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OZET

2,4,6-TRINITROTOLUEN’IN BAKTERILER ARACILIGIYLA
PARCALANMASI

GUN GOK, Zehra
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Mustafa YIGITOGLU
2. Danigsman: Yrd. Dog. Dr. Murat INAL
Mayis 2016, 95 sayfa

2.4,6-trinitrotoluen (TNT) sok ve siirtiinmeye kars1 kismen duyarsiz olmasi nedeniyle
en yaygin kullanilan askeri yliksek patlayicilardan biridir. Bir¢ok aktif ve eski askeri
tesislerdeki patlayict kirliliginin biiyilk bir kismi TNT’den kaynaklanmaktadir.
Askeri bolgelerde toprak ve yeralti sularindaki TNT kirliliginin biyolojik temelli
teknolojiler ile remediasyonu insan sagligi ve ekosistem agisindan oldukga
onemlidir, c¢linkii bu teknolojiler dogal yollarla gerceklesen, diisiik maliyetli ve ¢evre

dostu yaklagimlardir.

Bu ¢alisgmada, TNT’yi azot kaynagi olarak kullanabilen ve yliksek TNT parcalama
kapasitesine sahip bakteri suglart mikrobiyolojik yontemlerle yillardir TNT
kirliligine maruz kaldig: bilinen Kirikkale’nin bir bdlgesinden alinan toprak ve su
orneklerinden izole edilmistir. Alinan toprak ve su orneklerindeki TNT miktarinin
spektrofotometrik analizlerle 49-346 mg/kg arasinda oldugu belirlenmistir. Toprak
orneklerinden 19, su drneginden 5 toplamda 24 bakteri susu elde edilmistir. izole
edilen bakteriler azot kaynagi olarak sadece TNT bulunan besiyerinde kiiltiir edilmis
ve izolatlarin TNT yikim kapasiteleri besiyerinden belirli araliklarla alinan 6rneklerin
spektrofotometrik analizleri ile tespit edilmistir. Yapilan analizlerin sonucuna gore,

izolatlar arasinda yiiksek TNT parcalama kapasitesine sahip 6 bakteri izolat1 secilmis



ve secilen izolatlar nce Gram-boyama sonrasinda 16S rRNA dizi analizi yontemi ile
tanimlanmistir. 16S rRNA dizi bolgelerine gore, toprak izolatlart Klebsiella
pneumoniae, Raoultella planticola, Pseudomonas putida olarak ve su izolatlar1 ise
Stenotrophomonas maltophilia, Klebsiella pneumoniae, Raoultella planticola olarak
tanimlanmistir. Bu suslarla yapilan TNT parcalama caligmalarinda, 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda 100 mg/L. TNT iceren besiyerinde TNT nin parcalanma
orani toprak izolatlar1 SC1 K1, SC1 K4 ve SC1 KS5 igin sirasiyla % 90, % 95 ve %
84, su izolatlar1 SU K2, SU K3 ve SU K4 i¢in sirasiyla % 70, % 96 ve % 93 olarak
belirlenmistir. izolatlar tarafindan TNT nin parcalanmasi sirasinda olusan ara iiriinler
HPLC analizleri ile tespit edilmistir. Biitiin bakteri izolatlarmin kiiltiirlerinde 4-
aminodinitrotoluen ve 2-aminodinitrotoluen birikimleri tespit edilmis, hicbir kiiltiirde
2.4-dinitrotoluen veya 2,6-dinitrotoluen birikimlerine rastlanmamistir. Ayica, biitiin
izolatlarin kiiltiir ortaminda nitrit birikimi tespit edilmistir. Bu ¢alismada, izolatlar
tarafindan TNT nin parcalanmasina sicaklik ve pH’in etkisi de aragtirilmistir. SC1
K1 ve SU K2 izolatlarimin 35 °C’de, diger izolatlarin 30 °C’de, en yliksek TNT
parcalama kapasitesine sahip oldugu ve biitiin izolatlarin pH 7°de TNT’yi en hizh
parcaladiklari, daha asidik veya daha bazik kiiltlir ortamlarinda biitiin izolatlarin TNT
parcalama kapasitelerinin azaldig1 belirlenmistir. Yapilan arastirma sonucunda izole
edilen bakteri tiirlerinin, yiiksek TNT parcalama kapasitesine sahip olduklar1 ve TNT
ile kirlenmis bolgelerin aritilmasinda giivenli ve etkili bir sekilde kullanilabilecekleri

sonucuna ulagilmistir.

Anahtar kelimeler: 2.4,6-trinitrotoluen, Biyolojik Parcalanma, Biyoremediasyon,

Patlayicilar, Bakteri, izolasyon
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ABSTRACT

DEGRADATION OF 2,4,6-TRINITROTOLUENE WITH BACTERIA

GUN GOK, Zehra
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Bioengineering, Master Thesis
Supervisor: Professor Mustafa YIGITOGLU
2. Supervisor: Assist. Prof. Murat INAL
May 2016, 95 pages

2,4,6-trinitrotoluene (TNT) is one of the most widely used military high explosives
because of its relatively insensitive against shock and friction. A large part of
explosive contaminations at many active and former military plants has been arisen
from TNT. Remediation of TNT contaminations in soil and groundwater at military
sites with biologically based technologies is very important in terms of human health
and ecosystem, because these technologies are cost-effective and environmentally

friendly approaches that occur naturally.

In this study, bacterial strains that can use TNT as nitrogen source and have high
TNT degradation capacity were isolated with microbiological methods from soil and
water samples collected from a region in Kirikkale that has been known to be
exposed TNT contamination for years. The amounts of TNT in collected samples
were determined to be between 49-346 mg/kg by spectrophotometric analysis. 19
from soil samples, 5 from water sample, totally 24 bacterial strains were obtained.
Isolated bacteria were cultured in medium containing TNT as a sole nitrogen source
and TNT degradation capacities of isolates were determined by spectrophotometric
analysis of samples taken at regular intervals from the medium. According to the
results of the analysis that have done, 6 bacterial isolates that have high TNT
degradation capacity were selected between isolates and selected isolates have been

identified with firstly Gram-staining then with 16S rRNA sequence analysis method.
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According to the sequence of 16S rRNA, soil isolates were identified as Klebsiella
pneumoniae, Raoultella planticola, Pseudomonas putida and water isolates were
identified as Stenotrophomonas maltophilia, Klebsiella pneumoniae, Raoultella
planticola. During the TNT degradation studies with these strains, at the end of 24 h
incubation time, in the medium containing 100 mg/L. TNT, TNT degradation rate for
soil isolates SC1 K1, SC1 K4 and SC1 K5 were determined 90 %, 95 % and 84 %
respectively, TNT degradation rate for water isolates SU K2, SU K3 and SU K4
were determined 70 %, 96 % and 93 % respectively. Intermediate products formed
during the degradation of TNT by the isolates were determined by HPLC analysis. 4-
aminodinitrotoluene and 2-aminodinitrotoluene accumulations were detected in the
culture medium of all bacterial isolates, but 2,4-dinitrotoluene or 2,6-dinitrotoluene
accumulations were not found in any culture. Additionally, nitrite accumulation was
detected in the culture medium of all isolates. In this study, the influence of
temperature and pH on the degradation of TNT by the isolates was also investigated.
It was determined that SC1 K1 and SU K2 isolates have the highest TNT degradation
capacity at 35 °C, the others have at 30 °C and all isolates degraded TNT fastest at
pH 7, toward to more acidic or more basic culture mediums the TNT degradation
capacity of all isolates decreased. At the end of the research, it was concluded that
the isolated strains have high TNT degradation capacity and they can be used safely

and effectively in the remediation of contaminated areas with TNT.

Key Words: 2.,4,6-trinitrotoluene, Biodegradation, Bioremediation, Explosives,

Bacteria, Isolation
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1. GIRIS

Gegen 150 yil icinde, milyonlarca ton nitroaromatik patlayict bilesikler askeri
amaglar i¢in iiretilmis ve enerjik malzemelerin bir kismi ¢esitli sebeplerle toprak ve
yeralt1 sularimin kirlenmesine neden olmustur (Ayoub vd., 2010). En yaygin olarak
kullanilan nitroaromatik bilesik TNT’dir. TNT toksik bir kimyasal maddedir ve
yapisinda bulunan nitro gruplarinin simetrik diizeninden dolayr dogada uzun siire
bozunmadan (par¢alanmadan) kalabilmektedir (Esteve-Nufiez vd., 2001). Mutajenik
Ozelliklerinden, dogada bertaraf edilememesinden ve TNT ile kirlenmis alanlarin ¢ok
fazla olmasindan dolayr TNT nitro bilesikler arasinda en tehlikeli patlayict madde

olarak bilinmektedir (Fant vd., 2001).

TNT insanlarda dahil bir¢cok organizma iizerinde toksik etkilere sahip Onemli bir
cevre kirleticisidir (Gallagher, 2010). Dogada bulunan TNT kirlilik seviyesinden
dolayr, TNT endise verici bir ksenobiyotik kimyasal olarak siniflandirilmaktadir.
TNT diger nitroaromatik bilesiklere nazaran suda yiiksek c¢oziiniirliige sahiptir ve
bundan dolayr dogada hem toprak hem de yeralti sularinin kirlenmesine neden
olmaktadir (Esteve-Nufiez vd., 2001). Insanlar, TNT ile kirlenmis sudan dogrudan
ya da TNT ile kirlenmis toprakta veya TNT ile kirlenmis su ile sulamasi yapilan
toprakta yetistirilen tarim iriinleriyle beslenilmesi durumunda dolayl olarak TNT
kirliligine maruz kalabilmektedir. TNT kirliligine maruz kalan insanlarin kani,
karacigeri, bagisiklik ve lireme sistemi TNT nin toksik etkilerinden etkilenmektedir
(Gallagher, 2010). S6z konusu TNT kirliliginin insanlar ve ekosistem {izerindeki
olumsuz etkilerini gidermek i¢in g¢evre dostu aritim yontemlerin gelistirilmesi
gerekmektedir. TNT ile kirlenmis bolgelerin temizlenmesi i¢in birkag fizikokimyasal
yontem gelistirilmistir, ancak bu yOntemlerin istenmeyen sera gazlarmin ve yeni
cevre atiklarin olusmasi veya yiiksek maliyetli olma gibi dezavantajlar1 vardir (Park
vd., 2003; Claus, 2014). Bu sebeplerden dolayi, son aragtirmalar TNT kirliligine
maruz kalmig askeri bolgelerin temizlenmesinde ¢evre dostu ve diisiik maliyetli olma
gibi avantajlara sahip olan, Kkirleticilerin dogadan uzaklastirilmas: i¢in canli
organizmalarin (daha ¢ok mikroorganizmalarin) kullanildigi biyolojik temelli

prosesler olan biyoremediasyon prosesleri tizerine odaklanmistir (Ayoub vd., 2010).



1.1. Nitroaromatik Bilesikler

Nitroaromatik bilesikler giinlimiizde kullanilan endiistriyel kimyasallarin en biiyiik
ve en Oonemli grubunu olusturmaktadir. Nitroaromatik bilesikler aromatik halkaya
bagli en az bir nitro grubu (-NO;) bulunduran organik molekiillerdir. Biyolojik
olarak {iretilen birka¢ nitroaromatik bilesik disinda biiyiik ¢ogunlugu sentetiktir.
Nitro grubun giiclii elektronegatifligi elektronca fakir iki tane oksijen atomunun
kismi pozitif ylkli azot atomuna baglanmasindan kaynaklanmaktadir. Nitro grup
benzen halkasina bagli oldugunda kendi elektron eksikligini karsilamak igin
halkadaki elektronlarin yerlerini degistirebilmektedir. Buda molekiile nitro grubu
kimyasal sentezde o©nemli bir fonksiyonel grup yapan essiz Ozellikler

kazandirmaktadir (Ju ve Parales, 2010).

Nitrobilesikler daha cok endiistriyel prosesler ya da diger insan faaliyetleri ile
tiretilmektedir ve cevresel kirleticilerin 6nemli bir grubu haline gelmislerdir. Bu
bilesiklerin metabolizasyonu gii¢lii genotoksik ve mutajenik ara iiriinlerin olusumuna
ve kolaylikla biyolojik makro molekiiller ile reaksiyona girebilen reaktif nitrojen
oksit tiirlerin olugsmasina yol agmaktadir. Bundan dolayi, bu bilesiklerin kullaniminin
artmasi insan saglig1 ve ekosistem icin 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. Birkag nitro
bilesiklerinden kaynaklanan mutagenezin molekiiler mekanizmasini tanimlamak ve
aciklamak icin bircok genotoksik testler Salmonella typhimurium gibi bakterilerin
mutant suslart (enzimleri {iiretemiyor ya da c¢ok fazla tretiyor) kullanilarak
yapilmustir. Bircok nitroaromatik bilesik toksik, mutajenik ve kanserojenik olarak
rapor edilmistir. Buna ragmen nitrofuranlar ve nitrobenzenler gibi ¢esitli
nitroaromatik bilesikler farmasotik madde, antimikrobiyal madde, gida katki
maddesi, tarim ilaci, patlayici, boya ve hammadde olarak bir ¢ok uygulamada

kullanilmaktadir (Oliveira vd., 2010).

Nitrasyon, nitroaromatik bilesiklerin sentezlenmesindeki ana tepkimedir. Nitronyum
iyonlar1 (NO,) siilfiirik asit ve nitrik asidin karma asit tepkimesi sonucu
olusturulmakta ve aromatik halkaya elektrofilik yer degistirme ile eklenmektedirler.
Bu sekilde benzen, toluen ve fenol bilesikleri en basit nitroaromatik bilesikler olan

nitrobenzen, nitrotoluenler ve nitrofenollere doniistiiriilmektedirler. Reaksiyon



kosullar1 degistirilerek orto, meta ya da para konumlarina da dogrudan nitrasyon
yapilabilmektedir. TNT, RDX (Royal Demolition Explosive) veya pikrik asit gibi
bircok patlayici nitroaromatik bilesik bu yolla sentezlenmektedir (Ju ve Parales,
2010). TNT diger nitroaromatik patlayici bilesiklerin elde edilmesi i¢in baslangi¢
materyali olarak kullanilmaktadir. Ornegin, TNT nin metil grubunun eliminasyonu

ile 1,3,5-trinitrobenzen (TNB) elde edilmektedir (Oxley, 2002).

1.2. TNT

1800’11 yillarda, organik kimyanin gelisimi ile kimyagerler, nitrolama yontemiyle
bircok yeni kimyasal bilesik sentezlemistir. Nitrolama islemi ile sentezlenen bu
nitratl bilesiklerden bazilarmin patlayict 6zelliklerinin ortaya c¢ikmasi ile bu
bilesiklerin patlayici madde olarak askeri ve endiistriyel kullanim alanlar1 aranmistir
(Lewis vd., 2004). TNT yaygin olarak kullanilan bir nitroaromatik bilesiktir ve
kararl1 bir patlayici olmasi nedeniyle, 19. yiiz yilin sonlarinda sentezlenmesinden bu
yana askeri ve endiistriyel uygulamalarda popiilerlik kazanan bir kimyasal olmustur

(Lewis vd., 2004; Gluimiiscti, 2012).

TNT giivenli iiretimi ve depolanmasi, diisiik erime noktasi, kimyasal ve termal
kararlilig1, darbe, yiiksek sicaklik ve siirtiinmeye karst diisiik hassasiyet gostermesi
gibi oOzelliklerinden dolayr her iki diinya savasinda ana patlayict madde olarak
kullanilmis (Park vd., 2003; Kalderis vd., 2008) ve giiniimiizde de en ¢ok kullanilan

askeri patlayicilarin baginda gelmektedir.

1.2.1. TNT’nin Yapisi ve Ozellikleri

1863 yilinda, Alman kimyager Joseph Wilbrand 6nemli bir nitroaromatik bilesik olan
TNT’yi sentezlemis, ancak o yillarda patlayic1 6zelligi kesfedilemeyen TNT boyar
madde olarak kullanmilmistir. 1902 yilinda, TNT nin patlayict 6zelliginin Alman
ordusu tarafindan kesfedilmesinden sonra, TNT ana patlayict madde olarak

bombalarin, fiseklerin ve el bombalarin yapiminda kullanilmistir. Alman askeri



sanayisinde TNT nin patlayict madde olarak kullanilmasindan kisa siire sonra diger
ilkelerde TNT’yi patlayict olarak kullanmaya baslamis ve her iki diinya savasinda
milyonlarca ton TNT kullanilmistir (Yinon, 1990). TNT benzen halkasi lizerinde 2, 4
ve 6. pozisyonlarinda bulunan nitro gruplarindan ve 1. pozisyonda bulunan metil
grubundan olusmaktadir (Ayoub vd., 2010). TNT oda sicakliginda kat1 halde bulunan
yiiksek bir patlayici maddedir. TNT nin yapisinda bulunan nitro gruplarinda, hem
oksijen atomu hem de azot atomu elektronegatiftir ancak oksijen daha fazla
elektronegatiftir. Bundan dolayr N-O bandi polarize olmaktadir ve buda nitro
grubunu kolayca indirgenebilir yapmaktadir (Esteve-Nuiiez vd., 2001). TNT nin
fiziksek ve kimyasal ozellikleri Cizelge 1.1°de verilmistir. Cizelge 1.1°de verilen
oktanol-su boliinme katsayisi (log Kow) degerine gore, TNT molekiiliiniin hidrofobik
ve hidrofilik o6zellikleri arasinda bir ara karaktere sahip oldugu sonucuna
varilabilmektedir. Bundan dolay1r TNT giiclii bir sekilde toprakta emilememekte ve
bulundugu ¢evrede nispeten hareketli olabilmektedir (Khan vd., 2013).

Cizelge 1.1. TNT nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (ATSRD, 1995°’ten ve Ayoub
vd., 2010’dan degistirilerek)

Molekiiler Formiilii: C;HsN;Og¢
IUPAC Numarasi: 2-metil-1,3,5-

trinitrobenzen
Molekiiler Agirhgr: 227,13 g/mol
TNT’nin yapisal formiilii Kristal Formu: TNT renksiz ortorombik

kristallar ya da soluk sar1 renkli monklinik
kristaller seklinde mevcuttur

Erime Noktasi : 80,65 °C
Kaynama Noktasi: 210 °C
CH3 Parlama Noktas1: 240 °C
Tutusma Noktasi: 295 °C
O,N NO, Yogunluk : 1,65 g/mL
Coziiniirliigii: 20°C’de g/100 g

¢oziiciide; suda 0,013, etanolde 1,23, eterde
3,29, toluende 55, benzende 67, asetonda 109
Patlama Siddeti: 6900 m/s

Buhar Basincr: 1,99x10 mm Hg
lOg KOW: 1 ’6
NO log Koc: 3,2
2 Henry yasasi sabiti : 4,57x10" atm-m°/mol
(20 °C’de)




TNT dogal olarak meydana gelmeyen, kokusuz ve sar1 renkli kristallerden olusan
yapay bir kimyasaldir. TNT, 80,65 °C’de erimekte ve dondugunda igne gibi
kristallere doniismektedir. Oda sicakliginda, sudaki ¢oziinlirligi 130 ppm’dir ve
diger nitroaromatik bilesiklere gore sudaki ¢oziiniirliigii nispeten daha ytiksektir
ancak etanol, metanol ve aseton gibi coziiciilerde oldukca yiiksek ¢oziniirliige
sahiptir. TNT sudaki diisiik ¢oziiniirliigli nedeniyle kararli ve nem tutmayan bir
kimyasaldir (Uzer, 2004; Mercimek, 2011). TNT asitler ile etkilesim
gostermemektedir ama alkali c¢ozeltiler TNT c¢ozeltisini pembe, kirmizi veya
kahverengine doniistiirmekte ve daha hassas yapmaktadir (Dursun, 2007). TNT
toluenin nitrik ve siilfiirik asitle tepkimesi sonucu elde edilmektedir (ATSDR, 1995;
Ayoub vd., 2010). Toluenden TNT sentezi ii¢c adimda gerceklesmektedir. i1k adimda,
toluenden, siilfiirik-nitrik asit (H,SO4-HNO3) karisimi bir ¢ozeltide nitrasyon islemi
ile mononitrotoluen (MNT) sentezlenmektedir. ikinci adimda, sentezlenen MNT
tekrar nitrolanarak dinitrotoluen (DNT) elde edilmekte ve tglincii adimda, olusan
DNT’lerden son nitrolama islemi ile TNT elde edilmektedir (Uzer, 2004). Toluenden

TNT nin sentezlenme mekanizmasi Sekil 1.1°de verilmistir.

CHs CHj CHj CHj
NO,
H,SO,
+  HNO; ——— + + —
1. Nitrasyon
NO,
Toluen
NO, 2. Nitrasyon
HNO5/H,SO,4
CHs CHs CH3
OoN NO; NO, O,N NO,
HNO5/H,SO4
- +
3. Nitrasyon
NO, NO,

2,4,6-trinitrotoluen (TNT)

Sekil 1.1. Baslangi¢ materyali toluenden TNT nin sentezlenmesi (Anonim, 2015)



Siilfiirik asit katalizorliiglinde toluenin nitrik asitle nitrolanmasi ile elde edilen
trinitrotoluen (C;7HsN3Og)’nin 2,4,6- disinda, 2,3,4-, 2,4,5- ve 2,5,6- gibi farkli
izomerleri bulunmaktadir (Uzer, 2004). Simetrik olmayan bu izomerler sodyum siilfit
cozeltisi ile yikanarak uzaklastirilmaktadir (Fischer ve Taylor, 1983). Patlayici
endiistrisinde en yaygin olarak kullanilan TNT’nin simetrik izomeri 2,4,6-
trinitrotoluen’dir (Mercimek, 2011). TNT saf olarak ya da ikili karisimlar halinde
patlayict olarak kullanilmaktadir. TNT nin en yaygin kullanilan ikili karisimlari
RDX, HMX, amonyum nitrat ve aliiminyum kullanilarak yapilmaktadir. TNT askeri
kullanimina ek olarak, tiinel agma, maden kazma ve su alt1 kazilar1 gibi endiistriyel

uygulamalarda da kullanilmaktadir (ATSRD, 1995).

Miihimmat iretimi, bomba gibi malzemelerin iiretilmesi, imha edilmesi ve
patlayicilarin geri donilisiim islemleri sirasinda agiga ¢ikan atik sular ve kati atiklar
dogada TNT kontaminasyonuna sebep olmaktadir. Atik sularin ihtiva ettigi TNT
topraga ve oradan da yeralt1 sularina karigmaktadir. Yiizey sularinda bulunan TNT
giines 15181 ile parcalanmakta iken, yeralti sularinda ve sedimentlerde bulunan
mikroorganizmalar TNT’yi daha yavas yikmaktadirlar. TNT nin aromatik halkasinda
bulunan nitro gruplarinin simetrik diizeni nedeni ile TNT, MNT ve DNT’lere gore
mikroorganizmalar tarafindan daha zor par¢alanmaktadir, ¢linkii TNT nin mikrobiyal
metabolizmasinda gorev alan dioksijenaz enzimlerinin nitro gruplara erismesi daha
zordur (Gallagher, 2010). Bundan dolayr TNT’nin kimyasal yapis1 biyolojik

parcalanmasini zorlagtirmaktadir (Esteve-Nuiiez vd., 2001).

1.2.2. TNT’nin Canhlar ve Cevre Uzerindeki Toksik Etkileri

TNT c¢evreye askeri mithimmatlarin yanmasiyla, ordu donatim malzemelerin atilmasi
veya infilak edilmesiyle, kullanilmayan mithimmatlarin imha edilmesiyle
sizmaktadir. Ayrica, TNT mithimmat isleme tesislerinde patlayict maddelerin
iiretilmesi asamasinda da g¢evreye sizabilmektedir. Ulusal Oncelikler Listesinde
(National Priorities List) yer alan 1338 tehlikeli atik bolgelerinden en az 20 tanesinde

TNT kirliligi tespit edilmistir (ASTDR, 1995).



TNT’nin ve TNT’nin parcalanmasi sirasinda agiga ¢ikan bilesiklerin toksisitesi
kapsamli olarak aragtirilmis ve belgelenmistir. TNT den kaynaklanan riskin tahmini
TNT’nin toksisitesinin veya ekotoksisitesinin belirlenmesine ve maruz kalma
potansiyeline dayanmaktadir. Son yillarda bu kimyasalin toksisitesi solucanlar,
memeliler ya da insan monositleri gibi tiirler kullanilarak incelenmistir. Elde edilen
toksisite degerlerinin farkli organizmalarda c¢esitlilik gostermesi organizmalarin
TNT’ye kars1 duyarliliklarin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. TNT nin insanlar
tizerindeki toksik dozlari, maruz kalma durumuna ve maruz kalma siiresine gore
degismektedir, ancak yapilan calismalardan insanlarin TNT’ye maruz kalma
durumunda referans bir toksik doz degeri saptanmistir. US EPA’nin (Amerika Cevre
Koruma Ajansi) saglik dnerisine gore igme suyundaki TNT miktar1 0,001 mg L™ dir
(Ayoub vd., 2010).

TNT yapisinda bulunan nitro gruplarin simetrik diizeninden dolay1 dogada uzun siire
bozunmadan kalabilmektedir ve yiiksek derisimlerde TNT toksik, mutajenik ve
potansiyel kanserojen bir bilesiktir (EPA, 1989; Esteve-Nunez vd., 2001; Qasim vd.,
2007). TNT suda ¢oziilebilen bir bilesik oldugu i¢in, TNT ile kirlenmis yiizey sulari
ve yeraltt su havzalari pembemsi bir renk alir ve literatirde pembe su olarak
adlandirilmaktadir. Pembe su olusumu ¢oziinmiis TNT molekiillerinin fotolizi ve
boya benzeri kompleks molekiillerin birikmesi sonucu meydana gelmektedir.
Tarimsal sulama kuyular1 TNT ile kirlenmis pembe sularin kontaminasyon

olasiligina kars1 ciddi risk altindadir (Giimiiscii, 2012).

Az miktarlarda TNT’ye maruz kalan insanlarda bas agrisi, anemi ve alerjik
reaksiyonlar sebebiyle deri tahrisi tespit edilmistir. TNT toksisitesinin sebep oldugu
en sik sikayet anemi olarak rapor edilmistir. TNT’nin kan degerleri lizerindeki
negatif etkileri kopeklerde, sicanlarda ve farelerde de rapor edilmistir (ATSDR,
1995). insanlarda, yiiksek derisimlerde TNT’ye maruz kalma sonucu karacigerde,
gozde ve sinir sisteminde hasarlar meydana gelmektedir. Biitiin bu toksik etkilerinin
yam sira, viicudumuzda TNT ve TNT nin par¢alanmasi sonucu olusan ara iiriinler
deoksiriboniikleik asit (DNA) gibi molekiillerle etkilesmekte ve bu etkilesmeden

dolay1r mutasyonlara sebep olmaktadir. TNT ve TNT’nin metabolitlerinin insan ve



ekosistem tizerindeki toksik etkileri bu bilesiklerin dogada birikmesi ile artmaktadir

(Qasim vd., 2007).

Tarihte, yiiksek patlayicilarin iretildigi isletmelerde c¢alisan isciler TNT ye maruz
kalmadan dolayr bir¢cok saglik sorunu yasamislardir. Bu saglik sorunlar1 anormal
karaciger fonksiyonlar1 ve anemi gibi kan hastaliklaridir. Bu saglik sorunlarinin
goriildiigi isletmelerde havadaki TNT miktarinin bir metrekiip havada 0,01-1,49 mg
araliginda degistigi goriilmiistiir. TNT ile beslenen ya da TNT’ye nefes alma yolu ile
maruz birakilan hayvanlarda da kan ve karaciger iizerinde benzer -etkiler
goriilmustiir. Buna ek olarak, TNT ile beslenen hayvanlarda (15-364 giin boyunca)

dalak genislemesi ve bagisiklik sistemi lizerinde TNT nin diger zararl etkileri de

goriilmiistiir (ATSDR, 1995).

Insan cildi uzun siire TNT’ye maruz birakildiginda, deride alerjik reaksiyonlar
meydana gelmekte ve kasinti, tahris gibi semptomlar olusmaktadir. Uzun siireli
TNT’ye maruz kalma ise insanlarda katarakt gelisimine sebep olmaktadir. TNT ye
maruz kalmanin insanlarda dogum oziirlerine sebep oldugunu gosteren bir ¢alisma
yoktur, ancak hayvanlarla yapilan ¢alismalarda, yiiksek doz TNT’ye maruz birakilan
hayvanlarin erkek iireme sistemi ilizerinde TNT’nin ciddi negatif etkilere sebep
oldugu goriilmiistiir. TNT nin insanlarda kansere sebep oldugunu gdsteren c¢alismalar
stnirhdir, ancak uzun siire TNT ile beslenen farelerde mesane tiimorleri gelistigi
rapor edilmistir. Sigcanlarla yapilan bir calismaya gore, EPA TNT yi olas1 bir insan
kanserojen maddeler grubu olan C smifi kanserojen madde olarak siniflandirmistir

(ATSDR, 1995).

Tarihsel olarak, mithimmat liretiminde ¢alisan is¢ilerinin 6liimlerine en ¢ok TNT nin
karaciger iizerindeki olumsuz etkileri sebep olmustur. Ilk klinik semptomlar mide
bulantisi, kusma, karin agrisi, yorgunluk, bas déonmesi ve sariliktir (ATSDR, 1995).
1. Diinya Savasi1 sirasinda ABD’de, 475’1 6liim vakasi dahil toplam 17000 TNT
zehirlenme vakasi rapor edilmistir. Ingiltere’de, 1916 ve 1917 yillar1 boyunca 96
Oliim dahil 310 sarilik vakasi rapor edilmistir. Almanya’da 1916-18 yillar1 boyunca
113 6liim vakas1 dahil 1000 sarilik vakasi rapor edilmistir. TNT nin toksik etkilerinin



ve tedavi yOntemlerinin anlasilmasindan dolay:r birinci diinya savasimin sonlarina

dogru TNT zehirlenme vakalar1 azalmigtir (Yinon, 1990).

Bir¢ok c¢alisma, TNT ve TNT nin parcalanma iiriinlerinin baliklar, sicanlar, alg ve
sucul bitkiler, maya ve Gram-pozitif bakterilerde dahil ¢esitli mikroorganizma ve
insanlar tizerinde toksik etkilere sahip olduklarint géstermistir (Claus, 2014). TNT ile
kirlenmis bolgelerin remediasyonu TNT nin canli organizmalar {izerindeki etkilerini
azaltmak ve g¢evre iizerindeki bu kirleticinin zararl etkilerini ortadan kaldirmak igin

oldukca 6nemlidir.

1.3. TNT ile Kirlenmis Alanlarin Fizikokimyasal Yontemlerle Aritim

Nitrobilesikler yiiziinden meydana gelen g¢evre kirliligi 6nemli bir sorun haline
gelmistir, ¢linkii bu patlayici maddeler biiyiik 6l¢eklerde tiretilmekte, kullanilmakta
ve test edilmektedir. TNT firetimi sirasinda saflastirma islemleri icin ¢ok fazla su
kullanilmakta ve pembe-kirmizi su olarak bilinen bu atik sularda TNT nin yani sira
30’a yakin nitroaromatik bilesik de bulunmaktadir. Buna ek olarak mithimmatlarin
paketlenmesi ve tasinmasi sirasinda agida ¢ikan pembe su yiiksek derigimlerde
nitroaromatik patlayic1 madde igermektedir (Rodgers ve Bunce, 2001). Bu nedenle,
TNT gibi nitroaromatik patlayict maddelerle kirlenmis alanlarin remediasyonu
kagmilmazdir. TNT ile kirlenmis bdlgelerin  temizlenmesinde kullanilan
fizikokimyasal yontemler baslica yakma, adsorpsiyon, kompostlama, ileri
oksidasyon ve kimyasal indirgeme olarak gruplandirilmaktadir (Park vd., 2003;
Claus, 2014).

1.3.1. Yakma

Tehlikeli atiklar1 yakarak uzaklagtirmak kullanilan en yaygin metottur. Bu islem icin
doner firin, kizil6tesi firinlar, akiskan yatak gibi farkli yakma firilar1 gelistirilmistir.
Atiklar bu firinlarda yakilarak tehlikeli maddeler 870-1200 °C sicakliklarda
buharlastiriimaktadir. Bu sicakliklarda yakma islemi organik bilesiklerin kimyasal



baglarin1 yikmaktadir. Yakarak bazi organik bilesikler uzaklastirilabilir, ancak nitrik
oksit (NO), karbon monoksit (CO), hidrojen kloriir (HCI) gibi baz1 zararli bilesikler
olusmaktadir. Zararl bilesiklerin olusumunun yani sira topragin kazilmasi, taginmasi
ve yakma i¢in gerekli olan enerjinin maliyeti nedeni ile yakma islemi olduk¢a pahali
bir yontemdir. Ayrica, patlayicilardan kurtulmak icin topragin yakilmasi yakma
islemini yapan iscilerin yliksek diizeyde toksinlere maruz kalmasina da sebep

olmaktadir (Hamby, 1996; Park vd., 2003; Mercimek, 2011; Claus, 2014).

1.3.2. Adsorpsiyon

Bu alandaki remediasyon teknolojileri zararli bilesikleri par¢alama yerine ayirma
islemi tizerine odaklanmigtir. Adsorpsiyon yontemi regine adsorpsiyonu, yiizey
kompleksi, sivi-sivi ayirma, ultrafiltrasyon ve ters osmoz islemlerini icermektedir.
Bu islemlerin hepsinde patlayicilarla kirlenmis toprak veya sudan, patlayicilar baska
bir yiizeye aktarilmakta ve patlayict maddeler zararsiz bilesiklere metabolize
edilmemektedir. Graniil aktif karbon spesifik olmayan bir adsorban maddedir ve
patlayici maddeler ile kirlenmis iiretim tesisi atiklarimin ve yeraltt sularinin
temizlenmesinde kullanilmaktadir, ama pembe sularin temizlenmesi i¢in uygun
degildir. Bu islemde, su Kkirleticileri adsorbe eden karbon ile kaplanmis bir kolon
veya kutuya pompalanmaktadir. Silikon ile modifiye edilmis karbon adsorbanlari
daha yiiksek verimlilige sahiptir. Karbon adsorbani ile yapilan adsorpsiyon
uygulamalar1 kullanilan karbonun tipine, partikiil boyutuna, gézenek biiyiikliigiine,
cozeltinin kolona verilis hizina ve ¢alisma sicakligina baghdir (Rodgers ve Bunce,
2001). Karbon adsorpsiyonu nitroaromatiklerle kirlenmis alanlarin temizlenmesinde
sik kullanilan bir yontemdir, ancak bu islemde kullanilan matriks pahali ve kullanilan
granill aktif karbon zararli atik (K045) olarak siiflandirilmakta ve tehlikeli atiklarin

olusumuna sebep olmaktadir (Levsen vd., 1993; Claus, 2014).
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1.3.3. Kompostlama

Kompostlama toprakta var olan mikroorganizmalar yardimi ile kirleticileri topraktan
arindirmak i¢in kullanilan bir yontemdir (Seth-Smith, 2002). Kompostlama
isleminde durgun yigin (static piles) ve giibrelerin sira sira yiginlanmast (windrow
composting), patlayicilarla kirlenmis alanlarin temizlenmesinde kullanilan en siradan
yontemlerdir. Kompostlanan toprak mikroorganizmalarin gelisimi ve kirletici
konsantrasyonunu diisiirmek i¢in organik maddeler ile zenginlestirilmekte ve boylece
mikrobiyal aktivite ve mikrobiyal solunum artmakta ve mikroorganizmalar topraga
adsorbe olmus kirleticilerin pargalanmasini saglamaktadir. Kompostlanan topraklarin
nem igerigi, oksijen seviyesi ve sicakligi takip edilirken, havalandirmay1 saglamak
icin topraklar periyodik olarak dondiriilmektedir. Kompostlama yOnteminde
maliyete etki eden faktorler arasinda, aritma tesisinin yapisi, organik ilaveler, yiginin
dondiriilmesi amaciyla kullanilacak ekipmanlar, nakliye ve topragin kazilmasi yer

almaktadir (Lewis vd., 2004; Ozcan ve Tiirkdogan, 2014).

Kompostlama ile ilgili ¢aligmalar mikroorganizmalarin patlayicilart yiktigini ve
detoksifiye ettigini gostermistir. Buda patlayicilarla  kirlenmis bdolgelerin
aritilmasinda toprak mikroorganizmalarin aritim kaynagi olarak kullanilabilecegini
gostermektedir, ancak iyi karakterizasyondan sonra kompostlama daha verimli bir

aritim prosesi olacaktir (Seth-Smith, 2002).

1.3.4. Tleri Oksidasyon

Ileri oksidasyon islemlerinde katalizdr veya fotoliz katkili-katkisiz hidrojen peroksit
(H,0,) ve ozon (O3) gibi oksitleyici maddeler kullanilmaktadir. Bircok oksidasyon
teknolojisinde, aromatik halkaya baglanip halkay1 parcalayan ve aromatik bilesikleri
su ve karbondioksite mineralize eden hikroksil radikalleri iiretilmektedir. Homojen
fotolizlerde, UV (290-200 nm) radyasyonlart H,O,’yi veya O3’ii yikarak hidroksil
radikali (HO’) iiretmek igin kullanilmaktadir. Heterojen fotolizlerde ise OH
radikalleri UV (400-320 nm) varliginda yari-iletken bir yiizeyde (genellikle TiO,)
olusturulmaktadir (Rodgers ve Bunce, 2001).
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Hidrojen peroksit ile UV oksidasyonu atik sularin aritilmasinda ilk olarak Koubek
(1975) tarafindan kullanilmis ve daha sonra nitroaromatik patlayicilarin aritilmasinda
Ho (1986) tarafindan kullanilmistir. Bu islemde, fotoliz genellikle diisiik basing, 254
nm’de asil emisyona sahip (6-60 kW) yiiksek gii¢ lambalar1 ile gergeklestirilmektedir
(Rodgers ve Bunce, 2001).

Ozon ile UV oksidasyon islemi kesikli veya siirekli modlarda nitroaromatiklerle
kirlenmis yilizey ve yer alt1 sularinin aritilmasinda kullanilmaktadir. Bu sistemle %
99,9 oraninda TNT ve TNB patlayicilari imha edilmektedir. Bu sistem birkag¢ alanda
test edilmis olsa da graniil aktif karbon adsorpsiyon isleminin gerisinde kalmaktadir.
UV-ozon sisteminin bir dezavantaji ise ortamdan TNT yi uzaklastirsa bile toksisiteyi
azaltamiyor olmasidir (Rodgers ve Bunce, 2001). Bunun yani sira, biitiin kimyasal
oksidasyon proseslerinin patlayici maddelerin aritilmasinda kullanimi zordur ¢iinki

reaktif olmayan materyallerin kullanilmas1 gerekmektedir (Park vd., 2003).

1.3.5. Kimyasal indirgenme

Aromatik nitro bilesiklerin yapisinda bulunan nitro gruplar, asidik ortamda
katalizorler varliginda amin gruplarma doniistiiriilebilmektedir. Nitro gruplarin
hidrojenlenerek amin gruplarina donistiiriilmesi tek basina yeterli bir aritim prosesi
degildir, ¢linkii anilinler toksik kimyasaldir ve oksidatif polimerizasyonla ¢oktiirme
ya da biyolojik transformasyon gibi ileri aritim islemleri gerekmektedir. Paladyum
(Pd) gibi metal katalizorleri, laboratuvarda aritim prosesleri i¢in kullanilabilir ama
biiyilik 6lgekli atiklarin aritilmasi i¢in oldukca pahalidir. Buna ek olarak katalizorler
bazi durumlarda nitroaromatik patlayict varliginda ¢oziilebilmektedir. En uygun
katalizorlerin formiilasyonu Pd karbon, demir ya da aliiminyum oksit birlesimi,

Ni/Zeolite Y, Ni/SiO, birlesimleridir (Rodgers ve Bunce, 2001).

Dogada uzun siire bozunmadan kalabilen atiklarin elektrokimyasal yontemlerle
temizlenmesi hem enerji maliyeti hem de basit ekipmanlarin kullanimindan dolay1
verimli olabilmektedir (Rodgers ve Bunce, 2001). Hintze ve Wagner (1992)

elektrokimyasal bir hiicrenin katot bolmesinde, nitroaromatik patlayic1 bilesikleri
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aminlere indirgemistir, ancak toksik olan amin bilesiklerinin birikmesini
tartismamiglardir. Rodgers vd. (1999) cesitli katot yiizeylerde TNT ve DNT
izomerlerini indirgemisler ve daha sonra elektro-kimyasal oksitlenme prosesi ile

aminleri ¢oziinmeyen yan iiriinlere polimerize etmislerdir.

1.4. TNT’nin Bakteriler Tarafindan Parcalanmasi

Mikroorganizmalar, bircok kaynaktan gelen organik molekiilleri katalitik olarak
karbon dioksit ve suya yiktiklart i¢in biyosferdeki organik molekiillerin temel geri
dontisiimciisii olarak diistintilebilirler. Dogada daha 6nce var olmayan insanlar
tarafindan iiretilen ve mikroorganizmalar tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanilan birgok sentetik materyal vardir (Lewis vd., 2004). TNT de
mikroorganizmalar tarafindan metabolize edilebilen sentetik bir kimyasaldir ve
aerobik ve anaerobik bakteriler sentezledikleri nitrorediiktaz enzimleri ile TNT yi
hikroksilamindinitrotoluenlere =~ (HADNT), aminodinitrotoluenlere = (ADNT),
diaminomononitrotoluenlere (DAMNT) ve DNT’lere indirgemekte ve azot kaynagi
olarak kullanabilmektedirler (Esteve-Nuifiez vd., 2001; Rylott vd., 2011). Giinlimiize
kadar, TNT gibi polinitroaromatik bilesikleri aerobik ve anaerobik prosesler ile
parcalama kapasitesine sahip pek ¢ok mikroorganizma tanimlanmistir (Oh vd., 2000;
Mercimek, 2011) ve TNT kontaminasyonuna maruz kalmis bolgelerin aritilmasinda,
biyoremediasyon tekniklerinin daha  uygulanabilir olmasimm1  saglayacak
mikroorganizmalarin kesfi amaci ile aerobik bakteriler (Rahal ve Moussa, 2011;
Guimusctii ve Tekinay, 2013; Lin vd., 2013; Mercimek vd., 2013) ve anaerobik
bakteriler (Ederer vd., 1997, Esteve-Nuiiez vd., 2000) tarafindan TNT’nin

parcalanmasi bir¢ok bilim insani1 tarafindan yillarca ilgi ¢eken bir konu olmustur.

TNT’nin bakteriler tarafindan indirgenmesindeki ana problem, yapisinda bulunan
nitro gruplarin simetrik diizeninden dolay1 aromatik halkadaki elektron fakirligidir.
Bundan dolayr TNT nin oksidatif bozunmas1 ya da karbon ve enerji kaynag: olarak
kullanilabilmesi (yani benzen halkasinin yikilmasi) miimkiin degildir. Bu baglamda

parcalanma, TNT’nin transformasyonu veya bozunmasi anlamina gelmektedir,
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mineralizasyon ya da TNT’nin tek bagina bir biiylime substrati olmasi anlamina

gelmemektedir (Claus, 2014; Singh, 2014).

Eski Sar1 Enzim (Old Yellow Enzyme-OYE) ailesinin Enterobacter cloacae PB2’de
bulunan pentaeritrol tetranitrat rediiktaz (PETNr) ve Pseudomonas fluorescens 1-
C’de bulunan ksenobiyotik rediiktaz B (XenB) gibi bazi iiyeleri de nitroderiiktaz
enzimleri gibi gorev géormekte ve TNT’yi aromatik halkaya bir hidrit eklenmesi yolu
ile  monohidrit-Meisenheimer  veya  dihidrit-Meisenheimer = komplekslerine
doniistiirmektedirler. TNT nin bu komplekslere doniistiiriilmesi nitrit iyonunun agiga
¢ikmasina sebep olmakta ve boylece TNT transformasyona ugramaktadir (Williams

vd., 2004; Khan vd., 2013).

Birgok bakteri, TNT nin benzen halkasinda bulunan nitro gruplar1 hikroksilamin ve
amin gruplarima indirgeyerek TNT’yi aminonitroaromatik bilesiklerin farkli
izomerlerine doniistiirmektedir (Esteve-Nufiez vd., 2001; Claus, 2014). TNT’nin
indirgenmesi sonucu olusan aminonitroaromatik bilesikler TNT nin mikrobiyal
par¢alanmasinin birincil {riinleridir. Ancak pH gibi reaksiyon kosullarina baglh
olarak olusan aminonitroaromatik bilesiklerinin farkli izomerleri biyotik ve abiyotik
mekanizmalarla  -azo, -azoksi, -hidrazon ve  fenol-asetil tiirevlerine

doniistiiriilebilmektedir (Hawari vd., 2000; Claus, 2014).

TNT’nin mikrobiyal parcalanmasi, genellikle bir nitro grubunun indirgenmesi ile
baslamaktadir (Khan vd., 2013). Aerobik ve anaerobik bakteriler tarafindan TNT nin
parcalanmasi sirasinda, yapisinda bulunan nitro grubu Once nitrozo (-NO), sonra
hidroksilamin (-NHOH) ve sonrasinda ise amin (-NH;) grubuna indirgenmektedir
(Sekil 1.2) (Claus, 2014). Bu reaksiyonu katalizleyen enzimler spesifik olmayan
Nikotinamid adenin diniikleotit fosfata (NAD(P)H) bagli nitrorediiktaz enzimleridir

ve bliylik cogunlugu karakterize edilmemislerdir (Khan vd., 2013).
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CH, CH, CH; CH;

O,N NO, O,N NO,O,N NO, O,N NO,
— > —> —>
NO, NO NHOH NH,
TNT 4-nitrozo-DNT 4-HADNT 4-ADNT

Sekil 1.2. TNT’ nin yapisinda bulunan nitro grubun indirgenmesi (Claus, 2014’ten
degistirilerek)

Aerobik bakteriler TNT nin yapisinda bulunan 3 nitro grubundan en fazla ikisini
indirgeyebilmektedirler, ancak {iciincii nitro grubun indirgenmesi icin anaerobik
kosullar gerekmektedir. Ciinkii ilk nitro grubun indirgenmesi aromatik halkanin
elektron eksikligini azaltmakta ve bu nedenle diger nitro gruplarinin amin gruplarina
dontistiiriilmesi i¢in daha diisiik redoks potansiyeli gerekmektedir (Funk vd., 1993;
Hofstetter vd., 1999; Esteve-Nunez vd., 2001; Khan vd., 2013; Claus, 2014).
Oksijensiz ortamda diisiik redoks potansiyelinin olusturulmasi ile TNT, Clostridium
sp., Desulfovibrio sp., Methanoccus sp. ve Moorella thermoacetica gibi anaerobik
bakteriler tarafindan triaminotoluen (TAT) molekiiline doniistiiriilmektedir
(Boopathy ve Kulpa, 1994; Ederer vd., 1997; Khan vd., 2013; Claus, 2014). Sekil 1.3
ve Sekil 1.4’te sirasiyla aerobik ve anaerobik kosullar altinda TNT nin bakteriler

tarafindan pargalanma mekanizmalar1 verilmistir.
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Sekil 1.3. Aerobik bakterilerde TNT nin parcalanma mekanizmasi (Esteve-Nuiiez vd.,

2001°den degistirilerek)
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Sekil 1.4. Anaerobik bakterilerde TNT nin par¢alanma mekanizmasi (Esteve-Nuiiez

vd., 2001°den degistirilerek)
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Aerobik ve anaerobik bakteriler nitro gruplarimi indirgeyerek TNT’yi metabolize
edebilmektedir, ancak buna ek olarak bu bakteriler aromatik halkaya hidrit iyonlar
ekleyerek monohidrit ve dihidrit-Meisenheimer komplekslerinin olusumu ile
TNT’nin dogrudan indirgenmesini de saglamaktadirlar (Sekil 1.5). Ayni hiicre
icerisinde her iki parcalanma mekanizmasi (nitro gruplarin indirgenmesi ve aromatik

halka-indirgenmesi) da gergeklesebilmektedir (Wittich vd., 2009; Claus, 2014).

CH3 CH3
O:N NO,  O,N NO,
— H
"
NOZ N02
TNT Monohidrit-Meisenheimer Kompleksi

Sekil 1.5. TNT’ye hidrit iyonunun eklenmesi ile Meisenheimer kompleksinin

olugmasi (Claus, 2014’°ten degistirilerek)

TNT’nin mikrobiyal parcalanmasi sirasinda, TNT hiicre i¢ine biiylik olasilikla pasif
difiizyonla girmektedir. Bunun yani sira, yapilan bir ¢calismada, Pseudomonas putida
KT2440 bakter1 susunda, TNT’nin varhiginda ¢oklu ila¢ akis pompalarinin
indiiklenmesi, bakterinin TNT toksisitesini engellemek i¢in hiicre i¢i diisiik TNT
konsantrasyonunu saglamada aktif ekstriizyon sistemlerini kullandig1 gosterilmistir
(Stenuit ve Agathos, 2010; Claus, 2014). TNT nin parcalanmasi sonucu farkli
miktarlarda doniisiim {iiriinleri (ADNT, DAMNT) hiicre disinda da bulunmustur
(Claus vd., 2007). Dolayisiyla, aktif tasima sistemlerinin, ayn1 zamanda, bu bilesikler

icin de mevcut oldugu diisiiniilmektedir (Claus, 2014).

Bakteriler TNT nin nitro gruplarimi indirgeyerek TNT’yi1 parcalamaktadirlar ancak

saf bakteri kiiltlirleri ile TNT nin mineralizasyonu oldukc¢a nadirdir. Genellikle
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mineralizasyon sadece bakteriyel konsorsiyumlar ile saglanabilmektedir. TNT nin
parcalanma iiriinlerinin ¢ogu oldukga reaktiftir ve hiicre organellerine ya da toprak
gibi kat1 desteklere kovalent baglarla baglanmaktadirlar. Birka¢ ¢alismada TNT nin
parcalanmas1 sirasinda tanimlanamayan bilesiklerin olusumu da rapor edilmistir
(McFarlan ve Yao, 2011). Biitiin bunlara ragmen TNT nin bakterilerle parcalanmasi
avantajlidir ¢linkii bakteriyel enzimatik reaksiyonlar ¢esitlidir ve bakteriyel enzimler
genis bir yelpazede biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize edebilmektedirler (Muter
vd., 2012; Khan vd., 2013). Dahas1 iki asamali bir aerobik/anaerobik bakteriyel
parcalanma prosesinin (aerobik islemi takiben bir anaerobik islem) TNT’nin
parcalanmasinda son derece basarili oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (EPA,

1995; Breitung vd., 1996).

Son yirmi y1l igerisinde, TNT nin mikrobiyal parcalanmasi tizerine ¢esitli ¢alismalar
yirlitilmistir. Bu ¢alismalarla, TNT nin par¢alanmasinda yer alan gesitli enzimler
tanimlanmis, saflagtirllmis ve TNT ile kirlenmis alanlarin biyoremediasyonunda
kullanilabilecek pek ¢cok mikroorganizma kesfedilmistir (Ayoub vd., 2010; Khan
vd., 2013). Bu caligmalarin sonucu olarak, TNT ve diger patlayicilar1 metabolize
edebilen birgok bakteri tiirii TNT ve ¢esitli patlayicilarla kirlenmis ¢evrelerden izole
edilmis ve tanimlanmigtir. TNT’yi metabolize edebilme yetenegine sahip literatiirde
rapor edilen aerobik ve anaerobik bakteriler sirasi ile Cizelge 1.2 ve Cizelge 1.3’te

verilmistir.

TNT’yi parcalayabilen bakteri tiirleri genellikle besin maddelerince zengin
ortamlarda bulunan ve hizli biiyliyebilen Pseudomonas gibi tiirlerdir (copiotroph),
clinkii TNT yavag biiyiiyen ve besince fakir ortamlarda yasayabilen (oligotrophic)
Acidobacteria gibi bakteri tiirlerini ciddi bir sekilde etkilemektedir. Buna ek olarak,
TNT ile kirlenmis bolgelerde yapilan tir analizlerinde mikrobiyal ve bitki
poplilasyon cesitliliginin azaldig1 da goriilmiistiir ve bu sonuglarda, TNT kirliliginin

ekosistemin islevselligini azalttigin1 gostermektedir (Stenuit ve Agathos, 2010).
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Cizelge 1.2. TNTyi aerobik kosullar altinda metabolize edebilen bakteri tiirleri

Aerobik Bakteriler

Referans

Achromobacter spanius STE 11
Acinetobacter noscomialis
Bacillus cereus

Bacillus sp.

Bacillus mycoides

Clavibacter agropyi
Enterobacter cloacae PB2
Enterobacter sp.

Klepsiella sp.

Mycobacterium vaccae
Mycobacterium sp. strain HLANT-1
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa MA101
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fluorescens B3468
Pseudomonas pseudoalcaligenes
Pseudomonas savastanoi
Pseudomonas sp. clone A
Pseudomonas putida
Pseudomonas sp. susu FR2
Pseudomonas sp. susu CBS3
Pseudomonas sp. susu 11Bx
Pseudomonas sp. susu 1-2wt
Pseudomonas sp.

Rhodococcus erythropolis
Serratia marcensens
Sphingomonas sanguinis
Sphingomonas sp.

Raoultella terrigena
Staphylococcus sp.
Stenotrophomonas maltophilia

Glimiiscii ve Tekinay, 2013
Sangwan vd., 2015
Mercimek vd., 2013
Kalafut vd., 1998

Lin vd., 2013

Rahal ve Moussa, 2011
French vd., 1998

Bae vd., 1995

Kim vd., 2002
Vanderberg vd., 1995
Vorbeck vd., 1994

Kalafut vd., 1998; Mercimek vd., 2015

Alvarez vd., 1995

Pak vd., 2000

Naumova vd., 1988

Fiorella ve Spain, 1997
Martin vd., 1997

Duque vd., 1993

Park vd., 2002

McCormick vd., 1976
Schackmann ve Miiller, 1991
Traxler vd., 1974

Traxler vd., 1974

Jones vd., 1995; Chien vd., 2014
Vorbeck vd., 1998
Montpas vd., 1997
Rahal ve Moussa, 2011
Maeda vd., 2006

Claus vd., 2007
Kalafut vd., 1998

Oh ve Kim, 1998

Cizelge 1.3. TNT’yi anaerobik kosullar altinda metabolize edebilen bakteri tiirleri

Anaerobik Bakteriler

Referans

Bacillus mycoides

Clostridium acetobutylicum
Clostridium bifermentans CYS-1
Clostridium bifermentans LIP-1
Clostridium pasterianum
Clostridium sordelii
Clostridium sp.

Enterobacter cloacae PB2
Desulfovibrio sp. susu B
Desulfovibrio sp.

Desulfovibrio sp.

Escherichia coli

Lactobacillus sp.
Methanococcus sp. susu
Methanosarcina barkeri
Pseudomonas sp. susu JLR11
Serratia marcescens

Veillonella alkalescens

Lin vd., 2013

Ederer vd., 1997

Shim ve Crawford, 1995
Lewis vd., 1997
McCormick vd., 1976
Ederer vd., 1997

Hughes vd., 1998
Kalderis vd., 2011
Boopathy ve Kulpa, 1992
Preuss vd., 1993
Drzyzga vd., 1998
Ederer vd., 1997

Ederer vd., 1997
Boopathy ve Kulpa, 1994
Kalderis vd., 2011
Esteve-Nuiiez ve Ramos, 1998
Kalderis vd., 2011
McCormick vd., 1976
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1.5. TNT’nin Biyoremediasyonu

Mikroorganizmalar yillardir kentsel ve endiistriyel atiklarin aritilmasinda
kullanilmaktadirlar (Rodgers ve Bunce, 2001). Dogada var olan kirleticileri daha az
zararli maddelere doniistirmek i¢in canli  organizmalarin daha ¢ok
mikroorganizmalarin kullanildig1 biyolojik temelli aritim prosesleri biyoremediasyon
olarak bilinmemektedir (Chaundry, 1994; Ayoub vd., 2010). Kirleticilerin
mikroorganizmalar tarafindan pargalanmasi c¢evre dostu bir yontemdir ve dogal
yollarla meydana geldigi i¢in ¢evre kirliligine maruz kalmis topragin yapisini ve
biyolojisini de bozmamaktadir (Claus, 2014). Ayrica biyoremediasyon yontemleri
patlayicilarla kirlenmis bolgelerin aritilmasinda kullanilan yakma gibi geleneksel
yontemlere gore daha diisiik maliyetlidir ve uygulamasi kolaydir. Bu yontemlerde
parcalanma dogal yollarla gergeklestigi i¢in biyolojik temelli aritim prosesleri ¢evre
dostu bir aritim prosesi olarak son yillarda 6nem kazanmistir (Haselhorst, 1999;

Rodgers ve Bunce, 2001; Park vd., 2003; Dindar vd., 2010; Claus, 2014).

Bir toksik bilesigin biyolojik olarak muamele edilebilirligi bu bilesigin biyolojik
olarak par¢alanmasinin miimkiin olmasina baglhidir. TNT dogada uzun siire
bozunmadan kalabilmesine ragmen mikrobiyal ataklar karsisinda hassastir (Park vd.,
2003). Giiniimiize kadar, cesitli patlayicilarla kirlenmis cevrelerin aritilmasi igin
gelistirilen ¢esitli biyoremediasyon yontemleri vardir (Esteve-Nuiiez vd., 2001;
Lewis vd., 2004; Claus, 2014). Biyolojik temelli bu yontemlerden en sik kullanilan
yontemler biyoreaktorler, toprak kompostlama, arazi diizenleme ve fitoremediasyon
olarak smiflandirilmaktadirlar (Haselhorst, 1999; Esteve-Nuiiez vd., 2001). TNT ile
kirlenmis bolgelerin 1slahinda kullanilan bu teknolojilerin  kullanim sekilleri,

uygulamadaki avantajlar1 ve dezavantajlar1 asagida 6zetlenmistir.

1.5.1. Biyoreaktorler
Uzun siire dogada bozunmaya ugramadan kalan kirleticilere maruz kalmis

topraklarin aritilmasinda uygulama sartlarinin  kontrol edilebildigi biyoreaktor

yontemi en uygun ve etkili yaklasimdir (Mohan vd., 2006; Dindar vd., 2010). Bu
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yontemde, kirli toprak, su ve besinler ile karistirilarak farkli sekilde tasarlanmis
biyoreaktorlerin i¢inde karistirilan bir bulamag elde edilmektedir (Lewis vd., 2004).
Biyoreaktorlerde, su ve besin ilavesi ile toprakta var olan mikroorganizmalarin
bliylimesi tesvik edilirken, mikroorganizmalarin aktivitelerini etkileyecek sicaklik,
pH, besin ve oksijen derisimi gibi uygulama kosullar1 da kontrol edilmektedir

(Haselhosrt, 1999; Ozcan ve Tiirkdogan, 2014).

Biyoreaktorlerle aritim uygulamasi diger yontemlere gore c¢ok daha hizli bir
yontemdir. Bu yoOntemde, toprakta kirleticiler varliginda dogal olarak bulunan
mikroorganizmalarin aktivitelerini korumak icin kirleticilerle kirlenmis toprak
kazilarak  alinmakta  ve  biyoreaktdrlerde su  ile  karistirnlmaktadir.
Mikroorganizmalarin aktivitesini artirmak i¢in oksijen, besin ilavesi yapilmakta ve
kirleticilerin mikroorganizmalar tarafindan optimum kosullarda pargalanmasi igin 1si,
besin, pH ve oksijen miktar1 gibi uygulama kosullar1 kontrol altinda tutulmaktadir.
Bu yontemin, kiitle transfer hizinin ve mikroorganizma/kirletici/besin miktari
oranlarinin artirilabiliyor olmasi, ¢esitli elektron alicilarinin kullanilabilmesi, yiizey
aktif maddeler ve farkli ¢oziiciilerin kullanimi ile kirleticinin parcalanmasinin
arttirtlmasi, sicaklik, pH gibi uygulama kosullarinin optimizasyonunun ve
kontroliiniin saglanmas1 gibi stiinliikleri vardir (Fuller ve Manning 2004, Dindar

vd., 2010).

1.5.2. Kompostlama

Kompostlama askeri bolgelerdeki patlayict kirliliginin aritilmasinda kullanilmak
izere segcilen, test edilen ve uygulanan ilk biyolojik aritim prosesidir (Lewis vd.,
2004; Kalderis vd., 2011). Yapilan aragtirmalarla askeri alanlarda var olan TNT
kirliliginin topraktan giderilebilecegi gosterilmistir (Williams vd., 1992; Esteve-
Nufiez vd., 2001). Biitiin kompostlama sistemlerinde, kolayca parcalanabilen bitkisel
atiklar, giibre ya da saman gibi tarimsal islemlerin yan {irlinleri, topragin optimum
havalandirmasini saglayacak hacim artirict maddeler ile birlikte kirlenmis toprak ile
karigtirilmaktadir (Bruns-Nagel vd., 2000; Lewis vd., 2004). Organik maddelerin

kirli topraga eklenmesi ile topraktaki patlayici konsantrasyonu diisiiriilmekte ve
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yiiksek konsantrasyonlardaki patlayict maddelerin mikrobiyal popiilasyon tizerindeki
toksik etkileri Onlenmektedir (Lewis vd., 2004). Organik materyallerle ve
kalinlastiric1 ajanlarla karistirilan toprak yiginlar1 diizenli olarak havalandirilmakta
ve topragin nem igerigi, oksijen seviyesi ve sicaklik gibi toprakta var olan
mikroorganizmalarin  aktivitesini  etkileyecek faktorler takip edilmektedir
(Haselhosrt, 1999; Ozcan ve Tiirkdogan, 2014). TNT ile kirlenmis bolgelerin
aritilmasi i¢in giibrelerin sira sira yiginlanmasi (windrow composting) ve anaerobik-
aerobik kompostlama sistemleri son derece verimli proseslerdir (Bruns-Nagel vd.,
2000). Bu kompostlama sistemleri ile anaerobik fazda TNT, ADNT ve DAMNT
bilesiklerine indirgenmekte ve sonrasinda havalandirma fazinda TNT’nin
parcalanmasi ile agiga cikan birgok ara iirlin muhtemelen kovalent baglarla topraga
baglanarak ortadan kaldirilmaktadir (Bruns-Nagel, 1998; Esteve-Nuiiez vd., 2001).
Kompostlama yontemi ile TNT gibi patlayicilarin topraktan aritilmasi bazen
karmagik olabilmektedir, ¢linkii TNT veya TNT’nin parcalanma iiriinleri kompost
karisimina baglandiysa geri topraga sizabilmektedir. Ayrica kalinlastirici ajanlarin
kullanilmast sebebiyle toprak orijinal hacminin 30 katina kadar cikabilmektedir
(Haselhorst, 1999). Kompostlama tekniginin uzun inkiibasyon siiresi, uygulama
maliyeti (organik materyallerin ve kalinlagtirict ajanlarin maliyeti) ve patlayicilarin
parcalanmasinda yer alan mikroorganizmalarin tanimlanamamasi gibi baslica

dezavantajlar1 da vardir (Esteve-Nuiez vd., 2001).

1.5.3. Arazi Diizenleme

Toprakta var olan mikroorganizmalarin aktivitesi ile topragm kirleticilerden
arindirilmasini saglayan bir toprak aritim prosesi de arazi diizenleme yontemidir
(Esteve-Nuiez vd., 2001; Clark ve Boopathy, 2007; Dindar vd., 2010). Kati-faz
aritma yontemi olan arazi diizenleme yonteminde, kirli toprak yerinden kazilir, ince
tabaka halinde bagka bir alana yayilir ve topraga besin, nem ilavesi yapilarak toprak
belirli periyodik araliklarla dondiiriilerek havalandirilir (Esteve-Nuiez vd., 2001;
Dindar vd., 2010). Besin ve nem ilavesi ve havalandirma ile toprakta bulunan

mikroorganizmalarin aktivitesi tesvik edilmektedir. Bu yontemde, yerli mikrobiyal
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aktiviteyi en st diizeye c¢ikarmak icin gerek duyuldugu takdirde belirli araliklarla
topraga besin ilavesi de yapilmaktadir (Widrig vd., 1997; Dindar vd., 2010).

1.5.4. Fitoremediasyon

Yesil bitkiler kullanilarak kirlenmis toprak ve sularin aritilmasi fitoremediasyon
olarak bilinmektedir (Cole, 1997; Esteve-Nufiez vd., 2001). Bu yontem diger
biyoremediasyon yontemleri gibi diisiik maliyetli, kolay uygulanabilir ve yliksek
derisimlerde kirleticilere maruz kalmis bolgelerde bile uygulanabilir olmasindan
dolay1 avantajlidir. Fitoremediasyon yontemi g¢esitli teknolojileri igerir. Bu
teknolojiler: fitoekstraksyion; bitkilerin hasat bolgelerinde kirleticileri konsantre
etmesi, fitostabilizasyon; Kkirleticileri bitkisel dokulara baglayarak kirleticilerin
kullanilabilirligin azaltilmasi, fitodegradasyon; bitkilerin enzim sistemi ya da
bitkilerle iligskili mikroorganizmalarin enzim sistemi ile toksik kirleticilerin
par¢alanmasi ve son olarak fitovolatilizasyon; kirleticilerin bitkiler kullanilarak

buharlastirilmasidir (Rodgers ve Bunce, 2001; Kalderis vd., 2011).

Bitkiler kimyasallar1 gaz, sivi ve kat1 fazda almalarina ragmen organik molekiillerin
bitkilere tasinmasi genellikle ¢ozelti icerisinde meydana gelmektedir. Bu sekilde
tasinmaya elverisli kimyasallar 0,5-3,0 arasinda su dagilim katsayisina (log Koyw)
sahip molekiillerdir (Rodgers ve Bunce, 2001). Cogu bitkinin kok sistemleri yiiksek
konsantrasyonlarda TNT kirliligine sahip bdlgelerin aritimi i¢in verimsizdir ¢linkii
bitkilerin TNT’yi metabolize edebilen enzim sistemleri yoktur. Ancak TNT bu
aralikta su dagilim katsayisina sahip oldugu i¢in bitkiler TNT yi kolayca biinyelerine
alabilmektedirler (Stenuit ve Agathos, 2010).

Fitoremediasyon sirasinda, bitkiler TNT’yi hiicre kofullarina ve hiicre duvarlarina
dahil etmektedir (Haselhorst, 1999). Bitkilerin kofullar1 ve hiicre duvarlar
yardimiyla TNT gibi kirleticileri biinyelerine dahil etmesinin yani sira, cesitli
mikroorganizma topluluklarinin gelismesine yardimci olan bitki kok yapilari da
TNT’yi detoksifiye ve mineralize edebilmektedir. TNT’nin bitkiler tarafindan

immobilizasyonu ve pargalanmasi, TNT’nin topraga ve su kaynaklarina sizmasini
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engelleyebilmektedir (Hasehorst, 1999). Fitoremediasyon kontaminasyon seviyesi
orta seviyede olan bolgelerin aritilmasinda iyi bir aritim yontemidir ve uygulamada
0zel ekipman gereksiniminin olmamasi ve ortama yeni kimyasallarin eklenmesi
gerekmediginden dolay1 avantajli bir yontemdir (Panz ve Miksch, 2012; Ozcan ve

Tiirkdogan, 2014).

Son on yilda, ¢evre kirleticilerin bitkilere karsi olan detoksifikasyonunu engellemek
icin bitkiler genetik olarak transgenik mahsul gelisimine benzer bir strateji izleyerek
modifiye edilmistir. Nitroredilktaz ve sitokrom P450 gibi patlayicilarin
parcalanmasinda gorev alan bakteriyel enzimler ¢esitli bitkilere aktarilmis ve
olusturulan transgenik bitkilerin patlayicilara karsit olan toleransinin, patlayicilari
bilinyelerine alimlarinin ve bitkiler tarafindan patlayicilarin detoksifikasyonunun
arttigi  belirlenmistir. Mikroorganizmalarin  biyolojik parcalama yeteneklerini
sergileyen transgenik bitkilerin kirlenmis bolgelerin aritimi i¢in kullanilmasi verimli
ve cevre dostu bir teknoloji olarak iimit vermektedir (Kalderis vd., 2011). Transgenik
bitkiler ile yapilan bir calismada, Zhu vd. (2012) Saccharomyces cerevisiae OYE3
(Old yellow enzyme) geninin aktarildigt Arabidopsis bitkisini kullanarak bir TNT
fitoremediasyon sistemi olusturmuslardir. OYE3 geninin aktarilmasi ile elde edilen
transgenik Arabidopsis bitkilerinin TNT toleransinin ve ortamda bulunan TNT yi

ayirma kapasitelerinin 6nemli 6l¢iide arttig1 gortilmiistiir.

1.6. Nitrorediiktazlar

Nitrorediiktazlar nitroaromatik bilesikleri metabolize edebilen enzimlerdir.
Nitrorediiktaz protein ailesi, flavinadenindiniikleotide (FAD) veya
flavinmononiikleotide (FMN) bagl nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)
indirgenme giiclinii kullanarak cesitli nitroaromatik ve nitroheterohalkali tiirevleri
metabolize edebilen bir gruptan olugsmaktadir. Bu enzimler ¢esitli bakteri tiirlerinde
ve daha nadiren okaryotlarda bulunabilir. Nitrorediiktaz proteinleri, nitrobilesiklerin
aktivasyonunda merkezi bir rol oynamaktadir ve nitro grubu bulunduran bilesiklerin
toksisitesini azaltmakta kullanildigr i¢in insan ve ¢evre sagligi agicindan,

biyoremediasyon gibi biyoteknolojik uygulamalarda katalizor olarak kullanilmalari,
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kemoterapotik tiimor tedavisinde, spesifik hiicrelerin ablasyonunda (ablasyon toksik
madde ile bir viicut kisminin veya fonksiyonunun kaybedilmesi) ve antibiyotik
direnci gibi klinik uygulamalarda kullanilmalar1 sebebiyle son yillarda ©nem

kazanmistir (Oliveira vd., 2010).

Nitro grubunda bulunan azot ve oksijen atomlar1 arasindaki bag polardir, ¢iinkii
oksijen azottan daha elektronegatiftir ve azotun elektronlarini ¢ekerek kismi negatif
ve pozitif kutuplar olusturmaktadir. Pozitif kutup elektronlar1 ¢cekme egilimindedir ve
bu nedenle indirgenme i¢in biiyiik bir egilime sahiptir (Spain, 1995). Nitro gruplarin
indirgenmesi bir veya iki elektron transferi yapabilen nitrorediiktazlar tarafindan
kataliz edilmektedir (Bryant vd., 1981). Bundan dolayi, nitrorediiktazlar, nitro
gruplarini indirgeme kabiliyetlerine gore (oksijen varliginda bir veya iki elektron
transferi yapmalarma gore) iki grup altinda smiflandiriimaktadirlar (Oliveira vd.,

2010).

Tip I nitrorediiktaz (oksijen-duyarsiz) enzimi: Oksijen varlifinda veya yoklugunda
NAD(P)H’dan nitro gruba ardigik iki elektron transferini kataliz etmekte ve nitrozo
ve hidroksilamin ara maddelerinin ve son olarak birincil aminlerin olusumunu
saglamaktadir. Hidroksilamin ara iirlinliniin olusumu ¢ok iyi tanimlanmistir, ¢iinkii
nitro grubunun indirgenmesiyle ilgili birka¢ calismada tespit edilmistir. Ancak,
nitrozo ara grubunun cok reaktif olmas1 ve ikinci-elektron transferi reaksiyonunun
¢ok hizli olmasindan dolayi, olusan nitrozo ara iriinlerinin izolasyonu ¢ok zordur

(Bryant vd., 1981; Spain, 1995).

Tip II nitrorediiktaz (oksijen-duyarli) enzimi: Oksijen varliginda nitro gruplarin bir
elektron transferi ile indirgenmelerini kataliz etmekte ve daha sonra molekiiler
oksijenle tepkimeye girecek bir nitro anyonun olusmasini saglamaktadir. Bu gruptaki
nitrorediiktazlar, tek-elektron transferi reaksiyonlarmi gerceklestirmektedirler, nitro
anyon radikallerinin olusumunu stabilize etmektedirler ve oksijene bir elektron

transfer ederek siiperoksit anyonunu olusturmaktadirlar (Oliveira vd., 2010).

Tip I ve Tip II nitrorediiktaz enzimlerinin benzen halkasina bagli nitro grubu

indirgeme tepkimeleri Sekil 1.6°da verilmistir.
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Sekil 1.6. Tip I ve Tip II nitrorediiktaz enzimlerinin aromatik halkada bulunan nitro

gruplarini indirgeme mekanizmalar1 (Oliveira vd., 2010°dan degistirilerek)

Nitrorediiktaz proteinleri bakterilerde yaygin olarak bulunmakta ve ayni zamanda
nitrorediiktaz benzeri proteinler dkaryot hiicrelerde de bulunmaktadir (Bryant vd.,
1981). Tip I nitrorediiktazlari, nitrofuran, nitrobenzen, nitrofenol, nitrobenzoat ve
nitrotoluen (TNT) gibi ¢esitli nitrobilesiklerin indirgenmesinde gérev almaktadir. Bu
enzimlerin dneminden dolayr farkli organizmalardan izole edilmis nitrorediiktazlar
tizerine bir¢ok klonlama, gen izolasyonu, yapisal analiz ve fonksiyonel
karakterizasyon g¢alismalar1 yapilmistir. Hemen hemen tiim nitrorediiktazlar benzer
biyokimyasal 6zelliklere sahiptir. Genellikle, yaklasik 30 kDa’luk proteinlerdir ve
genis substrat ozelligine sahip, kofaktor olarak FMN iceren ve iki elektron transfer
mekanizmasi1 kullanilarak ¢ok ¢esitli nitro bilesiklerin indirgenmesini katalizleyen

proteinlerdir (Oliveira vd., 2010).
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1.7. TNT’nin Mikrobiyal Par¢alanmasi ile ilgili Cahismalar

Duque vd. (1993) azot kaynagi olarak TNT’li ortamda biiyiiyebilen ve Kkiiltiir
ortaminda nitrit birikimi yapmayan Pseudomonas sp. clone A bakterisini izole
etmislerdir. izole edilen bakterinin, TNT’yi azot kaynag: olarak kullanirken, nitro
gruplar1 uzaklastirarak TNT’yi 2,4-DNT’ye, 2,6-DNT’ye, 2-nitrotoluene ve toluene
metabolize ettigi belirlenmistir. Bu ¢alismada, Pseudomonas putida TOL pWWO-
Km plazmitinin izole edilen Pseudomonas sp. clone A’ya aktarilmasi ile azot ve
karbon kaynagi olarak sadece TNT nin bulundugu ortamda biiyiiyebilen bakteri susu

elde edilmistir.

Oh ve Kim (1998) atrazin uygulamalarinda kullanilan bir bélgeden TNT’yi
parcalamak icin, azot kaynagi olarak sadece TNT bulunan besiyerini kullanarak
MO91-3 olarak isimlendirdikleri bakteri susunu izole etmislerdir. Bu ¢alismada izole
edilen bakteri susu Gram boyama ve Trypticase Soy Agar (TSA) iizerinde biiyliyen
bakterilerin yag asit analizleri ile Stenotrophomonas maltophilia olarak
tanimlanmustir. zolat 100 ppm (mg/L) TNT igeren besiyerinde biiyiitiilmiis ve izolat
tarafindan 28 giin sonra baslangigtaki TNT’nin tamaminin metabolize edildigi
belirlenmigtir. HPLC ve GC-MS analizleri ile par¢alanma {iiriinleri 2-ADNT ve 4-
ADNT olarak tanimlanmuistir.

Esteve-Nuiiez ve Ramos (1998) bir toprak izolati olan Pseudomonas sp. JLR11
bakteri susu ile anaerobik olarak TNT’nin metabolizasyonunu ¢alismislardir.
Pseudomonas sp. JLR11 bakteri susu Granada (Ispanya) sehrinde bulunan bir atik su
aritim tesisinden, M8 minimal besiyeri kullanilarak izole edilmistir. Izolat azot
kaynagi olarak sadece TNT ve nitrat bulunan besiyerlerinde ayr1 ayri biiyiitiilmiis ve
hiicre ekstraktlart SDS-PAGE ile analiz edilmistir. TNT’li ortamda biiyliyen
bakterilerin hiicre ekstraktlarinda dort farkli protein bandi tespit edilmis ve yazarlar
bu farkin TNT metabolizmasinin, Pseudomonas sp. JLR11 bakteri susunda baz1 6zel
proteinlerin indiiklenmesinde gorev aldigim1 gostermekte oldugunu belirtmislerdir.
Bu calismada, anaerobik kosullar altinda, M8 besiyerinde 60 mg/LL TNT varliginda,
pH 7,0’de, 25-30 °C’de ve 400-1000 rpm ¢alkalama hizinda, Pseudomonas sp.
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JLRI11 bakteri susunun 7 giin i¢inde baslangictaki TNT nin % 95’ini pargaladigi

belirlenmistir.

Khachatryan vd. (2000) tarafindan bazi toksik kimyasallara toleransli birka¢ bakteri
susu Yerevan (Ermenistan) géliinden, Yerevan sehrinin farkli bolgelerindeki su ve
toprak oOrneklerinden izole edilmistir. Bu bakteri suslarindan bazilarinin TNT’yi
parcalayabildikleri tespit edilmis ve diger bakteri suglarina gére TNT parcalama
kapasitesi daha iyi olan iki farkli bakteri susu belirlenmistir. Seg¢ilen bu izolatlar
minimal besiyerine % 0,015 TNT eklenerek 18-20 saat siireyle 25 °C’de ve 120
rpm’de inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda kiiltiir ortamindaki TNT miktar
spektrofotometre ile 360 nm dalga boyunda renk degisimi Olciilerek belirlenmistir.
N8 ve N10 olarak adlandirilmis suslarin her ikisinde de baslangic TNT miktarinin
0,4 mM/L oldugu ortamda TNT seviyesinin 0,1-0,2 mM/L’ye kadar azaldig1 tespit

edilmistir.

Oh vd. (2003) savas mithimmatlar1 ile kirlenmis bolgeden izole ettikleri
Pseudomonas aeruginosa MX bakteri susu ile besiyerinde bulunan 100 mg/L
TNT’nin tamaminin 10 saat i¢inde pargalandigini belirlemislerdir. Bu bakteri izolati
ile farkli pH degerlerinde yapilan TNT metabolizasyon c¢alismalarinda, TNT nin
metabolizasyonu i¢in optimal pH araliginin 7-8 oldugu bulunmustur. Metilen klorit
kullanilarak parcalanma iiriinleri ekstrakte edildikten sonra GC-MS ile 2-ADNT, 2,2-
azoksitoluen (2,2-AZT) ve 2-HADNT olarak tanimlanmustir.

Park vd. (2003) TNT ile kontamine olmus bolgeden izole ettikleri Pseudomonas
putida KP-T202 bakteri izolatinin TNT nin parcalanmasi i¢in ticari olarak elverisli
hale getirilmesi amaciyla izolatin TNT bozunmasinin optimal kosullarini
belirlemislerdir. Baslangi¢ konsantrasyonu olarak 100 mg/L TNT’li ortamda, izolatin
aerobik kosullar altinda 15 saat iginde kiiltiir ortaminda bulunan TNT nin tamamini
parcaladigint belirlemiglerdir. Bu izolatin TNT metabolizasyonunun optimal
kosullarin1 belirlemek icin izolat 20-37 °C ve pH 4-9 araliginda farkli karbon
kaynaklariyla (glikoz, gliserol, misir maserasyon sivisi gibi) inkiibe edilmis ve
besiyerinde yiizey aktif madde olarak Tween 80 kullanilmistir. TNT nin biyolojik

parcalanmasi icin izolatin optimal kosullar1 30 °C, pH 7, % 1 musir maserasyon
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stvist, % 0,025 NH4Cl, % 1 Tween 80 ve reaksiyon hiz sabiti 0,348 s! olarak
belirlenmistir. TNT ve TNT’nin ara iiriinlerinin analizleri HPLC ile yapilmis ve
izolatin kiiltiir ortaminda TNT metabolizasyonu sonucu ara iiriin olarak 2-ADNT, 4-

ADNT, 2,4-DNT ve 2,6-DNT bilesiklerinin olustugu belirlenmistir.

Maeda vd. (2006) Japonya’nin Kitakyushu sehrinin Yamada Green bdlgesinden
alman TNT ile kirlenmis toprak orneklerinden TNT’yi metabolize edebilen bakteri
tiirleri izole etmislerdir. Bu ¢alismada, alt1 tane TNT yi pargalayabilen bakteri izolati
elde edilmistir (Pseudomonas sp. TM15 ve TM30, Sphingomonas sp. TM22, P.
putida TM38, P. fluorescens TM42 ve Pseudomonas sp. TMS5S5). Bu izolatlar
tarafindan TNT’nin pargalanmasi, parcalanma {irlinlerinin tanimlanmasi ve ortaya
¢ikan NO; iyonun spektrofotometrik analizleri ile takip edilmistir. Bu bakterilerden,
Pseudomonas sp. TM15 ve TM30 ve Sphingomonas sp. TM22 nin TNT’yi diger
bakteri suslarindan daha iyi yikabildikleri belirlenmistir. izolatlarm TNT’yi 2-
HADNT, 4-HADNT, 2-ADNT ve 4-ADNT ara iiriinlerine doniistiirdiikleri tespit

edilmistir.

Claus vd. (2007) Almanya’da bulunan iki eski mithimmat iiretim tesisinden alinan
toprak ve su Orneklerinden izole ettikleri, 16S rDNA dizi analizi yontemi ile
tamimladiklart  Raoultella  terrigena izolati ile TNT’nin parcalanmasini
arastirmiglardir. Bu izolat ile minimal besiyerinde > % 0,05 nutrient broht ya da
glikoz derisimlerinde, baslangictaki TNT nin (100 mg/L) tamaminin 7 giin i¢inde
uzaklastirildigi belirlenmistir. izolat radyoaktif isaretli '*C-TNT ile 7 ginliigiine
inkiibe edildiginde, radyoaktivite Olciimlerine gore 3. giiniin sonunda Kkiiltiir
ortamindan alinan iist fazin radyoaktivitesinin, baslangigtaki radyoaktivitenin %
30’unu olusturdugu ve 6. giin sonunda iist fazin radyoaktivitesinin % 15’lere kadar
distiigli belirlenmistir. Baglangictaki radyoaktivitenin % 80-90’1min ise hiicresel
pellet igerisinde suda ¢oziinmeyen organik bilesiklerde oldugu bildirilmistir. HPLC
analizleri ile TNT’nin izolat tarafindan pargalanmasi sonucu bakteri kiiltiiriinde
¢Oziinmis halde 2-ADNT, 4-ADNT ve 2,4-DNT birikimleri ve hiicre pelletlerinde

ana Uriin olarak azoksi-dimerler tespit edilmistir.
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Nyanhongo vd. (2009) TNT ile kirlenmis toprak ve atik sulardan izole ettikleri
Pseudomonas putida GGO04 ve Bacillus SF bakterilerini kullanarak TNT’nin
mikrobiyal par¢alanmasini ¢alismislardir. Bakteriler karbon kaynagi olarak glikoz ve
maya Oziitiiniin kullanildig1 besiyerinde, 160 uM TNT konsantrasyonunda, 30 °C’de
ve 150 rpm c¢alkalama hizinda kiiltiir edilmistir. Baslangigtaki TNT miktarinin
tamaminin Bacillus SF tarafindan 12 saatte, P. putida GG04 tarafindan ise 16 saatte
yikildig1 yapilan HPLC analizleri ile belirlenmistir. Bu bakterilerin, TNT y1 4-
ADNT, 2-ADNT, farkli azoksi bilesiklere, 2,4-DAMNT ve 2,6-DAMNT
bilesiklerine indirgedigi yine yapilan HPLC analizleri ile belirlenmigtir. TNT nin
parcalanmasi sirasinda 600 uM derisimlerinde farkli maddeler eklenerek (gayakol,
ferulik asit, siringik asit ve katekol) ara iiriinlerin birikimi engellenmistir. Ancak
gayakol ve katekoliin kullanildig: kiiltirlerde ADNT ve DAMNT birikimlerinin
engellendigi tespit edilirken, ferulik asit ve siringik asit ilaveli kiiltiirlerde bu ara

tirtinlerin birikiminin engellenmedigi tespit edilmistir.

Rahal ve Moussa (2011) Kaliobeia (Misir) bolgesinde bulunan cephane
fabrikasindan aldiklar toprak 6rneklerinden TNT’yi aerobik olarak etkili bir sekilde
yikabilen 20 tane bakteri susu izole etmislerdir. Bu ¢aligmada izole edilen bakteri
suslar arasindan TNT’yi en iyi yikan iki bakteri susunun tanimlanmasi yapilmistir
(Clavibacter agropyi ve Sphingomonas sanguinis). Bu iki bakteri sugsu, TNT nin azot
kaynag1 olarak kullanildig1 besiyerinde biiyiitiilmiis ve TNT nin pargcalanma iiriinleri
GC-MS analizleri ile belirlenmistir. Ayrica, elde edilen izolatlar tarafindan TNT nin
pargalanmasi yapilan nitrit, nitrat ve amonyum testleri ile de gézlemlenmistir. izole
edilen bu bakterilerin besiyerinde bulunan TNT’nin tamamini 7 giin i¢inde
parcaladiklart ve TNT nin par¢alanmasit sonucu 2-ADNT ve 4-ADNT ara iiriinlerinin
olustugu tespit edilmistir. TNT metabolizasyonu sirasinda ise, bakteriyel kiiltiirlerde,

nitrit, nitrat ve amonyum birikimleri de tespit edilmistir.

Glimiig¢ii ve Tekinay (2013) Ankara Elmadag bolgesinde bulunan askeri alandan
aldiklar1 TNT ile kirlenmis toprak oOrneklerinden izole ettikleri Achromobacter
spanius STE 11 bakterisi ile aerobik olarak TNT nin parcalanmasini arastirmislardir.
Izole edilen bakterinin tamimlanmasi 16S rDNA yontemi ile yapilmistir. Alinan

toprak Orneklerindeki TNT miktarinin 20 ile 245 mg/kg arasinda oldugu HPLC
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analizleriyle belirlenmistir. Izole edilen A. spanius STE 11 bakterisi azot kaynag
olarak sadece TNT (100 ppm) bulunan M8 besiyerinde 30°C’de ve 125 rpm’de
kiiltiir edilmis ve 20 saatin sonunda izolat tarafindan kiiltiir ortaminda bulunan
TNT’nin tamamen yikildig1 belirlenmistir. TNT nin biyolojik par¢alanmasit HPLC ve
yapilan nitrit, nitrat ve amonyum testleri ile takip edilmistir. TNT nin yikim1 sonucu
olusan ara iriinler HPLC analizi ile belirlenmistir. Bu izolatla yapilan TNT
parcalama c¢alismalarinda, 2,4-DNT, 2,6-DNT, 4-ADNT ve 2-ADNT ara iiriinlerinin
olustugu ve parcalanma sirasinda nitrit, nitrat ve amonyum iyonlarinin agiga ¢iktigi

belirlenmistir.

Mercimek vd. (2013) TNT ile kirlenmis NATO (Izmir) topraklarindan izole ettikleri
ve VITEK bakteri tanimlama sistemi ile tamimladiklar1 Bacillus cereus izolatini
kullanarak TNT’nin minimal besiyerinde pargalanmasini aragtirmiglardir. Alinan
toprak orneklerindeki TNT kirlilik miktar1 yapilan kolorimetrik ve HPLC analizleri
ile 61,35 mg/L. olarak belirlenmistir. TNT’nin parcalanmasi sirasinda kiiltiir
ortaminda kalan TNT miktar1 HPLC ile belirlenmis ve TNT nin parcalanma iiriinleri
GC-MS analizleri ile tespit edilmistir. Bu izolatla yapilan TNT parcalama
calismalarinda, baslangi¢ konsantrasyonu 50 ve 75 mg L™ TNT olan besiyerinde, 96
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda TNT parcalanma orani sirasi ile % 68 ve % 77
olarak bulunmustur. Elde edilen izolatin TNT’yi metabolize etmesi sonucu 2,4-DNT

ve 4-ADNT ara iiriinlerinin olustugu tespit edilmistir.

Chien vd. (2014) karbon, azot ve enerji kaynag:i olarak TNT ile zenginlestirilmis
kiiltiir teknikleri ile TNT ile kirlenmis topraktan ¢esitli mikroorganizma suslari izole
etmislerdir. Toprak 6rnegindeki TNT miktar1 HPLC analizi ile 1860 ppm olarak
belirlenmigstir.  Elde edilen izolatlarin 16S rRNA gen karsilastirilmas: ile
Pseudomonas tiirleri olduklar1 belirlenmistir. Daha ileri ¢alismalar i¢in iki sus
(Pseudomonas putida TP1 ve Pseudomonas aeruginosa TP6) secilmistir. Her iki sus
karbon, azot ve enerji kaynagi olarak sadece TNT bulunan besiyerinde biiylime
yetenegi gostermis ve TNT’yi metabolize etmislerdir. 22 giinliik inkiibasyonun
ardindan elde edilen izolatlar tarafindan kiiltlir ortamda bulunan TNT nin % 90’ninin

yikildig1 yapilan HPLC analizleri ile belirlenmistir.
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Hannah Elizabeth ve Panneer Selvam (2014) Tamil, Nadu (Hindistan) Vellore
bolgesinden 3 farkli bakteri tiirii izole etmisler ve bu bakteriler arasinda en yiiksek
TNT yikim kapasitesine sahip izolatt 16S rDNA dizi analizi ile Pseudomonas
aeruginosa sp. TUHP1 olarak tanimlamislardir. izolatin TNT metabolizasyonu
sonucu aciga ¢ikan ara riinleri, HPLC analizleri ile 2-HADNT ve 4-HADNT ve
GC-MS analizleri ile 2-ADNT ve 4-ADNT olarak belirlenmistir. izolatinin TNT nin
biyolojik pargalanmasi sirasinda en 1yi gelisim gosterdigi optimal kosullarin 27 °C ve

pH 7 oldugu tespit edilmistir.

Mercimek vd. (2015) izmir’de bulunan (Tiirkiye) NATO askeri endiistri bdlgesinden
alman toprak orneklerinden izole ettikleri ve VITEK bakteri tanimlama sistemi ile
tanimladiklar1 Pseudomonas aeruginosa bakteri izolatt ile TNT’nin bakteriyel
par¢alanmasini arastirmislardir. Bu izolatla yapilan TNT parcalama caligmalarinda
50 ve 75 mg/LL TNT iceren besiyerinde, 96 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
baslangigtaki TNT nin siras1 ile % 46 ve % 59 oraninda parcalandigi yapilan HPLC
analizleri ile belirlenmistir. TNT nin parcalanmasi sirasinda 2,4-DNT ve 4-ADNT
birikimleri de yapilan GC-MS ve TLC analizleri ile tespit edilmistir.

Sangwan vd. (2015) TNT ile kirlenmis alandan izole edilen Acinetobacter
noscomialis bakteri susunu kullanarak atik su igerisinde bulunan TNT’nin
parcalanmasimi arastirmislardir. Ug proses degiskeni olan pH, baslangictaki TNT
konsantrasyonu ve parcalanma siiresi Box-Behnken tasarimini igeren cevap yiizey
yontemi (response surface methodology) kullanilarak belirlenmigtir. Yapilan
aragtirmalarin sonunda 50-60 mg/L baslangic TNT konsantrasyonunun, 8-9 pH
araliginin ve 48-72 saat parcalanma siiresinin A. noscomialis kiiltlirleri ile TNT nin
parcalanmas1 i¢in optimal oldugu tespit edilmistir. Bu kosullar altinda atik su

igerisinde bulunan baslangictaki TNT nin % 99’unun pargalandigi belirlenmistir.
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1.8. Calismanin Amaci

TNT’nin yaygin olarak kullanilan bir patlayici olmasi bu kimyasal ile iliskili ¢esitli
cevre problemlerini de beraberinde getirmektedir. TNT nin tiretimi, depolanmasi ve
imhast i¢in kullanilan boélgelerde toprak ve yer alti sulart TNT kirliligine maruz
kalmaktadir. TNT’den kaynakli bu kirliligin ¢evreye daha az zarar veren ve daha
ekonomik olan biyolojik yontemlerle giderilmesi insan saglhigi ve ekosistemin

korunumu ag¢isindan oldukc¢a 6nemlidir.

Bu calismanin amaci, uzun yillardir kullanilmayan mithimmatlarin imhasi sirasinda
TNT kirliligine maruz kaldigi bilinen bolgeden almman toprak ve atik su
orneklerinden, mikrobiyolojik yontemlerle azot kaynagi olarak sadece TNT bulunan
besi ortaminda biiyiiyebilen, etkili bir sekilde TNT’yi metabolize edebilen, TNT ile
kirlenmis bolgelerin aritilmasinda kullanilma kapasitesine sahip bakteri suslari izole
etmek, elde edilen bakterilerin karakterizasyonunu ve stoklamasini yapmak ve
TNT’yi en iyi yikan bakteri suslar icin pH, sicaklik gibi uygun inkiibasyon

kosullarin1 belirleyerek izolatlarin TNT yi parcalama siirelerini azaltmaktir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Parcalanma Uriinlerinin Standartlar

Parcalanma tirlinlerinin standartlarindan 2,4-DNT (saflik % 100) ve 2,6-DNT (saflik
% 100) kat1 halde Fluka (Almanya), 4-ADNT (saflik % 100) ve 2-ADNT (saflik %
100) kat1 halde Cerilliant (Amerika) firmasindan temin edildi.

2.1.2. Besiyerleri

Izolasyon ve TNT’nin biyolojik parcalanmasi ¢alismalarinda asagida icerikleri
verilen nutrient broth, nutrient agar, plate count agar, cetrimide agar, EMB (Eosin
Methylene-blue Lactose Sucrose Agar) ve TNT parcalanma besiyerleri kullanildu.
Biitlin besiyerleri kullanilmadan 6nce 121 °C’de 15 dakika boyunca otoklavla steril

edildi.

2.1.2.1. Nutrient Broth

Nutrient broth (NB) genel besiyeri bakterilerin TNT’li besiyerine kiiltiir edilmeden
once ¢ogaltilmasi amaciyla kullanildi. Kullanilan NB’nin igerigi (g/L), pepton
(Sigma, Amerika), 5; maya oOziitii (Sigma, Amerika), 3; NaCl (Sigma, Amerika),
5°tir.

2.1.2.2. Nutrient Agar

Nutrient agar (NA) genel besiyeri bakterilerin izolasyonu ve saf kiiltiir olarak +4

°C’de saklanmasi i¢in kullanildi. Kullanilan NA’nin igerigi (g/L) pepton, 5; maya
oziiti, 3; NaCl, 5; agar agar (Sigma, Amerika), 12°dir.
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2.1.2.3. Plate Count Agar (PCA)

TNT’nin biyolojik pargalanmasi c¢alismalarindan Once ©On iiretme besiyerinde
biiyiitiilen bakterilerin mililitredeki koloni olusturan birimlerinin (colony forming
unit; cfu) bulunmasi icin kullanildi. Kullanilan PCA (Biokar Diagnostics, Fransa)

(g/L) tripton, 5; maya oziitl, 2,5; glikoz, 1; bakteriyel agar, 12’den olugmaktadir.

2.1.2.4. Cetrimide Agar

Pseudomonas bakteri tiirlinlin izolasyonunda ve saf kiiltiir olarak stoklanmasinda
kullanild1. Kullanilan Cetrimide Agar (Biokar Diagnostics, Fransa) besiyerinin
icerigi (g/L) pankreas Oziitiiniin jelatini, 20; setrimid, 0,3; MgCl,, 1,4; K,SO4, 10 ve
bakteriyel agar 15°tir. Susuz olan kati besiyeri hazirlanirken otoklavdan oOnce

besiyerine 10 mL/L gliserol ilave edildi.

2.1.2.5. EMB Agar

Izolatlarin cesitli 6zelliklerini belirlemede selektif kat1 besiyeri olarak kullanildi.
Kullanilan EMB agar (Biokar Diagnostics, Fransa) besiyerinin igerigi (g/L) pankreas
Oziitiiniin jelatini, 10; laktoz, 10; KoHPO4, 2; eosin Y, 0,4; metilen mavisi, 0,065;

agar agar 15°tir.

2.1.2.6. TNT Parcalanma Besiyeri

TNT parcalanma besiyeri Oh ve Kim, 1998’den ve Giimiiscii ve Tekinay, 2013’ten
degistirilerek olusturuldu ve izolatlarin TNT yikim kapasiteleri bu besiyeri ile
belirlendi. TNT’nin biyolojik parcalanmast c¢aligmalarinda kullanilan minimal
besiyeri (g/L) Na,HPO, (Sigma, Amerika), 6; KH,PO,4 (Sigma, Amerika), 3; NaCl
(Sigma, Amerika), 0,5; MgSOy (Sigma, Amerika), 0,24; glikoz (Sigma, Amerika), 10
ve TNT, 0,1’den olusmaktadir.
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2.1.3. Diger Kimyasallar

Besiyeri ve standart ¢ozelti hazirlanmasinda kullanilan TNT, HPLC analizlerinde
kullanilan metanol, TNT’nin spektrofotometre ile tayininde kullanilan KOH ve
aseton, besiyerlerinin pH’min ayarlanmasinda kullanilan HCI ve NaOH, 0,22 pm
Millex-GP siringa filtreleri Sigma (Amerika), TNT’ nin par¢alanmasi sirasinda agiga
¢ikan nitrit ve amonyum iyonlarinin tayininde kullanilan Spectroquant test kitleri

Merck (Almanya) firmasindan saglandi.

2.1.4. Toprak ve Su Ornekleri

TNT’yi azot kaynag1 olarak kullanabilen bakteri suglariin izolasyonu i¢in toprak ve
su ornekleri yaklasik on yildir TNT kirliligine maruz kaldig: bilinen Kirikkale’de bir
bolgeden alindi. Toprak ve su Orneklerinin alindigi bolgede uzun yillardir
kullanilmayan askeri miithimmatlarin imhas1 yapilmaktadir. Bundan dolay
mihimmatin imha edildigi alandaki topraklar ve birikmis sular TNT Kkirliligine
maruz kalmaktadir. TNT kontaminasyonuna uzun siire maruz kalan bu topraklarda
bu bilesige adapte olmus mikroorganizma popiilasyonlarinin olmasi dngoriilmektedir

(Ayoub vd., 2010).

Pembe su TNT’nin ambalajlanmas1 ve imha edilmesi sirasinda olusan atik sular
olarak tanimlanmaktadir (Maleki, 1994). Bu nedenle, numuneler goriiniir renk
degisikligi olan bolgelerden (pembelesmis), pembelesmis sulardan ve pembelesmis
su bolgelerinin alt ¢okeleklerinden toplandi (Glimiis¢ii ve Tekinay, 2013). Toprak
ornekleri 5-10 cm derinlikten alind1 ve +4 °C’de muhafaza edildi. TNT kirliligine
maruz kalan bolgeden bes farkli ornek alindi ve alinan ornekler asagidaki gibi
isimlendirildi (Sekil 2.1).

e SC1: Sulu camur 1

e SC2: Sulu camur 2

e KTI: Kuru toprak 1

e SYT: Suya yakin kuru toprak

e SU: TNT ile kirlenmis pembe atik su
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Sekil 2.1. TNT ile kirlenmis bolgeden alinan toprak ve su 6rnekleri

2.2. Kullanilan Cihazlar

Otoklav: Biitiin besiyerlerinin sterilizasyonu Niive OT 4060 (Tiirkiye) otoklav
modeli ile yapildi.

Inkiibator: Bakterilerin izolasyonu, saflastirilmasi ve TNT’nin parcalanmasi
calismalarinda Hood TH 15 (Edmund Biihler GmbH, Almanya) marka inkiibator
kullanildu.

Santrifiij: TNT ve TNT’nin ara friinlerinin analizi icin bakteri Kkiiltiirlerin

coktiiriilmesinde Niive NF-800 (Tiirkiye) marka santrifiij kullanildi.

UV spektrofotometre: TNT nin biyolojik parcalanmasi g¢alismalarinda TNT’nin
analizi ve nitrit-amonyum tayinleri Libra S70 UV/Vis Spektrofotometresi

(Biochrom, Ingiltere) kullanilarak gerceklestirildi.
HPLC: Parcalanma iiriinlerinin analizi HPLC (Shimadzu, Japonya) cihazi ve Ultra

Aromax kolonu (150 mm x 4.6 mm, 5 um) (Restek Corporation Bellefonte, PA,
ABD, Kat. No 9127565) ile yapild:.
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Yukarida belirtilen cihazlarin  disinda, TNT’nin biyolojik  pargalanmasi

calismalarinda asagidaki cihazlar da kullanildz:

e (Calkalamali su banyosu (Jeiotech BS-21, Kore)

e Manyetik karigtiric1 (Corning PC-420, Amerika)

e Etiiv (Niive FN-055, Tiirkiye)

e pH metre (Hanna instruments HI 221, Romanya)

e Analitik terazi (Precisa XB 220A, Amerika)

e Ultrasonik sonikator (Sonorex Digital 10 P, BANDELIN electronic GmbH & Co.
KG, Almanya)

2.3. Yontem

2.3.1. Toprak ve Su Orneklerindeki TNT Miktarinin Belirlenmesi

TNT ile kirlenmis orneklerin kolorimetrik analizi TNT’nin alkali hidroksitlerle
reaksiyona girip kirmizi renkli Meinsenheimer iyonunu olusturmasina
dayanmaktadir. Bu analizde, Orneklerin igerdigi TNT asetonla oziitlenip her bir
ornegin igerdigi TNT miktar1 elde edilen 6ziitlerin KOH ile reaksiyona sokulmasi
sonucu tespit edildi (Uzer vd., 2008; Mercimek vd., 2013). Bunun icin, her 6rnekten
4 gram alind1 ve 20 mL % 96°lik asetonla karistirildi. Karisim sonikatérde 20 dakika
karistirildiktan sonra oda sicakliginda bekletildi. Sedimentasyondan sonra karigimin
ist kismindan 5 mL alindi, 0,45 pL’lik filtrelerden gegirildikten sonra karisimin
tizerine 1 M KOH c¢ozeltisinden 1 mL eklenerek sonikatorde karistirildi ve elde
edilen ¢ozeltinin en yliksek absorbans verdigi dalga boyu olan 530 nm’de asetona
kars1 absorbanst okundu (Oh vd., 2000; Uzer vd., 2008). Olciilen absorbans
degerlerinden d6rneklerin igerdigi TNT miktarini saptamak i¢in derisimi bilinen TNT
cozeltileri ile kalibrasyon egrisi olusturuldu. Bunun icin, 0,01 g TNT 100 mL %
96’lik asetonda ¢oziildii, 100 ppm’lik stok ¢ozeltiden 5-100 mg/L derisim araliginda
7 farkli standart TNT c¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltilerden 5 mL alinarak
1 M KOH ¢ozeltisinden her birine 1 mL eklenip, sonikatorde karistirildiktan sonra

cozeltilerin 530 nm’de asetona karsi absorbans degerleri ol¢iildii. TNT derigimi
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bilinmeyen su ve toprak orneklerinin igerdikleri TNT miktar1 standart ¢ozeltilerle

olusturulan egrinin egiminden yararlanilarak belirlendi.

2.3.2. TNT ile Kirlenmis Toprak ve Su Orneklerinden Bakteri izolasyonu

Toprak orneklerinden bakteri izolasyonu: Azot kaynagi olarak sadece TNT
bulunduran besiyeri kullanarak segici zenginlestirme prosediirii, TNT ile kirlenmis
toprak orneklerinden bakteri izolatlar1 elde etmek igin kullanildi. Izolasyon igin, 1
gram toprak ornegi 9 mL steril su ile homojenize edildi, daha sonra siispansiyon
tyice karstirilip topragin ¢ékmesi ve siipernatantin durulmasi i¢in oda sicakliginda
bekletildi (Rahal ve Moussa, 2011). Karisimin {ist kismindan 1 mL, azot kaynagi
olarak (100 mg/L) sadece TNT bulunan 100 mL’lik parcalanma besiyerine inokiile
edildi ve erlenler aerobik kosullar altinda 30 °C’de ve 120 rpm c¢alkalama hizinda
inkiibe edildi. 3 giinliik inkiibasyondan sonra, azot kaynagi olarak sadece TNT
bulunan besiyerinde biiyiiyebilen inokiilantlar yeniden taze parcalanma ortamina
aktarild1 ve ayni kosullarda inkiibe edildi. Elde edilen bakteri kiiltiirleri ¢izgi ekim
yontemi ile nutrient agara ekildi ve 30 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben kati
besiyerinde ayr1 diismiis ve morfolojik olarak farkli olan koloniler secildi ve saf
kiiltiir olarak izole edildi. TNT ile kontamine olmus toprak orneklerinden toplam 19

bakteri izolat1 elde edildi.

Su 6rneginden bakteri izolasyonu: TNT ile kontamine olmus pembe su érneginden
bakteri izolasyonu i¢in, 1 mL su 6rnegi 9 mL steril su ile homojenize edildi ve daha
sonra iyice karigtirtlip slipernatantin durulmasi i¢in karisim oda sicakliginda
bekletildi. Homojenizat ¢esitli diliisyonlardan sonra 100 mL’lik TNT’li besiyerine
inokiile edildi ve erlenler aerobik kosullar altinda 30 °C’de ve 120 rpm calkalama
hizinda inkiibe edildi. 3 giinliik inkiibasyondan sonra, azot kaynagi olarak sadece
TNT bulunan besiyerinde biiyiiyebilen inokiilantlar yeniden taze besi ortamina
aktarildi. Elde edilen bakteri kiiltiirleri ¢izgi ekim yontemi ile nutrient agara ekildi ve
30 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyonu takiben kati besiyerinde ayri diismiis ve
morfolojik olarak farkli olan koloniler secildi ve saf kiiltiir olarak izole edildi. TNT

ile kontamine olmus su 6rneginden toplam 5 bakteri izolat1 elde edildi.
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TNT’li ortamda biyiitiilerek izole edilen kolonilerin -80 °C’de saklanmak iizere
gliserol stok ¢ozeltileri hazirlandi. TNT’li ortamdan izole edilen bakteri kiiltiirlerinin
ayr1 diismis tek kolonileri kat1 besiyerine aktarilarak +4 °C’de buzdolabinda saklandi
ve 3 ayda bir taze kat1 besiyerine aktarildi. Bundan sonraki ¢alismalara 6rneklerden

izole edilen 24 bakteri izolat1 ile devam edildi.

2.3.3. TNT’nin Spektrofotometrik Analizi

TNT’nin biyolojik parcalanmasi deneylerinde, TNT nin tayini i¢in, parcalanma
besiyerine KOH eklendiginde olusan ¢ozeltinin maksimum absorbans verdigi dalga
boyu 447 nm olarak belirlendigi i¢in KOH ile TNT nin olusturdugu kirmizi-pembe
cozeltinin 447 nm’de ki renk yogunlugu 6l¢iildii (Oh vd., 2000; Hannah ve Panneer,
2014). izolatlarin TNT parcalama oranlarin1 belirlemek icin diizenli araliklarla
besiyerinden alinan ornekler 15 dakika boyunca 10000xg’de santrifiijenip hiicreler
uzaklastirildi. Sonrasinda 5 mL’lik st faza 1 mL 1 M KOH eklenip karistirildi.
Cozelti igindeki TNT miktar1 santrifiigasyondan sonra iistte kalan sivi kisma KOH
cozeltisi ilave edildikten 5 dakika sonra 447 nm dalga boyunda absorbansin
oOl¢iilmesi ile tespit edildi. Kalibrasyon grafigi i¢in parcalanma besiyeri icerisinde 5-
100 mg/L derisim aralifinda TNT c¢ozeltileri hazirlanarak, 5 mL standart TNT
cozeltilerine 1 mL 1 M KOH ilavesinden 5 dakika sonra ¢ozeltilerin absorbanslari
olciildii ve grafige gecirildi. TNT nin par¢alanmasi sirasinda besiyerinde kalan TNT

miktar1 olusturulan kalibrasyon egrisinden yararlanilarak belirlendi.

2.3.4. En Yiiksek TNT Yikim Kapasitesine Sahip izolatlarin Secilmesi

Yiiksek TNT parcalama kapasitesine sahip bakteri izolatlarmin belirlenmesi i¢in
biitiin izolatlar azot kaynag1 olarak sadece TNT bulunan besiyerinde kiiltiir edildi ve
her bir izolatin TNT parcalama kapasitesi, belirli araliklarla besiyerinden alinan
orneklerin TNT miktarinin belirlenmesi ile tespit edildi (Rahal ve Moussa, 2011;
Giimiiscii ve Tekinay, 2013). Inokiilasyon i¢in kullanilan bakteri hiicreleri NB
icerisinde 30 °C’de, 120 rpm c¢alkalama hizinda gece boyunca kiiltiir edildi (600
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nm’deki absorbanslari~1,5 ve hiicre say11ar1~108 hiicre/mL olana kadar) ve bu
kiiltiirlerden % 2’lik inokiilum (hacim/hacim) 100 mL’lik TNT’li besiyerine
aktarildi. 1, 3 ve 7. inkiibasyon giiniiniin sonunda besiyerinden alinan orneklerin
TNT miktar1 yapilan spektrofotometrik analizlerle belirlendi. TNT nin pargalanmasi
sirasinda bakterilerin biiyiimesi 600 nm dalga boyunda optik yogunluk 6l¢iimii ile
takip edildi. izole edilen bakteriler arasindan TNT parcalama kapasitesi en yiiksek 6

bakteri izolat1 ileri ¢alismalar icin se¢ildi.

2.3.5. izolatlarin Tanmimlanmasi

Yiiksek TNT parcalama kapasitesine sahip 6 bakteri izolatinin tanimlanmasi i¢in ilk
once Gram boyama yapildi (Claus, 1992). Sonrasinda izolatlarin belirli 6zelliklerini
belirlemek icin bakteriler ¢esitli segici ve diferansiyel besiyerlerine ekildi. TNT
yikim kapasitesi en iyi olan bakteri suslarinin tiir tayinleri ise 16S rRNA dizi analizi
yontemi (Lin vd., 2013; Kiice vd., 2015) ile Gazi Universitesi Yasam Bilimleri
Uygulama ve Arastirma Merkezinde bulunan Molekiiler Biyoloji Arastirma
Laboratuvarinda hizmet alimi yolu ile yaptirildi. Bu kapsamda NB’de biiyiitiilen
izolatlarin genomik DNA’lar1 Qiagen DNeasy Blood&Tissue Kiti kullanilarak izole
edildi. izole edilen DNA’larin 16S rRNA bolgesi UNI27F/1492R (Frank vd., 2008)
(16S rRNA geninin tiimiinii ¢ogaltan) primer c¢ifti kullanilarak polimeraz zincir

reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltildi. PZR reaksiyonu i¢in tiip basina;

Miktar (uL) Bilesen Derisim
39,5 Su -
5 Taq buffer (Applied Biosystems) 1x
1 0,25 mM dNTP (Fermantas) 0,2 mM
0,5 Forward primer 0,4 pmol
0,5 Reverse primer 0,4 pmol
0,5 Taq DNA polimeraz (Applied Biosystems) 0,05 tinite (U)
1 Bakteriyel genomik DNA 200 pg/uLL
2 Mg(Cl, 1,5 mM
S0uL Toplam reaksiyon hacmi
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yukarida belirtilen miktarlarda bilesenler karistirildi ve PZR tiipleri 95 °C’de 10
dakika inkiibe edildi. PZR ¢aligma kosullar1 30 dongii i¢in denatiirasyon 95 °C’de 30
saniye, primer baglanmas1 55 °C’de 30 saniye, primerlerin uzamas1 72 °C’de 1
dakika ve son primerlerin uzamasi 72 °C’de 5 dakika olacak sekilde yapilarak
izolatlarin 16S rRNA genleri cogaltildi. PZR firiinleri Qiagen QIAquick PCR
Purification Kiti kullanilarak temizlendi. PZR {iriinlerinin DNA dizi analizi Bigdye
Cycle Sequencing kit v3.1 ile 3130 Applied Biosystem Genetic Analyzer cihazi
kullanilarak yapildi. Orneklerden elde edilen dizilerin NCBI Gen Bankas1 sonuglar
ile blastlanmas1 sonrasi elde edilen % benzerlikleri ile her bir bakterinin 16S rRNA
dizi analizine gore gen bankasinda kayith olan bakterilere olan benzerlikleri
belirlendi. Izolatlarn 16S rRNA bélgelerinin ¢ogaltilmasinda ve dizilenmesinde
kullanilan primerlerin dizileri vel6S rRNA geni tizerindeki lokalizasyonlar1 Cizelge

2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. izolatlarm 16S rRNA genlerinin PZR ile ¢ogaltilip, dizilenmesinde
kullanilan primerler ve dizileri (M:A/C)

Primer Adi Dizi (5'-3") Lokalizasyon
27F AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 8-27
1492R GGT TACCTTGTT ACGACTT 1492-1510

2.3.6. TNT’nin Bakterilerle Parcalanmasi

Aerobik kosullar altinda yiikksek TNT parcalama kapasitesine sahip bakteri
izolatlarinin (segilen 6 bakteri izolatinin) 24 saatlik inkiibasyon siiresi icinde TNT
yikim oranlarmi belirlemek igin, izolatlar TNT’li besi ortaminda kiiltlir edildsi,
bakteriyel biiylimeleri 600 nm dalga boyunda optik yogunluk olciimleri ile takip
edildi ve kiiltiir ortamindaki TNT miktar1 belirli araliklarla besiyerinden alinan
orneklerin spektrofotometrik analizleri ile belirlendi. TNT’li besi ortamina ekilmeden

once izolatlar NB igerisinde 30 °C’de ve 120 rpm c¢alkalama hizinda bir gece
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boyunca inkiibe edildi (600 nm’deki absorbanslari~1,5 ve hiicre sayilari~10°®
hiicre/mL olana kadar) ve bu kiiltiirden % 2’lik inokiilum (hacim/hacim) 100 mL
TNT’li besiyerine aktarildi. izolatlar aerobik kosullar altinda 30 °C’de ve 120 rpm
calkalama hizinda karanlikta 24 saat boyunca inkiibe edildi. Her dort saatte bir
besiyerinden almman oOrnek santrifiij edilip (15 dk., 10000xg), hiicreler
uzaklastirildiktan sonra sivi kistmdaki TNT miktar1 spektrofotometik analizlerle

takip edildi.

2.3.7. Parcalanma Uriinlerinin HPLC ile Belirlenmesi

Bakteri hiicreleri azot kaynagi olarak sadece TNT bulunan besiyerinde kiiltiir
edildiginde besiyerinde biriken TNT nin parcalanma tiriinleri HPLC ile analiz edildi.
Parcalanma firiinlerinin analizleri i¢in SC1 K1 ve SU K2 35 °C’de, diger izolatlar 30
°C’de TNT’li besi ortaminda inkiibe edildi ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda,
bakteri kiiltiirlerinden alinan 6rnekler santrifiij edildikten sonra, HPLC analizleri i¢in
numuneler 1,5 mL siipernatanta 3,5 mL metanol ilavesi ile hazirlandi, karigim 5
dakika siireyle sonikatdrde karistirildi ve 0,22 pm’lik filtrelerden gegirilerek elde
edilen siiziinti HPLC analizleri igin kullanildi. Ornekler 35 °C’de, 10 pL’lik
eliisyonlar halinde Ultra Aromax (150 mm x 4.6 mm, 5 pm, Restek Corporation,
Bellefonte, PA, USA, Cat. No. 9127565) kolonuna enjekte edildi ve 1,2 mL/dakika
akis hiz1 ile % 30 deiyonize su ve % 70 metanol (hacim/hacim) izokratik mobil fazi
ile ayrildi. Par¢alanma iiriinlerinin alikonma zamanlar1 210 nm’de UV detektori ile
belirlendi ve miktarlar1 standartlarla karsilastirilarak tespit edildi. HPLC calisma
kosullar1 Cizelge 2.1°de gosterilmektedir.
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Cizelge 2.2. TNT parcalanma iiriinlerinin HPLC ile analizinde HPLC analiz kosullar1

Model Schimadzu

Kolon Ultra Aromax (150 mm x 4,6 mm, 5
pm)

Dedektor UV visible-210 nm

Haraketli Faz Metanol-Su (% 70-30 hacim/hacim)

Akis Hizi 1,2 mL/dakika

Analiz Siiresi 30 dakika

Kolon Sicakligi 35°C

2.3.8. Nitrit ve Amonyum Testleri

Mikroorganizmalarin ~ TNT’li  besiyerinde  biliylimesi  sirasinda, TNT’ nin
denitrasyonunu takip etmek i¢in kiiltlir ortaminda a¢iga ¢ikan nitrit ve amonyum iyon
miktarlart Spectroquant test kitleri (Merck, Almanya) kullanilarak belirlendi.
Izolatlar azot kaynag olarak sadece TNT bulunan besiyerine inokiile edildi, her dort
saatte bir izolatlarin kiiltiir ortamlarindan o6rnekler alindi ve ornekler 15 dakika
10000xg’de santrifiij edilerek hiicreler uzaklastirildi. Ustte kalan sivi kisim nitrit ve
amonyum miktarlarini tespit etmek i¢in kullanildi. Nitrit testi icin, 5 mL siipernatant,
icerisinde Reaktif NO,-1 bulunan tiipe eklendi ve reaktif tamamen ¢oziinene kadar
sonikatorde karigtirildi. Cozeltinin pH’1, pH indikator kagidi kullanilarak kontrol
edildi ve 1 N HClI ile 2-2,5’e ayarlandi. 10 dakika sonra olusan pembe ¢ozeltinin
absorbanst 10 mm’lik cam kiivet kullanilarak 525 nm dalga boyunda suya karsi
olciildii. Olgiilen absorbans degeri kitin protokoliinde bulunan faktorle carpilarak
cozeltinin nitrit miktar1 hesaplandi. Amonyum testi i¢cin, 5 mL siipernatanta 0,6 mL
Reaktif NH4-1 ve Reaktif NH4-2 eklendi ve Reaktif NH4-2 tamamen ¢oziilene kadar
cozelti karistirildi. Karisim oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi ve daha sonra
karisima 4 damla Reaktif NH4-3 eklendi. Karisim tekrar oda sicakliginda 5 dakika
inkiibe edildikten sonra ¢ozeltinin absorbansi 10 mm’lik cam kiivet kullanilarak 690
nm dalga boyunda TNT’li besiyerine karsi 6lgiildii. Olgiilen absorbans degeri
faktorle carpilarak ¢ozeltinin NH, " miktar belirlendi.
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2.3.9. Sicaklik ve pH’1n TNT’nin Parcalanmasina Etkisinin Belirlenmesi

Sicakligin izolatlarin TNT yi par¢alamasina etkisini aragtirmak i¢in izolatlar pH 7°de
20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C ve 40 °C inkiibasyon sicakliklarinda TNT’li besi
ortaminda 120 rpm’de 24 saat boyunca inkiibe edildi ve 24 saatin sonunda besi
ortamindan alman Orneklerin TNT miktar1 spektrofotometre ile analiz edilerek
belirlendi. Yapilan TNT parcalanma analizleri sonucuna gore her bir izolat i¢in

optimal inkiibasyon sicaklik degeri belirlendi.

izolatlarm TNT’yi parcalamasina pH’mn etkisini arastirmak icin TNT’li besi
ortaminin pH’1 1IN HCI ve IN NaOH ile 5, 6, 7, 8, 9 degerlerine ayarlandiktan sonra
izolatlar 30 °C’de 120 rpm’de 24 saat boyunca inkiibe edildi ve 24 saatin sonunda
besi ortamindan alian 6rneklerin TNT miktar1 spektrofotometre ile analiz edilerek
belirlendi. TNT nin par¢alanmas1 ¢aligmalar1 sirasinda besiyerinin pH’1 pH metre ile
Olciilerek takip edildi. Yapilan TNT par¢alanma analizleri sonucuna gore her bir

izolat i¢in optimal pH degeri belirlendi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

3.1. Toprak ve Su Orneklerindeki TNT Miktarimin Analizi
Bakteri izolasyonu icin alinan toprak ve su orneklerindeki TNT miktarinin 49-346

mg/kg araliginda oldugu spektrofotometrik analizlerle belirlenmistir. Her bir 6rnegin

icerdigi TNT miktar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Alinan toprak ve su 6rneklerinin TNT miktarlar1 (mg/kg-mg/L)

Ornek Adi TNT Miktar1 (mg/kg)
SC1 95

SC2 346

KT 49

SYT 134

SU 134

Son yillarda, Avrupa ve Amerika’da TNT ile kontamine olmus bolgelerde TNT nin
topraktaki miktarinin 200 g/kg seviyesine ulastigr saptanmistir (Giimiis¢li, 2012).
Tiirkiye’de de TNT kirliligine maruz kalindig: bilinen bolgelerden alinan 6rneklerin
TNT miktar analizlerini yapan ¢alismalar mevcuttur. Glimiis¢li ve Tekinay (2013)’1n
yayinladigr bir calismada Ankara Elmadag bdlgesinden alinan toprak ve su
orneklerindeki TNT miktarinin 20-245 mg/kg aralifinda oldugu belirlenmistir.
Mercimek vd. (2013) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, Izmir NATO
bolgesinden alinan oOrnekteki TNT miktart 61,35 mg/L olarak belirlenmistir.
Kirikkale’de  TNT kirliligine maruz kaldigi bilinen bolgeden elde ettigimiz
orneklerinin TNT kirliliginin literatiirde belirtilen smirlar arasinda oldugu

gorilmiistiir.
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3.2. Bakteri izolasyonu

Mikroorganizmalar askeri bolgeden alinan toprak ve su Orneklerinden azot kaynagi
olarak sadece 100 mg/L TNT iceren besiyeri kullanilarak izole edilmistir. Toprak
orneklerinden 19 bakteri, su 6rneginden 5 bakteri toplamda 24 bakteri izolat1 elde
edilmistir. 100 mg/L. TNT derisimi bir¢ok mikroorganizma i¢in toksiktir (Fuller ve
Manning, 1997), ancak bu calismada, TNT kirliligine maruz kalmis orneklerden
izole edilen bakteri suslarinin, 100 mg/L TNT varlhiginda biiylime yetenegine sahip
olduklart goriilmiistiir. Bu ¢alismada elde edilen bakteri suslar1 uzun yillardir TNT
kontaminasyonuna maruz kaldigr bilinen O6rneklerden izole edildikleri igin,
muhtemelen bir 6l¢iide TNT varligina dayanabilmektedirler. Ayrica, daha onceki
calismalarda rapor edildigi gibi, uzun siire TNT ile kirlenmis bolgelerde yasayan
mikroorganizmalarin enzimatik aktivitesi TNT varliginda artabilmektedir (Muter vd.,
2012). Muter vd. (2012) yapmis olduklar1 kompostlama ¢alismasinda, inokiilasyon
icin kullandiklar1 bakterilerin TNT kirliligine maruz kalmis bolgeden izole edildikleri
icin kompost materyaline TNT eklenmesi ile konsorsiyumdaki bakterilerin enzimatik

aktivitelerinin degistigini belirlemislerdir.

3.3. TNT Yikim Kapasitesi En Iyi Olan izolatlarin Secilmesi

Izole edilen bakterilerin TNT parcalama oranlarini belirlemek icin NB’de biiyiitiilen
bakteriler TNT’li besiyerinde inkiibe edilmig, TNT miktar1 ve bakteri biliylimesi
belirli araliklarla besiyerinden alinan orneklerle takip edilmistir. Genel olarak, biitiin
izolatlar i¢in besiyerinde TNT miktar1 azalirken, hiicre biiylimesinin arttig1
goriilmiistiir (Rahal ve Moussa, 2011). Toprak ve su orneklerinden izole edilen
bakteriler arasindan en yliksek TNT yikim kapasitesine sahip 6 bakteri tiirii secilmis,
bu izolatlar sirast ile SC1 K1, SC1 K4, SC1 K5, SU K2, SU K3 ve SU K4 olarak
adlandirilmigtir.  Aerobik kosullar altinda, 30 °C’de, 100 mg/L TNT igeren
besiyerinde, bu suslarla yapilan TNT parcalama c¢alismalarinda, 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda TNT nin parcalanma oram1 SC1 K1, SC1 K4 ve SC1 K5
izolatlar1 i¢in sirastyla % 90, % 95, % 84, SU K2, SU K3 ve SU K4 izolatlar1 i¢in
strastyla % 70, % 96, % 93 olarak belirlenmistir. SC1 K1, SC1 K4 ve SU K3
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izolatlar1 7. inkiibasyon giiniiniin sonunda baglangigtaki TNT’nin neredeyse
tamamini metabolize etmistir. Toprak ve su 6rneklerinden izole edilen biitiin bakteri
suglarinin 1., 3. ve 7. inkiibasyon giliniiniin sonunda kiiltiir ortaminda kalan TNT

miktar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Izole edilen bakterilerin 1, 3 ve 7. giiniin sonunda besiyerinden alinan

orneklerin TNT miktar:

TNT Miktar: (mg/L)

izolatlar 1. Giin 3. Giin 7. Giin
SC1K1 10,4 4,1 0,1
SC1 K2 78,0 494 31,9
SC1 K3 422 33,9 28,1
SC1 K4 5,4 4,0 0,1
SC1K5 15,7 11,5 10,5
SC2Kl1 59,2 52,0 39,1
SC2 K2 36,1 19,6 19,6
SC2 K3 57,2 31,6 27,6
SC2 K4 41,5 20,0 17,5
SC2 K5 32,8 27,6 23,2
SYT K1 65,0 56,1 453
SYT K2 58,5 39,1 26,1
SYT K3 57,2 34,1 29,2
SYT K4 62,0 52,0 40,9
KT K1 74,0 64,0 49,2
KT K2 68,9 47,2 43,9
KT K3 81,6 78,8 60,5
KT K4 62,8 61,1 52,0
KT K5 74,5 61,1 52,0
SUKI 41,4 26,1 23,5
SU K2 30,0 17,5 16,3
SUK3 4,1 2,7 0,1
SU K4 6,6 6,1 4,0
SUKS5 61,1 52,4 51,1
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3.4. TNT Yikim Kapasitesi En Iyi Olan Izolatlarin Tiir Tayinleri

Izolatlarn tanimlanmasi once Gram boyama ile yapilmistir. Gram boyama
sonucunda biitiin izolatlarin gram (-) ve cubuk sekilli olduklar1 belirlenmistir.
Sonrasinda izolatlar ¢esitli secici ve diferansiyel besiyerlerine (Cetrimide agar, EMB
agar gibi) ekilerek izolatlarin degisik oOzellikleri belirlenmistir. Cetrimide agar
besiyerinde sadece SC1 K5 izolat1 gelisim gosterirken, EMB agar {izerinde biitiin
izolatlar gelisim gostermistir. EMB agar iizerinde laktozu fermente edebilen
mikroorganizmalar (SC1 K1, SC1 K4, SU K3 ve SU K4) koyu siyah merkezli
mukoid koloniler olustururken, SC1 K5 ve SU K2 izolatlarinin agik pembe renkli

koloniler olusturdugu gézlemlenmistir.

Izolatlarin cins/tiir tayinleri ise 16S rRNA dizi analizi yontemiyle belirlenmistir. 16S
rRNA gen bolgesi yaklasik 1550 baz ciftinden olusmakta ve {lizerinde iyi korunmus
ve heterojen bolgeler icermektedir. Bu genin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler
genin baslangicindaki korunmus bolgelere veya 540 baz ciftlik bir bolgesine ya da
genin tamamina gore tasarlanmaktadir (Clarridge, 2004). Biitiin bakterilerin 16S
rRNA genlerinin ¢ogaltilmasini saglayan primerler (iiniversal primerler) kullanilarak,
bu bdlgenin ¢ogaltilmasi ve dizilenmesi bakteriyel tanimlamada veya cins ve tiir
diizeyinde yakin iliskilerin tespit edilmesinde kullanilan bir yontemdir. 16S rRNA
dizi analizi yontemiyle elde dilen izolatlarin bakteriyel tanimlamalar1 i¢in, NB’de
bliyiitiilen bakterilerin genomik DNA’lar1 izole edilmis, her bir izolatin 16S rRNA
geninin tiimii PZR ile c¢ogaltilmis ve PZR iirlinlerinin DNA dizi analizleri
yapilmigtir. izolatlardan elde edilen dizilerin NCBI Gen Bankasi sonuglari ile
eslestirilerek her bir bakterinin 16S rRNA gen dizisine gore Gen Bankasinda bulunan
bakteri tiirlerine % benzerligi bulunmustur. Orneklerden elde edilen dizilerin gen
bankas1 sonuglari ile blastlanmas1 sonrast % benzerlikleri Cizelge 3.3’te belirtildigi

gibidir.
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Cizelge 3.3. izolatlarin UNI27F/1492R primeri ile elde edilen 16S rRNA dizilerinin

NCBI Gen Bankasi sonuglarina gore % benzerlikleri

Izolatlar  identifikasyon Sonuclari Gen Bank No % Homoloji
SC1 K1 Klebsiella pneumoniae KM096433.1 % 99
SC1 K4 Raoultella planticola AF129444.1 % 99
SC1 K5 Pseudomonas putida KP192772.1 % 99

SU K2 Stenotrophomonas maltophilia KJ584896.1 % 98
SU K3 Klebsiella pneumoniae KM096433.1 % 99

SU K4 Raoultella planticola JX294892.1 % 99

16S rRNA dizi analizine gore, SC1 K1 ve SU K3 izolatlar1 Klebsiella pneumoniae
olarak tanimlanmistir. Bu izolatlar K. pneumoniae ile % 99 oraninda homoloji
gostermistir. Literatiirde, Klebsiella sp. ile TNT nin parcalanmas1 birka¢ ¢aligmada
da rapor edilmistir. Ancak K. pneumoniae SC1 K1 ve K. pneumoniae SU K3
izolatlariyla yapilan parcalama ¢aligmalarinda elde edilen TNT parcalanma oranlari
literatiirde Klebsiella sp. ile yapilan 6nceki TNT parcalanma ¢aligmalarina goére daha
yiiksektir (Litake vd., 2005, Shin ve Song, 2009). Litake vd. (2005) tarafindan
yapilan bir ¢calismada mithimmat fabrikasinin ¢evresinden toplanan atik su ve toprak
orneklerinden izole edilen K. pneumoniae bakteri susu ile minimal besiyerinde 30

saat igerisinde 20 ppm TNT’ nin % 70’1 uzaklastirilmistir.

16 S rRNA dizi analizine gore, SC1 K4 ve SU K4 izolatlar1 Raoultella planticola
olarak tanimlanmistir. Bu izolatlar R. planticola ile % 99 oraninda homoloji
gostermistir. Literatiirde, R. planticola ile TNT nin parcalanmasi ile ilgili ¢alisma
yoktur, ancak R. fterrigena ile TNT’nin pargcalanmasi birka¢ c¢alismada rapor
edilmistir. Claus vd. (2007) Almanya’da iki eski mithimmat iiretim tesisinden alinan
toprak ve su Orneklerinden izole ettikleri, 16S rDNA dizi analizi yontemi ile
tanimladiklar1 R. terrigena izolat1 ile TNT nin parcalanmasini arastirmiglardir. Bu
izolatin 7. inkiibasyon giiniiniin sonunda baslangi¢taki 100 mg/L TNT nin tamamin1

yiktig1 belirlenmistir.

51



16S rRNA dizi analizine gore, SC1 K5 izolat1 Pseudomonas putida ve SU K2 izolati
ise Stenotrophomonas maltophilia olarak tanimlanmistir. Literatiirde, Pseudomonas
sp. ile TNT nin pargalanmasi ile ilgili birgok ¢alisma rapor edilmistir (Esteve-Nufiez
vd., 2001; Claus, 2014). Park vd. (2002) Kore’de TNT ile kirlenmis alandan aldiklar1
toprak Orneklerinden ylizlerce bakteri izole etmis ve en yiksek TNT yikim
kapasitesine sahip bakteri susunu P. putida KP-T201 olarak tanimlamislardir. Bu
susla yapilan TNT parcalama c¢alismalarinda, sirasiyla 20, 50 ve 100 ppm TNT
derisimine sahip kiiltiir ortamina inokiile edilen bakteri hiicreleri sirasiyla 6, 16 ve 36
saatte baslangigtaki TNT’nin tamamint yikmustir. S. maltophilia ile de TNT’ nin
parcalanmasi bagka arastirmacilar tarafindan da rapor edilmistir. Oh ve Kim (1998)
atrazin uygulamalarinda kullanilan bir bdlgeden, M91-3 olarak isimlendirdikleri,
Gram boyama ve Trypticase Soy Agar (TSA) lizerinde biiyiiyen bakterilerin yag asit
analizleri ile S. maltophilia olarak tanimladiklar1 bakteriyi izole etmisler ve bu izolat
ile TNT’nin pargalanmasini c¢alismiglardir. Bu izolatla yapilan TNT parcalama
calismalarinda 100 ppm TNT igeren besiyeri icerisinde 28 giin inkiibasyon siiresisin

sonunda baslangictaki TNT nin tamami uzaklastirilmistir.

3.5. TNT’nin Mikrobiyal Parcalanmasi

Bu c¢alismada, TNT kirliligine maruz kalmis toprak ve su drneklerinden elde edilen
bakteriler ile TNT basarili ve etkili bir sekilde parcalanmistir. TNT’yi en iyi
metabolize eden suslarin seciminden sonra, TNT’yi en iyi yikan bakteri suslari ile
TNT’li besiyerinde, TNT nin mikrobiyal parcalanmasi1 24 saat icinde besiyerinden
belirli araliklarla alinan orneklerle takip edilmistir. 100 mg/L TNT’li besiyerine
ekimi yapilan bakteriler 24 saat 30°C’de 120 rpm c¢alkalama hizinda inkiibe
edilmistir. Her dort saatte bir 600 nm’de bulaniklik Olgiimii yapilarak bakteri
bliylimesi takip edilmistir. Her dort saatte bir bakterilerin inkiibe edildigi
besiyerinden drnek alinarak TNT miktar1 analiz edilerek her bir bakteri sugunun 24

saat boyunca TNT yi par¢alama oran1 belirlenmistir.

Bu analizlere gore toprak oOrneklerinden izole edilen K. pneumoniae SC1 K1, R.

planticola SC1 K4 ve P. putida SC1 K5 suslariin, TNT’li besiyerinde 24 saatlik
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inkiibasyon siiresi sonunda baslangictaki TNT’yi % 84-95 oraninda metabolize
ettikleri belirlenmistir. Bu izolatlar i¢in, Sekil 3.1°de, bakteriyel biiylimeye karsi
(optik yogunluk) besiyerinde kalan TNT miktar1 verilmistir. Sekil 3.1.a’da
gosterildigi gibi, K. pneumoniae SC1 K1 izolat1 ilk dort saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda baglangictaki TNT nin neredeyse yarisini tamamen pargalamis ve 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda baglangictaki TNT yi % 90 oraninda metabolize etmistir.
Izolatin ilk dért saatlik inkiibasyon siiresinden sonra, TNT parcalama orani
azalmistir. R. planticola SC1 K4 izolati da K. pneumoniae SC1 K1 izolat1 gibi ilk
dort saat icerisinde besiyerinde bulunan TNT’nin yarisindan fazlasini metabolize
etmis ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda bagslangigta besiyerinde bulunan
TNT’nin % 95’ini parcalamistir (Sekil 3.1.b). P. putida SC1 K5 izolat1 da ilk dort
saat icerisinde TNT’yi pargcalamaya baslamis ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda % 84 oraninda baslangictaki TNT’yi metabolize etmistir (Sekil 3.1.c).
Biitiin izolatlarin kiiltiir ortamlarinda bulunan TNT miktar1 azalirken bakteriyel

biiylimelerinden dolayi kiiltiir ortaminin optik yogunlugunun arttig1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.1. K. pneumoniae SC1 K1 (a), R. planticola SC1 K4 (b) ve P. putida SC1 K5
(c) izolatlarina ait kiiltiirlerdeki TNT miktarinin zamana bagl degisimine
kars1 optik yogunluklar1 (30 °C’de)
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S. maltophilia SU K2, K. pneumoniae SU K3 ve R. planticola SU K4 izolatlarina ait
kiiltiirlerdeki TNT nin zamana bagli degisimine kars1 optik yogunluklar1 Sekil 3.2°de
verilmistir. Sekil 3.2°de gdsterildigi gibi su izolatlarinin 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda baglangigtaki TNT’yi % 70-96 oraninda parcalama kapasitesine sahip
olduklart belirlenmistir. S. maltophilia SU K2 izolatinin g¢alismada kullanilan
izolatlar arasinda TNT’yi parcalama kapasitesi en diisiik ve TNT’li besiyerinde
bliylime kabiliyeti en az olan sus oldugu belirlenmistir. S. maltophilia SU K2
izolatinin, 100 mg/L TNT iceren ortamda 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
baslangictaki TNT yi parcalama oraninin % 70 oldugu belirlenmistir. K. pneumoniae
SU K3 ve R. planticola SU K4 izolatlarinin, sudan izole edilen izolatlar arasinda
TNT iizerinde parcalama etkinligi en yiiksek bakteri suslar1 olduklar1 belirlenmistir.
Bu iki izolat 100 mg/LL TNT iceren besiyerine inkiibe edildiginde, 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda izolatlarin baslangigtaki TNT nin % 93 ve % 96’sim

parcaladiklar1 belirlenmistir.
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Sekil 3.2. S. maltophilia SU K2 (a), K. pneumoniae SU K3 (b) ve R. planticola SU
K4 (c) izolatlarina ait kiiltiirlerdeki TNT miktarinin zamana bagh
degisimine kars1 optik yogunluklar1 (30 °C’de)

56



Biitiin izolatlar i¢in, kiiltiir ortaminda zamanla TNT miktar1 azalirken, bakteriyel
biliylimenin arttig1 belirlenmis ve bu sonucun daha dnceki ¢alismalarla uyum iginde
oldugu goriilmiustiir (Park vd., 2003; Claus vd., 2007; Rahal ve Moussa, 2011;
Gilimiiscii ve Tekinay, 2013; Mercimek vd., 2013; Mercimek vd., 2015). Bakteri
inokiilasyonu yapilmayan steril edilmis TNT parcalanma ortami kontrol grubu olarak
kullanilmis ve kontrol gruplarinda, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda TNT azalis1
saptanmamustir. Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda tiim bakteriyel kiiltiirlerde
belirgin bir TNT parcalanmasinin gerceklestigi belirlenmistir. Kumagi vd. (2000) ve
Glimiiscli ve Tekinay (2013) tarafindan daha once belirtildigi gibi izolatlar TNT li
besi ortamina inokiile edildikten sonra TNT’yi azot kaynagi olarak kullanmaya
hemen baslamis ve ilk dort saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, biitlin izolatlar

degisen oranlarda kiiltiir ortaminda bulunan TNT’yi metabolize etmeye baslamistir.

Bu caligsmada, izolatlar TNT’li ortamda biiyiime kabiliyetlerine ve TNTyi par¢alama
kapasitelerine gore secildigi i¢in elde edilen bakteri izolatlar1 100 mg L' TNT
varliginda hiicre biyokiitlelerini artirmis ve 24 saat icinde baslangictaki TNTy1 % 70
ile % 96 arasinda degisen oranlarda parcalamistir. Literatiirde yapilan 6nceki TNT
parcalama c¢aligmalar1 ile karsilastirildiginda bu parcalanma oranlarinin oldukga
yiiksek oldugu goriilmiistiir (Oh ve Kim, 1998; Rahal ve Moussa, 2011; Mercimek
vd., 2013; Mercimek vd., 2015). Oh ve Kim (1998) bir herbisit uygulama alanindan
izole ettikleri S. maltophilia bakteri susu ile 100 mg L' TNT’yi 28 giin icerisinde
parcaladiklarin1 rapor etmislerdir. Rahal ve Moussa (2011) Misir’da TNT ile
kirlenmis toprak Orneklerin izole ettikleri Clavibacter agropyi  (R.L1) ve
Sphingomonas sanguinis (R.L2) bakteri suslarinin 100 mg L' TNT’yi 7 giin
icerisinde tamamen uzaklastirdiklarini belirtmislerdir. Mercimek vd. (2013) Izmir
NATO bolgesinden alinan TNT kirligine maruz kalmis topraktan izole ettikleri
Bacillus cereus bakteri susunu 50 ve 75 mg L TNT igeren besiyerine inokiile etmis
ve bu izolatinin 96 saat icerisinde baslangictaki TNT nin sirasiyla % 68’ini ve %

77’sini parcaladigini tespit etmislerdir.
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3.6. Parcalanma Uriinlerinin Analizi

Bakteriyel Kkiiltiirlerden 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda aliman o6rneklerin
HPLC ile analizleri yapilarak TNT’nin mikrobiyal parcalanmasi sonucu olusan
rtinler tanimlanmistir. HPLC analizlerinin sonuglarina gore, biitiin izolatlarin
bakteriyel kiiltiirlerinde 4-ADNT ve 2-ADNT birikimleri tespit edilmistir. TNT nin
mikrobiyal parcalanmasi ile ilgili bircok ¢alismada, bakteriyel transformasyondan
dolayr bu ara iirlinlerin olustugu rapor edilmis ve bu sonuglar daha Onceki
calismalarin bulgulariyla uyum ic¢indedir (Duque vd., 1993; Boopathy ve Kulpa,
1994; Maeda vd., 2006; Rahal ve Moussa, 2011). TNT nin 4-ADNT ve 2-ADNT
bilesiklerine doniistiiriilmesi TNT’nin toksik etkilerini ortadan kaldirmak igin
istenilen bir seydir, clinkii 4-ADNT ve 2-ADNT nitroaromatik bilesiklerinin toksik
etkileri TNT’ye gore daha azdir (Maeda vd., 2006), bu bilesiklerin sudaki
coziniirliikleri TNT ye gore daha disiiktiir ve patlayict 6zellikleri yoktur.

HPLC  analizlerinin  sonuglarma  gore, izolatlarm  TNT’li  besiyerine
inokiilasyonlarindan once (0. saat) ve inokiilasyonlarindan 24 saat sonra kiiltiir
ortamlarinda bulunan TNT, 2-ADNT ve 4-ADNT miktarlar1 Cizelge 3.4’te

verilmistir.

Cizelge 3.4. Inkiibasyondan 6nce (0. saat) ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda

bakteri kiiltiirlerindeki TNT, 2-ADNT ve 4-ADNT miktarlar1 (mg/L)

0. saat 24. saat
Izolatlar TNT 2-ADNT 4-ADNT TNT 2-ADNT 4-ADNT
SC1K1 100,1 0 0 1,67 2,6 12,6
SC1K4 1014 0 0 5,4 2,25 13,1
SC1K5 1024 0 0 15,7 5.1 10,2
SU K2 101,1 0 0 18,2 2,6 12,6
SU K3 101,0 0 0 4,13 2,3 11,2
SU K4 102,7 0 0 6,73 2,62 12,1
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Cizelge 3.4’te goriildiigii gibi izolatlarin inokiilasyondan oOnce (0. saat) kiiltiir
ortamlarinda sadece TNT varken, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda biitiin
izolatlarin kiiltiir ortamlarinda 4-ADNT ve 2-ADNT birikimleri tespit edilmistir. Her
izolat i¢in besi ortaminda biriken 4-ADNT miktar1 2-ADNT miktarina gore fazladir,
clinkii para konumundaki nitro gruplar orto konumundaki nitro gruplara gore daha

kolay indirgenebilmektedirler (Barrow vd., 1996).

HPLC analizleri icin standart olarak TNT, 2,4-DNT, 2,6-DNT, 2-ADNT ve 4-ADNT
bilesikleri kullanilmistir. Standart maddelerin karistmin HPLC kromatogrami Sekil
3.3’te verilmistir. Sekil 3.3’te gosterildigi gibi kolondan ilk gelen pik 5,08 alikonma
zamani ile 4-ADNT olmustur ve 4-ADNT pikini ard1 ardina 6,613 alikonma zamani
ile 2-ADNT, 9,190 alikonma zamanu ile 2,6-DNT ve 15,404 alikonma zaman ile 2,4-
DNT pikleri takip etmistir. Kolondan en son gelen pik 21,734 alikonma zaman ile

TNT piki olmustur.
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Sekil 3.3. Standart maddelerin karigiminin kromatogrami

Sekil 3.4’te kontrol (bakteri inokiilasyonu yapilmayan steril besiyeri) drneginin 0.

saatte ve 24. saatteki HPLC kromatogramlar1 verilmistir. Sekil 3.4’te gosterildigi gibi
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kontrol 6rneginin 0. saatteki kromatograminda 21,996 alikonma zamani ile sadece
TNT piki vardir ve 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda kontrol drneginin 24. saatteki
kromatograminda 22,105 alikonma zamani ile baslangigtaki TNT piki ile ayn1 alana
sahip TNT piki vardir. Bu sonug¢ bakteri inokiilasyonunun yapilmadigi kontrol
orneklerinde TNT’nin parcalanmaya ugramadan kiiltlir ortaminda kaldigim

gostermektedir (Rahal ve Moussa, 2011).
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Sekil 3.4. Kontroliin 0. saatteki (a) ve 24. saatteki (b) HPLC kromatogramlari
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HPLC analizlerine ait kromatogramlar K. pneumoniae SC1 K1, R. planticola SC1
K4, P. putida SC1 K35, S. maltophilia SU K2, K. pneumoniae SU K3 ve R. planticola
SU K4 izolatlan icin siras1 ile Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7, Sekil 3.8, Sekil 3.9 ve
Sekil 3.10°da verilmistir.
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Sekil 3.5. K. pneumoniae SC1 K1 izolatinin (35 °C’de) 0. saatteki (a) ve 24.
saatteki (b) HPLC kromatogramlari
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Sekil 3.6. R. planticola SC1 K4 izolatinin (30 °C’de) 0. saatteki (a) ve 24. saatteki
(b) HPLC kromatogramlari
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Sekil 3.7. P. putida SC1 K5 izolatinin (30 °C’de) 0. saatteki (a) ve 24. saatteki (b)
HPLC kromatogramlari
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Sekil 3.8. S. maltophilia SU K2 izolatinin (35 °C’de) 0. saatteki (a) ve 24. saatteki
(b) HPLC kromatogramlar1

64



mAU
100 “R10nm4nm (1.00)

75+

50

TNT/22.089

o ﬁ/u

\
0.0 5.0 10.0 15.0 200 250 min

mAU
1210nm,4nm (1.00)

90 b

80
70
60-
50-
40-

30

4-ADNT/5.111

20

10

2-ADNT/6.396

TNT/21.618

04

-10

D N N D
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 min

Sekil 3.9. K. pneumoniae SU K3 izolatinin (30 °C’de) 0. saatteki (a) ve 24. saatteki
(b) HPLC kromatogramlari
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Sekil 3.10. R. planticola SU K4 izolatinin (30 °C’de) 0. saatteki (a) ve 24. saatteki
HPLC kromatogramlari

Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7, Sekil 3.8, Sekil 3.9 ve Sekil 3.10°da gosterildigi gibi

izolatlarn HPLC kromatogramlarinda inokiilasyondan hemen Onceki kiiltiir
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ortamlarinda sadece TNT piki varken, 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda izolatlarin
kromatogramlarinda ardi ardina 4-ADNT ve 2-ADNT pikleri ve degisen siddetlerde
TNT pikleri tespit edilmistir. Bu sonuglar, izolatlarin TNT’yi azot kaynagi olarak
kullanip TNT’li ortamda gelisirken TNT’nin bir kismin1 4-ADNT ve 2-ADNT
nitroaromatik bilesiklerine doniistiirdiiglinli gostermektedir. Ayrica S. maltophilia SU
K2 izolatiin kiiltiir ortaminda 2-ADNT pikinin hemen arkasindan hangi bilesige ait
oldugu bilinmeyen kii¢iik bir pik gozlemlenmistir. Mikroorganizmalarla TNT nin
parcalanmas1 sirasinda tanimlanamayan ara {iriin olusumu literatiirde de rapor

edilmistir (McFarlan ve Yao, 2011; Giimiis¢ii ve Tekinay, 2013).

HPLC analizleri ic¢in standart olarak 2,4-DNT ve 2,6-DNT bilesikleri de
kullanilmistir, ancak higbir izolatin kiiltiirinde bu bilesiklerin  birikimine
rastlanmamistir. HPLC analizleri ile biitiin izolatlarin kiiltiir ortamlarinda TNT nin
parcalanmasi sonucu 2-ADNT ve 4-ADNT birikimi tespit edilmistir, ¢iinkii bu
bilesikler suda c¢oziindiikleri i¢in kiiltiir ortaminda birikmistirler. Muhtemelen,
parcalanma ara iirlinlerinin geri kalan1 (azoksi bilesikleri) daha 6nce Claus vd. (2007)

rapor ettigi gibi ¢oziinmeyen materyal olarak hiicre pelletlerinde birikmistir.

3.7. TNT’nin Parcalanmasi Sirasinda Olusan Nitrit ve Amonyum Miktarlarinin

Belirlenmesi

TNT’den nitrit iyonunun ve HADNT ara iiriiniinden amonyum iyonun agiga ¢ikmasi,
TNT’ nin mikrobiyal pargalanmasinin gostergesidir (Stenuit ve Agathos, 2009). Bu
nedenle, toprak ve su 6rneklerinden izole edilen bakteriler TNT’1i besiyerinde inkiibe
edilmis, izolatlar tarafindan TNT nin mineralizasyonunu gostermek i¢in TNT nin
parcalanmasi sirasinda bakteriyel kiiltiirde biriken NO,” ve NH," miktar tayinleri
yapilmustir. Toprak izolatlar1 K. pneumoniae SC1 K1, R. planticola SC1 K4 ve P.
putida SC1 K5 Kkiiltiirlerinde TNT’nin pargalanmast sirasinda kiiltlir ortaminda

biriken nitrit ve amonyum miktarlar1 Sekil 3.11°de verilmistir.
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Sekil 3.11. K. pneumoniae SC1 K1 (a), R. planticola SC1 K4 (b) ve P. putida SC1
K5 (c) kiiltiirlerinde TNT nin pargalanmasi sirasinda kiiltiir ortaminda

biriken NO, ve NH," miktarlart

Sekil 3.11°de gosterildigi gibi toprak izolatlarinin kiiltiir ortaminda, nitrit seviyesi 0-
4 saatler arasinda keskin bir artis gosterirken, daha sonra hemen hemen neredeyse
sabit kalmistir. K. pneumoniae SC1 K1 izolat1 i¢in ilk dort saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda nitrit ve amonyum miktarlarinin sirastyla 0,35 mg/L ve 0,123 mg/L
seviyelerine ulastig1 saptanmustir. 4. saatten sonra K. pneumoniae SC1 K1 izolatinin
kiiltiir ortaminda nitrit seviyesinin 0,05-0,06 mg/L seviyelerinde, amonyum
seviyesinin ise 0,09-0,102 mg/L seviyelerinde kaldig1 goriilmiistiir (Sekil 3.11.a). K.

pneumoniae SC1 K1 izolatinin kiiltiir ortaminda TNT’nin parcalanmasi sirasinda,
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inokiilasyondan onceki ortam (0. saat) ile karsilastirildiginda, biyolojik

par¢alanmadan dolayi bir nitrit olusumu tespit edilmistir.

R. planticola SC1 K4 izolat1 i¢in ilk dort saatlik inkiibasyon siiresi sonunda nitrit
miktart maksimum seviyesine ulagmis ve 0,18 mg/L olarak saptanmistir. Amonyum
miktarmin ise ilk dort saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 0,105 mg/L seviyesine
ulastigt ve 12. saatin sonunda maksimum 0,124 mg/L seviyesine ulastig1 tespit

edilmistir (Sekil 3.11.b).

P. putida SC1 K5 izolati i¢in ilk dort saatlik inkiibasyon siiresi sonunda nitrit ve
amonyum miktarlarinin 0,23 mg/L ve 0,103 mg/L seviyelerine ulastig1 saptanmustir.
4. saatten sonra P. putida SC1 K5 izolatinin kiiltlir ortaminda biriken nitrit seviyesi
0,108-0,09 mg/L. seviyelerine diiserken, amonyum miktarinin 8. saatin sonunda
maksimum 0,114 mg/L. seviyesine ulastigi, bu saatten sonra 0,1-0,09 mg/L
seviyelerinde sabit kaldig1 saptanmistir (Sekil 3.11.c). R. planticola SC1 K4 ve P.
putida SC1 KS5 izolatlarmin kiiltiir ortamlarinda da K. pneumoniae SC1 K1 izolatinda
oldugu gibi TNT’ nin parcalanmasi sirasinda inokiilasyondan onceki ortam (0. saat)
ile karsilastirildiginda, biyolojik parcalanmadan dolayr bir nitrit olusumu tespit

edilmistir.

TNT’li besiyerinde, bakteriler inokiile edildikten sonra nitrit miktarinin
inokiilasyondan oOnceki ortamin nitrit miktarina gore degismesi ve 4 saat sonra
maksimum seviyesine ulagmasi, TNT’nin bakteriyel parcalanmaya ugradigini
gostermektedir (Rahal ve Moussa, 2011). Biitlin toprak izolatlarinda ilk dort saatlik
inkiibasyon siiresinde baslangigtaki TNT’nin neredeyse % 50’sinden fazlasi
parcalanmistir. Bundan dolayr ilk dort saatlik inkiibasyon siiresi sonunda nitrit
miktar1 maksimum seviyesine ulagmis ve sonrasinda bakteri hiicreleri tarafindan azot
kaynagi olarak kullanildig1 i¢in besiyerinde biriken nitrit miktarinda azalmalar
olmustur. Daha once Claus vd. (2007) rapor ettikleri gibi, toprak izolatlarinin
kiiltiirlerinde ilk dort saatlik inkiibasyon siiresi sonunda nitrit iyonu birikiminin
saptanmasina karsin, HPLC analizlerinde 2,6-DNT veya 2,4-DNT birikimlerine
rastlanmamistir. Nitrit iyonu olusumuna karsin, denitrasyona ugramis ara iiriinlerin

tespit edilememesi, TNT nin denitrasyonu sonucu olusan 2,6-DNT ve 2,4-DNT ara
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trinlerinin  bu izolatlar tarafindan muhtemelen metabolize edilmesinden

kaynaklanmaktadir (Glimiiscii ve Tekinay, 2013).

Su izolatlar1 S. maltophilia SU K2, K. pneumoniae SU K3 ve R. planticola SU K4
kiiltiirlerinde TNT nin biyolojik pargalanmasi sirasinda biriken nitrit ve amonyum

miktarlart Sekil 3.12°de verilmistir.

a (b)

2.5(_) 0.25 +
o 3
£ 2 202 - I
= £
: :
= =
S15 S0.15 - I

£ =

: : : {

= 4

g 1 S 0.1 T
g g
<« < =

]
: Zoos | B
'EO'S -EO.OS -
5 z.
0 0
0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Zaman (saat) Zaman (saat)
(c)
0.2 ~

m Nitrit Amonyum
0.15

0.1

0.05

Nitrit ve Amonyum Miktar: (mg/L)

0 4 8 12 16 20 24
Zaman (saat)

Sekil 3.12. S. maltophilia SU K2 (a), K. pneumoniae SU K3 (b) ve R. planticola SU
K4 (c) kiiltiirlerinde TNT nin pargalanmasi sirasinda kiiltliir ortaminda

biriken NO, ve NH," miktarlart
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S. maltophilia SU K2 izolat1 i¢in ilk dort saatlik inkiibasyon siiresi sonunda nitrit ve
amonyum miktarlarinin sirasiyla 0,242 mg/L ve 0,144 mg/L seviyelerine ulastigi
saptanmustir (Sekil 3.12). Sekil 3.12.a’da gosterildigi gibi, S. maltophilia SU K2
izolat1 ile gergeklestirilen TNT parcalama c¢alismalarinda 0 ile 24. saatleri arasinda
nitrit miktarmin hizla yilikseldigi 24. saatin sonunda 2 mg/L seviyelerine ulagtig
belirlenmigstir. Amonyum miktarinin ise 0 ile 20. saatler arasinda hemen hemen sabit
kaldig1, fakat 24. saatin sonunda 0,107 mg/L seviyesine diistiigii tespit edilmistir. S.
maltophilia SU K2 izolatinin toprak ve su orneklerinden elde edilen izolatlar
arasinda en diisik TNT parcalama kapasitesine sahip olmasina karsin, en yiiksek
miktarda nitrit birikimi bu izolatinin kiiltiirlerinde tespit edilmistir. Bu durum S.
maltophilia SU K2 izolatinin farkli bir TNT parcalama mekanizmasina sahip oldugu
ile ya da TNT nin bakteriyel parcalanmasi sonucu ac¢iga ¢ikan nitrit iyonlarin
metabolik faaliyetleri icin diger izolatlar kadar etkili kullanamamasiyla agiklanabilir.
TNT’nin mikroorganizmalar tarafindan indirgenmesi ile olusan Meisenheimer
kompleksi, bakteriyel kiiltiirlerde kirmizi-kahverengimsi renk olusumuna ve nitrit
iyonunun aciga g¢ikmasina sebep olmaktadir (Mercimek, 2011). TNT parcalama
calismalarinda, S. maltophilia SU K2 izolatinin kiiltiirlerinde bu renk olusumu
gozlemlenmesine karsin diger izolatlarin kiiltiirlerinde ve kontrol grubunda bu renk
olusumu gézlemlenmemistir. Bu renk degisimi ve nitrit iyonunun agiga ¢ikmasi, bu
izolatinin TNT’yi Meisenheimer kompleksi olusturarak parcaladigini géstermektedir

(Mercimek vd., 2013).

Sekil 3.12.b’de gosterildigi gibi, K. pneumoniae SU K3 izolat1 ile gerceklestirilen
TNT parcalama c¢alismalarinda ilk dort saatlik inkiibasyon siiresi sonunda nitrit
miktar1 maksimum seviyesine ulasmis ve 0,17 mg/L olarak saptanmistir. 4. saatten
sonra nitrit iyon miktarinin 0,06-0,07 mg/L seviyelerinde sabit kaldig1 belirlenmistir.
Amonyum miktar1 ise ilk dort saatlik inkiibasyon siiresi sonunda maksimum
seviyesine ulasmis ve 0,194 mg/L olarak saptanmistir. 4. saatten sonra kiiltiir
ortaminda biriken amonyum iyon miktar1 yavasca azalarak 24. saatin sonunda 0,075

mg/L olarak saptanmistir.

R. planticola SU K4 izolat1 i¢in ilk dort saatlik inkiibasyon siiresi sonunda nitrit ve

amonyum miktarlarinin maksimum seviyelerine ulastigi ve agiga ¢ikan nitrit ve
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amonyum miktarlarinin sirasiyla 0,165 mg/L ve 0,182 mg/L oldugu saptanmstir. 4.
saatten sonra bu izolatinin kiiltiir ortaminda biriken nitrit seviyesinin 0,06-0,07 mg/L
seviyelerine diistiigli ve 4. saatten sonra kiiltiir ortaminda biriken amonyum iyon
miktarinin yavasga azalarak 24. saatin sonunda 0,071 mg/L oldugu saptanmistir

(Sekil 3.12.c).

S. maltophilia SU K2, K. pneumoniae SU K3 ve R. planticola SU K4 izolatlarinin
kiltlir ortamlarinda toprak izolatlarinda oldugu gibi TNT nin bakteriyel parcalanmasi
sirasinda inokiilasyondan onceki ortam (0. saat) ile karsilastirildiginda, biyolojik
parcalanmadan dolay1 bir nitrit olusumu tespit edilmistir. Toprak izolatlarinda oldugu
gibi su izolatlarinin kiiltiirlerinde de nitrit birikimine rastlanirken, HPLC
analizlerinde denitrasyona ugramis ara iiriinler tespit edilmemistir. Bu durumda bu
izolatlarin TNT’nin pargalanmasi sonucu olusan denitrasyonlu bilesikleri de

metabolize etmesiyle agiklanabilir (Glimiis¢ii ve Tekinay, 2013).

Izolatlarla yapilan TNT parcalama calismalarinda O ile 24. saatleri arasinda biitiin
bakteriyel kiiltiirlerde nitrit ve amonyum birikimleri tespit edilmistir. izolatlarin
kiiltiir edildigi besi ortaminda TNT disinda azot igeren herhangi bir bilesik
olmadigindan dolay: , kiiltiir ortaminda nitrit ve amonyum birikimi, toprak ve su
izolatlarmin TNT’yi pargalayabilme kapasitesine sahip olduklarinin gostergesidir
(Rahal ve Moussa, 2011; Glimiis¢ii ve Tekinay, 2013; Mercimek vd., 2013).
Literatiirde, TNT nin farkli mikroorganizmalarla pargalanmasi sirasinda, nitrit ve
amonyum birikimine yonelik sonuclarimizi destekler nitelikte bir¢ok calisma rapor
edilmistir (Duque vd., 1993; Kim vd., 2002; Rahal ve Moussa, 2011; Giimiis¢ii ve
Tekinay, 2013; Mercimek vd, 2013; Mercimek vd., 2015).

3.8. Sicakhigin TNT’nin Biyolojik Parcalanmasina Etkisi
Organik kirleticilerin mikroorganizmalar tarafindan pargalanmasi 6nemli Olciide
sicaklik, besiyeri bilesenleri ve pH gibi ¢evresel kosullara baghdir (Kiice vd., 2015).

Bundan dolayi, izolatlarin TNT’nin biyolojik par¢alanmasini daha verimli hale

getirmek i¢in, izolatlarla TNT nin parcalanma c¢alismalar1 farkli sicaklik degerlerinde
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gerceklestirilmistir. K. pneumoniae SC1 K1, R. planticola SC1 K4 ve P. putida SC1
K5 toprak izolatlarinin farkli sicakliklarda degisen TNT parcalama oranlart Sekil

3.13’te verilmistir.

(a) (b)

ElOO 1 = 100 -

« [

1 19

© 90 - © 90 -

] [+

£ =

£330 - 5 80 -

= =

8‘70 =

g LCh

£ £

=60 - = 60 -

= =

V4 z

H 50 T T T T 1 H 50 T T T T 1

20 25 30 35 40 20 25 30 35 40
Sicakhik (°C) Sicakhik (°C)

(o

100 -
90 -
80 -
70 -

60 -

TNT'nin Par¢alanma Oram

50 T T T T 1

20 25 30 35 40
Sicaklik (°C)

Sekil 3.13. K. pneumoniae SC1 K1 (a), R. planticola SC1 K4 (b) ve P. putida SC1
K5 (c) izolatlarmin TNT’yi parcalama oranlarinin 24. saatin sonunda

farkli sicaklik degerlerine bagl degisimi (pH 7°de)

K. pneumoniae SC1 K1 izolat1 ile yapilan énceki TNT parcalama ¢alismalarinda, 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda TNT azalis1 K. pneumoniae SC1 K1 izolat1 i¢in

100 ppm TNT igeren besiyerinde 30 °C’de % 90 olarak belirlenmistir. Bu izolat ile

73



yapilan sicaklik ¢alismalarinda, 35 °C’de izolatin 100 ppm TNT igeren besiyerinde
24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda baslangictaki TNT nin % 98’ini metabolize
ettigi tespit edilmistir. Inkiibasyon sicakligin 20 °C’lere indirilmesi ile ya da 40
°C’lere ¢ikarilmasiyla K. pneumoniae SC1 K1 izolatinin TNT’yi par¢alama oraninin
% 80’lere indigi belirlenmistir (Sekil 1.13.a). R. planticola SC1 K4 izolat1 ile yapilan
TNT parcalama calismalarinda, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda izolatin TNT
parcalama oraninin 30 °C’de ve 35 °C’de degismedigi ve 100 ppm TNT iceren
besiyerinde % 95 oldugu tespit edilmistir. R. planticola SC1 K4 izolatinin TNT
parcalama oraninin, 20 °C’de % 80’lere, 40 °C’de % 70’lere indigi tespit edilmistir
(Sekil 3.13.b). P. putida SC1 K5 izolat1 ile farkli sicakliklarda yapilan TNT
parcalama calismalarinda, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda bu izolatinin TNT yi
parcalama kapasitesinin 30 °C’de maksimum oldugu ve sicakligin artirllmasiyla ve

azaltilmastyla TNT parcalama kapasitesinin azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 3.13.c).

Su izolatlar1 i¢in farkli sicakliklarda degisen TNT parcanlama oranlar1 Sekil 3.14’te
verilmistir. S. maltophilia SU K2 izolat1 ile yapilan onceki TNT parcalama
calismalarinda, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda TNT azalis1 bu izolat i¢in 100
ppm TNT igeren besiyerinde 30 °C’de % 70 olarak belirlenmistir. Farkli sicakliklarda
yapilan TNT parcalama c¢aligmalarinda, bu izolatin maksimum TNT parcalama
kapasitesinin 35 °C’de ve bu sicaklikta TNT parcalama oraninin % 82 oldugu tespit
edilmistir. S. maltophilia SU K2 izolatinin farkli sicakliklarda inkiibe edildiginde
TNT’yi parcalama kapasitesinde ¢ok fazla de§isme oldugu goriilmistiir. 20 °C’de
TNT’yi pargalama kapasitesinin % 20’lerin altina diistiigii goriilmiistiir (Sekil
3.14.a). K. pneumoniae SU K3 izolati ile yapilan TNT parcalama ¢aligmalarinda, 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, izolatin TNT’yi parcalama oraninin 30 °C’de
maksimum oldugu, sicakligin artmasi veya azalmasiyla bu oranin % 96’dan % 80-
90’lara distiigi belirlenmistir (Sekil 3.14.b). R. planticola SU K4 izolat1 ile yapilan
TNT’nin biyolojik parcalanmasi c¢aligmalarinda, 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda izolatin TNT’yi par¢calama oraninin 30 °C ve 35 °C’de degismedigi ve
maksimum oldugu, 20 °C’de % 66’ya, 25 °C’de % 85’e ve 40 °C’de % 90’a diistiigii
belirlenmistir (Sekil 3.14.c). Yapilan sicaklik ¢alismalarinda, K. pneumoniae SC1 K1

ve S. maltophilia SU K2 izolatarinin 35 °C’de maksimum TNT parcalama oranlarina
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sahip olduklar1 belirlenmis ve bu izolatlarla yapilan TNT parcalama ¢aligmalart 35

°C’de gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.14. S. maltophilia SU K2 (a), K. pneumoniae SU K3 (b) ve R. planticola SU
K4 (c) izolatlarmin TNT’yi parcalama oranlarinin 24. saatin sonunda

farkli sicaklik degerlerine bagl degisimi (pH 7°de)

Sicakligin TNT nin pargalanmasina etkisinin nedeni bakterilerin nispeten dar bir
sicaklik araligi icinde hizli bir sekilde biiylimesi ve sicakligin yiiksek ya da diisiik
olmastyla hiicresel enzimlerin aktivitesinin engellenmesidir (Lopez Zavala vd., 2004;

Lin vd., 2013). Sicakligin TNT’nin parcalanmasina etkisiyle ilgili c¢alismamizin
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sonuclarini destekler nitelikte literatiirde benzer ¢alismalar da rapor edilmistir (Estve-
Nunez ve Ramos, 1998; Park vd., 2003; Giimiiscii ve Tekinay, 2013; Lin vd., 2013).
Ornegin, Lin vd. (2013) bir bakteri konsorsiyumundan izole ettikleri Bacillus
mycoides bakteri tiirii ile TNT nin par¢alanmasi i¢in en uygun pH ve sicaklik gibi
cevre kosullarini arastirmiglardir. Farkli sicaklik ve pH degerlerinde izolatin TNT yi
parcalama kapasitesinin degistigini ve maksimum TNT parcalama kapasitesinin pH 7
ve 30 °C’de oldugunu bildirmislerdir. Park vd. (2003) patlayicilarla kirlenmis
alandan elde ettikleri izolat tarafindan TNT’nin biyolojik par¢alanmasini daha
verimli yapmak icin TNT nin parcalanmasina etki eden pH ve sicaklik gibi faktorleri
aragtirmislar ve elde edilen izolat i¢cin optimum sicakligin 30 °C ve optimum pH’in 7

oldugu belirlenmistir.

3.9. pH’1in TNT’nin Biyolojik Parcalanmasina Etkisi

Kiiltiir ortaminin pH’1 bakteriyel biiylimeyi onemli dlciide etkilemektedir (Xu vd.,
2005; Lin vd., 2013), bundan dolay1 kiiltiir ortamindaki hidrojen iyon derigiminin
TNT’nin parcalanmasina etkisini arastirmak igin izolatlarla TNT’ nin parcalanma

calismalar1 farkli pH degerlerinde gerceklestirilmistir.
Toprak izolatlar1 K. pneumoniae SC1 K1, R. planticola SC1 K4 ve P. putida SC1 K5

bakteri suslarinin farkli pH degerlerinde degisen TNT parcalama oranlar1 Sekil

3.15’te verilmistir.
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Sekil 3.15. K. pneumoniae SC1 K1 (a), R. planticola SC1 K4 (b) ve P. putida SC1
K5 (c) bakteri suslarinin TNT yi par¢alama oranlarina pH’m etkisi (30

°C’de)

Su izolatlar1 S. maltophilia SU K2, K. pneumoniae SU K3 ve R. planticola SU K4
suslariin farkli pH degerlerinde degisen TNT parcalama oranlar1 Sekil 3.16’da

verilmistir.
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Sekil 3.16. S. maltophilia SU K2 (a), K. pneumoniae SU K3 (b) ve R. planticola SU
K4 (c) bakteri suslarinin TNT’yi parcalama oranlarina pH’in etkisi (30

°C’de)

Sekil 3.15 ve 3.16’da gosterildigi gibi, biitiin izolatlarin TNT yi parcalama kapasitesi
farkli pH degerlerinde degismistir. Biitiin izolatlarin pH 7’de maksimum TNT
parcalama kapasitesine sahip oldugu belirlenmis ve daha alkali ya da asidik
kosullarda izolatlarin TNT parcalama kapasitelerinin azaldigi tespit edilmistir. Bu
sonuglar daha 6nceki ¢aligmalarla uyum igerisindedir (Estve-Nunez ve Ramos, 1998;

Park vd., 2003; Giimiiscii ve Tekinay, 2013; Lin vd., 2013).
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Birinci ve ikinci diinya savasi sirasinda, TNT ana patlayici madde olarak kullanilmis
ve bu patlayict maddenin kitlesel kullanilmasindan dolay1 toprak ve yeraltt sularinin
TNT ile kirlenmesi giiniimiize kadar devam eden bir ¢evresel probleme sebep
olmustur. Bundan dolay1, TNT iiretilmesinde, islenmesinde ve imhasinda kullanilan
bircok askeri bolge ciddi bir sekilde TNT kirliligine maruz kalmistir. TNT kirliligini
ortadan kaldirmak i¢in kullanilan yakma ve termal oksidasyon gibi geleneksel
yontemler son derece pahali ve yikict islemlerdir ve CO,, NOx gibi istenmeyen sera
gazlarin agiga ¢ikmasma sebep olmaktadirlar. Son yillarda, TNT nin mikrobiyal
parcalanmasi ve biyoremediasyonu uygun maliyetli ve c¢evre dostu bir yaklasim
olarak bir¢ok arastirmaci tarafindan ilgi goérmektedir. Cogunlukla, patlayicilarin
biyoremediasyonu, biyoreaktor icine ya da dogrudan kontamine olmus bolgelere
(bioaugmentation) inokiile edilebilir yiiksek patlayic1 yikim kapasitesine sahip
mikroorganizmalarin kesfi amaciyla ¢alisilmaktadir. Bundan dolayr bircok
arastirmact TNT ve ilgili bilesiklerle kontamine olmus bdlgelerden TNT’nin
biyoremediasyonunda kullanilma kapasitesine sahip TNT’yi metabolize edebilen

mikroorganizmalari izole etmis ve tanimlamistir.

Bu calismada, yillardir TNT kirliligine maruz kaldigr bilinen Kirikkale’den alinan
TNT ile kirlenmis toprak ve su oOrneklerinden, TNT nin biyoremediasyonunda
kullanilma kapasitesine sahip bakteri suslar1 mikrobiyolojik yontemlerle izole

edilmistir. Bu tez calismasinda asagidaki sonuglar elde edilmistir;

1. TNT’yi pargalayabilen bakteri suslarinin izolasyonu ig¢in toprak ve su
ornekleri yaklasik on yildir TNT kirliligine maruz kaldigi bilinen araziden
alinmigtir. Orneklerin alindig1 bu bélgede uzun yillardir kullanilmayan askeri
mithimmatlarin imhasi1 yapilmaktadir, ancak bu bolgedeki TNT Kkirlilik
seviyesi konusunda resmi ya da bilimsel herhangi bir rapor
bulunmamaktadir. Bu bolgeden alinan toprak ve su Orneklerindeki TNT
kirlilik seviyesi yapilan spektrofotometrik analizlerle belirlenmis ve TNT

kirlilik seviyesinin 49-346 mg/kg araliginda oldugu tespit edilmistir.
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. TNT kontaminasyonuna maruz kalmis toprak orneklerinden azot kaynagi
olarak sadece 100 mg/L TNT bulunan ortamda biiyliyebilen 19, su
orneginden 5 toplamda 24 bakteri izolat1 elde edilmistir. Izolatlar arasindan,
azot kaynagi olarak 100 mg/L TNT bulunduran besi ortaminda en yiiksek
TNT parcalama kapasitesine sahip 6 bakteri susu ileri ¢aligmalar igin
secilmistir.

Secilen izolatlar Gram boyama ve 16S rRNA gen dizi analizi yontemi ile
tanimlanmigtir. 16S rRNA gen dizi analizlerine gore, SC1 K1 ve SU K3
izolatlar1 K. pneumoniae, SC1 K4 ve SU K4 izolatlar1 R. planticola, SC1 K5
izolat1 P. putida ve SU K2 izolat1 S. maltophilia olarak tanimlanmistir.

. Aerobik sartlar altinda, 30 °C’de ve 120 rpm ¢alkalama hizinda, 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda, toprak izolatlar1 K. pneumoniae SC1 KI1, R.
planticola SC1 K4 ve P. putida SC1 K5 izolatlarinin sirasiyla besiyerinde
bulunan baslangigtaki TNT’nin % 90, % 95 ve % 84’iinii parcaladiklar
bulunmustur. SC1 K1 izolatinin 35 °C’de inkiibe edildiginde, 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda baslangictaki TNT’nin neredeyse tamamin
pargaladigi tespit edilmistir.

Aerobik sartlar altinda, 30 °C’de ve 120 rpm calkalama hizinda, 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda, su izolatlar1 S. maltophilia SU K2, K.
pneumoniae SU K3 ve R. planticola SU K4 izolatlarinin sirasiyla
besiyerinde bulunan baglangictaki TNT nin % 70, % 96 ve % 93’iini
parcaladiklar1 bulunmustur. SU K2 izolatinin 35 °C’de inkiibe edildiginde,
24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda baslangigtaki TNT nin % 82’sini
parc¢aladigi bulunmustur

. Her bir izolatin TNT nin biyolojik olarak par¢alanmasi sirasinda olusan ara
tiriinleri HPLC ile analiz edilmis ve biitiin izolatlarin bakteriyel kiiltiirlerinde
4-ADNT ve 2-ADNT birikimleri tespit edilmistir. TNT nin bu bilesiklere
donilistimii istenilen bir aritim siirecidir ¢link{i olusan bu ara iiriinlerin TNT
gibi patlayic1 6zelligi yoktur, TNT ile karsilastirildiginda toksik etkileri daha
azdir ve sudaki coziiniirlikleri TNT’ye gore daha az oldugu i¢in yer alt1
sularina karisip su kaynaklarim1 kirletme ihtimalleri TNT’ye gore daha

diistiktiir.
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7. Her bir izolatin TNT’nin biyolojik olarak parcalanmasi sirasinda kiiltiir
ortaminda biriken nitrit ve amonyum miktar1 belirlenmis ve biitiin izolatlarin
kiiltiir ortaminda inokiilasyondan onceki ile karsilastirildiginda TNT’ nin
biyolojik parcalanmasindan dolayi nitrit ve amonyum miktarlarinin arttigi
gorilmiistir.

8. lzolatlar tarafindan TNT nin parcalanmasina sicakligin etkisi arastirilmis ve
K. pneumoniae SC1 K1 ve S. maltophilia SU K2 izolatlar1 i¢in uygun
inkiibasyon sicaklig1 35 °C, diger izolatlar i¢in 30 °C olarak bulunmustur.

9. lzolatlar tarafindan TNT’nin pargalanmasmna pH’in etkisi arastirilmis ve
biitiin izolatlarin pH 7°de maksimum TNT parcalama ve biiyiime

kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir.

Bu calismada yiiksek TNT parcalama kapasitesine sahip bakteri suslart TNT
kirliligine maruz kalmig bolgeden izole edilmistir. Elde edilen izolatlar,
biyoreaktorlerde ya da dogrudan kontamine olmus bdlgelerde, bireysel olarak veya
cesitli bakteri konsorsiyumlar1 ile TNT ile kirlenmis bolgelerin aritilmasinda giivenli
ve etkili bir sekilde kullanilabilir. Buna ek olarak izolatlar belirli bir sicaklik ve pH
araliginda yiiksek TNT yikim kapasitelerini korumusturlar. Bundan dolayi, bu
izolatlarla yapilan biiyiik 6lgekli biyoremediasyon c¢aligmalarinda sicaklik veya pH
kontrolii gerekmeyecek olmasi, aritim islemini daha kolay uygulanabilir hale
getirecektir. Yiiksek TNT metabolizasyonuna sahip bu izolatlarin biiyiik 6l¢ekli
biyoremediasyon siireclerinde kullanilmasinin, ¢evre dostu ve daha az maliyetli bir

yontemin gelistirilmesine katki saglayacagi da ongoriilmektedir.
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