu yiizeyde olusabilir. Ornegin Pseudomonas aeruginosa
biyofilmleri biiyiik hiicre yiginlar1 gelistirdigi ve glikoprotein, ve musinin bulundugu yiizeylerde gelistiginde,
tobramisin antibiyotigine karst toleransimin arttigi belirlenmistir [5]. Bakteriler, farkli tipteki yiizeylere
tutunabilirler. Bu nedenle de biyofilm olusturma ve gelisimleri de bu yiizey kosullarina gore degisebilmektedir
[6]. Ornegin Legionella pneumophila hiicrelerinin kauguk yiizeylere tutunma diizeyi 2,2x10° kob/cm? civarinda
iken, etilen-propilen, polivinil kloriir, polipropilen, yar1 ¢elik, paslanmaz ¢elik ve cam yiizeylerde tutunma oraninin
daha az oldugu belirlenmistir [7].

Su sistemlerinde bakteriler tarafindan biyofilm olusumun en biiyiik etkisi korozyona sebep olmalaridir.
Mikrobiyel Korozyon Etkisi (MIC), mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri sonucu hem dogrudan hem de
dolayli olarak meydana gelen korozyon olay1 ile metalin bozulmasidir [8]. MIC ayrica biyolojik korozyon,
biyolojik olarak desteklenen korozyon ve biyokorozyon olarak da adlandirilmaktadir [9]. Korozyon hizi ve
korozyonun mekanizmasi mikroorganizmalar tarafindan olusturulan ve gelisen biyofilmin farkli tiplerine gore
degismektedir. Suyun akis dinamigi ve kimyasi, biyofilmin gelismesini etkilemektedir. Tartisa bilinir {i¢ biyofilm
sistemi vardir [10]:

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

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

3. Aerobik/anaerobik biyofilm; sivida oksijen vardir ve biyofilmin i¢inde anaerobik mikro nisler ve/veya anaerobik
bir tabaka mevcuttur.

Su kalitesinin diismesinde en 6nemli etken suda bulunan mikroorganizmalarin sayisidir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin (WHO) belirledigi standartlara gére igcme suyundaki HPC (Heterotrofik Bakteri Sayis1) miktar1 en
fazla 100 CFU/ml (Koloni Olusturan Birim/ml), total ve fekal koliform bakteri miktar1 0 CFU/100 ml olmalidir.
Tiirkiye’de de 1997 tarihinde uygulanmaya baslanan Tiirk Standartlart 266 numarali standardina gére Diinya
Saglik Orgiitii’niin belirledigi standartlar kullanilmaya baslanmustir. Suya karisan mikroorganizmalar sistemde
tagiirken borularin i¢ yilizeylerine tutunarak ¢ogalirlar. Mikroorganizmalarin boru ve depo yiizeylerine yapisip,
cogalarak olusturdugu bu tabakaya “biyofilm” adi verilir [11]. Biyofilm tabakasi mikroorganizmalari gesitli
etkenlerden korumaktadir ve ¢esitli avantajlar saglamaktadir [12]. Biyofilm tabakasinda iireyen
mikroorganizmalar yiizeyden zaman iginde koparak sudaki serbest yiizen mikroorganizma sayisinda da artisa
neden olur, dolayistyla suyun hijyenik ve estetik kalitesi diiser. Ayrica biyofilm saglik agisindan su dagitim
sistemleri ve gida endiistrisinde de 6nemli sorunlara yol agmaktadir [13]. Mesela, biyofilm suda serbest halde
bulunan patojen mikroorganizmalarin kaynagini olusturabilir ve patojen mikroorganizmanin biyofilmden koparak
suya karismast ile salginlar ortaya ¢ikabilir. Ornegin patojen bir mikroorganizma olan Pseudomonas aeruginosa
biyofilm tabakasinda sikca rastlanan bakterilerdendir, ayn1 zamanda bu konuda en sik ¢aligilmig bakterilerin
baginda gelir. Bunun yani sira biyofilm iiyesi mikroorganizmalar metal yiizeylerde korozyonu artirabilir. Williams
ve Braun-Howland [14], yaptiklar1 bir ¢aligmada dinamik bir model sistemden yararlanarak hipoklorik asit ve
monokloramin varhiginda Escherichia coli bakterisinin cam ve demir ylizeylerde biyofilm olusturabilme
kapasitesini 6l¢miislerdir. Cesitli bakteri tiirlerinin biyofilm olusumunda yapisal bir grup yiizey proteinleri nemli
bulunmustur. Bu grubunda ilk iiyesi olarak Staphylococcus aureus mastitli sigirdan (S. aureus V329) izole edilen
“‘biofilm associated protein’’ (bap) biyofilm olusumu igin gerekli yapilardan birisi olarak bildirilmistir. Bap
bakteri yiizeyinde yerlesmis, yliksek molekiil agirlikli, ard1 ardina tekrarlayan C- domainleri igeren, bakterilere
yiiksek biyofilm olusturma kapasitesi saglayan ve enfeksiyon siirecinde 6nemli rol oynayan 2276 amino asitlik bir
proteindir. Yapilan ¢aligmalarla abiyotik yiizeylere yapisma ve interselliiler adezyon basamaklarinin her ikisinde
de gorev yaptig1 gosterilmistir [15]. Meng-Ying vd., [16] ¢evre kirliligindeki biyolojik bozulma ve ekosistemdeki
besin dongiilerinde 6nemli rol oynayan biyofilm ile iliskili baz1 mikroorganizmalar ile yaptiklari calismada, toprak
ve atik su sistemlerinden izole ettikleri 18 izolat ile ¢aligmis ve bu izolatlardan 7’sinin yiiksek derecede biyofilm
olusturma kapasitesine sahip olduklarim1 gérmiislerdir. Bu izolatlar igerisinde yer alan Pseudomonas sp.
Pseudomonas putida, Aeromonas caviae (A. caviae), Bacillus cereus, Aeromonas hydrophila ve Comamonas
testosteroni gibi bakterileri iceren grupta Aeromonas hydrophila (A. hydrophila)’nin biyofilm olusumunda en
yiiksek sonucu verdigi gorillmistiir. Bu ¢aligmada A. hydrophila ve A. caviae karsilastirildiginda A. caviae’nin A.
hydrophila’ ya gore daha diisiik bir biyofilm olusumu gosterdigi goriilmiistiir.
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Calismada, endiistriyel sistemlerde siklikla kullanilan polietilen (PE) ve demir (FE) boru sistemlerinde olugan
biyofilm tabakasinda meydana gelen cesitli spektroskopik teknikler ile detayli karakterize edilmistir. Bu amacla
biyofilm tabakasinin non invaziv karakterizasyonu: Konfokal Raman Mikroskopisi ve EPS’in yapisindaki
fonksiyonel gruplarin arastirilmasi: Fourier Déniistimlii Kiziltesi (FTIR) ile incelenmistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1 Biyofilm tabakasi incelenmis bakteriler

Calismada arastirilan biyofilm yapilarinin tiretilmesi amaciyla kullanilan bakteri, Tiirkiye nin en biiyiik icme
suyu aritma tesisi olan Ankara ivedik Su Aritma Tesisinin boru sistemlerinden alinan kazint: ve su drneklerinden
izole edilmistir. izole edilen bakterinin 16S rRNA filogenetik analizlerinin yapilmis ve izolatlar gen bankas1 veri
tabanina kayit ettirilmistir. izole edilen bu bakteri Aeromonas eucrenophila oldugu bulunmustur [17].

2.2. Polietilen ve Demir Borular

Bu ¢alismada su sistemlerinde siklikla kullanilan polietilen (PE) ve demir (FE) borulardan 5 cm uzunlugunda,
2 cm gapinda kesilmis bilezik seklinde malzemeler kullanilmistir.

2.3. Deney Diizenegi

Belirli olgiilerde kesilip hazirlanmig deney materyalleri, oncelikle alkol ve ultra viyole (UV) ile steril
edilmistir. PE ve demir bilezikler 250 ml’lik beherlerde 100 ml Mineral Salt Medium (MSM) igerisine yerlestirmis
ve bileziklerin i¢ yiizeyindeki biyofilm olusumu 7, 15, 30 ve 60. giinlerde biyofilm analizleri yapilmasi i¢in
hazirlanan deney diizenegi igerisinde yukarida belirtilmis siirelerde bekletilmistir. Calismalar kontrollii bir sekilde,
3 paralel olacak sekilde dizayn edilmistir. Kontrol grubu olarak igerisinde mikroorganizma bulunmayan MSM
besiyeri iginde PE ve FE materyaller kullanilmstir.

2.4. pH ve Coziinmiis Oksijen Ol¢iimleri

Sistemde yer alan su 6rneklerinin pH degerleri ve ¢oziinmiis oksijen (DO) degerleri, pH metre ve DO cihazi
(WTW Oxi—330) ile diizenli bir sekilde takip edilmistir. Her kullanimdan 6nce cihaz kalibre edilmistir.

2.5. Biyofilm Orneklerinde Mikroorganizmalarin Sayim

Biyofilm 6rneklerinin bakteriyolojik agidan incelenmesi i¢in belirlenmis zaman araliklarinda PE ve demir
borularin i¢ yiizeylerinden steril ekiivyon ile toplanan siiriintii, igerisinde 10 ml steril fosfat tamponu (PBS)
bulunan tiiplere aktarilmistir. Bu tiiplerden 3 tekrarli ekimler yapilmistir. Korozyon etkisi belirlenmis ve proje
calismasinda biyofilm tabakalarimin arastirilmasi planlanmis bakteriler ‘aerobik’ olduklarindan sayilarinin tespit
edilmesi i¢in, selektif olmayan R2A agar besiyerine biyofilm siispansiyonlarindan hazirlanan seri diliisyonlardan
100 pl ekim yapilarak ve 30 °C’de 48 saat inkiibasyon sonunda olusan koloniler sayilmustir.

2.6. EPS Eldesi

Yikama iglemi: Biyofilm yiizeylerden steril ekiivyon ile toplandiktan sonra 10 ml steril PBS iceren santrifiij
tiiplerinde 60 sn vortekslenerek siispanse elde edilmistir. Biyofilm siispansiyonu 6000 devir/dakika’da 10 dk
santrifiij edilerek ve iist s1v1 faz1 bagka bir santrifiij tiipline aktarilarak saklanmistir.

Ayirma: Yikama isleminden arda kalan biyofilm pelleti iizerine 10 ml % 8,5 NaCl ve % 0,22 formaldehit
iceren ¢ozeltiden konulmus ve 1 dk vortekslenmistir. Karigtirma igleminden sonra 1. ve 2. basamaktaki drnekler
birlestirilmistir.

Ekstraksiyon: Birlestirilmis 6rnek kombinasyonu 11000 devir/dk’da 30 dk siiresince santrifiij edilmistir.

Filtrasyon ve toplama: Santrifiij sonunda {ist siv1 faz1 0,22 pum por ¢apl steril membran filtreden gegirilmis
ve analiz i¢in kullanilmistir.
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2.7. Biyofilm Tabakasinin Konfokal Raman Spektroskopisi Analizi

Biyofilm tabakasi1 Konfokal Raman spektroskopisi ile analiz edilmistir. Bu amagla, PE ve FE borulardan steril
ekiivyonlar ile toplanan siiriintiilerin direkt olarak yiizeye siiriilmesi ile spektrumlar elde edilmistir. Konfokal
Raman Spektroskopisi ¢alismalarinda, 20x objektifte, 1 saniye siire ile 10 tekrar olacak sekilde, 9 mW lazer
giiclinde ¢aligilmistir.

2.8. Fourier-Déniisiimlii infrared Spektroskopi (FT-IR)

EPS’nin yapisindaki major yapisal gruplarin arastirilmasinda FT-IR (Shimadzu) kullanilmistir. PE ve demir
bilezikler, belirlenen siirelerde ortamlarinda bekletilmis ve direkt olarak 4000-400 cm™ spektrum araliginda
analizler tamamlanmistir.

2.9. Anti-biyofilm Aktivitesi

Bakteriden elde edilen EPS tabakasinin anti-biyofilm aktivitesinin 6l¢iilmesi amaciyla S. aureus ATCC 25923
bakterisi kullanilmigtir. Nutrient Broth besiyerinde 24 saat 37 °C’de inkiibe edilen bakterinin OD degeri 620 nm
absorbansta OD: 0,1 olarak ayarlanmistir. Bakteri ile birlikte ekstrakte edilmis EPS tabakasi 96 kuyucuklu
mikroplate’e aktarilmis ve 37 °C’de 100 rpm’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Kontrol olarak sadece bakteri
iceren mikroplate’ler kullanilmigtir. EPS tabakasinin bakteri {izerinde gelisme etkinine CFU metodu kullanilarak
bakilmistir. Kuyucuklar yikanmis, kurutulmus ve %]1°lik kristal viyole ile boyandiktan sonra 200 ul etanol
eklendikten sonra 590 nm’de absorbans degerleri okunmustur. Analizler ii¢ paralel olacak sekilde yapilmis olup
verilere standart sapma degerleri eklenmistir. OD590>1,00 gii¢lii biyofilm {ireticisi, 0,31<OD590<1,00 zayif
biyofilm iireticisi ve OD590<0,31 ise biyofilm olusturmaz olarak degerlendirilmistir.

2.10. Hidrokarbonlara Mikrobiyel Adezyon (MATH) Testi

MATH testi 24 saat gelistirilmis bakteri o6rnekleri ile yapilmaktadir. 10 dakika 10,000 rpm’de santrifiij
edilerek toplanmus hiicreler, PBS ile iki kez yikanmis ve biyokiitle 150 mM KCI (pH 7) igerisinde siispansiyon
haline getirilmigtir. 1 ml OD595 degeri 1 olan hiicre steril polistiren tiiplere alinarak ve n-hekzadekan ilave
edilmistir. Bu karigim 15 dk, 30 °C’de inkiibe edilmis ve 2 dk vorteklendikten sonra oda sicakliginda bekletilmistir.
Tiip igerisinde iki farkli faz olusacak ve sivi faz {ist kisimdan dikkatli bir sekilde alinarak 595 nm’de absorbans
degerinde okutulmustur.

3. Sonuclar

Sekil 1°de deney siiresince malzemeler tizerinde tespit edilmis olan canli A. eucrenophila bakterisinin sayilart
verilmistir. Veriler, ii¢ tekrarli analizlerin ortalamalaridir ve log10 tabaninda gosterilmistir. Su sistemlerinde gelik,
polipropilen, polietilen, polibiitan, ve bakir gibi birbirinden ¢ok fakli maddelerden {iretilmis borular
kullanilabilmektedir [18]. Kullanilan boru tipleri sistemin biyofilm tutabilme 06zelligini degistirmektedir.
Aeromonas eucrenophila bakterisinin hem demir hem de PE borularda tutunma ve biyofilm olusturma 6zelliginin
giiclii oldugu bulunmustur. A. eucrenophila bakterisi 15. giinde hem PE hem de FE boru sistemlerinde en fazla
koloni sayisina ulagsmustir. Bakteriyi malzemeler ile karsilastirdigimizda ise PE yiizeylerde FE yiizeye gore daha
az sayida bakteri yer almakta ve etkisiz bir biyofilm tabakasi olusturdugu belirlenmistir.
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Sekil 1. Deney siiresince malzemeler iizerinde tespit edilmis olan canli A. eucrenophila bakteri sayilari. Veriler,
ii¢ tekrarli analizlerin ortalamalaridir ve log10 tabaninda verilmistir.

Deney siiresince, bakteri inokiile edilmis PE ve FE yiizeyler iceren ortamlarin pH degerleri zamana bagl
olarak takip edilmistir. Yiizeyler iizerinde olusan biyofilm tabakalar1 igerisinde gelisen bakteriler ve
malzemelerden korozyon sebebi ile olusan kopmalar nedeni ile besiyerinin pH’inda degismeler gozlenmistir.
Inkiibasyonlardan énce pH 7,0 civarinda iken inkiibasyon sonrasi bu degerlerde asidik tarafa dogru azalmalar
gozlenmigtir. pH degisimi en ¢ok A. eucrenophila bakterisinin FE yiizeylerinde gostermis ve pH degeri 6,1
degerlerine kadar diigsmiistiir. Bakteri 6zellikle FE yiizeylerde korozyon sonrasi agiga ¢ikan korozyon iiriinlerinden
dolay1 pH degerleri asidik degerlere dogru kaymaktadir [17].

Konfokal Raman spektroskopisi analizlerinde, bakterilerin FE ve PE yiizeylerde olusturduklari biyofilm
tabakalarmin analiz sonuglart direkt yiizeyden yapilan kazima sonucu elde edilen tabakanin Konfokal Raman
cihazinin mikroskop aparatina yerlestirilmesi ile calisiimistir. Oncelikle optimum kosullarin bulunmasi amaciyla
biyofilm 6rnegi farkli lazer giiglerinde, farkli objektifler ve farkli lazer stirelerinde analizler yapilmistir. Bu
calismalar sonunda, biyofilm tabakalari 20x objektifte, 1 saniye siire ile 10 tekrar olacak sekilde, 9 mW lazer
giiciinde calisilmasina karar verilmistir. Inkiibasyon siiresinin artmasi ile birlikte biyofilm tabakasinin
kalinlagmasindan kaynakli Raman spektrumlari 60 giin sonunda elde edilmeye baslanmigtir. Sekil 2°de A.
eucrenophila bakterisin FE ve PE yiizeylerde 60 giin sonra olusturdugu biyofilm tabakasinin Konfokal Raman
spektrumu verilmektedir.
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Sekil 2. Aeromonas eucrenophila bakterisinin Fe ve PE yiizeylerde 60 giin sonra olugturdugu biyofilm tabakasi
Raman spektrumu

Her iki spektrumda da 405 cm™ (karbonhidrat) piki mevcuttur. Raman spektrumlarinda bakterinin etkili
biyofilm tabakasi olusturdugu ve 1020-1080 cm™’de yer alan pik, karbonhidrat, —C-C ve —C-O yapilarima karsilik
gelmektedir. 1340-1350 cm™’de ise dzellikle protein (amid I11) ve polisakkarit yapilarina denk gelen pikler elde
edilmigtir.
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Raman analiz sonuglarindan gorildiigii iizere 60 giin sonunda olusan ve direkt siiriintiiden alinan
spektrumlardan anlamli sonuclara ulasilmistir. Bu nedenle proje ¢alismasinda 120 giin sonunda FE yiizeylerde A.

eucrenophila bakterisinin olusturdugu direkt siiriintii biyofilm (Sekil 3a) ve EPS yapilart (Sekil 3b), biyofilm
tabakasinin detaylandirilmasi amaciyla incelenmistir.
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Sekil 3. 120 giin sonunda A. eucrenophila bakterisinin Fe yilizeyde olusturdugu biyofilm yapisinin (a) direkt
stirintii ve (b) ekstraksiyon sonrast EPS’nin Raman spektrumu

Yiizeyden alinan stiriintiiden elde edilen Raman spektrumlarin pikler belirginlesmis ve 60 giin sonundan elde

edilen spektruma benzer bir spektrum elde edilmistir. En belirgin pikler, 1200-1000 cm™’de polisakkarit
bolgesidir.

A. eucrenophila bakterisinin PE yiizeyde 120 giin sonunda olusturdugu biyofilm yapisinin Raman
spektrumuna (Sekil 4) bakildiginda ise karbonhidrat (405 cm™) piki ve zay1f protein (amid III) piki elde edilmistir.
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Sekil 4. 120 giin sonunda A. eucrenophila bakterisinin PE yiizeyde olusturdugu biyofilm yapisinin ekstraksiyon
sonras1 EPS’nin Raman spektrumu

ATR-FTIR analizleri direkt olarak yiizeylerden alinmis biyofilm tabakasinin ATR aparatina yerlestirilmesi
ile alinmustir. Sekil 5°de 60 giin sonunda, Fe yiizeyde olugan A eucrenophila bakterisine ait biyofilm tabakasinin
ATR-FTIR spektrumu verilmektedir. Biyofilm tabakasiin ana bilesenleri polisakkarit, protein ve
hidrokarbonlardir. Bu bilesenlerden, C=0 (amid I) ve C-N (amid II) iki bant siras1 ile 1639 ve 1544 cm™’de elde
edilmistir. 3060—-2800 cm* bolgesi ise C—H esnemesine karsilik gelmektedir.
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Sekil 5. 60 giin sonunda Fe yiizeyde olusan A. eucrenophila bakterisine ait ekstraksiyon sonrasi biyofilm
tabakasinin ATR-FTIR spektrumu

MATH testi ile bakterilerin hiicre yiizey hidrofobitelerin belirlenmesi saglanmaktadir. Bu ¢alismaya gore
(Sekil 6), A. eucrenophila bakterisi PE yiizeylerde daha hidrofobik oldugu sonucuna ulasilmstir.

MATH Testi

1exiadexana o

Sekil 6. A. eucrenophila bakterilerisinin MATH testi

4. Tartisma ve Sonug

Diinya iizerinde en basarili yagam formu olarak kabul gdrmiis olan mikroorganizmalar tarafindan olusturulan,
‘biyofilm tabakas:’ ile miicadele, modern ¢cagin en 6nemli savaslarindan biridir. Istenmedigi ortamlarda olusmasini
onlemek miimkiin olmadig1 i¢in biyofilm tabakasi ile miicadelede strateji belirlemek oldukga zordur. Farkli ve
degisen ortam sartlarina son derece hizli bir sekilde adapte olabilen biyofilmle iligkili mikroorganizmalar, birgok
alanda maddi zarara yol agmaktadir.

Bu konuda yapilan arastirmalar, biyofilmlerin sadece yiizeye yapismis durumda bulunan ve igerisinde
mikroorganizmalarin bulundugu homojen bir tabakadan ibaret olmadigini, bakterilerin belirli bir yapiya sahip,
koordinasyon yetenegi bulunan fonksiyonel topluluklarin olusturdugu biyolojik sistemler oldugunu ortaya
koymustur.

Bu ¢alismada su dagitim sistemlerinde siklikla kullanilan demir, paslanmaz ¢elik vb. metal esasli malzemeler
ve bunlarin yerine son yillarda tercih edilmeye baslanan polietilen ve polipropilenden yapilmis borularda meydana
gelen biyofilm tabakasi olusumu ve karakterizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu amagla demir ve polietilen boru
sistemlerinde ¢alisilmistir. Bu borularin tercih nedenleri arasinda korozyona direngli olmasi, bakteri
tutunmalarinin azligi, kurulum kolaylig1 ve daha diisiik maliyetli olmasi gelmektedir.

Bu caligmada, 2 aylik deney periyodu sonunda, demir ve polietilen borularin i¢ ylizeyinde gozle goriilebilen,
beyaz ve kahverengi renkte, jel kivaminda ve heterojen yapida ince bir biyofilm tabakasinin olustugu gézlenmistir.
Bu tabaka 06zellikle demir boru sisteminde beyaz renkte olup olduk¢a kaygan ve kalin bir tabaka oldugu
gozlemlenmistir. Biyofilm kalinligini etkileyen baslica faktorler arasinda, kullanilan malzemenin yiizey 6zelligi
gelmektedir [19]. Sonuglarimizi destekler nitelikte yapilan ¢alismalarda plastik esasli malzemelerde (polipropilen,
polietilen vb.) biyofilm olusumunun goézlendigi ancak demir ve ¢elik gibi metal malzemelere gore biyofilm
yogunlugunun genellikle ya ayn1 ya da daha diisiik oldugu rapor edilmistir [20].

Sonucta, yapilan bu caligma ile yakin zamana kadar iizerinde ¢ok fazla durulmayan fakat insanlar ve
hayvanlar i¢in firsat¢1 patojen olarak degerlendirilen Aeromonas tiiriiniin farkl: ylizeylerde etkili kolonize olma ve

7



Polietilen ve Demir Boru Sistemlerinde Olusan Mikrobiyel Biyofilmlerin Karakterizasyonu

biyofilm olusturmalarindan otiirii su aritma ve gida isletim sistemlerinde ki onemi dikkate alinarak biyofilm
olusumu iizerine daha fazla ¢aligmalar yapilmasi gerektigi ortaya konulmustur.

Bu calismanin sonucunda elde edilen sonuglar asagida kisaca 6zetlenmistir;

Mikroorganizmalar, ylizeyin tiirline bagl olarak degiskenlik gdsterebilir olsa bile, yiizeyde kisa siirede biyofilm
olusturabilme kapasitesine sahiptirler.

Bu ¢alisma sonucunda polietilen borularin i¢ yiizeyinde ince bir biyofilm tabakasinin olustugu gézlenmistir.
Demir boru sistemlerinde ise oldukga kalin biyofilm tabakasi ve ilaveten oksit tabakast olusmustur.

A. eucrenophila bakterisi PE yiizeylerde daha hidrofobiktir oldugu bulunmustur.
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