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Bu calismada, NATO ve Kilis topraklarindan izole edilen 4 bakteri
kullanilarak cevresel agidan toksisitesi oldukga yiksek ve nitroaromatik karakterde
bir patlayict olan trinitrotoluenin  minimal besiyerinde biyodegradasyonu
arastirilmistir. Bu topraklardaki TNT kirlilik miktar: kolorimetrik ve HPLC analizleri
ile belirlenmistir.

Biyodegradasyon ortamindan periyodik araliklarla alinan drneklerin sivi-sivi
ekstraksiyonlarimin HPLC analizleri yapilarak TNT miktarlart belirlenmistir. 50 ve
75 ppm TNT iceren abiyotik ortamlarda gerceklesen kimyasal parcalanma sirasiyla
%16 ve %13 olarak tespit edilmistir. Bununla birlikte bakteriyel kiltirlerde 96
saatlik inktbasyon siresi sonunda TNT azalist AD1, AD2, AD3 ve AD4 izolatlar
icin 50 ppm TNT igeren besiyerinde sirasiyla %46, %35, %68 ve %29, 75 ppm TNT
iceren ortamlarda ise %59, %45, %77 ve %41 olarak belirlenmistir. Bakteriyel ve
abiyotik ortamlarda spektrofotometrik analizler yapilarak parcalama sirasinda nitrit
ve nitrat birikimi arastirilmistir. Abiyotik ve AD1 ve AD3 izolatlarina ait ortamlarda
nitrit olusumu gozlenirken, higbir kilttrde nitrata rastlanmamistir. TLC ve GC-MS
analizleri ile degradasyon drUnlerinin tammlanmast yapilmistir. AD1 ve AD3
kdltUrlerinde 2,4-DNT ve 4-ADNT; AD2 ve AD4 kiltirlerinde ise 4-ADNT
birikimleri belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikrobiyal parcalama, TNT, Patlayicilar, Nitroaromatik
bilesikler
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In this study, biological degradation of TNT which is very high toxicity for
environmental and an explosive in nitroaromatic character was researched in
minimal medium by four bacteria isolated from soils of NATO and Kilis. The
amount of TNT contaminant in these soils was detected by HPLC and colorimetric
analyses.

The amounts of TNT in liquid-liquid extraction of samples taken from
biodegradation media at periyodic intervals were determined by HPLC analyses.
Chemical degradation that is occurred in abiotic media containing 50 ve 75 ppm
TNT was determined respectively as 16% and 13%. However, reduction of TNT in
minimal media which containing 50 ppm TNT of AD1, AD2, AD3 and AD4 isolates
were detected respectively 46%, 35%, 68% and 29%; these percentages in minimal
media containing 75 ppm TNT were 59%, 45%, 77% ve 41% at the end of the
incubation period of 96 hours. Besides, during biodegradation accumulation of nitrite
and nitrate were examined by spectrophotometric analyses in bacterial and abiotic
media. While nitrite production was observed in cultures of AD1 and AD3 isolates
and abiotic media, nitrate was detected none of the cultures. Identification of
degradation productions were performed by TLC ve GC-MS analyses.
Accumulations of 2,4-DNT and 4-ADNT in cultures of AD1 and AD3; 4-ADNT in
cultures of AD2 ve AD4 were determined.

Key Words: Microbial biodegradation, TNT, Explosives, Nitroaromatic compounds
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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1. GIRIS Hatice Aysun MERCIMEK

1. GIRIS

Cevre, insan ve diger canlilarin uyum ve denge icerisinde bir arada varlik ve
gelisimlerini surdirdikleri dig ortam seklinde tammlanmaktadir. Cevrenin kapasitesi
Uzerinde dengeyi bozabilecek her tirlti maddenin birikimi ¢evre kirlenmesine neden
olmaktadir. Teknolojik gelisimler ve sanayilesmenin bir geregi olan fabrikalarin
atiklar1 ekosistem igerisindeki dogal dengenin bozulmasinin en 6nemli nedenlerinden
biri olarak gorilmektedir. Ozellikle parcalanmaya direngli yapida olan zirai ilaglar,
tekstil boyar maddeler ve patlayicilarin Uretim tesislerinden cevreye birakilan atiklar
risk faktorleridir.

1.1. Patlayicilar

Herhangi bir etkiye maruz kalmadiklar1 siirece kararli durumda olan ancak
cevresinde olusabilecek siddetli ve ani bir basincin etkisi altinda kaldiklarinda hizl
bir enerji agiga cikararak patlama 6zelligine sahip kimyasal yapidaki materyallerdir.
Kat1 6zellikteki patlayicilarin patlamast sonucu siddetli bir gaz yayilmasi meydana
gelmektedir. Bu yayilim cevre Uzerine gugli bir basing uygulayarak patlama ile
sonuclanan sok dalgalari yaratmaktadir. Genel olarak patlayicilar patlama sonrasinda
Karbondioksit, Karbonmonoksit, Oksijen, Azot ve Su buhar1 gibi gaz igerikli
Urdnlerin ortaya ¢citkmasim saglayan yiksek oranda Azot ve Oksijen icermektedirler
(Seth- Smith, 2002).

1.2. Patlayralarin Tarihi Gelisimi

Patlayicilarin  tarihi; barut karisimlarimn  dretiminden, patlayici gelisim
endustrileri ve Uretim prosesleri olarak ¢ok genis bir yelpazede incelenmektedir
(Broder ve Westmoreland, 1998).

Barut 19. yizyilin ortalarinda Cinliler tarafindan kesfedilmis olup ve
potasyum nitrat, stlfir ve komir kombinasyonu ile formillendirilmis ilk patlayicicir
(Fordham, 1980; Seth-Smith, 2002; Akhavan, 2004). 1280'li yillarda Cin’ de ilk silah
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gelistirilmesinde ana materyal olarak kullanilmistir. Barut’ un 1627’ de Macaristan’ da
maden cikarma calismalari kayda gecmis ilk kullammudir (Fordham, 1980; Seth-
Smith, 2002).

1847 yilinda gliserol trinitrat (nitrogliserin veya GTN) Ascanio Sobrero
tarafindan gelistirilmistir (ignarro, 2002). 1k kez ilag olarak karakterize edilen GTN
140 yili askin zamandir gogus agrisi tedavilerinde kullanilmaktadir. (Gutterman,
2007). GTN, O-NO, baglariyla karakterize edilen nitrat ester patlayicilara bir
ornektir (White ve Snape, 1993; Seth-Smith, 2002). GTN’ nin patlama zaman: tahmin
edilemedigi icin 1863 de Alfred Nobel tarafindan dinamit tapasi veya atesleyici
parcaicat edilmistir (Fordham, 1980; Dagcimen, 2006). Nobel’in icadindan bu yana
dinamitin ana maddesi olarak GTN; bir kat1 icerisine absorbsiyonu ile stabilize
edilmis ve bdylelikle dizensiz patlama davrams: kontrol altina alinmistir (Seth-
Smith, 2002; Hummel, 2005).

Savaslar icin bombalarin gelistirilmesi ile GTN'den daha az duyarh
patlayicilara ihtiyag duyulmustur. Bununla birlikte 1771'de bir aromatik halkaya
bagimli NO. gruplarinca karakterize edilen bir nitroaromatik bilesik 2,4,6-
trinitrofenol (pikrik asit) gelistirilmistir (Seth-Smith, 2002). Patlayicilik 6zelligi
kesfedilene kadar (1871) boya olarak kullanilan bu bilesik ilk kez 1885'de bomba
tretiminde kullamlmstir (Seth-Smith, 2002; Akhavan, 2004). GTN’den daha stabil
olmasina karsin ani soklar veya sirttinme gibi etkenler ile mermi kovanlarimin dis
kaplama metalleri ile reaksiyona girerek beklenmedik patlamalara yol agmast bu
materyalin askeri mihimmat Uretiminde kullammim kisitlamistir (Seth-Smith, 2002).
Bu nedenle 1863 lerden 1891'lere kadar patlayicilik 6zelligi kesfedilememesine
ragmen diger bir nitroaromatik patlayict olan 2,4,6-trinitrotoluen (TNT) Joseph
Wilbrand tarafindan sentezlenmistir (Fordham, 1980; Seth-Smith, 2002). 1902’ de
Almanlarin bomba yapiminda pikrik asit yerine TNT'yi tercih etmelerinden sonra
1916'da Britanya’ da genel olarak kullamlimaya baslanmistir. Yapisal olarak pikrik
aside benzerlik gosteren TNT dusUk sok duyarlilig: ve distk asidite avantajlarina
karsin guclu bir tetikleyiciye ihtiyag duyabilmektedir. Britanya da |I. Diinya Savasi
sirasinda 275.000 tonun tzerinde pikrik asit ve TNT dretilmistir ve siphesiz TNT
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20.yuzyilin en ¢ok kullamlan patlayicist olmustur (Epa, 2002; Seth-Smith, 2002;
Mathieu ve Stucki, 2004).

Diger bir nitrat ester patlayici, pentaerithritol tetranitrat (PETN) 1894'de
Almanya da gelistirilmis ve Il. Dinya Savas1 sirasinda kullanilmaya baglanmustir.
PETN’nin ¢ok duyarli olmasi ve kolayca patlayabilmesi tek basina kullanilmasina
olanak saglamamaktadir. Bu nedenle SEMTEX gibi (RDX ve polihidroksi karbon
iceren) plastik patlayicilar ile kombine edilerek veya bir tetikleyici icerisinde
kullanilmaktadir (Epa, 2002; Seth-Smith, 2002).

Ilk nitroamin patlayici heksahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazin 1899'da Hans
Hemming tarafindan gelistirilmistir. 1920’ de patenti alinmis bu patlayict Woolwich
Savas Daire'sinde gelistirilerek  siklotrimethilentrinitramin ~ (RDX)  olarak
isimlendirilen guclu bir patlayici Uretilmistir. PETN ve GTN’den c¢ok daha giclu
fakat duyarlilig1 oldukca disUk bir patlayicidir. GUnimiizde RDX cogunlukla askeri
patlayict olarak genis bir kullammm alani bulmaktadir. RDX’i 1930'da Uretilen ve
oktahidro-1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazokin (HMX) adi verilen stabilitesi daha
yuksek ikinci bir sentez Grinl patlayici izlemektedir (Seth-Smith, 2002; Mathieu ve
Stucki, 2004). GiUnumizde HMX’den de daha gugli nitroamin patlayicilarin yeni
jenerasyonlarimin - dretimi - konusunda calismalar devam etmektedir. Patlayici
endustrisindeki gelismeler, en guclii ve en kararli materyalin Uretilmesi Uzerinde
yogunlasmaktadir (Seth-Smith, 2002; EPA, 2002).

1.3. Patlayiclarin Termokimyas

Patlama reaksiyonlarinin yikicilik etkisi énceleri cm-my/sn (distk reaksiyon
oram) olarak ifade edilirken yapilan calismalar sonucu ginimizde bu etki km/sn
(yUksek reaksiyon orani) ile tammlanmaktadir. Patlayicilarin reaktifligi kimyasal
yapilarina baglidir. Nitrat (-ONOy), nitro (-NOy), klorat (-ClIO3") ve perklorat (-ClOx)
gibi patlayict kimyasallarin timi distk termodinamik stabilitesi tarafindan
karakterize edilmektedir (Kubota, 2002; Dursun, 2007).

TNT, RDX, NG (Nitrogliserin) gibi molekiler patlayicilarin kimyasal
kompozisyonu Sekil 1.1'de gosterilmektedir. Bu yapilara bagli oksijen, karbon,
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hidrojen ve stlfur gibi diger elementlerle kombine olmak ve daha kararl: bilesenler
olusturmak icin kolayca yapidan uzaklasmaktadir. Ayni zamanda yapisinda yuksek
oranda oksijen eksikligi olan (TNT ve PETN) ya da tamamen oksijen icermeyen
patlayicilarda (kursun azid) bulunmaktadir. Bunlar kararli olmayan bilesiklerdir ve
gerektiginde sicaklik ve gaz cikislarina bagli olarak kolayca bozunabilmektedirler
(Kubota, 2002; Dursun, 2007).

(TNT) [ Nitroaromatikler ] (RDX)
CH, MNO,

MNO,

Nitrat Esterl ] B
[ ftrat Esterter | N=N=N-Pb-N=N=N

HC=-0=-MNO, :
(NG) | - Kursun Azid
H,C-O-NO,

Sekil 1.1. Bazi patlayicilarin kimyasal kompozisyonu (Dursun, 2007).

Patlama siirecindeki ana reaksiyon C'nin CO;’e; H’nin buhar ve suya; N'nin
nitrojen gazina; Al’nin aliminyum oksite; S'nin gaz veya kat1 silfata; amonyum
nitratin su, nitrojen ve oksijene donusmesidir. Her proses de nitrojen ve oksijen
arasindaki stabil olmayan bag nitrojeni kendi yapisiyla; oksijeni karbon, hidrojen ve
slfdr ile kombine ederek daha kararli bilesenlere donismektedir (Kubota, 2002;
Dursun, 2007).

TUm patlayicilarin 3 bilesenden olustuklar: dustinulmektedir (Kubota, 2002;
Dursun, 2007).

Y akit
Y akici madde (oksitleyici)
Hassaslastirici



1. GIRIS Hatice Aysun MERCIMEK

Karbon, hidrojen ve siilfur oksitleyici igindeki oksijen icin gerekli yakiti
saglamaktadir. Bir kimyasal veya fiziksel hassaslastiricimin yapida bulunmast
patlayicimin reaksiyon baslaticiya kars: tepki vererek patlamay: gerceklestirmesini
garantilemektedir. NG ve TNT gibi molekiler patlayicilar yapilarinda hem yakit (C
ve N) hem de oksitleyici igerir ancak hassaslastirici icermezler. Buna karsin, diger
patlayicilar hassasiyet kazanmak igin bazi bilesenlere gereksinim duyarlar (Kubota,
2002; Dursun, 2007).

Ticari patlayicilarin blytk bir kismi molekiler patlayict olmamalarina karsin
yine de bu 3 6nemli komponentin karisimindan olusmaktadirlar. Sonug olarak bu tip
patlayicilar molekiler patlayicilara oranla daha az duyarlidirlar. Bu nedenle patlama
reaksiyonun baslamasi oldukca zor olmamn yam sira ek isitma gerektirmektedir.
Tutusturucular ve reaksiyonu bagslaticilar genel olarak atesleyiciler (1 g PETN),
atesleme fitili (ince bir plastik tlp icerisinde 4 g/m'den 40 g/m'e kadar degisen
oranlarda PETN), fisekler (200 g-500 g duyarl: patlayicilar) ve dokim arttiricilar (20
0-1 kg arasinda degisen Pentolit (PETN/TNT 50/50)) olarak bilinmektedir (Kubota,
2002; Dursun, 2007).

1.4. Patlayia Tipleri

Patlamalar; yakacaklar ve patlayicilar gibi kimyasallarin yogunlastirilmis faza
gecisi, toz patlayicilar, yamci gazlarin tutusmas: ve nikleer aygitlarin patlamasini
iceren pek cok kaynaktan meydana gelebilmektedir Kimyasal patlayicilar kabaca
askeri patlayicilar  ve ticari patlayicilar  olmak Uzere iki kategoride
gruplandirilabilirler. Bu kategoriler arasinda patlayicilarin kullammm alanlar1 ve
patlama duyarliliklar: harig¢ keskin bir ayrim yapilamamaktadir (Dursun, 2007).

Askeri patlayicilar, patlamay: gerceklestirebilmek icin herhangi bir ek
materyale ihtiyag duymayan molekiler patlayicilardan olusmaktachrlar. Ikincil
patlayicilar olarak ifade edilmelerinin yan sira funye yapiminda kullanilmaktadirlar.
Bu gruba TNT, PETN, RDX ve bu kompozisyonlarin gesitli kombinasyonlar: ile
uretilen SEMTEX (RDX/PETN) gibi kimyasallar 6rnek olarak verilebilmektedir.
Genel olarak molekiler patlayicilar kombinasyon patlayicilara oranla daha duyarli
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olup reaksiyon oranlar1 yani patlama tahribatlari daha yiksektir (HQDA 1990;
Dursun, 2007).

Ticari patlayicilarin gelistirilmesi son on yillik siirede gok genis bir arastirma
alam bulmus ve askeri patlayicilar Gzerinde yapilan ¢alismalarin 6ntine gegmistir. Bu
gruba nitrogliserin  (NG) temelli patlayicilar (dinamitler), sulu patlayicilar,
emilsiyonlar ve ANFO (amonyum nitrat + yag yakit) gibi kuru patlayict maddeler
ornek olarak verilebilmektedir (Dursun, 2007). NG igerikli patlayicilar disindakilere
ekstra enerji icin ¢esitli miktarlarda aliminyum eklenmistir. NG icerikli patlayicilar
ve sulu patlayicilar hala marketlerde 6nemli bir yere sahip olmasina ragmen, kuru
patlayicilar, emilsiyon patlayicilar ve onlarin cgesitleri gogu dinamitleme
operasyonlarinin ana maddeleri olarak kullamlimaktadirlar. Emilsiyon patlayicilar;
basit kompozisyonlari, yakici madde ve yakitlarin karisimindan olusmalari, nispeten
su gecirmezlikleri, kolay dretilmeleri ve yuksek patlama hizlarin igeren gesitli
avantgjlara sahip olmalarina karsin uygulama alanlar1 kisithdir (Kramer 2004;
Mathieu ve Stucki, 2004).

Patlayicilar, askeri ve ticari patlayicilarin  kullanimlarina  gore
siniflandirimalarina ek olarak kimyasal yapilarina, patlayici Ozelliklerine ve
materyalin kompozisyonuna gore de siniflandiriimaktadirlar (Akhavan, 2004).

1.4.1. Patlayicl Tiplerinin Simiflandirilmas

Patlayicilar patlamalarina gore yuksek patlayicilar; alev amalarina gore
disUk patlayicilar olmak tzere ikiye ayrilir (Fordham, 1980; Dursun, 2007).

DusUk patlayicilar bir infilak dalgasindan daha ¢ok tutusma yolu ile
patlamaktadirlar. Genellikle karisim halde kullanilan bu patlayicilar sicaklik ile
aktive olmakta ve bir patlama olusturmak icin hapsedilmeye gereksinim
duymeaktadirlar (Davis, 1943; Fordham, 1980; Dursun, 2007) (Sekil 1.2).

Yiksek patlayicilar hapsedilmeksizin  sipersonik reaksiyonlarda
infilak etmektedirler. Genellikle bilesik halde olan bu patlayicilar sicaklik ve sok
etkisi ile patlama reaksiyonunu baslatirlar ve yiksek tahrip giicine sahiptirler (Davis,
1943; Fordham, 1980; Dursun, 2007) (Sekil 1.2).
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Bazi patlayicilar her iki siifa dahil edilebilir. Ornegin nitroseliiloz
ateslenirse alev alir fakat guclu bir flinye ile tetiklenirse patlar. Barut hapsedilmemis
ise yanacak, hapsedilmis ise patlayacaktir (Dursun, 2007).

Dosuk [
Patlayicilar
Birineil

Yiksek
Patlayicilar

Yilksek
Patlayicilar
Ikincil

Yiksek
Patlayicilar Dinamitler,
Ana YUk Couad  TNT,

AMFO

Kursun azid,
Tetril, Civa
fulminat

PATLAYICILAR

FETH
Yardimc S HDK

Sekil 1.2. Patlayicilarin ssniflandirilmasi

1.4.2. Kompozisyona Dayalh Simflandirma
1.4.2.1. Oksitleyici ve Yakit Karisimlari

Barut: potasyum nitrat, kdmur ve stlfir

Ammonal: amonyum nitrat ve aliminyum tozu
ANFO: amonyum nitrat ve akar yakit

Cheddit: klorat veya perklorat ve yag (Dursun, 2007).

1.4.2.2. Saf ve Stabilizatorle Karisim Halde Bulunan Bilesikler

Dinamit: stabilizator olarak aktivite gosteren toz silika ile kaplanmis
hamur igerisindeki nitrogliserin karisimi

RDX, PETN, TNT: saf olarak kullanilan giclu patlayicilar

C-4: yapiskan 6zellikte plastik patlayic
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Aseton peroksit: asetonun hidroklorik asitle peroksidasyonu sonucu
elde edilen beyaz kristalize patlayici (Dursun, 2007).

1.4.3. Materyalin Duyar ihigina Dayali Simiflandirma

Patlayicilar reaksiyonu baslatmak icin gerekli enerji miktarim ifade eden
duyarliliklarina gore de siniflandiriimaktacir. Bu enerji bir sok, bir sirtinme, bir
carpma veya darbe, bir elektriksel bosalma veya baska bir patlayicimin infilak etmesi
gibi herhangi bir sey olabilir. Duyarliliga dayal1 iki ayrim sz konusudur: birincil ve
ikincil patlayicilar (Akhavan, 2004; Dursun, 2007).

Birincil patlayialar: Oldukga duyarli olan ve kigik bir enerji
miktarina gereksinim duyan bu tip patlayicilar funye ile kullanmildiklarinda ikincil
patlayicilar  simfina dahil edilebilirler. Bu patlayicilara  tetril, tetrazen,
heksanitromannitol, civa filminat, kursun azid ve stifnik asit 6rnek olarak verilebilir
(Davis, 1943; EPA, 2002; Mathieu ve Stucki, 2004; Dursun, 2007). (Sekil 1.2).

ikincil patlayiailar: Nispeten duyarsiz olup parcalanmay: baslatmak
icin fazla miktarda enerjiye ihtiyaci olan patlayicilardir. Patlama igin bir finye ye
gerek duyan birincil patlayicilara gore cok daha gucli bir sinif olup genelde
yikimlarda kullanilirlar. TNT, RDX, PETN, HMX, amonyum nitrat, pikrik asit ve
nitroseliloz bu sinifa dahil edilmektedir (EPA, 2002; Mathieu ve Stucki, 2004;
Dursun, 2007) (Sekil 1.2).

1.4.4. Kimyasal Yapilarina Gore Simiflandirilma

Inorganik tuzlar: Amonyum nitrat (AN)

Organik peroksitler: 3,3,6,6,9,9-heksametil-1,2,4,5,7,8-
heksaoksasiklonan  (TATP), 3,4,8,9,12,13-heksaoksa-1,6-diazabisiklo  (4,4,4)
tetradekan (HMTD)

Oksitleyici ve indirgeyici gjan karisimlari: Barut, potasyum klorat ve
seker

Organik nitro patlayicilar:
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@ Nitroaminler: 1,3,5- trinitro-1,3,5-triazosikloheksan (RDX ) ve
1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazosiklooktan (HMX)

@ Nitrat esterler: etilenglikol dinitrat (EDGN), gliserol trinitrat (NG),
pentaeritrithol tetranitrat (PETN) ve seltiloz nitrat (NC)

@ Nitroaromatikler: 2,4,6-trinitrotoluen ~ (TNT), 2-amino-4,6-
dinitrotoluen (2ADNT), 4-amino-2,6-dinitrotoluen (4ADNT), 2,4-diamino-6-
dinitrotoluen (2,4-DANT), 2,6-diamino-4-nitrotoluen (2,4-DAT), 2,4,6-trinitrofenol
ve hidroksilaminler (EPA, 2002; Dursun, 2007).

1.5. Patlayicilarin Canhilar ve Cevre Uzerindeki Toksik Etkis

Y 1kici kapasitelerinin yant sira patlayicilar biyolojik sistemler tizerinde toksik
etkilere neden olmaktadir. Cogu potansiyel kanserojen olarak simiflandiriimakta ve
diger toksk etkileri kobay hayvanlari ve isciler Gzerinde yuritilen calismalarda
gbzlenmektedir. Bununla birlikte patlayicilara maruz kalmayla iliskilendirilen
tehlikeler asla kiigimsenmemelidir (Set-Smith, 2002).

PETN ve GTN'yi igeren nitrat esterler memelilerde kirmizi kan htcrelerinin
oksijen tasima kabiliyetini etkileyerek methemoglobinemi olusturma ve kan
damarlarint genisletme etkilerine sahiptirler (ATSDR 1995). GTN'nin metabolizmasi
sonucu olusan nitrik oksit (NO)’den dolay: 100 yil1 askin zamandir kiiglik dozlarda
damar acict ilag olarak kullamlimaktir (Servent ve ark, 1989). Iinsanlarda
patlayicilarin ¢ok kiicik dozlari dahi bas agris, mide bulantisi, kusma ve karin
agrilarina yol agmaktadir (ATSDR 1995).

Bu komponentlerin endustriyel dretimleri siresince deri iltihab gibi vakalara
rastlanmasina karsin herhangi bir 6lumcll veya kronik etkiler rapor edilmemistir
(Seth-Smith, 2002). Nitrat ederlerin hayvanlar Uzerindeki etkilerine yonelik
calisgmalarda; kan basinct distrdigi ve solunum problemlerine yol agtigi sonucuna
varilmistir. Bu tir patlayicilara asirt maruz kalmalar ani kalp durmasi ve solunum
sonlanmast ile sonuglanan 6lumlere yol agmaktadir (Midgley ve ark, 2000). Sicanlar
Uzerinde yapilan calismalarda GTN’nin oral letal dozun 0.5 - 0.9 g/kg oldugu
belirlenmistir. Hayvanlar ve insanlar Gzerinde direkt olarak etki ettigine dair tam bir
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bulgu olmamasina ragmen Enviromental Protection Agency (EPA) tarafindan GTN
C simift bir kanserojen olarak tammlanmaktadir. PETN'nin suana kadar kayda
gecmis hichir toksik etkisine rastlanmamstir (Seth-Smith, 2002).

TNT akciger hasar1 olusturan mutajen bir patlayicicir. Insanlarda, deri
iltahabi, kusma, toksk hepatit ve akciger hasarimin yam sira kan hicrelerinin
uretimini etkileyerek aplastik anemi ve methemoglobinemiye neden olabilmektedir
(Seth-Smith, 2002). 1. Dunya Savasi boyunca TNT'ye maruz kalan isgiler TNT
kaynakli sariligin derilerinin sarilasmasina neden olmasindan dolayr kanaryalar
olarak bilinmektedir. Britanya da bu tarihlerde TNT zehirlenmesi sonucu 96 iscinin
oldugt bildirilmistir. Bununla birlikte direkt olarak isciler Uzerinde kanserojenik bir
etkiye neden olduguna yonelik bir kanita rastlanmamistir (Seth-Smith, 2002). Bu
nedenle C simifi bir kanserojen olarak ifade edilmektedir. Benzer bir nitroaromatik
patlayici pikrik asit ise disuk dozlarda deri iltihabina neden olmakta ancak ok
yuksek dozlarda karaciger ve bobrekleri etkilemektedir. Sirastyla TNT ve pikrik
asitin oral letal doz degerleri 0.8 - 1.3 ve 0.2 g/kg dir (Seth-Smith, 2002). Sucul
organizmalar ve solucanlarin Ureme sistemleri Uzerinde yapilan calismalarda
TNT nin ¢ok toksik oldugu belirlenmistir (Daniels ve Knezovich, 1994).

RDX’nin memeliler Gzerindeki etkisi genel olarak kasilma ile karakterize
edilmektedir. Kopekler ve sicanlarda yapilan uygulamalar saldirganlik ve kasilmalar
gibi kronik toksisite belirtilerine isaret etmekte olup, sicanlarda gastrointestinal
sistem ve akcigerde tikaniklik sonucu 6limlere neden olduguna dair sonuclar elde
edilmistir (ATSDR, 2010). RDX'in oral letal dozu 0.07 - 0.12 g/kgdir. Ayni
zamanda siganlarda besin alimmini azaltmakta ve kilo kaybina neden olabilmektedir.
Bu nedenle son yillarda sigan zehiri olarak kullamlmaktadir (Seth-Smith, 2002).
Insanlardaki toksik etkisine dair pek cok rapor bulunmaktadir. Almanya, Amerika ve
Italya’da RDX Uretim fabrikasinda calisan iscilerin bu patlayicinin tozuna soluma
yolu ile maruz kaldiklarinda kasilma, biling kaybi, vertigo ve kusmayi iceren
semptomlardan sikayet ettikleri gozlenmistir (ATSDR, 2010). Plastize edilmis
RDX’i midesine kazayla alan bir gocuk Uzerinde yapilan incelemelerde RDX'in
gabucak merkezi sinir sistemine alindigr ve bunun sonucunda gocugun kasilma
nobetleri gecirdigi gordlmustir (Seth-Smith, 2002). Y iksek dizeyde RDX iceren

10



1. GIRIS Hatice Aysun MERCIMEK

SEMTEX veya C-4 patlayicilarinin insanlar Gizerinde bas agrisi veya hafiza kaybr ile
iliskilendirilen norolojik bozukluklar: gelistirdikleri belirtilmektedir (Harrell-Bruder
ve Hutchins, 1995). Su omurgasizlari, yesil algler, baliklar, solucanlar ve Vibrio
fischeri kullamlarak yapilan testlerde RDX’in toksk Ozellikte oldugu ancak
TNT’ den daha az toksik oldugu anlasiimistir Memeli hiicreleri ve bakteriler Uzerinde
yapilan calismalar RDX'in C sinifi bir kanserojen madde oldugu ancak mutajen
olmadigina isaret eimektedir (Burton ve ark, 1994).

HMXin toksisitesi ile ilgili ¢gok simirlt bilgiler bulunmasina karsin siganlar
Uzerinde etkili oldugu letal doz 6.5 - 7.5 g/kgdir. (Set-Smith, 2002). Sucul
organizmalar, bakteriler ve solucanlar kullanilarak yapilan testlerde HMX'in bazi
toksk Ozellikleri ortaya konulmustur. Hayvan calismalarinda herhangi bir
karsinojeniteye rastlanmamakla birlikte HMX D simifi bir kanserojen olarak
tammlanmaktadir (Set-Smith, 2002).

Patlayicilar in situ parcalanmaya karsi oldukca direncli bilesiklerdir. Cogu
ulkelerin hala patlayicilar kaynakli kirlilige ¢oziim bulamamast ¢ok 6nemli bir sorun
haline gelmistir (Seth-Smith, 2002). Cevresel kirlilik etkeni patlayicilar sirasiyla
TNT, RDX ve HMX olarak listelenmektedir. RDX ve TNT ortalama olarak benzer
konsantrasyonlarda yer alt1 sularim ve topraklar: kirletmekte ancak HMX, RDX ve
TNT'ye gore cok distk dizeylerde kirlilik olusturmaktadir. Nitrat esterlere ise
arindirilmay gerektirecek kadar yuksek konsantrasyonlarda ¢ok nadir olarak gevrede
rastlanmaktadir (Seth-Smith, 2002). Birlesik Devletler’ de belirlenmis 115 bélgenin
25'nin patlayicilar ile kirlendigi ortaya konmustur. Bu kirlenmeden etkilenen toprak
miktarimin 511.517 metre kip oldugu tahmin edilmektedir. Bu miktar ortalama
olarak 45.000 tona karsilik gelmektedir. Nebraske Ordnance tesisinde her 1 kg
toprakta 5.2 g TNT ve 27 g RDX’in Uzerinde konsantrasyonlarda kirlilik rapor
edilmistir. U.S. Enviromental Protection Agency (EPA) nin patlayicilar ile kirli
topraklarin temizlenmesi igin tavsiye ettigi oran her 1 kg toprakta 17.2 mg TNT ve
5.2 mg RDX'dir. Bu igatistikler EPA’min oranlar1 ile karsilastirildiginda ne kadar
ciddi bir problemle kars1 karsiya kalindig: ortaya gikmaktadir (Seth-Smith, 2002).

Suana kadar Ulkemizde Uretilen TNT miktart ve kirlilige yonelik resmi
herhangi bir rapor bulunmamakla birlikte Hatay’dan Silopi'ye kadar uzanan sinir
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hattindaki mayinl1 topraklar 300 ile 750 metre genisliginde, 700 km uzunlugunda ve
toplam 3.5 milyon doniim kadar bir yer arz etmektedir. Mardin, Sanlwurfa, Hatay ve
Kilis basta olmak Uzere tim sinirdaki yerlesim yerlerinin arazilerini igine almis
durumdadir. Bu mayinlarla gevrili arazilerdeki TNT sizintilar: dustintlecek olursa ne
kadar ciddi bir gevre problemi ile kars1 karsiya kalindigi anlasilmaktadr.

Toprakta kalan veya immobilize edilen patlayici seviyesi yeralti sularinin
¢Ozunurlgine bagl olarak sulardaki seviyelere oranla farklidir. TNT ve RDX’in su
cozundrltkleri sirastyla 20°C’ de maksimum 100 ve 38 mg/L’dir. Bu durum yeralti
sularimin siklikla patlayicilar ile doydugunu gostermektedir TNT topraga hizla
absorbe olurken RDX sikica baglanamaz. Boylelikle toprakta TNT’ ye gore daha az
RDX absorbe edildigi icin TNT kaynakl1 toprak kirliligine daha sik rastlanmaktadir.
Ancak yer ati sularinda bu durum tam tersidir (Singh ve ark, 1998). Aritim
teknolojisi olarak kullanilan filtreleme yontemi patlayicilarin yayilmasina yol agarak
yeralt1 sularint kirletmekte ve kirlilik problemini ciddi boyutlara tasimaktadir (Singh
ve ark, 1998).

1.6. Topraklarin Arindirilmasinda Kullanilan Geleneksel Y dontemler

Her ne kadar patlayici turtine gore aritma yontemleri degisiklik gosterse de
genel olarak patlayicilar ile kirli topraklarin temizlenmesine yonelik calismalar iki
metod Uzerinde yogunlasmaktadir (Seth-Smith, 2002; Daprato ve ark, 2005;
Nyanhongo ve ark, 2006).

1.6.1. Yakma

Yakma patlayici kaynakli kirli topraklarin aritilmasinda genel olarak
kullanilan bir metottur; pek ok bolgenin temizlenmesinde hala bu teknolojiden
yararlanilmaktadir. Bu yontem kirli bolgedeki patlayicilarin yakilmak izere topragin
arindirilmasint icermektedir. Pratikte, tam bir yanma nadiren meydana gelmekte ve
bundan dolay: patlayicilarin  kalintilarinin - temizlenmesi  icin - ek metotlar
gerekmektedir. Patlayicilar tamamen yansa dahi, bazi zararli bilesikler olugsmaktadir:

12



1. GIRIS Hatice Aysun MERCIMEK

nitrik oksit (NO), karbon monoksit (CO), hidrojen klorid (HCI) ve olasi dioksinler.
Bu bilesiklerin saglik Uzerindeki olumsuz etkilerinden dolay: bu teknolojinin
kullamlmasi risklidir. Sadece insanlar Uzerinde degil toprak kimyasi ve florasi
Uzerindeki olumsuz etkileri de kullamm riskleri arasindadir. Ayrica maliyeti oldukcga
yuksek bu uygulamada her bir ton topragin aritiimasi 800$'a mal olmaktadir (Seth-
Smith, 2002).

1.6.2. Kompostlama

Kirli topraklarin kompostlanmasi kirleticilerin degradasyonu icin topraktaki
mikroorganizmalarin  kullamlmasidir.  Kompostlanmis  topraklara  kirletici
konsantrasyonunu azaltacak ve mikroorganizmalar igin karbon kaynag: saglayacak
organik maddeler ilave edilebilir. Ayrica belli araliklarla havalandirilarak nem oran
kontrol edilmektedir (Seth-Smith, 2002). Kompostlama siiresince mikroorganizma
aktivitesinin sonucu olarak siklikla sicaklik artmakta ve bu durum Kirletici
degradasyonu icin daha iyi bir ortam olusturmaktadir. Kompostlama teknolojisi ile
topraktaki RDX ve TNT seviyelerinin 6nemli diizeyde azaldig: ortaya gikarilmistir
(Williams ve ark, 1992). Bu teknolojinin faydasi: kompostlanmis topragin toksisitesi,
mutajenitisi ve sizinti suyunun orijinal kirli toprakla karsilastirildiginda yuksek
oranda azalmasidir. Ancak yigin olusturmak icgin topragin hareketini, topragin
degistiriimesini ve topragin havalandirmasini gerektiren bu yontem pahali bir
prosestir. Yakma kadar pahali olmamasina ragmen her bir ton topragin aritilmasi
yaklagik 300$ a mal olmaktadir (Lee, 1996; Seth-Smith, 2002).

Y akma ve kompostlama uygulamalari kirli topraklari patlayicilardan arindirir.
Aritim sonrast olusan ve toksik olabilecek yan Urinler bu yontemler kullamlarak
karakterize edilememektedir. Her iki metotta ya karistirma ya da disaridan muamele
yapillarak materyalin hareketi soz konusudur. Topragin arindirilmasi sirasinda
yapilan bu tur asamalar maliyeti arttirarak metotlarin  uygulanabilirligini
azaltmaktadir. Patlayicilar ile kirlenmis topraklarin temizlenmesi konusunda yapilan
calismalar maliyeti daha ucuz metotlar tzerinde durmaktadir (Seth-Smith, 2002).
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1.7. Nitroaromatik Bilesikler

Toksik bilesikler, organizmalarin metabolik aktiviteleri sonucu Uretilen dogal
Urinler ve endlstriyel prosesler veya diger insan aktiviteleri tarafindan Uretilen
ksenobiyotik kimyasallar olarak siniflandirilabilmektedir (Spain, 1995; Jain ve ark,
2005). Cogu ksenobiyotik bilesik, biyolojik pargalanabilirliginin sinirli olmasi ve
doga UrUnler icerisinde yer almayan kimyasal yapilar icermelerinden dolay:
parcalanmaya direncli yapidadir (Roldan ve ark, 2008).

Pargalanmaya direncli ksenobiyotik kirliligin  dnemli bir grubu olan
nitroaromatikler bir (mononitroaromatik) veya daha fazla (polinitroaromatik) nitro
(NO2) gruplar iceren aromatik organik bilesiklerdir (Han, 2008). Aromatik
nitrobilesikleri, nitro grubunun elektron (&) cekici Ozelliginden dolay: kimyasal
oksidasyon, hidroliz ve biyolojik olarak parcalanmaya karsi direng gosteren ve
biyolojik parcalanma olsa dahi olusan Urlinleri daha toksik olan bilesiklerdir (Cakir,
2010). Patlayict olarak kullamilan nitroaromatik bilesiklere azobenzen, nitrobenzen,
anilin, amonyak, fenol, 4-nitrofenol, 24-dinitrotoluen ve TNT 0Ornek olarak
verilebilir (Esteve-Nufiez ve ark, 2001; Chang ve ark, 2002; Cakir, 2010).
Kloromfenikal, nitropioluteorin, oksipirrolnitrin ve fidolopin gibi yalnmzca birkag
tane nitroaromatik bilesik dogal dUrtnlerdir (Gorontzy ve ark, 1994). Nitroaromatik
bilesiklerin kimyasal stabilitesi aromatik halkadaki elektronlarin delokalizasyonuna
(elektronlarin atomlar Uzerine yayilmasi)) baghdrr (Roldan ve ark, 2008). Bu
bilesikler politretan, parathion benzeri pestisid, dinoseb ve patlayicilarin (TNT ve
pikrik asit) sentezlenmesine odaklanmis endustriyel proseslerin bir sonucu olarak
uretilmiglerdir (Roldan ve ark, 2008). Nitroaromatik ve nitrofenol bilesikler ayrica
pestisid, plastik, boya ve ilaglarin tretiminde de kullamlmaktadir (Spain, 1995; Peres
ve Agathos, 2000; Samanta ve ark, 2000; Caballero ve ark, 2005; Diwani ve ark,
2009; Gallagher, 2010).

TNT’ nin biotransformasyonu sonucu olusan parcalanma Urtnleri TNT’ den
daha da gucli bir sekilde adsorbe edilmekle birlikte polinitroaromatik bilesikler
topragin yam sira kil ve humus materyalleri tarafindan da tutulabilmektedirler
(Haderlein ve ark, 1996). immobilize edilen nitroaromatik bilesiklerin ve parcalanma
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Urdnlerinin  toksisitelerinin azaldhgr gortlmustir (Robertson ve Jiemba, 2005).
Nitroaromatik patlayicilar yakma islemlerinden dolay: atmosferde; kirli topraklarin
filtre edilmesinin sonucunda yer alti sularinda bulunmaktadirlar (Roldan ve ark,
2008). Mononitroaromatik bilesikler pek cok farkli bakteri suslari tarafindan
ayrigtirilmaktadir ancak poliaromatikler pargalanmalari zor inat¢i kimyasallardir.
Nitrobilesiklerin toksisiteleri nitro gruplarinin rediiksiyonu sirasinda olusan triinlerle
iliskilendirilmektedir (Ramos ve ark, 2005). Hidroksilamin yan drunlerin toksik ve
mutajenik etkilerine bagli olarak DNA dahil bircok biyomolekille etkilesime
girebildikleri belirlenmistir. Toksik etkiler bu trunlerin elektrofilik karakterlerinden
ileri gelirken mutajenik etkiler ise guaninin esterlesmesi sirasinda  yapiya
hidroksilaminin girmesinden kaynaklanmaktadir. Memelilerde ise, nitroaromatik
bilesikler bagirsak florasinin indirgedigi konjuge metabolitler igerisine transfer
olmaktadir (Roldan ve ark, 2008).

1.8. TNT nin Yapmsa ve Ozdllikleri

Tri, trotil, tolit, triton, tritol, 1-metil-2,4,6-trinitrobenzen seklinde sinonimleri
olan trinitrotoluen, tarihsel acidan incelendiginde en 6énemli ve en genis uygulama
alam bulan askeri patlayicidir (Spain 1995; Lewis ve ark, 1997; Johnson, 1998;
Dursun, 2007). 1863'te J. Wilbrand tarafindan ilk kez dretilen TNT, 1902 yilinda
Alman ordusunda Granat dolgusu adiyla kullamlmstir (Psillakis ve ark, 2000;
Nyanhongo ve ark, 2005). II. Diinya savasinda sirasinda toluenden elde edilmesine
karsin farkli kimyasallar kullanilarak da ornegin petrolden (Amerika), benzen ve
metanol’den (Almanya) ve n- heptan’dan dehidrasyonla eldeleri gorulmektedir
(Uzer, 2004). Sekil 1.3'de toluenden TNT eldesi verilmistir.
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Sekil 1.3. Toluen'den TNT eldesi (Han, 2008).

[ 2,4-Dinitrotoluen ]

I1. Dinya Savasi, Kore Savasi ve Vietnam Savasi sirasinda milyon tonlarca
TNT patlayicilarin ana bileseni olarak Uretilmistir. 1969-1971 yillar1 arasinda sadece
Amerika'da her ay yaklasik olarak 20 x10” kg TNT uretimi yapilmistir (Maleki,
1994).

Ulusal givenligin saglanmasinda dnemli bir yere sahip ve kara mayinlarinin
temel bileseni olan bu kimyasal askeri agidan 6nemli bir bulus haline gelmistir.
Y almzca askeri patlayici olarak degil ayni zamanda TNT igerikli patlayici karisimlar
maden ¢ikarma ve tinel agma galismalarinda da kullanilmaktadir. Bu endustrilerde
kullanilan patlayicilarin %80’ lik bir kismu TNT ile karistirilarak hazirlanmaktadir
(Torres, 2005).

Polynitroaromatik bir bilesik olan TNT 2,4,6 pozisyonlardaki C atomuna
bagli oksitlenmis 3 adet NO, gruplardan ve 1. pozisyondaki bir metil grubundan
olusmaktadir (Esteve- Nuriiez ve ark, 2001). Benzen halkasindaki m-elektronlar: dort
fonksiyonel grup (1 CHs ve 3 NO,) tarafindan korunmaktadir (Hawari ve ark, 2000).
Cizelge 1.1'de TNT'nin molekiler ve yamsal ozellikleri verilmistir. Aromatik
halkadaki coklu nitrit gruplarimin varligr aromatik halkanin elektron yogunlugunun
azalmasiyla olusan elektron geri kazanim etkisi sonucu pargalanmaya direngli bir
karakter kazandirarak bu bilesige karsit mikrobiyal enzimlerin elektrofilik girisimleri
engellenmektedir (Cakir, 2010). Bu yolla her ne kadar mikrobiyal saldirilara karsi
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halka yUksek kararlilik gosterse de, mikroorganizmalarin enzimatik mekanizmalari
bu bilesigi parcalamada oldukca gelismistir (Lewis ve ark, 1997; Fiorella ve Spain,
1997; Ho ve ark, 2004).

Cizelge 1.1. TNT nin molekiler ve yapisal 6zellikleri

Molekdiler Agirligi 227.13 g/mol
e ¥ o Erime Noktasi 80.65°C
.. d 4 @ " Yogunluk 1.65 g/mL
e, Kaynama Noktasi 210°C
‘ Parlama Noktasi 240°C
Tutusma Noktasi 295°C

Silfirik asitin varliginda toluen’ nin nitrik asitle nitratlastirilmas: sonucu elde
edilen trinitrotoluen (C;HsN3Og)'nin 2,3,4-, 24,5, 24,6- ve 25,6- gibi farkh
izomerleri bulunmaktachr (Uzer, 2004; Dursun, 2007). Patlayici endustrisinde tercih
edilen 2,4,6-trinitrotoluen simetrik bir izomerdir. Kat1 bir nitroaromatik bilesik olan
TNT renksiz ortorombik (dik eksenli) kristal veya sar1 monoklinik (egik eksenli)
kristal halinde bulunabilir. Bu bilesik suda kismi ¢oziinmesine karsin asetonitril,
aseton, sodyum silfit ve metanol gibi organik coziculer de iyi dizeyde
cOztinebilmektedir. Sudaki ¢ozinlrligl 25°C’ de 10 mg/100 g iken asetonda ise aynm
sicaklikta 132 g/100 g’ dir. 25°C’ deki buhar basinci 5.8 x 10 tor’ dur (Dursun, 2007).
Patlama siddeti ortalama olarak 6797.04 ms® dir. TNT kararli ve hidroskobik
olmayan (nem tutmayan) bir bilesiktir darbe, stirtiinme, sok ve elektrostatik enerji
gibi uyaranlara kars1 kismen hassas degildir (Uzer, 2004).

Asitlere kars1 dayanikli olan TNT derisik HNOs ile 110°C’'nin Uzerinde
trinitrobenzoik aside yukseltgenir (Uzer, 2004; Dursun, 2007). Alkalilere Kars
hassas olan bu kimyasal metal iyonlariyla reaksiyona girerek ¢ozeltide kirmizi kahve
renkli Grdnler olusturmaktadir. TNT'nin endistrilerce islenmis metal GrUnleri saf
Urdnlerle kiyaslandiginda darbe, sirtiinme ve sicakliga kars1 daha hassas olduklari
gorilmektedir. Fe;Os veya kiukurt gibi bazi maddelerle karistirilmasi, 1sitma
baslangicindan patlama baslangicina kadar olan siireyi kisaltmaktadir (Uzer, 2004).

17



1. GIRIS Hatice Aysun MERCIMEK

Y Uksek pH’da suylareaksiyona girerek bozulma gerceklesir ortalama olarak pH 8 ve
yukarisinda TNT hidrolize olmaktadir (Maleki, 1994).

Isitmaya kars1 oldukga duyarli olan TNT'yi dogrudan alevle tutusturmak
oldukga zor olup 6nce eritilir ve yaklasik 300°C’ye kadar 1sitmadan sonra tutusma
baglamaktadir. 160°C’ye 1sitildiginda gaz formundaki ayrisma Grunleri olusmaktadir.
Bu islemler sirasinda formu degismis TNT, saf ve kat1 halindekine oranla darbelere
kars1 daha hassastir. Blyuk miktarlardaki TNT icin kizgin parcalarin igine dismesi
ile patlama gerceklesir. Tutusma sonucu olusan patlamanin hasar1 TNT’ nin safligina
gore de degismektedir. Ham TNT’ nin patlama tehlikesi, saf fabrikasyon drtinlerine
gore énemli 6lciide daha biiyiiktir (Uzer, 2004).

Isiga maruz birakilmasi sonucu azotunun bir kismini kaybeden TNT koyu
renkli ve asitle reaksiyon veren yiksek darbe hassasiyetine sahip bir maddeye
donistir. Bu nedenle uzun siire siddetli bir 151k etkisinden korunmalidir (Uzer, 2004).

Sodyum siilfitin sulu ¢ozeltisi ile reaksiyona girer. Sodyum siilfit, meta-nitro
grubuyla reaksiyona girerek eliminasyon sonucunda halkaya suda ¢ozinir sodyum
siilfonat (SOsNa) grubu yerlestirir. 3-nitro grubu ile kuvvetli etkilesen metil gruplari
p-nitrozodimetilanilin ile bir Schiff bazi olusturarak hizli ve siddetli reaksiyon verir.
Metil gruplar: trinitrobenzoik asit olusturmak tzere reaksiyona girdikten sonra, CO,
kaybiyla trinitrobenzen meydana gelir. Tum bu reaksiyonlar alevienmeye yol
acmaktadiriar (Uzer, 2004).

1.9. TNT ' nin Toksk Etkileri

TNT gibi patlayici kimyasallara maruz kalindiginda hangi tir ve ciddiyette
saglik sorunlarina yol agip agmayacag: cesitli faktorlere bagli olarak degismektedir.
Bu faktorler arasinda hangi miktarda, ne kadar siire ve hangi yolla (soluma, yeme,
icme ve deri temasi)) maruz kalindigi yer almaktadir (ATSDR, 1995). Nitro
gruplardan olusan TNT atik sularimin karakteristik 6zelligi bu kimyasalin Gretimi
siiresince degismektedir. Kirmizi su, istenmeyen TNT izomerlerinin uzaklastirilmas:
amaciyla yapilan sicak sodyum siilfit uygulamalari ile saflastirma sonucu olusan atik
su; pembe su ise TNT’ nin ambalgjlanmast ve imha edilmesi siirecinde olusan atik
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sular olarak tanimlanmaktadir (Maleki, 1994). Pembe su, hem orijinal patlayici
bilesiklerini hem de dinitrotoluen ve trinitrobenzen gibi yan Grinleri icermektedir
(Maloney ve ark, 2002).

Ylzey sularinda TNT gines 1sigimin da etkisi sonucu hizli bir sekilde
komponentlerine ayrismaktadir. Su ve sedimentlerdeki TNT mikroorganizmalar
tarafindan oldukca yavas bir sekilde parcalanmaktadir. Bu kimyasalin ¢ok kictik bir
miktar1 bile baliklarda ve bitkilerde birikmektedir. 2 pg/mL TNT konsatrasyonu
baliklar igin toksiktir Akuatik organizmalar ve memeliler igin sudaki toksik diizeyi
44-60 mg/L’dir (Maleki, 1994). EPA tarafindan TNT nin toprakta ve yer alti
sularindaki toksik dizeyi 2.0 ng/mL olarak belirlenmistir (Charles ve ark, 2010).
TNT'nin toprak ve dogal su kaynaklarindaki zararsiz konsantrasyonu sirasiyla 30
mg/kg ve 0.14 mg/L’den kiguktir. Buna karsin Uretim ve uygulama tesislerinde bu
konsantrasyon toprakta 12-20 g/kg ve 0.1 g/L’ye ulasmaktadir (Cénas, 2001). icme
sularindaki zararsiz TNT konsantrasyonu 20 pg/L olarak belirlenmistir (EPA, 1989).

Imha edildigi bolgelerden icme sularina dogru hareketi sonucu Kirli sular,
kirli toprak Urlinlerinden beslenme, Kirli havay: soluma veya meyva ve sebzeler gibi
kirli gidalarla beslenme yolu ile TNT’ye maruz kalinabilir. Bu kimyasalla kirlenmis
sularin igilmesi ve askeri bolgelerde yakilma sonucu kirlenmis hava solundugunda
TNT hizlica vicuda girebilmektedir. Deriyle temas edildiginde agiz yolu ile
alinandan ¢ok daha yavas vicut icine alindigi bilinmektedir. Vicuda girdiginde kan
hiicreleri icine entegre olan TNT tum vicuda ve organlara dogru ilerlemektedir.
Karacigerlere vardiginda pargalamir ve farkli maddelere donisur. Su ana kadar bu
maddelerin  highbiri  tammlanamadigi  gibi  zararli  olup olmadiklarr da
belirlenememistir. Bu maddelerin cogu bobreklere varana kadar kanda dolasir ve
sonraidrar yolu ile viicuttan atilir (ATSDR, 1995).

Bu kimyasala en ¢cok maruz kalan tretim tesislerinde ¢alisan isgiler de en sik
gorilen etkiler anormal karaciger fonksiyonlar: sonucu sarilik ve aplastik anemi gibi
kan hastaliklaridir. Bu etkilerin gorulebilmesi igin havanin her metre kiplnde
(mg/m®) 0.5-1.5 diizeylerinde TNT bulunmas: yeterlidir. Buna karsin havada 0.2

mg/m® miktarda TNT bulunmas: eritrosit ve hemoglobin sayisinda azalmaya neden
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olurken hastalik belirtilerinin hafif seyretmesi olasi simirin 0.5 mg/m® olarak
belirlenmesine neden olmaktadir. (Cénas, 2001; EPA, 2011).

Bunlara ek olarak bu kimyasalin bagisiklik sisteminde diger zararli etkilerinin
gorllebilmesi ve dalak genislemesi icin gerekli ortalama sire 15-364 gundur
(ATSDR, 1995). TNT zehirlenmesinin meydana getirdigi daha az ciddi hastaliklar
arasinda katarakt, dermatitler, gastrit, siyanozis ve sinir sistemi hastaliklar: sayilabilir
(Nyanhongo ve ark, 2008). Ozellikle kasilma nobetleri, hepatoksisite ve immun
sistem islev bozuklugu olusturarak merkezi sinir sistemi  toksisitesini
indiiklemektedir. TNT’nin insanlar icin muhtemelen kanserojen etki gosterdigi, uzun
siire boyunca TNT yedirilen sicanlarin idrar torbasinda timoérlerin gelismesi Uizerine
ortaya atilmistir (ATSDR, 1995).

1.10. TNT Atiklarimin Fizikokimyasal Aritimi

1.10.1. Adsorbsiyon

Aktif karbon uygulamalar1 adsorbsiyon icin kullanilan en etkin yontemdir.
Karbon adsorbsiyon yontemi kullanilarak TNT’ nin %99.5’ nin parcalanmasina karsin
parcalanma Urunlerinin gok katmanli filtrasyon ile ortamdan uzaklastirilmas: ve geri
kazamm problemleri metodun uygulanmisim zorlastirmaktadir. Adsorbent (aktif
karbon) yuzeyine molekiller baglandikga yeni molekdllerin baglanmast igin daha az
yer kalir ve sonugta adsorbent etkinligini kaybeder. Adsorbente yeniden baglanma
Ozelliginin kazandirilmasi geri kazamm olarak ifade edilir (Maleki, 1994).

Geri  kazanim kapasitesinin - noksanligi  bu sisteme 3 dezavantg
kazandirmaktadir: diger atik su karbon sistemlerinde kullanilandan daha ¢ok karbon
ihtiyaci, TNT’yi tutan karbonun tekrar kullanilamamasi ve karbon yakilmasinin hava
kirliligine neden olmasi. Gunimizde vyapilan calismalarda aktif karbon
adsorbsiyonuna alternatif sentetik polimerik adsorbentler kullamlmaktadir. Polimerik
recineler aktif karbondan daha disik adsorbent yetenegi olmasina ragmen uzun

yasam sikluslar1 ve geri kazamim potansiyeli avanta] saglamaktadir. Ancak polimerik
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recine adsorbsiyon kolonlarindaki TNT’ nin par¢alanmasi sonucu olusan rengin
giderilememesi dezavantgjdir (Maleki, 1994).

Son yillarda bilim diinyast TNT ile kirli atik sularin aritilmasi ¢alismalarinda
biyolojik adsorbentlar kullamlimaya baslanmistir. Nehrenheim ve Odlare, (2010)
Pinus sylvestris e ait cam kabugunu potansiyel adsorbent olarak kullanarak baslangi¢
TNT kontaminasyonu 21.7 = 1.5 mg/L olan Isveg'e ait atik suyun ortalama olarak
%80 duizeylerinde aritildigini gozlemlemistir.

1.10.2. Abiyotik Parcalama

Doga kosullarda ne buharlasma tarafindan olusan emisyon (sulu ortamdan
emisyon yart 6mir 10.000 giin) ne de molekdltn hidrolizi (yar1 d6mir > 50 yil) ile
TNT'nin degradasyonu mumkin degildir. Ancak gin 1s1g1 ve suyun bulundugu
ortamda fotoliz yoluyla parcalanabilmektedir (Gorontzy, 1994). Dogal sistemlerde
gerceklesen abiyotik reaksiyonlarda nitroaromatik bilesikleri indirgeyebilen pek cok
potansiyel elektron verici bulunmaktadir. Nitro gruplarimin abiyotik rediksiyonu
sedimentler, topraklar ve yer alti1 sularinda biriken aminlerle iliskilendirilmektedir.
TNT kovalent kompleksler olusturmak igin aym zamanda killerin siloksan ylzeyi ile
de reaksiyona girebilmektedir (Esteve-Nufez ve ark, 2001).

TNT'nin sulu ¢Ozeltisi, gun 15181 ve UV 1s1gina maruz (220-280 nm
arasindaki 1isimalara) birakildiginda hizli bir sekilde parcalanarak tammlanamayan
safsizliklar  ve degradasyon Urldnlerini  igeren komponentler  olusmaktadir
(Meenakshisundaram ve ark, 1999). TNT gibi aromatik pargalayicilarin sulu
soltisyonlar: hidrojen peroksit (H>O,) eklenerek 254 nm UV 1s1gina maruz kaldiginda
hidrojen peroksitin, kararli olmayan ara bilesikler Uretmek igin aromatik
patlayicilardan hidrojen molekillerini ayristirarak serbest radikalleri olusturdugu
bilinmektedir. Ve bdylece UV 1s1gimin yant sira H>O, kullamlarak daha kisa stirede
degradasyon saglanmaktadir. Hidrojen peroksitli fotoliz sonucu olusan bu kararsiz
komponentlerin UV 1sigina maruz birakilmaya devam edilmesi ile karbon dioksit ve

amonyuma kadar ayrismasi gergeklesmektedir. Bu yontemin uygulanabilmesi igin
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UV 15181 gereksinimi TNT ile kirli genis askeri arazilerin temizlenmesini mimkuan
kilmamaktadir (Maleki, 1994).

UV ile yapilan fotoliz calismalarinda bitkilerden sentezlenen riboflavinler
kullanilarak gelistirilmeye calisilmistir. Bundan yola ¢ikarak Yang ve ark (2007),
dogada fitoplanktonlar tarafindan salinan dogal fotosentizer olan riboflavini
kullanmiglardir. 1 pM riboflavin ve 50 pM TNT iceren fototransformasyon
calismalarinda gun 1sigimin farkli spektral araliklarinin etkisini inceledikleri bu
calismada riboflavin varliginda >400 nm dalga boyundaki gtin 1s1g1 altinda TNT nin
fotoliz yar1 6mrinin 21.87 dak. sadece gin 1s1g1 altinda ise 38 dak. oldugunu
belirlemiglerdir.

TNT nin ozonla muamale edilerek pargalanmasinin yavas ilerleyen bir siireg
olmasi Uzerine ozon ve 254 nm UV 15181 ile kombine bir yontem olusturulmustur.
Kombine yontemle TNT’ nin parcalanmasimin 8.9 dak. sirduigt belirlenmistir. Total
organik karbon seviyelerini indirgemede ozonlama H,O, den daha etkindir. UV-
H20, prosesi ise 2,4-DNT ve 2,6-DNT’li kirli sularin temizlenmesinde daha ¢ok
tercih edilmektedir (Maleki, 1994).

Sadece hidrojen peroksit degil aym zamanda ozonlanma ve foto-fenton
ayiraci (demirle aktive edilmis hidrojen peroksit) ile yapilan fotoliz ¢calismalari da
hizl1 bir oksidasyon gerceklesmektedir (Herrmann ve Popovic, 2007: Kalderis ve ark,
2011). 254 nm UV 1s1ginda yapilan fotoliz ¢alismalarinda baslangic TNT miktarinin
(0.31 mM) 1 saat icinde UV/fenton ayiract uygulamasi sonucu degrade oldugu
belirtilmistir (UV/Fenton > UV/H,0; > yalmz H,0,) (Rodgers, 2000). Diwani ve ark
(2009), 1 saat direkt ozonlama ve 3 gun ozonlama-biyolojik degradasyon
basamaklarim birlikte uygulayarak TNT'nin %98.3 dizeyinde parcalandigin
gostermislerdir.

1.10.3. Oksitadif Parcalanma
TNT'nin  klorlanmast  Uzerine  yogunlasan oksidatif  degradasyon

yontemlerinde iki klor kaynag: arastirilmaktadir. 1. sivi sodyum hipoklorit (NaClO)
ve 2. kalsiyum hipoklorit Ca(OCl),. Sodyum hipokloritin, kalsiyum hipokloritten
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daha etkili oldugu belirlenmistir. Ancak pargalanma Urdnlerinin tanimlanma
sikintilart bu metodun uygulanabilirligini kisitlamaktadir (Maleki, 1994).

1.10.4. TersOsmoz

Konsantrasyonu fazla olan siviya belli bir basing (ozmotik basingtan daha
fazla) uygulanarak, saglanacak ters bir akisla, bu sivi icerisindeki mineraller, tuzlar
ve organik maddelerin membran sistemlerince tutularak arindirilma esasina
dayanmaktadir (Maleki, 1994). Bhatttacharyya ve ark. (1976), TNT Uretim
tesislerindeki atik sulardan nitro bilesiklerin uzaklastirilmast igin bu yontemi
kullanmuglardir. Dort farkli membran sistemini inceledikleri bu calismada Millipore
PSAL sistemiyle %88 dizeyinde basar1 elde etmislerdir. Ancak bu sistemin
maliyetinin fazla olmasi bir dezavantaj olarak gorilmektedir.

1.11. TNT’nin Biyodegradasyonu

Maliyet ve etkinlik agisindan avantajlari, pek ¢ok bilim adaminin TNT ile
kirli alanlarin temizlenmesine iliskin calismalarin biyolojik yontemler (zerine
yogunlasmasina neden olmustur. Bununla birlikte biyolojik streglerin etkinligi, bir
toksik bilesigin biyolojik degradasyonu hedef bileseni indirgeme kabiliyetine sahip
organizmalarin adaptasyonuna, hayatta kalabilirliklerine ve bilesigin toksik olmayan
formuna donismesini  katalizieyen metabolik aktivitenin  varligina baglidur.
Reaksiyon baglatici Ozellikte ko-metabolitler gerektiren biyodegradasyon sireci
indirgeyici, yukseltgenici veya hidrolitik basamaklar: icermektedir (Maleki, 1994).
TNT’ nin rediksiyon basamaklari amino ttrevlerinin birikimine ve polimerlesmesine
veya urunlerin konjugasyonuna yol agmaktadir. Ancak su ana kadar mineralizasyona
dair 6nemli kanitlar elde edilememistir (Walker ve Kaplan, 1992).

Pek cok bakteri, maya ve mantar TNT nin yapisindaki nitro gruplarini
aminlere veya azoksi dimerlere kadar indirgeyebilmektedir (Maleki, 1994; Spain
1995; Popesku ve ark, 2003). Parcalama derecesi organizmalarin tipine ve gevresel
faktorlere gore degisim gostermektedir. Uygun kosullar saglandiginda genel olarak

23



1. GIRIS Hatice Aysun MERCIMEK

aromatik halkada mineralizasyon olmaksizin rediiksiyon gercekleserek nitro gruplar
parcalanmaktadir (Maleki, 1994).

1.11.1. Bakteriyel Parcalama

Tehlikeli organik bilesiklerin biyolojik yikimi kimyasal yontemlere nispeten
disuk maliyetli olmasiyla birlikte hedef bilesigin etkili bir sekilde indirgenmesini
saglayabildigi icin bakteriyel parcalama en sk Onerilen biyolojik degradasyon
prosesidir. Nitroaromatik bilesikler; elektrofilik karakterlerinden dolayi, nitro gruplar
toksisiteye sebep olan ve yiksek konsantrasyonda transformasyonu geciktiren
nitroaren radikaller gibi reaktif Grinlerin meydana geldigi biyolojik indirgeyicilere
kolayca okside olmaktadir (Roldan ve ark, 2008).

Mono- ve di-oksijenazlar tarafindan katalizlenen reaksiyonlar ile metabolize
edilen polinitroaromatik bilesiklerin mikrobiyal pargalanmasinda oksijen reaktif bir
molekil olarak kabul edilmektedir (Spain, 1995). Bu bilesiklerdeki nitro gruplarin
elektron kazamm karakterleri aromatik halkada elektron kaybina neden olmaktadir.
Bununla birlikte polinitroaromatik bilesiklerdeki nitro gruplarin elektron kazanim
karakterleri baslangi¢ indirgeme reaksiyonlarini destekler nitelikte aromatik halkada
elektron yetersizligine isaret etmektedir. Halkadaki nitro gruplarin sayisimin artmasi,
oksjenazlar ile gergeklestirilen oksidatif degradasyon olasiligim azaltmaktadir.
CUnkU nitro gruplarin  elektron eksikligi oksijenazlarin elektrofilik etkisini
engellemektedir. Bu nedenle mono- ve di-oksijenazlar ile aromatik halkanin
acilmasini takiben gerceklesen oksidasyon sonucu hidroksil yan drtinlerin olusmasi,
mononitroaromatiklerin ve bazi dinitroaromatik bilesiklerin aerobik parcalanmasi
icin beklenen bir mekanizmadir. Dolayistyla TNT gibi polinitro bilesikler genellikle
indirgeyici yollar ile degrade edilebilmektedirler. Nitroaromatik bilesiklerin
indirgenme orant aromatik halkadaki diger gruplarin kimyasal 6zellikleri tarafindan
belirlenmektedir (Roldan ve ark, 2008). BOylece para posizyonda diger gruplarin
(NH2 < OH< H< CH3 < COOH < NOy) bulunmasi nitro gruplarin rediiksiyon oranini
arttirmaktadir (McCormic ve ark, 1976; Roldan ve ark, 2008).
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Nitroaromatik bilesiklerin aromatik halkalardan nitro gruplarin koparilmasi
seklinde tammlanan mikrobiyal aktivite ileriki sikluslarda arta kalan karbon
iskeletinin metabolizme edilmesini izleyen basamaklar bittntdir (Sheikh, 2006). Bu
aktiviteler genelde ¢ kategori iginde simiflandirilmaktadir: 1 nitritlerin ortaya
¢ikmasina neden olan halka oksijenasyonu, 2 hidrit-Meisenheimer kompleksinin
(aromatik halkanin kismi rediksiyonu ile di-nitro bilesiklere hidrid iyonlarinin
eklenmesi ile olusan kompleks) (Kulkarni ve Chaudhari, 2007) olusabilmesi icin bir
hidrit iyonu tarafindan gergeklestirilen nikleofilik hiicum, 3 bir hidroksilaminin
meydana gelmesi icin rediksiyon (Spain, 1995). Meisenheimer kompleksinin
olusumu Sekil 1.4’de verilmistir.

T CH,
OaN NG O,N NO,
+ OH
OH
H
NO, \0,

Sekil 1.4. TNT’ den Meisenheimer kompleksi olusumu (Vorbeck, 1994).

Gunumuiize kadar TNT ve diger polinitroaromatik bilesikleri oksijenin
varligina ve yokluguna bagli olarak gergeklesen aerobik ve anaerobik prosesler
altinda parcalama yetenegine sahip pek ¢cok mikroorganizma tanimlanmistir (Oh ve
ark, 2000). Bu bilesiklerdeki nitro gruplarin bakteriyel rediksiyonu, indirgeyici
esdegerleri temin edebilmek igin ekzojen bir besin kaynagina gereksinim duyan ko-
metabolik bir prosesdir (Peres ve Agathos, 2000; Roldan ve ark, 2008). Ayrica pek
¢ok durumda TNT bakteriyel gelisim igin nitrojen veya karbon kaynag: olarak da
kullamImaktadir (Roldan ve ark, 2008).
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1.11.1.1. Aerobik Bakteriyel Parcalama

Nitro gruplarin elektron geri kazanim Ozellikleri ve aromatik halkanin
stabilitesinden dolayi TNT Uzerindeki mikrobiyal etki ancak nitro gruplarin
rediksiyonundan amino gruplar, nitroso ve hidroksilamin Grdnlerini olusturma
sirecine kadar sinirli kalmaktadir (Spain, 1995). Nitro gruplarin amino gruplarina
rediksiyonu Sekil1.5’de verilmistir.

RNO,+H, _ , RNO+H,0
RNO+H; ———> RNHOH+H,0
R-NHOH+H,—— > R-NH,+H,0

Sekil 1.5. Nitro gruplarin amino gruplara rediiksiyonu.(Torres, 2005).

Nitro gruplarin elektron alma Ozellikleri bu bilesige yiksek redoks
potansiyeli ve &t orbitallerindeki elektron eksikligi 6zelliklerini kazandirmaktadir. Bu
Ozellikler aromatik halkaya bagli nitro gruplarin sayisinin artmasiyla daha belirgin
hale gelmektedir. Nitro gruplarin varligr halka rediksiyonuna yol agacak aerobik
bakterilerin oksijenazlarinca gerceklestirilecek eletrofilik etkiyi engellemektedir
(Han, 2008). Bundan dolayr TNT’nin aerob biyodegradasyonu siirecinde aromatik
halkamn parcalanmasi yerine nitro gruplar Uzerindeki metabolik etki OGnem
kazanmaktadir. Nitro gruplarin amino gruplarina rediksiyonu ilk olarak para
pozisyondaki gruplarda gerceklesirken bunu orto-pozisyondaki grup takip etmektedir
(Kulkarni ve Chaudhari, 2007). Sekil 1.6°'da TNT'nin aerobik biyodegradasyon
mekanizmasi verilmistir.

Won ve ark (1974), yapmis olduklar1 calismada maya 0Ozitl ve glukoz
eklenmis mineral besi ortaminda Pseudomonas sp.’nin aerob kosullarda 24 saat
inktibasyon sliresi sonunda maya 6zitt icermeyen kilttrler ile karsilastirildiginda
TNT konsantrasyonun 100 mg/L’den 1 pg/L’e kadar azaldigint gbstermiglerdir.
Popesku ve ark. (2003), karisik aerobik bakteri kultUrlerinin karbon kaynag: olarak
ham petrol veya diger hidrokarbonlarin eklendigi besiyerinde baslangic TNT

26



1. GIRIS Hatice Aysun MERCIMEK

konsantrasyonu %80 oranminda parcalayarak ADNT’ lere ve azoksi bilesiklere kadar
parcaladigi gbzlenmistir.
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Sekil 1.6. TNT nin aerobik biyodegradasyon mekanizmasi (Esteve-Nufiez ve ark,
2001).

1.11.1.2. Anaerobik Bakteriyel Parcalama

DusUk redoks potansiyelinde anaerobik TNT biyotransformasyonun avantaji

oksijen varliginda gerceklesen reaksiyonlar sonucu olusan toksik azoksi-nitrotoluen
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bilesikleri ve oksidatif polimerizasyonu minimize etmesidir (Esteve-NUfiez ve ark,
2001). Aerobik kosullarda nitro gruplarin rediksiyonu sonucu olusan son drdnler
arasinda hidroksilamin (NHOH) ve amin (NHy)'ler yer almaktadir (Hawari ve ark,
2000). Ancak anaerobik proseslerde merkezi ara drin olarak triaminotoluen
(TAT) nin olustugu kabul edilmektedir (Boopathy ve Kulpa, 1992; Maloney ve ark,
2002). Triaminotoluen (TAT)'in amino gruplart eletrofilik etkiye karsi halka
duyarliligina neden olan gucli halka aktivatorleridir (Spain, 1995). TAT 1n
oksidasyonu Mn*? gibi iz elementler tarafindan hiicresiz ortamda katalize
edilebilmektedir (Preuss ve ark, 1993). Fakat bu proses sirecinde bakteriler
tarafindan degrade edilmesi oldukca gii¢ polimerler olusmaktadhr.

Aerobik sistemlerde olusan TAT molekili anaerob proseselerde olusan kadar
stabil yapida olmadig: icin polinikler azo bilesikler veya tetra-amino-azobenzenler
olusturmak Uzere tepkimeye girmektedir (McCormick ve ark, 1976). Aerobik
kosullarda reaktif hidroksilamin drUnlerin  olusumu  polimerizasyon veya
dimerizasyon sonucu azoksi baglarin olusumuna neden olmaktadir. Ancak anaerobik
kosullarda rediksiyonun hizli gergeklesmesi azoksi bilesiklerin - olusumunu
engellemektedir (Lee, 1996). Sekil 1.77de TNT'nin anaerobik bakteriyel
biyodegradasyon semasi verilmistir.

Anaerobik TNT transformasyonu enzimsel agidan tam olarak karakterize
edilememesine  karsin;  ferredoksinler,  hidrogenazlar, karbon  monoksit
dehidrogenazlar (CODH), pirtivat-ferrodoksin oksidorediiktaz ve silfit rediktazlar
iceren cesitli anahtar proteinlere isaret etmektedir (Zhang ve Bennett, 2005).
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Sekil 1.7. TNT’nin anaerobik bakteriyel biyodegradasyon semasi
(www.onlineethics.org)

Clostridium’lar, stlfat pargalayicilar (Desulfovibrio tdrleri), metanogenezler,
ve Fe (111) indirgeyen bakteriler TNT gibi polinitroaromatik bilesikleri anaerobik
kosullarda parcalayabilen bakterilerdir (Spain, 1995). TNT'nin  anerobik
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metabolizmasina dair ilk kamtlara McCormick ve ark. (1976), Veillonella
alkalescens'in saf ekstraktlar1 ve hiicre stispansiyonlarinin bir elektron vericisi olarak
Ho'i kullanarak TNT'nin TAT'a kadar parcalacigini belirttikleri ¢alismada
rastlanmustir.

Desulfovibrio sp. karbon kaynag: olarak 30 mM pirlivat ve elektron alicisi
olarak 20 mM slilfat iceren besi ortamina 100 mg/L konsantrasyonda TNT eklenerek
37°C'de 7-10 gin sireyle anaerobik kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Bu
kosullar altinda nitrojen kaynag: olarak TNT'yi kullandigi belirlenen bakteri ilk ara
Urdn olarak 2,4-diamino-6-nitrotoluen’i olusturmus 10 gunlik inkibasyon sonrast bu
Urind 2,6-diamino-6-nitrotolen’e donustirdigi belirlenmistir (Boopthay ve ark,
1993). Yine Boopthany ve ark (1998), Desulfovibrio sp. kullanarak RDX, TNB ve
HMX’den olusan nitroaromatik patlayici karisimlarimin degradasyonu incelenmistir.
Bu ¢alisma sonunda bakterinin patlayicilar: tek nitrojen kaynag: olarak kullandig: ve
18 gunlik inkibasyon sonucunda konsantrasyonlarinin <0.5 ppm'e kadar azalttigi
gbzlenmistir. Besi ortaminda parcalama sonucunda serbest kalan nitro gruplarin
amonyaga donustugu belirlenmistir.

1.11.2. Fungal Pargalama

Beyaz curukc¢ul mantarlarin parcalanmaya direncli yapida toksik kimyasallar
Uzerindeki etkileri dikkate alinarak Phanerochaete chrysosporium'un kullamldigi
calisgmalarda onceleri nitrojen kaynagi icermeyen kosullar altinda sonra ise farkli
besin kaynaklar1 (karbon, nitrojen ve slfir gibi) eklenerek TNT'yi parcalama
kabiliyetleri arastirilmistir. Bu arastirmalar sonucunda diger organizmalara benzer
olarak mantarlarinda nitro gruplarin rediksiyonu basamaklar: ile TNT'yi degrade
ettikleri ortaya konmustur. Bu resksiyonlardan lignin pargalama sisteminin
ekstraselliler enzimleri sorumlu olup bu enzimler lignin peroksidaz, manganaz
peroksidaz, oksidaz, rediiktaz ve hidrojen peroksidaz seklinde siniflandirilmaktacir
(Esteve- Nufiez ve ark, 2001). Beyaz clrikcil mantarlar Uzerinde yapilan
calismalarda distik konsantrasyonda TNT iceren sulu ortamlarda bakterilerin aksine
TNT'yi CO,’ e kadar mineralize ettikleri gbzlenmistir (Maleki, 1994).
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Kim ve Song (2000), yapmis olduklar1 ¢alismada Irpex lacteus un 5 gunlik
kdltirund kullanarak minimal besi ortaminda 200 mg/L’e kadar yiksek TNT
konsantrasyonlarimin 12 saat igerisinde tamamen parcalandigini belirtmiglerdir.
Parcalanma Urini olarak 2 adet hidroksilamin-dinitrotoluen izomerinin olustugu
ortaya cikarilmustir.

Hoehamer ve ark (2006), tarafindan yapilan calismada Fusarium
oxysporum’'un 5 gunltk kaltirine son konsantrasyon 30 mg/L olacak sekilde TNT
ekleyerek 25°C’de 150 rpm'de calkalayicida 72 saat sireyle inklbe edilmistir. 12
saat sonra TNT'nin %70 nin hidroksilamin dinitrotoluenlere veya monoamin-
dinitrotoluenlere dontstlgl, 20 saat sonra hemen hemen tamamin hidroksilamin
veya monoamin UrUnlerine parcalandigi, 36-48 saatleri arasinda hidroksilamin
metabolitlerin dinitrotoluenlere kadar yikildig: rapor edilmistir.

1.11.3. Fitoremidasyon

Bitkiler kullanilarak yapilan fitoremidasyon calismalarinda TNT gibi
parcalanmaya direncli yapida ksenobiyotikler 3 asamada metabolize edilmektedir.
Bunlar, konversiyon, konjugasyon, ve yapiya katma olarak tammlanmaktadir. 1.
asamada oksidasyon, rediksiyon ve hidroliz resksiyonlari ile TNT nin yapiya
katilabilecek forma dontsturdlmesi. Il. asama, donistimi gerceklesmis formun bir
seker veya tripeptid ile konjugasyonun gerceklesmesi. Konjuge Urtnler oldukca
stabil, daha az toksk ve daha c¢ok polar hale gelmektedir. Ill. asama ise
konjugantlarin vakuol veya hicre duvari gibi bitki hicresinin diger boltmleri
icerisinde immobilize edilerek ¢ozinemez hale donustirilmesi (Mueller ve ark,
1995; De Lorme, 2008). Bununla birlikte ekosistem icerisinde oksijen ve karbonca
zengin kok sizintilart TNT ile kirlenmis topraklardaki mikrobiyal aktiviteyi uyararak
degradasyon hizimi arttirmaktadir (Xiang 2001, Gallagher, 2010). Bitkiler tzerindeki
TNT toksisitesi yaprak dokularinda sararma, anormal kok gelisimi ve gelisimi
baskilayici etki gostermektedir (De Lorme, 2008).

Hizl1 gelisimi ve TNT toleransinin yiuksek olmasi nedeniyle fitoremidasyon
calisgmalarinda en favori bitki olarak M. aquaticum gosterilmektedir. Hoehamer ve
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ark, (2006) M. aquaticum kullanilarak 100 mg/L TNT igeren besi ortaminda
yaptiklar: calismada 25°C’ de 168 saatlik inkilibasyon siiresi sonunda baslangic TNT
konsantrasyonun 96 saat sonunda tamamen giderildigi belirlenmistir.

Son zamanlarda yapilan fitoremidasyon calismalar: degradatif karakterdeki
bakteriyel enzimleri bitkilere aktararak transgenik organizmalar elde etme yoninde
ilerlemektedir (Hannink ve ark, 2001: De Lorme, 2008). Enterobacter cloacae’ den
elde edilen PETN rediktaz (pentaeritritol tetranitrat rediktaz) titin bitkilerine
entegre edilmistir (Hannink ve ark, 2001). Transgenik bitkiler ayn: kosullar altinda
yabani tip bitkilerle karsilastirarak TNT’ye olan toleranslar: belirlenmistir. Her iki
bitki tipinin 50, 150, 500, 1500, 4000 mg/kg TNT iceren topraklarda 12 hafta
siresince gelisimleri izlenmistir.  Yabani tip bitkinin 150 mg/kg TNT
konsantrasyonun Uzerinde gelisiminin durmasina ragmen transgenik bitkinin 4000
mg/kg TNT bulunan toprakta gelisimine devam ettigi gozlenmistir (Travis ve ark,
2007).

1.12. TNT’ nin Degradasyon Urinleri

Patlayicilarin  bulasmis oldugu bir alandaki patlayici kirlilik dizeyinin
belirlenmesi icin patlayicilar ile bunlarin yer alti sulari ve topraktaki bozunma
drdanlerinin tespit edilip tammlanmasi gereklidir.

Nitro gruplarin aminlere (-NHy); aminlerinde nitroso (-NO) ve
hidroksilaminlere (-NHOH) kadar indirgenmesi sonucu toksisitesi TNT’ye gore daha
yiuksek olan pek c¢ok yan urin olugsmaktadir. Bu 0runler: 2,6-Dinitro-4-
hidroksiaminotoluen, 2,6-Dinitro-4-aminotoluen, 2-Nitro-4,6-diaminotoluen, 2,4-
Dinitro-6-hidroksiaminotoluen, 2,4-Dinitro-6-aminotoluen, 2,2',4,4’ -Tetranitro-6,6-
azoksitoluen, 2,2',6,6'-Tetranitro-4,4'—azoksitoluen,  2-aminodinitrotolune  (2-
ADNT), 2,4-diaminonitrotoluen (2,4-DANT), 1,3,5-trinitrobenzen (TNB), p-
dinitrobenzen, 2-amino-4,6-dinitrotoluen, 4-amino-2,6-dinitrotoluen ve 2,4-
dinitrotoluen (Gorontzy, 1994).

Patlayicilar ve parcalanma drdnlerinin tammlanmast icin yeni analitik
yontemler gelistirilmekle birlikte mevcut yontemlerin segiciligini ve duyarliligim
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arttiracak uygulamalar da yapilmaktadir. Mevecut yontemler arasinda Ince Tabaka
Kromatografisi (TLC), Gaz Kromatografisi (GC), Kitle Spektrofotometresi (MS),
Gaz Kromatografisi-Kitle Spektrofotometresi (GC-MS) ve Yiksek Basingta Sivi
Kromatografiss (HPLC)  goOsterilmektedir.  Alternatif  olarak  Kati-Faz
Mikroekstraksiyon gibi yeni teknikler; GC icin analitlerin ekstraksiyonu ve konsantre
edilmesi stirecinde kullanilmaktadir (Torres, 2005).

1.13. Biyodegradasyona Enzimsel Bakis

Polinitroaromatik bilesiklerdeki nitro gruplarin rediksiyonu NAD(P)H
bagimli genis bir substrat spesifitesine sahip olan bakteriyel nitrorediktazlar
tarafindan katalizlenmektedir (Rafii ve ark, 1997). Bu bilesikleri son Urin olarak
hidroksilamin veya aminlere kadar pargalayabilen ve prostetik grup olarak flavin
monontkleotid iceren bu enzimler NAD(P)H bagimli flavoenzimler olarak
bilinmektedir (Roldan ve ark, 2008).

Polinitroaromatik bilesiklerden nitro gruplarin rediksiyon tek veya cift
elektron mekanizmas: araciligiyla gerceklesmektedir. Oksijen duyarliliklarina gére
bakteriyel nitrorediktazlar tip | veya oksijen-duyarsiz ve tip 1l veya oksijen-duyarli
enzimler olarak siniflandiriimaktadir. Tip | nitrorediktaz NAD(P)H’dan elektron
ciftinin eklenmesi ile nitro gruplarin archsik rediksiyonunu katalizlemektedir.
Reaksiyon sonucunda nitroso, hidroksilamin ve amino yan Urinler olusmaktadir.
Hidroksilamin yan Urinler genellikle reaksiyonun son GUrdnd olarak gozlenmistir.
Ikinci iki-elektron transferi ilk iki-elektron transferinden daha hizli gerceklestigi icin
nitroso ara Urdnler belirlenememektedir. Memelilerde NAD(P)H: kinon rediktaz
veya DT (deoksitimidin)-diaforaz ve ksantin oksidazlar da bu tip reaksiyonlari
katalizlemektedir. Enzim kofaktorindeki flavin termodinamiginden dolay: iki-
elektron transferi icin spesifik olan Tip |1 nitrorediktazlar disinda NADPH-sitokrom
P450 rediktaz, ferredoksin: NADP' redilktaz ve NADH: ubikinon redikktaz gibi
enzimler de ayn tip reaksiyonlar: katalizlemektedir (Roldén ve ark, 2008).

Ayrica bazi diger bakteriyel enzimler de nitrorediiktaz aktivitesi
gostermektedir. Anaerobik bakteri Clostridium acetobutylicum'den izole edilen

33



1. GIRIS Hatice Aysun MERCIMEK

demir-hidrogenaz asidogenik gelisim fazi sirasinda TNT'nin hidroksilaminlere Ho-
bagiml1 rediksiyonunu katalizlemektedir. Karbon monoksit dehidrogenaz tarafindan
TNT’nin rediksiyonu Clostridium thermoaceticum' da rapor edilmistir (Roldan ve
ark, 2008).

Bununla birlikte nitrorediktaz aktivitesi olan bu klostridial enzimler
bakterilerde ayrica bulunan klasik NAD(P)H-bagimli nitrorediktazlardan yapisal ve
biyokimyasal olarak farklidir. OYE olarak adlandirilan aileye mensup bazi
flavorediktazlarin kinon, sitokrom c, metilen mavisi, ferrosiyaniir ve Fe"3ii iceren
genis bir substrat araligi bulunmaktadir. Ayrica, OYE enzimler TNT disindaki
nitroesterler pentaeritritol tetranitrat (PETN) ve gliserol trinitrat (GTN) gibi bazi
patlayicilar1 pargalama kabiliyetine de sahiptir. Enterobacter cloacae’dan PETN
rediktaz, Escherichia coli’den NemA protein, Pseudomonas putida ve Pseudomonas
fluorescens den ksenobiotik rediktazlar Xen A ve Xen B ve P. putida’dan izole
edilen morfinon redikktaz OYE ailesinin en iyi bilinen Gyeleridir. OYE proteinler
TNT gibi polinitroaromatik bilesikleri ya aromatik halkalar1 sonradan nitrit ortaya
cikmast ile hidrid ve dihidrid-Meisenheimer kompleksine ya da nitro gruplari
hidroksilamin yan drlnlerine kadar rediksiyon yolu ile etkilemektedir. Tum
bakteriyel OYE enzimlerin  poliaromatik  bilesiklerin - nitro  gruplarim
indirgeyebildikleri gbrilmustir ancak bu enzimlerin bazilari; PETN rediktaz, Xen B,
NemA protein hem aromatik halkay: hem de nitro gruplar: etkilemektedir (Williams
ve Bruce, 2002).

Bakteriyel nitrorediktazlar cevresel ve klinik biyoteknoloji alanlarinda
uygulamalarindan dolayr son on yillik siregte dikkate alinmiglardir. Bakteriyel
nitrorediiktazlarin - aktarildigr transgenik  bitkilerin - kullanildigi  fitoremidasyon
calismalar1 polinitroaromatik patlayicilarin biyolojik par¢alanmasi agisindan etkili bir
arindirma yontemidir (Spain, 1995). Bu enzim klinik anlamda, bir enzimin antitimor
antikorla konjuge edilerek bu kompleksin hedeflenen timor hlcresine etki etmesi
temeline dayanan antikor-bagli enzim 6n-ilag terapisi (ADEPT), gen-bagli enzim 6n-
ilag terapisi (GDEPT) ve virts-bagli enzim on-ilag terapisi (VDEPT) olarak bilinen
tekniklerde kanser tedavisi icin kullanilmaktadir (Springer ve Niculescu-Duvaz,
2002). Bu uygulamalar Escherichia coli’den izole edilen nitrorediktazin olusturdugu
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sitotoksik hidroksilamin yan Grlnlerin timor hicrelerini  6ldirmesi  temeline
dayanmaktadir (Roldan ve ark, 2008).

1.14. Cahsmamn Amaci

Gulntimuzde, nitroaminler (heksojen, oktojen), nitro destekli aromatikler
(TNT, pikrik asit, HEXYL ve TERYL) ve difatikler (PETN, nitorguanidin) gibi
patlayicilar ve patlayicilarin kalintilart ile kirlenmis toprak ve su kaynaklari ciddi
cevresel problemler haline gelmistir. Bu ksenbiyotiklere ve bunlarin tretimi sirasinda
ortaya gikan Oncu Urtinlere sadece Uretim ve isleme tesislerinde degil ayni zamanda
imha bolgelerinde de rastlanmaktadir. Ayrica bu kimyasallarin pestisit, ilag ve
boyalarin yapiminda kullamimas: farkli yollarla cevreye hizli bir sekilde
yayilmalarina neden olmaktadir. Bu kimyasallarin askeri muhimmat olarak
kullamimin sikligi ve ekosistem Gzerindeki etkileri goz 6nine alindiginda ne kadar
ciddi bir sorunla kars1 karsiya kalindigint gostermektedir.

Ozellikle pek gok simir bolgelerimizde mayinlarin imha edilmesi sonucu
topraga ve dolayisiyla yeralti sularina karisarak dnemli bir gcevresel problem haline
gelen TNT'nin degradasyonu son yillarda bilim dinyasinin ilgisini gekmektedir.
Bundan yola cikarak bu calismada patlayicilar ile kontamine topraklardan TNT'yi
parcalayabilme kabiliyetine sahip aerob bakteriyel suslar izole edilip, in vitro
gelistirildikleri minimal besi ortamlarina eklenen TNT'yi besin kaynagi olarak
kullanmalarint  saglayarak bu suslarin degradatif karakterlerinin gelistirilmesi
amaclanmaktadir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Duque ve ark (1993), azot kaynaklar1 olarak TNT, DNT ve 2-nitrotoluen
bulunan ortamlarda gelisen Pseudomonas sp. C1S1 izolatimt 10 mg/L
konsantrasyonda TNT bulunan ortamda gelistirdiklerinde pargalama miktarinin az
olmasi Uzerine bu bakteriyi karbon kaynag: olarak fruktozla desteklenmis ve 100
mg/L TNT iceren M8 minimal besi yerinde 30°C'de 12 gunltk batch kdilttriinde
gelistirmislerdir. Degradasyon gorilmesi Uzerine bu ortamdan toplanan bakteriyi
Pseudomonas sp. klon A olarak isimlendirmislerdir. Calismaya bu izolat ile devam
etmis olup 28 gunluk inkubasyon stresini takiben susun TNT'yi nitrojen kaynagi
olarak kullandig:1 ortaya cikarilmistir. Bu calismada Pseudomonas putida’ min TOL
plasmidi pWWO0-Km Pseudomonas sp. klon A’ya transfer edilerek TNT'yi hem
karbon hem de azot kaynagi olarak kullanabilen konjugant bir bakteri Uretmiglerdir.

Vanderberg ve ark (1995), Mycobacterium vaccae JOB-5 susunun karbon
kaynagi olarak propan varliginda TNT'nin kometabolizme edilmesi Uzerine
calismiglardir. Kometabolik proses siiresince gegici kahverengi bir kromofor Gretimi
gozlenmistir. Bu bilesim GC-MS analizleri ile 4-amino-2,6-dinitro-benzoik asit
olarak tammlanmustir. M. vaccae radyoaktif isaretli TNT (**C-TNT) ve propan iceren
besi ortaminda inkiibe edildiginde mikroorganizmanin radyoaktivitenin %50’ sini
hicresel lipid fraksiyonuna ekledigi belirlenmistir. Bu sonuclara gore radyoaktif
etiketli karbonlarin fosfatidil-L-serin, fosfatidiletanolamin, kardiolipin ve diger polar
lipidlerin yapisina katilmadan 6nce degradasyonun gerceklestigini gostermistir.

Anaerob bir bakteri olan Clostridium bifermentans LJP-1 susunun TNT
degradasyon aktivitesi Lewis ve ark (1996), tarafindan arastirilmigtir. 50 ppm TNT
iceren M9 besi ortamina %0.2 glukoz eklendiginde bakterinin nitro gruplar: yikarak
ilk 20 dakika igerisinde TNT’nin tamamen pargalandigi ortamda HADNT 4-ADNT,
2,4-dihidroksilamin-6-nitrotoluen (DHANT), 2-hidroksilamin-4-amino-6- nitrotoluen
(AHANT), DANT ve son urin olarak TAT ve TAT 1n fenolik hidroliz Granleri
HPLC analizleri ile belirlenmistir.

TNT kontaminasyonlu ve kontaminasyonsuz toprak Orneklerinden izole
edilen Actinomycete suslarimin TNT toleranslar1 ve transformasyon karakterleri
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karsilastirilmistir. 25, 50, 75 ve 100 mg/L konsantrasyonlarda TNT Brain Heart
Infusion Agar (BHI) ve Yeast Malt Extract Agar olmak Uzere iki farkli besiyerine
eklenerek surdirilen tolerans galismalarinda her iki toprak drneginden izole edilen
suslar arasinda kaydedeger bir fark gozlenmemistir. Patlayicilarla kontamine
topraktan izole edilen Actinomycete ESA1 ve Sreptomycetes chromofuscus A1l 25
ppm konsantrasyonda TNT iceren BHI sivi besiyerinde 24 saatlik inktbasyon
siresinde her saatte bir alinan 6érneklerden HPLC analizleri yaparak pargalanma
drdanleri belirlenmistir. Her iki susun kilturlerinde 4-amino-2,6-Dinitrotoluen (4-A-
2,6-DNT) ve 2,4-Diamino-6-nitrotoluen (2,4-DA-6-NT) drUnleri tanimlanmustir
(Pasti-Grigsby ve ark, 1996).

Fiorella ve Spain (1997), tarafindan nitrobenzen igeren ortamlarda gelistirilen
Pseudomonas pseudoal caligenes JS52 susu kullamlarak 220puM TNT igeren 20mM
potasyum fosfat tamponu icerisinde degradasyon vyetenegi arastirilmistir. Bu
bakterinin HPLC analizlerinde ¢ok dusuk dizeylerde 4-HADNT ve 4-ADNT
drdnleri ve nitrit olusumu gozlenmistir. Ancak anaerobik kosullar altinda ise bu
bakterinin kdlturlerinde nitrit ¢ikisina rastlanmamasina karsin, DHANT ve 2-HA-4-
ANT nin birikimi belirlenmistir. Bu calisma sonucunda bakterinin O, kullanma
0zelligine gore olusan Urinlerin gesitliligi ortaya konmustur.

Martin ve ark (1997), Nebraska Ordnance isletmesinden alinan patlayici
madde ile kirlenmis atik su drneginden izole ettikleri Pseudomonas savastanoi’ nin
cesitli besin kaynaklarinin eklendigi ve farkli hiicre yogunluklarinin inokule edildigi
0.31 mM TNT (70 mg/L TNT) iceren mineral besiyerinde degradasyon yetenegini
arastirmiglardir.  Calismalar  degradasyon periyodu siresince metabolitlerin
tammlanmas: ve besi ortamindaki nitrit miktar: incelenerek yurittlmustar. Nitrojen
kaynagi olarak NH, kaldirilip NO; eklendiginde 48 saatte TNT miktar: ortalama
olarak 0.1 mM duserken, glukoz eklendiginde 24 saat icinde TNT nin HPLC
analizlerinde belirlenemedigi goriilmistir. Hiicre yogunlugu 9x10° hiicre/mL’ye
ayarlanmig bakteri kilttrinde yapilan calismada 40 gin sonunda hiicre yogunlugu
605 hticre/mL olurken ortamdaki TNT miktar1 0.08 umol seviyelerine kadar distugu

gbzlenmistir. Bu sonuclara dayanarak bu calismada Pseudomonas savastanoi’nin
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TNT'yi tek karbon veya tek azot kaynagi olarak kullanarak parcaladigi ortaya
Gikarilmstir.

Pestisit kontaminasyonlu tarim topraklarindan izole edilen Senotrophomonas
maltophilia bakteri kultirinden karbon kaynag: olarak glukoz ve 100 mg/L TNT
iceren sivi minimal besiyerine %10 inokilim yapilarak 30°C’ de 28 giin calkalamal:
kosullarda inkibasyona birakilmistir. Aerob ortamlarda yapilan bu calismada
inktibasyon siiresi sonunda TNT’ nin tamamen parcalandig: gozlenirken degradasyon
Urdnleri HPLC ve GC-MS analizleri ile belirlenmistir. Gelisim ortamlarindaki temel
degradasyon Urtnleri olarak 5.6 ve 13.6 mg/L konsantrasyonlarda sirasiyla 2-ADNT
ve 4-ADNT tammlanmistir. Karbon kaynagi olarak besi ortamina fruktoz
eklendiginde TNT’ nin degradasyon siresinin 16 gune kadar azaldigi ortaya
¢ikarilmistir (Oh ve Kim, 1998).

Y erevan golinden Khachatryan ve ark (2000), baz1 kimyasal toksinlere karsi
toleransl1 aerobik bakteriler izole ederek bu suslart TNT degradasyon calismalarinda
kullagsmuglardir. Minimal besiyerine %0.015 TNT eklenerek 18-20 saat sireyle 25
°C’de 120 rpm’ de suslar inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda ortamdaki TNT miktari
Ust fazin 1 mL’sine 0.1 mL 2 M NaOH eklenerek 15 dak. renk degisimi
incelenmistir. Orneklerin 360 nm'de dalga boyunda spektrofotometrik analizi
yapillarak susun degradasyon yetenekleri belirlenmistir. N8 ve N10 olarak
adlandirilmis suslarin her ikisinde de baslangic TNT miktarinin 0.4 mM/L oldugu
ortama %0.3 NH.Cl ve %0.3 glukoz eklendiginde 0.1-0.2 mM/L seviyelerine kadar
azaldhg1 ortaya konmustur.

Tope ve Jamil (2000), askeri malzeme isleme Unitesine ait toprak
orneklerinden izole edilen Pseudomonas sp KA susunun TNT metabolize yetenegini
arastirmiglardir. 0.25 mM/L TNT igerikli minimal besiyerinde 30°C’'de aerobik
kosullarda yuratilen bu calisma sonunda 5 gin igerisinde TNT’nin tamamen
transforme oldugu ve GC-MS ve TLC andlizleri ile 4-aminodinitrotoluen ve 2-
aminodinitrotoluen seklinde isimlendirilen 2-izomerik monoaminodinitrotoluen
belirlenmistir. Hem izolatin gelisimi hem de biyotransformasyon oramin besiyerine
amonyum tuzu ve seker eklendiginde arttigi gozlenmistir. Karbon kaynag: olarak
mannozun varliginda maksimum degradasyon verimi elde edilmistir.
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Aktif camur izolat1 olan Klebsiella sp Cl susunun TNT'yi iki farkl
degradasyon yolu ile parcaladigi Kim ve ark (2002), tarafindan belirlenmistir. 100
mg/L TNT iceren minimal besi ortaminda 30°C'de 130 rpm’'de sirddrilen bu
calismada degradasyonun 20. dakikasinda bakteri kultirinde 63 mg/L
konsantrasyonda HADNT’ lerin birikimi olusurken, 6. saatte tamamiyla ADNT’ lere
(35 mg/L) donisim sz konusu olmustur. 48 saatlik inkibasyon sonunda son Urtin
olarak besi ortaminda diger metabolitlerin konsantrasyonundan daha az diizeyde
ADNT’ lere rastlanmustir.

Savas malzemeleri ile kontamine topraktan izole edilmis Pseudomonas
aeruginosa MX susunun aerobik kosullarda 10 saat icerisinde kultir besi
ortamindaki 100 mg/L TNT’ yi tamamyla parcaladigi Oh ve ark (2003), tarafindan
rapor edilmistir. pH 5'den 8'e kadar degisen minimal besi ortamlarinda strdirilen
bu caligmada optimal pH aralig1 7-8 olarak belirlenmistir. Metilen klorit kullanilarak
ekstraksiyonu yapilan Urtinler GC-MS analizleri ile belirlenmistir. Temel parcalanma
Urinleri 2-ADNT (Ust fazdaki temel Urdn), 2,2-azoksitoluen (2,2-AZT) hicre
fraksiyonu icerisindeki temel Uriin) ve 2-hidroksilamin-4,6-dinitrotoluen (2-HADNT)
olarak belirlenmis olup besi ortamina maya 6ziti eklendiginde ADNT olusumunun
arttig1 gézlenmistir.

Park ve ark (2003), toprak izolat1 olan Pseudomonas putida KP-T202 susunu
kullandiklar1 calismada TNT degradasyon ortam kosullarint optimize etmislerdir.
Calkalamal1 ortamlarda yUritilen bu ¢alismada 100 mg/L TNT igeren besiyerine %1
misir maserasyon sivisi, %0.025 NH4Cl ve %0.1 Tween 80 ilave edilerek pH'st 7’e
ayarlanmug kulttr 30°C’ de 150 rpn’ de inkibe edildiginde 15 saat icerisinde TNT nin
tamamen degrade edildigi gdzlenmistir. HPLC analizleri sonucunda parcalanma
Urdnleri olarak 2,4-DNT, 2,6-DNT, 2-ADNT ve 4-ADNTler belirlenmistir. pH’ nin
degisiminin TNT’nin biyolojik parcalanabilirligine Uzerindeki etkisini 4, 5, 6, 7, 8 ve
9 olmak Uzere farkli pH araliklarinda Pseudomonas putida nin davramslar
inceleyerek arastirmislardir. Bakterinin maksimum optik yogunluga ulastigi (ODeggo
1.5) pH araligint (pH:7) optimal olarak belirlemiglerdir. Bu aralikta en yuksek
degradasyon verimi elde etmiglerdir.
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Ruminal bakteriler kullanllarak anaerob ortamda TNT degradasyon
calisgmalar1 Fleischmann ve ark, (2004) tarafindan yuratilmistor. 24 saatlik
inkubasyon siresi boyunca O, 1, 2, 4 ve 24. saatlerde alinan ornekler icin HPLC
analizi yapilarak degradasyon verimi incelenmistir. 1 saatlik inkiibasyonu takiben 2-
HADNT, 4-HADNT ve 4-ADNT’ lere rastlanmustir. 2.saat sonunda yalnizca diamino
ve dihidroksiamino-nitrotoluen Urinlerin ortamda kaldigi belirlenmistir. 24. saat
sonunda ortamda UV absorbe edebilen bilinen bir parcalanma Orind
belirlenememistir.

Zaripov ve ark, (2004) tarafindan 11 adet Gr(+) 21 adet Gr(-) olmak Uzere
toplam 32 bakteri susunun TNT Uzerindeki etkisi arastirilmstir. Gr(+) bakteriler icin
15-100 mg/L; Gr(-) i¢in ise 100-200 mg/L arasinda degisen konsantrasyonlarda TNT
ve %0.5 maya 6zitl iceren minimal besiyerinde 28°C’de 120 rpm’de strdurilen
degradasyon calismalarinda 5 saatlik inkibasyon siresinde Gr(-) bakteri suslarinin
TNT’ nin %90-100'Uni Gr(+) bakteri suslarinin yalmzca %50-80' nini transforme
ettigi gozlenmistir. Bu calismada parcalanma Urunleri HPLC analizleri ile
belirlenmis olup temel Urtin olarak HADNT lere rastlanmustir.

TNT kontaminasyonlu Japonya min Kitakyushu sehrinin Yamada Green
bolgesinden alinan toprak drneklerinden izole edilen 6 bakteri susu (Pseudomonas
sp. TM15 ve TM 30, Sphingomonas sp. TM22, P. putida TM 38, P. fluorescens TM42
ve Pseudomonas sp. TM55 ) 440 uM konsantrasyonda TNT ve asetat iceren M8
minimal besi ortaminda 30°C’'de 120 rpm’'de karanhik ortamda 7 gun inkibe
edilmistir. TNT'nin biyodegradasyonu parcalanma Urtnlerinin tammlanmas: ve
ortaya cikan NO; iyonun spektrofotometrik analizleri ile takip edilmistir. TM42 haric
diger suslarin kaltor ortamlarinda nitrit c¢ikisi gdzlenmistir. Tum Pseudomonas
suslarinda TNT 2-HADNT, 4-HADNT, 2-ADNT, ve 4-ADNT ' lere kadar transforme
edilirken TM55 susunda tek pargalanma Urtint olarak 2ADNT saptanmistir. TM38
susu diger Pseudomonas lardan farkli olarak TNT'nin 2,4-DNT’ye dontsimi
belirlenmistir. 7 giin sonunda ortamda kalan TNT miktarlarina bakildiginda TM15
(1.8 uM), TM30 (38.0 uM) ve TM22 (2.4 uM) suslarimn TM38 (327.3 uM), TM42
(358.5 UM ) ve TM55 (353.4 uM) suslart ile karsilastirildiklarinda degradasyon
yeteneklerinin daha iyi oldugu Maeda ve ark (2006) tarafindan rapor edilmistir.
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Tek nitrojen kaynagi olarak TNT'nin bulundugu besi ortaminda gelistirilen
Escherichia coli’ nin aerobik kosullarda TNT'yi kismi denitrasyon seklinde degrada
ettigi ortaya gikarilmistir. 20 mM gliserol veya glukoz eklenen minimal besiyerinde
26 saat sonunda 606 UM TNT’nin tamamen parcalandigim belirlenmistir. 4-amino-
2,6-dinitrotoluen (4-A-2,6-DNT), 4,4,6,6-tetranitro-2,2-azoksitoluen (2,2 azoksi), ve
2,2,6,6- tetranitro-4,4-azoksitoluen (4,4-azoks) metabolitleri parcalanma drdnleri
olarak belirlenirken 6nemsiz konsantrasyonda 2-A-4,6-DNT’ ye rastlanmistir (Stenuit
ve ark, 2006). TNT degradasyonu sonucu biriken nitrit miktarim spektrofotometrik
analizlerle incelenmislerdir. inkiibasyonun stiresinin ilk 26. saatinde. besi ortanminda
48 UM nitrit olusumu belirlenmistir.

Claus ve ark (2007)’ nin yapmis oldugu bu ¢alismada Raoultella terrigena HB
susunun  10-100 mg/L  diizeyinde degisen radyoaktif isaretli “C-TNT
konsantrasyonlarimin optimum aerobik kosullar saglandiginda birkag saat icerisinde
tamamiyla degrade edildigi belirtilmistir. 7 gunluk inkibasyon siiresince yapilan
radyoaktivite 6lciimlere gére 3 gin sonunda Ust fazdaki baslangic radyoaktivitenin
%30’ nun 6 giin sonunda %15’ lere kadar dustugl belirlenmistir. Geriye kalan %80-90
radyoaktivite ise hiicresel pelletlerdeki suda ¢oziinmeyen organik madde olarak tespit
edilmistir. HPLC analizleri ile kaltir besiyerindeki parcalanma Urunleri olarak 2-
ADNT, 4-ADNT ve 24-DNAT,; hicre ekstraktlarinda ise azoksi-dimerler
tammlanmustr.

Cssitli karbon kaynaklari (melas, glukoz, siksinat ve sitrat), organik ve
inorganik nitrojen kaynaklari (re, KNOs, NH4CI ve (NH.)2SO4) ve strfaktan olarak
Tween 80 ile desteklenen basal salt besiyerine %10 diizeyinde Pseudomonas putida
HK-6 susu eklenerek Cho ve ark (2008), tarafindan dipten karistirmal: laboratuvar
Olcekli biyoreaktorlerde yuritultulen biyodegradasyon calismalarinda 100 mg/L TNT
bulunan minimal ortamlarda karbon kaynag:1 olarak melasin kullanildigi kiiltirlerde
bakterinin 6 kat daha hizli gelistigi ve buna bagli olarak 4 ginde degradasyonun
tamamlandigi belirtilmistir. Ek nitrojen kaynaklarimin degradasyon Uzerinde etkili
olmadig1 gbzlenmistir.

De Lorme (2008), tarafindan 10 adet bakteri susunun 100 mg/L TNT bulunan
kilturleri 24 saat 39°C’de 150 rpm’de inkilibe edilmistir. Degradasyon veriminin
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incelenmesi icin kultirlerde alinan 0.5 mL 6rneklerin HPLC analizleri yapilmustir.
Clostridium polysaccharolyticum, Megasphaera elsdenii, Prevotella bryantii,
Prevotella ruminicola, Ruminococcus albus, ve Ruminococcus flavefaciens igin
yaklagik olarak TNT'nin  %80-90' mni; Desulfovibrio desulfuricans subsp.
desulfuricans, Prevotella albensis ve Treponema 23bryantii’nin ise %50-80 nini
degrade ettigi belirtilmistir. Anaerovibrio lipolytica’mn bu konsantrasyonda
gelisiminin inhibe oldugu ortaya konmustur. Parcalanma Urtnleri olarak ADNT’ler
ve DANT lerin varligi belirlenmistir.

Japonyada Yamada Green Bolgesi, Kitakyushu' ndaki toprak orneklerinden
izole edilen Pseudomonas sp. TM15 susu 100 mg/L TNT icerikli LB besiyerinde
30°C'de 120 rpm’de karanhik ortamda inkiibe edilmistir. Calkalamal: kosullarda
yuritilen bu calismada parcalanma Grdinlerinin birikimi Gzerinde besi ortamindaki
molekiller oksijenin etkisi arastirilmistir. 10° hiicre/ml kadar yiksek hiicre
konsantrasyonunda kulturlerde 2 saatlik inktbasyonu takiben 2,4-DHANT ve
HADNT lere rastlanmistir (Kubota ve ark, 2008).

Logaritmik faza kadar Uretilmis ve yogunluklari 3.2 absorbansa ayarlanmisg
Pseudomonas putida GG04 ve Bacillus SF 200 uM final konsantrasyonda TNT,
glukoz ve maya eklenerek zenginlestirilmis sivi besiyerinde 30°C'de 150 rpm’de
calkalamal1 kosullarda Nyanhongo ve ark (2008)' nin, yuritmis olduklar: ¢alismada
4 gin sonunda degradasyon Urtnleri olarak aminodinitrotoluenler (AMDNT) ve
diaminonitrotoluenlere (DAMNT) rastlanmistir. HPLC sonuclarina gére P. putida
GGO04 kuilturlerinde 41 pM AMDNT ve 63 uM DAMNT,; Bacillus SF ise bu oran
srasiyla73 pM ve 109 pM olarak belirlenmistir. 800 uM konsantrasyonda farkli
humik monomerler (gayakol, katekol ve ferulik asit) eklenerek pargalanma
drdnlerinin - birikiminin  engellenebilmesi  saglanmistir. Gayakol ve katekoliin
kullanmldigi Pseudomonas putida GGO04 kdltirlerinde AMDNT ve DAMNT’ nin
sirastyla %89 ve %80 oraninda azaldig1 gorultrken bu oran Bacillus SF kultUrlerinde
%91 ve %70 olarak kaydedilmistir.

Yasin ve ark (2008), tarafindan Pakistan Ordinance fabrikasindan toplanan
atik su ve camurdan izole edilmis 14 bakteriyel sus 10-100 ppm arasinda TNT iceren
minimal besiyerinde gelistirilmistir. Tim suslarin 30 ppm TNT bulunan ortamda en
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iyi gelisim gosterdikleri belirlenmis olup farkl1 nitrojen kaynaklari (NH4sNOs, NH4Cl,
(NH4)2HPOQ,), karbon kaynaklari (melas, glukoz ve musir nisastasi) ve surfaktan
(Tween 80) gibi cesitli ko-substratlar ¢oziicli olarak saf su ve nutrient besiyerinin
kullanildhig1 ortamalara eklenerek TNT degradasyonu optimize edilmeye ¢alisil mistir.
TNT’ deki azalis spektrofotometrik olarak 262 nm’de incelenmistir. Coziicl olarak
nutrient broth kullamldiginda nitrojen kaynag: olarak NHsNOs; ve NH.CI
kullanilarak zenginlestirilen ortamda maksimum degradasyon %88.75; karbon
kaynagi olarak melas eklendiginde %92.64 ve Tween 80 bulunan ortamda ise
%92.46 diuzeyine ulastigi belirlenmistir. Degradasyon sonucu olusan DNT’ lerdeki
artis 462 nm dalga boyunda incelenmistir.

56 izolat arasindan secilen 3 bakteriyel susun kilttrlerinden Salmonella
typhimurim ve Klebsiella pneumoniae igin tek nitrojen kaynag: olarak; Acinetobacter
baumannii icin ise ko-substratla (%60.1 maya 6z(tl) birlikte TNT eklenerek aerobik
kosullarda nitro gruplarin rediksiyonu gergeklestirilmistir. O, 2, 10, 18, 24 ve 30 saat
araliklarla degradasyon ortamindan alinan orneklerdeki TNT nin miktar azalisi
HPLC analizlerini sonunda belirlenmistir. Buna gore farkli konsantrasyonlarda
tolerans testi yapilarak S typhimurimun 50 mg/L TNT' nin %100 ni; K.
pneumoniae’ nin 20 mg/L TNT’ nin %70ini ve Acinetobacter baumannii’ nin 40
mg/L TNT' nin %52’ sini degrada ettikleri gozlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda
calisma yuksek potansiyelde degradasyon yetenegine sahip S. typhimurim Utzerine
odaklanmustir. TNT'nin mineralizasyonu minimal ortamda NO, iyonunun olusumu
ile incelenmistir. Spektrofotometrik analizlerin verilerine dayanarak 30 saat sonunda
1.6 pmol/L dizeyinde nitrit olusumu rapor edilmistir (Litake ve ark, 2005).

Bu calismada mutgjen Stenotrophomonas maltophilia OK-5 mt-3 susunun
yabani tip OK-5 ile karsilastirarak TNT degradasyon yetenekleri arastirilmustir.
Y abani tip OK-5"in 6 gin igerisinde 0.2 mM TNT'yi pargalarken, 0.5 mM TNTyi
tolere etmekte zorlandigi belirlenmistir. Ancak OK-5 mt-3 mutant susun 0.5 mM
TNT'yi 8 glin, 1.2 mM TNT'yi ise 24 gun igerisinde degrada edebildigi gozlenmistir.
Her iki susun proteomik analizleri yapildiginda mutant OK-5 mt-3 susun belli
proteinlerin ekspresyon seviyelerinde yabani tipe gére degisimler gordlmistir. Bu
sonuclar dogrultusunda Lee ve ark (2009), Stenotrophomonas maltophilia OK-5 mt-
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3 susunun nispeten yiksek konsantrasyonda TNT iceren endistriyel atiklarin aritim
proseselerinde kullanilabilecegini rapor etmislerdir.

Ullah ve ark (2010), patlayict madde igerikli kirmuzi atik sulardan izole
ettikleri Bacillus sp. YREL susunu komir granilleri ve polistiren film Uzerine
imobilize ederek TNT degradasyon vyetenegi arastirilmustir. pH, sicaklik ve
sirfaktanlarin degradasyon Uzerine etkisi arastirilarak optimizasyon calismalari
yapilmigtir. Bunun igin farkli pH (7, 7.4, 8 ve 8.5) ve sicaklik (30°C, 37°C ve 50°C)
parametreleri ve surfaktanlar (Tween 20 ve 80) kullamilarak 50 ppm TNT igeren
minimal besiyerinde 168 saat 150 rpm’de sirdirilen calismada TNT degradasyonu
262 nm'de orneklerin absorbanslarinin olgilmesi ile incelenmistir. Komur ve
polistiren uygulamalariin  her ikisinde de maximum degradasyon 37°C'de
gordlmigtur. Srasiyla %73.35 ve %70.58 olarak TNT degradasyon verimi
belirlenmistir. Komir imobilizasyonunda maksimum degradasyon pH 7’ de %093.81
iken polistirende pH 5'te %94 dizeyinde gozlenmistir. Surfaktan olarak Tween 20
varliginda komir imobilize hiicrelerde TNT'de %96 azalma gbdzlenmesine karsin
polistirende bu oran %87.77 seviyelerinde kal mistir.

TNT ile kirlenmis topraklardan izole edilen Claviabacter agropyi ve
Sphingomonas sanguinis bakterileri tek nitrojen kaynagi olarak 100 pg/ml TNT ile
zenginlestirilmis minimal besiyerinde 30°C’'de 150 rpm’de 7 giin inkibasyona
birakilarak degradasyon yetenekleri incelenmistir. Inkiibasyon periyodu boyunca
degradasyon belli araliklarla alinan 6rneklerden besiyerindeki nitrit miktarinin ve GC
analizleri ile TNT nin azalisinin belirlenmesi seklinde takip edilmistir. Her iKi
bakterinin degradasyon kdiltlrlerinde nitrit ¢ikisi gbzlenmis olup degradasyon
drdnleri GC-MS analizleri yapilarak p-toluidin,3,5-dinitro, benzenamin, 2-metil-3,5-
dinitro, 2-ADNT ve 4-ADNT seklinde tanumlanmistir (Rahal ve Moussa, 2011).
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3. MATERYAL VEMETOD

3.1. Materyal

3.1.1. 2,4,6-Trinitrotoluen (TNT)

Milli Savunma Bakanligr’ min izni ile Makine ve Kimya Endustrisi Kurumu
Barutsan Roket ve Patlayict Fabrikast MudurlGgi’ nden %100 saflikta, 60 g TNT,
sart renkli pullar seklinde temin edilmistir (Sekil 3.1). Biyodegradasyon
calisgmalarinda ve analitik analizlerde referans olarak kullamlan bu materyalin
ozellikleri Cizelge 3.1’ de verilmistir.

Sekil 3.1. TNT’nin kat1 haldeki gorinimt

Cizelge 3.1. TNT'nin 6zellikleri
TNT nin Ozellikleri

Cas Numarasi : 118-96-7

EC Indeks Numarasi : 609-008-00-4
Molekuler Agirhgi . 227.133 g/mol

Fiziksel durumu . Kati ve sari pullar
Safligi : %100

Suda ¢o6zulebilirligi : Suda ¢oziilmez (20°C)
Kaynama Noktasi : 240°C

Donma Noktasi : 80.2°C - 80.6°C
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3.1.2. Toprak Ornekleri

2,4,6-trinitrotolueni  degrade etme yetenegine sahip mikroorganizmalarin

izole edilmesi amaciyla bu materyal ile kontamine oldugu dustinilen NATO

Karargah: patlayici madde analiz birimi ve Kilis-Suriye sinir bolgesinden (1. Bolge:
117-118 Kule; Il. Bélge: 112-113 Kule ve 1ll. Bolge: Saatli kdy) alinan toprak

ornekleri kullanilmstir.

3.1.3. Parcalanma Uriinlerinin Standartlar:

Calismada kullamilan TNT'nin biyolojik parcalanma Urinlerinin analitik
analizler ile takip edilebilmesi igin 2,4-DNT ve 4-ADNT standartlar1 1000 pg/mL
asetonitrilde ¢ozinmus sekilde 1 mL’lik koyu renkli ampuller igerisinde Sigma-

Aldrich’ den saglanmistir. Standartlarin 6zellikleri Cizelge 3.2."de verilmistir.

Gizelge 3.2. Parcalanma drdnlerinin ozellikleri (USACHPMM, 2005; EPA, 2008)

Urundn Kimyasal Adi  Molekdler Molekdler Kaynama
Ticari Adi Agirhg Formulu Noktasi
g/mol °C
2,4-DNT  2,4- 182.13 e 250-300
dinitrotoluen 0z
|:|:Z: I
C7HeN,0,
4-ADNT 4-amino-2,6- 197.15 382.6
dinitrotoluen 0
|“|:ﬁ
o 1
—_— I.I;_z
'.:i:‘..' H:Il:
.I':
C-/H;N30,
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3.1.4. Pikrik asit (2,4,6-Trinitrofenol)
Bakteri izolasyonu asamasinda bakterilerin  nitroaromatik  bilesikleri
parcalama kabiliyetlerinin arastirilmast icin minimal besi ortamina eklenmistir.

Pikrik asitin 6zellikleri Cizelge 3.3 de verilmistir.

Cizelge 3.3. Pikrik asitin 6zellikleri (Qasim ve ark, 2007)

Uriindin Kimyasal Adi1 | Molekiler Molekiler Formilid | Kaynama
Ticari Adi Agirhg Noktasi
g/mol °C
Pikrik asit |2,4,6- 229.10 0:== > 300 C
Trinitrofenol O
iy "\.:’_E‘I
—( &
|:J:Z- I:D
e I
CeH3N3O7
3.1.5. Besiyerleri

3.1.5.1. Pikrik Asit icerikli Minimal Besiyeri

Toprak Orneklerinden nitroaromatik bilesikleri parcalayabilen izolatlarin
tespiti amaciyla kullamimistir (Rajan ve ark, 1996).

Bilesimi gL
NaH,PO,.H,0 0.6

K>HPO, 18
(NH4)2S04 1.5

Maya 0zUtu 0.5 (mg/mL)
Iz element sollisyonu 10 mL

Agar 15
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Stok iz element soliisyonu

Bilesimi mg/100mL
MgCl, 2000
CaCl,.2H,0 400
NaMo00,.2H,0 150
MnCl,.4H,0 80
FeCl3.6H,0 50

pH's1 7.2+0.1'e ayarlamp 121°C’de 15 dakika steril edilen bu besiyeri oda
sicakligina kadar sogutulduktan sonra pikrik asitin sulu stok ¢ozeltisinden son hacim
100 mg/L olacak sekilde eklenerek hazirlanmustir.
Pikrik asit stok cozeltisi: Steril distile su ile pH’st 7.5+0.1'e ayarlanan ve 0.45um
por capli millipore seltloz filtreler ile steril edilmis 1000 mg/L pikrik asit stok
cozeltisi gerektiginde kullanilmak Uizere koyu renkli siselerde +4°C’ de buzdolabinda
saklanmustir.

3.1.5.2. Glutamate Starch Phenol Red Agar (GSP)

Degradasyon calismalarinda kullamlan Pseudomonas sp.  bakterisinin
izolasyonu amaciyla kullaniimistir (Akoglu, 2006).

Bilesimi a/L
Sodyum L (+)glutamate 10
Nisasta 20
KH,PO, 2
MgS0,.7H20 0.5
Fenol kirmizisi 0.36
Agar 15

Icerigi hazir olan bu besiyeri kullamlacak miktarda distile suda ¢ozullp
121°C’ de 15 dak. steril edilerek petri kutularina dokulmstar.
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3.1.5.3. Plate Count Agar (PCA)

Biyodegradasyon sirecinde minimal besi ortamindaki mililitrede koloni
olusturan birim (Colony Forming Unit, CFU/mL) olarak bakteri sayiminin yapilmasi
amaciyla hazirlanmstir.

Bilesimi aL
Kazein peptonu

Maya 0zUtu 25
Glikoz 1
Agar 14

Icerigi hazir olan bu besiyeri kullamlacak miktarda distile suda ¢ozullp
121°C’ de 15 dak. steril edilerek petri kutularina dokulmistar.

3.1.5.4. Nutrient Agar (NA)

Bakterilerin saf kultir seklinde stoklanmasi amaciyla kullani mistir.

Bilesimi gL
Et peptonu 5
Et 6z0tl 5
Agar 12

Icerigi hazir olan bu besiyeri kullamlacak miktarda distile suda ¢ozullp
121°C’ de 15 dak. steril edilerek petri kutularina dokulmstar.

3.1.5.5. Tryptic Soy Agar (TSA)

VITEK Il Bakteri tanilama sistemi ile bakterilerin tammlanmas: asamasinda
bakterilerin taze kiltur seklinde Uretilmesi amaciyla kullanmlmstir.
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Bilesimi
Kazein peptonu
Soya peptonu
NaCl

Agar

15

15

Icerigi hazir olan bu besiyeri kullamlacak miktarda distile suda ¢ozullp
121°C’ de 15 dak. steril edilerek petri kutularina dokulmistar.

3.1.5.6. Nitrat Buyyon

Biyodegradasyon calismalar1 sirasinda kullamilacak bakterilerin belirlenmesi

amaciyla kullanmilmustir (Strtictioglu, 2003).

Bilesimi
NaNOs;
KH2PO,
NaHPO,

gL
0.8

117
1.93

pH’s1 7.0+0.1' e ayarlanip 121°C’ de 15 dakika steril edilmistir.

3.1.5.7. On Uretme Besiyeri

Bakterilerin degradasyon besi ortamina inokile edilmeden 6nce Uretilmeleri

amaciyla kullanmlmstir (Tope ve ark, 1999).

Bilesimi

Et 6zutu

Et peptonu
NaCl
K2HPO,
KH2PO,
MgSO,.7H,0

gL
10
10
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pH’s1 7.2+0.1' e ayarlanip 121°C’ de 15 dakika steril edilmistir.

3.1.5.8. Minimal Besiyeri

Icerigine son hacim 50 ve 75 ppm olacak sekilde stok TNT ¢ozeltisinden
eklenerek hazirlanan besiyeri, bakterilerin TNT Uzerindeki pargalama yeteneklerinin
belirlenmesi amaciyla biyodegradasyon ortami olarak kullamlmistir. Tope ve ark,
(1999) tarafindan kullamlan bu besiyerine maya 6ziitt eklenerek modifiye edilmistir.

Bilesimi aL
KoHPO, 6.18
KH,PO, 1.93
Maya 0zUtu 1

pH'st 7.2+0.2'ye ayarlamp 121°C'de 1,2 atm basingta 15 dakika steril
edilmistir. Sterilizasyon sonrasi besiyeri oda sicakligina gelene kadar sogutulduktan
sonra TNT eklenmistir.
3.1.6. Cozdltiler ve Ayrraglar:
3.1.6.1. TNT Stok Cozeltis

1000 mg/L olacak sekilde aseton icerisinde ¢ozilerek hazirlanan bu c¢ozelti
kullanilana kadar +4°C’ de koyu renkli siselerde saklanmistir (French ve ark, 1998;
Tope ve ark, 1999).
3.1.6.2. 50mM Potasyum Fosfat Tamponu

Bakterilerin biyodegradasyon ortamina inokile edilmeden once besiyeri

kalintilarindan arindirilmast  ve bakteri  yogunlugunun ayarlanmast amaciyla
kullanilmistir (Seth-Smith, 2002).
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Bilesimi gL
KoHPO, 6.18
KH2PO4 1.93

pH’s1 7.3+0.1' e ayarlanip 121°C’ de 15 dakika steril edilmistir.

3.1.6.3. Griess-lllosvay Ayirac

NO; olusumunun kolorimetrik olarak belirlenmesi amaciyla kullanilmstir.
Bu ayirag asagida verilen A ve B ayiraglarindan olusmaktadir (Vikesland ve ark,
2007).
A ayrracr: 0.5 g stilfanilamid 100 mL 2.4 M HCI icerisinde ¢oziinerek hazirlanmustir.
B aywraci: 0.3 g N-(1-naftil) etilendiamin dihidroklorit 100 mL 0.12 M HCI
icerisinde ¢oziinerek hazirlanmistir.  Ayiraglar  koyu renkli  siselerde +4°C’de
buzdolabinda muhafaza edilmistir

3.1.6.4. Renklendirme Cozeltis

Biyodegradasyon siirecinde TNT'nin degradasyonuna bagli olarak ortaya
cikan NO; iyonun spektrofotometrik analizlerinin yapilmas: icin kullanilmistir.
Cozelti | ve l1"den olusmaktadir (Nyanhongo ve ark, 2006).

Cozelti 1: 26 mL HCI icerisinde 5g. sllfanilamid ¢ozllerek son hacim distile su ile
500 mL’ye tamamlanarak hazirlanmustir.

Cozelti 11: 0.5 g N-(1-naftil) etilendiamin dihidroklorit 500 mL distile su i¢erisinde
cozllerek kullamlmustir. Cozeltiler koyu renkli siselerde +4°C’de buzdolabinda
saklanmustir.

3.1.6.5. Standart Nitrit Cozeltis
Biyodegradasyon ortaminda TNT’ nin aromatik halka rediksiyonu sonucu

ortamda biriken NO, iyon miktarimin spektrofotometrik analizi igin gerekli
kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi amaciyla hazirlanmistir. 0.75 g NaNOs 1 L distile
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suda ¢ozulerek stok nitrit ¢ozeltisi hazirlanmistir (500 pg nitrit/mL). Stok ¢ozeltiden
1 mL alinip 1 L distile suya tamamlanarak standart nitrit soltisyonu hazirlanmistir
(0.5 pg nitrit/mL) (Jecfa, 1995).

3.1.6.6. Standart Nitrat Cozeltis

Degradasyon siirecinde zamana bagli olarak artis gosteren nitrit iyonlarinin
nitrat iyonlarina oksidasyonunun belirlenmesi amaciyla kullanilan bu ¢ozelti 0.7218
g KNOs'Uin 1 L distile suda ¢oziinerek elde edilen stok nitrat ¢ozeltisinden (100 pg
nitrat/mL) 100 mL ahmp 1 L distile suya tamamlanarak hazirlanmistir (10 pg
nitrat/mL) (Al-Absi, 2008).

3.1.6.7. %5 K OH Cozeltis

Ince tabaka kromatografisi calismalarinda TNT ve parcalanma Uriinlerinin
renklendirilmesi amaciyla 1:1 oraminda distile su - etanol icerisinde cozllerek
hazirlanmistir Nam, (1997) tarafindan bildirilen bu ¢ozelti tarafinuzdan modifiye
edilerek kullanmlmustir.

3.1.6.8. Higg' s Griess Ayrrac

A ve B olmak uzere iki solisyondan olusan bu ayirag plakalarin
renklendirmesi icin kullanilmistir.  Soltsyonlar koyu renkli siselerde +4°C’de
buzdolabinda muhafaza edilmistir (Nam, 1997).

A soliisyonu: 20 mg N-(1-naftil) etilendiamin dihidroklorit 100 mL 0.1N’lik HCI
icerisinde ¢ozlinerek hazirlanmustir.

B soliisyonu: 200 mg silfanilik asit 100 mL 2N’lik HCI igerisinde ¢Ozuinerek
hazirlanmistir. A ve B solUsyonlari kullaniimadan dnce esit hacimlerde karistirilarak

plakalarin tizerine puskirtilmesi ile maddelerin boyanmast saglanmustir.
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3.2. Metod

3.2.1. Toprak Orneklerinde TNT Varhginin Belirlenmesi

NATO ve Kilis bolgelerinden alinan toprak érneklerinin 20 gramina %96’ 1k
100 mL aseton ilave edilerek en az 10 dakika slreyle vorteksle karistirilmustir.
Karisim oda sicakliginda bekletilerek topragin ¢okmesi  saglanmistir.  Toprak
ekstraktlardan alinan 25 mL st faza 0,2 g KOH ve 0,2 g sodyum siilfit eklenerek
karisimin kimyasallarla muamelesi icin 1-5 dakika sonikasyonda (Bandelin Sonorex)
bekletilmistir. Sonikasyon sirasinda toprakta TNT'ye yonelik bir kirliligin varligi,
ekstraktda menekseden-kirmiziya kadar degisen renk olusumu ile belirlenmistir.
Kolorimetrik olarak nitroaromatik kokenli patlayici madde kirliligi belirlenen toprak
ornekleri bakteri izolasyonu igin kullamlmustir (Uzer, 2004).

3.2.2. HPLC Analizleri icin Toprak Orneklerinin Ekstraksiyonu

Kolorimetrik yontem sonucu renklendirmeye bagli olarak TNT kirliligi
saptanan  toprak Orneklerindeki  kirlilik miktarimin - HPLC  analizleri ile
belirlenebilmesi igin 1 g toprak Ornegine 9 mL asetonitril ilave edilerek olusan
stispansiyon 1 dakika vorteks kullanilarak karistirilmstir. Teflon kapakli koyu renkli
siselere alinan karisimlar 18 saat siresince sonikatorde bekletilerek topraklarin
ekstraksiyonu saglanmustir. Toprak orneklerinin ¢oktirdlmesi icin ekstraksiyon
sonrast 6rnekler oda sicakliginda 30 dakika dinlendirilmistir. Durulmus ¢ozeltinin Gst
fazimin 1 mL’sine 1 mL CaCl;, (5 g/L) solusyonu eklenerek oda sicakliginda 15 dak.
dinlendirilen bu karisgtm 9000 rpm’'de 10 dakika +4°C' de santrifllj (Sigma 2-16K
model) edilmistir. Santrifgji takiben alinan tst faz 1.5 mL’lik teflon kapakli koyu
renkli viyallere aktarilarak HPLC analizleri icin +4°C’ de buzdolabinda saklanmustir
(Schuster ve Gratzfeld-Huesgen, 1993; Boopathy, 2000; Fallahi ve ark, 2007).
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3.2.3. Bakteri izolasyonu

1. Toprak orneklerine dogal bir nitroaromatik bilesik olan pikrik asit
ilave edilerek nitroaromatik kirlilik diizeyi arttirilmistir.

2. Her 100 mL’lik minimal besiyerine 1 g toprak Ornegi eklenerek
30°C’ de 180 rpm’ de 72 saat sireyle inkiibasyona birakilmustir.

3. 3 periyot seklinde her 72 saatlik inkiibasyon sonunda besi ortaminda
pikrik asitten kaynakli sar1 rengin turuncuya donutistip dontismedigi gozlenmistir.

4, Biyolojik pargalanmaya yonelik renk degisimi  belirlenmis
kilturlerden %5’lik inokilim taze minimal besiyerine aktarilarak aymi islem
tekrarlanmustir.

5. 72 saat sonunda kiltirlerden alinan ornekler 10™° sulandirma
katsayisindan aynt minimal besiyeri icerigine %1.5-2 agar eklenerek hazirlannus
petri kutularina yayma ekim yapil mistir.

6. 30°C'de 1-5 gin arasi inklbasyona birakilan plaklardan turuncu-
kahverengi koloniler segilmistir (Behrend ve Hessche-Wagner, 1999).

Pseudomonas cinsi bakterilerin izolasyonu igin;

1. 1 g toprak drnegi 9 mL saf su igerisinde homojenize edilerek 30 dak.
oda sicakliginda bekletilmistir.

2. Homojenizatin 1 mL’si 10° ve 10° sulandirma yapilarak GSP agara
yayma ekim yapil mistir.

3. 28°C’ de 3 guin inkiibe edilmistir.

4, Inklibasyon siiresi sonunda 2-3 mm capl: sart renkli ve etrafi sar
zonlu koloniler Aeromonas sp., yine 2-3 mm c¢apli kirmizi ve etrafi kirmizi zonlu

koloniler Pseudomonas sp., olarak degerlendirilmistir (Akoglu, 2006).
3.2.4. Izolat Segimi
Izole edilmis mikroorganizmalardan biyodegradasyon calismalarinda

kullanilacaklarin belirlenmesi amaciyla nitrat rediksiyon testi yapilmistir. Bunun igin
2 mL nitrat buyyon iceren tiplere stok kati kilttrlerden inokle edilerek 37°C'de 2
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saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi tiiplere sirasyla 100 pL konsantre
HCI, %0.2'lik 200 pL silfanilamid c¢ozeltisi, %0.1'lik 200 pL N-(1-naftil)
etilendiamin dihidroklorit eklenerek oda sicakliginda 5 dak. bekletilen drneklerde
pembe-kirmizi renk olusumu pozitif sonug olarak kabul edilmistir. Renk tonuna gére
tupler + ve—seklinde degerlendirilmeye alinmustir (Strtictioglu, 2003).

3.2.5. Bakterilerin Tamimlanmas

VITEK 1l Bakteri tamlama sistem kullamlarak yapilan tamlama
calisgmalarinda bakterilerin stok saf kultirlerinden alinan Orneklerden TSA agara
yayma ekim yapilarak 37°C’ de 24 saat inkube edilmistir. Bakterilerin 24 saatlik taze
kilturlerinden pH’'st 4.5-7.0 arasina ayarlanmis steril 3 mL %0.45-0.50 NaCl
cOzeltisi igerisinde slspansiyonlari hazirlanmistir. Bacillus cinsi bakteriler icgin
MacFarland bulanikligi 1.8-2.2; Gr (-) bakteriler icin ise bu deger 0.5-0.63 arasina
ayarlanmistir. Bakterilerin Gram boyamaya kars: verdikleri reaksiyona gore uygun
VITEK Kkitleri segilerek drnekler tammlanmak Uzere cihaza yuklenmistir.

3.2.6. TNT Toleransinin Belirlenmesi

Biyodegradasyon calismasinda kullanilan TNT konsantrasyonun belirlenmesi
icin bakteriler artan konsantrasyonlarda TNT (0O, 5, 10, 15, 30, 50, 75 ve 100 ppm)
iceren 5 mL’lik minimal besiyerine inokile edilerek 24 saat inkibe edilmiglerdir.
Sivi besiyerindeki bulanik ve 0, 12 ve 24 saat araliklarla sivi kiltirlerden alinan
orneklerde nitrit olusumuna gore bakterilerin  tolere edebilecekleri TNT
konsantrasyonu belirlenmistir. Nitrit testi pembe-mor renk olusumunun gozlenmesi
seklinde yapilmistir. (Seth-Smith, 2002).

3.2.7. Nitrit Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Biyodegradasyon calismalar1 sirasinda TNT’ nin rediksiyonuna bagli olarak
ortaya gikabilen nitrit miktarinin belirlenmesi igin standart nitrit ¢ozeltisi kullanilarak
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kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve NO; iyonlarimn miktart bu egri baz alinarak
hesaplanmistir. Egrinin gizilebilmesi igin 0, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25 ve 0.3 mg/L
konsantrasyonlarda standartlar hazirlanmistir. 10 mL renklendirme ¢ozeltisi 1’den
eklenen oOrnekler 3 dak oda sicakliginda bekletilmistir. Uzerine renklendirme
cozeltisi 11’den 1 mL ilave edilerek 100 mL saf suya tamamlanan ornekler iyice
karistirilarak 15 dak oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Orneklerdeki nitrit oran: 540
nm dalga boyunda Varian Carry 50 Bio UV-Visible model spektrofotometrede
referansa (digtile su + renklendirme ¢ozeltisi) karst okutularak belirlenmistir.
Calismalar 3 tekrarl sekilde yUritUlmustir. Bu degerlere gore nitrit kalibrasyon
egrisi asagidaki gibi cizilmistir (Jecfa, 1995). Sekil 3.1'de nitrit kalibrasyon egrisi
verilmistir.
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Sekil 3.2. Nitrit kalibrasyon egrisi

3.2.8. Nitrat Kalibrasyon Egrisinin Cizilmes

Degradasyon calismalari sirasinda biyodegradasyon siirecinde TNT
rediiksiyonuna yonelik ortaya ¢ikan NO' nin bakteriler tarafindan veya kimyasal bir
proses araciligiyla NOsz iyonuna oksidasyonun gergeklesip gerceklesmediginin
belirlenmesi igin orneklerdeki nitrat miktarlar: Slgtilmistir. Orneklerdeki nitrat

miktarlarinin belirlenmesi icin farkli konsantrasyonlarda nitrat iceren standartlar
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kullanilarak kalibrasyon egrisi gizilmistir. Bunun igin O, 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 mg/L
konsantrasyonlarda nitrat standartlar1 hazirlanmustir. Bu ¢ozeltilere IN’lik HCI
cozeltisinden 1 mL eklenerek iyice karistirilmustir. Bu solisyonlardaki nitrat miktari
220 nm'de UV-Visible Spektrofotometrede referansa (nitrat igermeyen distile su + 1
mL 1 N’lik HCI ¢ozeltisi) kars1 okutularak kalibrasyon egrisi gizilmistir (Al-Absi,
2008). Sekil 3.2°de nitrat kalibrasyon egrisi verilmistir. Aym islemler
biyodegradasyon ortamindan alinan 6rneklere de uygulanmustir.
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Sekil 3.3. Nitrat kalibrasyon egrisi

3.2.9. Biyodegradasyon Ortaminin Hazirlanmasi

50 mL’lik 6n Uretme besiyerinde 24 saatlik inkibasyonu takiben gelisen
biyomas 450 mL On Uretme besiyerine inokile edilmis, son hacim 500 mL’ye
tamamlananarak inklbasyona birakilmistir. 24 saatlik inktbasyonu takiben 8500
rpm’ de +4°C’ de 10 dakika santrifiij edilen 6rnekler 50 mM potasyum fosfat tamponu
ile 2 kez yikanarak besi ortaminin kalintilarindan uzaklastirilmistir. Aym tampon
kullamlarak slispanse edilmis  6rnekler degradasyon ortaminda kullanmilan
konsantrasyonun 1/2’sini igeren 500 mL’lik minimal besiyerine %10 oramnda
inokile edilerek 24 saat inkiibe edilmistir. Ornekler 8500 rpm’ de 10 dakika +4°C’ de
santriftj edilmistir. Cokeltiler potasyum fosfat tamponu ile 2 kez yikanarak optik
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yogunluklar: 4.8+0.2’ ye ayarlanmistir. %10 oraninda bakteri inokdle edilen, 50 ve 75
mg/L konsantrasyonlarda TNT iceren ve 2 L’lik siselerde baslangic hacmi 500 mL
olan minimal besiyerleri biyodegradasyon ortam olarak kabul edilmistir (Tope ve
ark, 1999). Sekil 3.4'te biyodegradasyon calismalarinda kullamlan deney ortamlari
(96.saat) verilmistir.

Sekil 3.4. Biyodegradasyon ¢alismalarinda kullanilan deney ortamlar: (96.saat)

3.2.10. Abiyotik Degradasyon Calismalari

Bakteriyel biyodegradasyon uygulamalarina es zamanli olarak ayn
kosullarda 50 ve 75 ppm konsantrasyonlarda TNT iceren degradasyon ortamlarinda
abiyotik caligmalar sirdurdlmustir. Bu calismalar 0, 6, 12, 24, 48, 72 ve 96.
saatlerde alinan ornekler ile nitrit, nitrat ve HPLC analizi; O ve 96. saatlerden alinan
orneklerden de GC-MS ve TLC analizleri yapilarak surdirilmistir. Sekil 3.5 de
abiyotik degradasyon ortamlari verilmistir (I: 50 ppm TNT iceren abiyotik; II: 75
ppm TNT iceren abiyotik ortam).
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m

Sekil 3.5. Abiyotik degradasyon ortami (96. Saat)

3.2.11. Biyodegradasyon Ortamlarinin pH Kontrollerinin Yapimas

TNT degradasyonu siresince pH degisiminin belirlenebilmesi icin
degradasyon ortamlarindan belirli araliklarla (0, 6, 12, 24, 48, 72 ve 96 saat) alinan
ornekler 8500 rpm’de +4°C’ de 1 saat santrifuj edilmis ve sulu fazin pH’si lgllerek
kontrol edilmistir.

3.2.12. Reaksiyon Uriinlerinin izolasyonu

0, 6, 12, 24, 48, 72 ve 96 saatlerde biyodegradasyon ortamindan steril falkon
tlplerine alinan 50 mL’ lik 6rnekler 8500 rpm’ de +4°C’de 1 saat santrifuij edilmistir.
Bu orneklerin 20 mL’si ortamdaki TNT ve rediksiyona bagli olarak olusan
metabolitlerin HPLC, GC-MS ve TLC analizlerinin yapilmas: icin ekstrakte
edilmistir. Ekstraksiyon icin érnegin her 1 mL’sine 160 pL IN’lik HCI ¢ozeltisinden
eklenmis ve iyice karstirilarak ayirma hunisine alinmis slispansiyon, iki kez esit
hacimlerde etil asetat ile yikanmis ve Ust fazlar (etil asetat faz) toplanmustir. Etil
asetat faz1 susuz NaSO, iceren cam kolonlardan gecirilerek suyundan uzaklastirilmis
ve rotary evaporatorde (Heidoph) vakum altinda 35°C sicaklikta etil asetat
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ucurularak ornekler yogunlastirilmistir. Cam balonun yizeyine yapismis halde
bulunan 6rnekler 1 mL asetonitril ile muamele edilmistir. ElUsyonu tamamlanmis
ornekler 1.5 mL’lik teflon kapakli koyu renkli viyallerde +4°C'de buzdolabinda
saklanmustir (Schackmann ve Miiller, 1991; Tope ve ark, 1999)

3.2.13. Bakteri Gelisiminin izlenmesi

Bakteriyel biyodegradasyon calismalarinda TNT iceren ve icermeyen
minimal besiyerindeki bakteri gelisimi PCA’ya yayma ekim yapilarak (107°)
mililitrede koloni olusturan birim sayilmasi ve hiicre yogunlugunun 600 nm’ deki
absorbans degerlerine bakilarak iki sekilde takip edilmistir. Biyodegradasyonun O, 6,
12, 24, 48, 72 ve 96. saatlerin sonunda minimal besi ortamindan steril ependorf
tUplerine alinan 1 mL’lik 6rnekler 10000 rpm’ de 30 dak. +4°C’ de santrifijj edilmistir.
Uzerine 1 mL distile su eklenen cokeltiler vorteks ile karstirlarak (VWR
International) slispanse edilmistir. Siispansiyon 10000 rpm’de 10 dak. +4°C'de
santrifilj edilerek yikanmistir. Bu islemler 2 kez tekrarlanarak yikama islemi
tamamlanmigtir. 1 mL distile su igerisinde slspanse hale getirilen ¢okeltinin

yogunlugu UV visible spektrofotometrede distile su referansina karsi okunmustur.

3.2.14. Analitik Analizler

3.2.14.1. Spektrofotometri

Biyodegradasyon ortamindan reaksiyon driinlerinin izolasyonu igin santrifij
edilmis 50 mL’lik 6rnegin 10 mL’si TNT'nin aromatik halkasindaki nitro gruplarin
yapidan ayrilmasi sonucu ortamda biriken nitrit iyonlarimn varhigi ve nitritin
kimyasal yada mikrobiyolojik proseslerle nitrata oksidasyonu renklendirme ayiraglari
kullanlarak spektrofotometrik analizler ile kontrol edilmistir.

Nitrit analizleri igin 200 pL Ornege 50 pL renklendirme ¢ozeltisi 1'den
eklenip 5 dak. oda sicakliginda inktibe edildikten sonra tiplere 50 pL renklendirme
¢Ozeltisi 11'den ilave edilerek 20 dak. oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 700uL saf
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su eklenerek UV visible spektrofotometrede 540 nm' de referansa karst okunmustur,
referans olarak baslangic degradasyon ortamu kullanmlimistir (Behrend ve Heesche-
Wagner, 1999).

Nitrat analizi igin 5 mL’lik 6rnege 1 mL 1IN’lik HCI ¢ozeltisinden ilave
edilerek iyice karistirilmis ve UV visible spektrofotometrede 220 nm' de referansa
kars1 okunmustur, referans olarak baslangi¢ degradasyon ortami kullamlmstir (Al-
Absi, 2008).

Her iki spektrofotometrik yontemdeki okumalar 3 tekrar seklinde yapil mstir.
Abiyotik ortamlardaki nitrit ve nitrat miktarlarimin  da, aym yontemlerle
spektrofotometrik analizleri yapilarak  biyolojik ve kimyasal degradasyon
proseslerindeki nitrit ve nitrat olusumunun farklilig: belirlenmistir.

3.2.14.2. Yiksek Basanch Sivi Kromatografis (HPLC)

Bakteriyel biyodegradasyon calismalari siresince abiyotik ortam ve
bakteriyel kulttrlerden ekstrakte edilmis drneklerdeki TNT miktarimin zamana bagli
olarak degisimi HPLC analizi yapilarak takip edilmistir. Boopathy ve ark (1994),
tarafindan rapor edilen metod modifiye edilerek kullanilmustir. TNT standart
kullanilarak kalibre edilmis HPLC' nin ¢alisma kosullar1 ve ellisyon programi Cizelge
3.4'te verilmistir.

Cizelge 3.4. HPLC calismakosullar1 ve izokratik ellisyon programi
HPLC Caligma Kosullari

Model : Schimadzu

Kolon : C18

Dedektor : UV visible

Hareketli faz . A: Asetonitril (% 21)

B: Metanol (% 35)
C: Ultra saf su (% 44)

Dedeksiyon : 254 nm
Akis hizi : 0.7 mL/min
Enjeksiyon miktari 120 pL
Analiz siresi : 15 dakika
Kolon sicaklig : 30°C
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3.2.14.3. Gaz Kromatografisi-K (itle Spektrofotometres (GC-M S)

TNT'nin  bakteriyel biyodegradasyonu sirasinda kilttrlerde biriken
parcalanma Urtinlerinin tammlanmast GC-MS kullanilarak yapilmistir. Oh ve Kim
(1998), tarafindan uygulanan metod modifiye edilerek GC-MS andlizleri
surdurdlmistir. Bu uygulamayla birlikte drneklerin Cizelge 3.5 de verilen calisma
programi dogrultusunda GC-MS analizleri yapilmistir.

Cizelge 3.5. GC-MS ¢alisma prosedirti
GC-MS Caligma Proseduri

Cihaz : Thermo Scientific

Taslyici gaz : Helyum

Kolon 6zellikleri 60 m x 025 mm x 0.25 pym ID
(TR5MS)

Enjeksiyon sicakhgi : 240°C

Sicaklik programi : 80°C’ de 1 dakika bekletilir. Dakikada

10°C artigla 300°C’ ye cikartilr.
Burada 12 dakika bekletilir.

Akis hizi : 1 mL/dakika
Enjeksiyon miktari tlpul

Analiz siresi : 35 dakika

iyonizasyon . Elektron impakt 70 (eV)
Enjeksiyon tipi : Split orani 1/50

3.2.14.4. ince Tabaka K romatografis (TLC)

Degradasyon ortamlarindaki parcalanma driinleri ve ortamda kalan TNT nin
saptanmasi igin TLC analizleri yapilmistir. Bunun igin 5x10 cm uzunlugunda UV
absorbansina sahip silika jel ile kapli hazir cam plakalar (silica gel 60 Fpsg)
kullanmlmistir. Plakanmin alt ucundan 0.8 cm yiuksekte olacak sekilde kapiller cam
borular yardimi ile silika jele 6rnekler emdirilerek ince tabaka kromatografiye
hazirlanmistir. Tabakaya uygun kromatografi tanki 2 cm yiksekligi gecmeyecek
sekilde hareketli faz olarak kullamilan etil asetat:heksan (2:3) karisimu ile
doyurulmustur. Hazirlanan ince tabaka tanka yatay olarak yerlestirildikten sonra
hareketli fazin tabakada yikselmesi izlenmistir. Yukselen ¢ozicl Gst uca 1 cm
yaklasinca tabaka tanktan ¢ikaril mistir.

65



3. MATERYAL VE METOD Hatice Aysun MERCIMEK

Plakalar boyama islemi ©ncesinde UV 1s1g1 transilluminator (VILBER)
altindaincelenerek 6rneklerdeki lekelenmeler isaretlenmistir.

Ornegin belirli bir yiriticii faz icerisinde ince tabaka plaklar: iizerinde
katettigi mesafe olarak tanimlanan alikonma faktord (Rf) numune uygulama cizgisi
ve yukselmis leke merkezi arasindaki uzakligin, ¢oziicl yukselmesinin ve numune
uygulama cizgisi arasindaki uzakliga oranlanmas ile hesaplamustir.

Buna gore referans urtnlerinin olusturdugu lekelenmelerin Rf degerleri ile
karisimlardaki metabolitlerin Rf degerleri karsilastirilarak parcalanma  Grdnleri
tammlanmaya calisilmistir.

Sa¢ kurutma makinesi kullanilarak kuru sicak hava ile kurutulmus plakalarin
Uzerine srasiyla %5KOH ¢Ozeltiss ve Higg's Griess ayiraci puskirtilerek
boyanmustir (Nam, 1997).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Toprak Orneklerindeki TNT Kirliligin Kolorimetrik Analizi:

TNT ile kirlenmis toprak ©rneklerinin kolorimetrik analizleri, bu
komponentin alkali hidroksitler ile reaksiyona girerek ekstraktin rengini menekseden
kirmiziya kadar degistirebilen Meisenheimer anyonunu olusturmast temeline
dayanmaktadir. Calismamizda reaksiyon hizlandirici olarak sodyum  silfit
kullanilmis ve renk degisiminin kararligim saglamak igin toprak ornekleri asetonla
ekstrakte edilmistir (Uzer, 2004).

NATO karargahindan alinan bir ve Kilis-Suriye sinir bélgesinden alinan g
adet toprak orneginin kolorimetrik analizleri yapilarak TNT Kirliligi olup olmadig:
belirlenmeye calisilmistir. Buna gore NATO karargahi toprak Orneginde koyu
kirmizi; Kilis-Suriye simir bolgelerinden alinan toprak o6rneklerinin yalnizca bir
tanesinde (Kilis 11l. Boélge) menekse renk olusumu gortlerek TNT Kirliligi
belirlenmistir. Bu toprak orneklerine ait renk degisimi Sekil 4.1'de verilmistir (I:
Kilis1. Bolge, I11: NATO karargahy, I11: KilisIl. Bolge, 1V: KilisIl1. Bolge).

\

!

- '

Sekil 4.1. Toprak ¢érneklerinin kolorimetrik analiz sonucu renk dégisimi

NATO ve Kilis Ill. Bolge toprak ornekleri TNT'nin biyodegradasyon

calismalarinda kullamlan bakteri izolasyonlar: igin materyal olarak kullamlmustir.
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4.2. Toprak Orneklerindeki TNT Varhgmn HPLC ile Tespiti

Toprak ekstraktlarindaki TNT miktari HPLC analizleri  yapilarak
belirlenmistir. Analiz sonucunda NATO ve Kilis toprak 6rneklerinde sirasiyla 61.35
ve 14.61 ppm TNT varhig:r saptanmustir. Toprak érneklerindeki TNT miktar: Sekil

4.2’ de verilmistir.

AT mKILIS

THNT Miktan (ppm)
[ B T R - T R
[ T = S

—
=]

1

Sekil 4.2. Toprak érneklerindeki TNT miktar:

4.3. Bakteri izolasyonu

Pikrik asit icerikli minimal besi ortamunda biyolojik parcalanma sonucunda
olusan renk degisimine yonelik yurdttlen, izolasyon caligmalari sirasinda sivi ve kati
kulturlere ait renk farkliliklart Sekil 4.3 (1: Pikrik asit igerikli minimal besiyeri + %5
inokdlim, 11: Kontrol grubu) ve Sekil 4.4 (1: EKim yapilmamis plak, 11: 2. periyot
sonunda inokile edilen plak)’'de verilmistir. Kat1 besiyerinde treyen bakterilerden

etraf1 zonlu turuncu-kahverengi koloni morfolojisine sahip olanlar segilmistir.
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—

Sekil 4.4. Pikrik asit icerikli minimal besiyerinden secilen bakteri morfolojisi

Bu izolasyon sonunda Kilis 111. Bolgeden 24 adet, NATO karargahindan 34
adet bakteri izole edilmistir. Degradasyon calismalarinda kullamlmak (zere
Pseudomonas sp. izolasyonlari icin her iki toprak 6rneginden GSP agara yayma ekim
yapilarak inklibasyon sonrasi 2-3 mm ¢apli, kirmizi ve etrafi kirmizi zonlu koloniler
secilerek 10 adet bakteri izole edilmistir. Kilis 111. Bolge toprak orneginden GSP

agarda koloni olusumu goézlenmemistir. Calismada kullamlan Pseudomonas sp.
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NATO karargahi toprak érneginden izole edilmistir. Sekil 4.5 de GSP agarda Ureyen

bakterilerin koloni morfolojileri verilmistir.

Sekil 4.5. GSP agardan secilen koloni morfolojileri

Bu bakterilere nitrat rediiksiyon testi uygulanarak degradasyon calismalarinda

kullanilan izolatlar secilmistir.
4.4. izolatlarin Nitrat Rediiksiyon Aktiviteleri

Bakteriler sentezledikleri nitrorediiktaz enzimi sayesinde nitrat kaynag: iceren
besi ortamlarinda nitrat1 nitrit (NO), amonyak (NHs) ve azot gazi (N,) na kadar
redikte edebilmektedirler. Bu test kullanilarak izolatlar arasindan nitoaromatik
patlayicilar Gzerinde etki edecek enzim sistemi igeren suslarin secimi yapilmistir. Bu
nedenle 68 adet izolat nitrat rediksiyon testine tabii tutulmustur. Sekil 4.6'da renk
tonuna gore tuplerin + ve — olarak degerlendirilmesi verilmistir. Kontrol grubunun
renk tonu izolatlarda negatif sonug olarak kabul edilmistir.
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Sekil 4.6. Nitrat rediiksiyon testtinin degérlendirilmesi

Bu izolatlara ait nitrat rediksiyon test sonuglar1 Cizelge 4.1’ de verilmistir.
Nitrat reduksiyon testinin renk tonuna dayanarak yapilan degerlendirmede pozitif
sonug veren izolatlardan NATO karargahi toprak érneginden 2 adet, Kilis111. Bélge
toprak Orneginden ise 2 adet bakteri TNT biyodegradasyon calismalarinda
kullanilmak Uzere segilmistir.
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Cizelge 4.1. Nitrat rediksiyon test sonuclari

Kilis 1ll. Bélge izolatlari NATO izolatlari GSP Agar izolatlar
Bakteri Test Sonuclari  Bakteri Test Sonugclari Bakteri Test Sonuclari
No No No
1 ++ 1 ++ 1 -
2 ++ 2 ++ 2 -
3 +++ 3 ++ 3 ++
4 - 4 ++ 4 -
5 - 5 - 5 .
6 ++ 6 - 6 ++
7 +++ 7 ++ 7 -
8 ++ 8 ++ 8 -
9 - 9 ++ 9 +++
10 ++ 10 ++ 10 -
11 - 11 ++
12 ++ 12 ++
13 - 13 ++
14 ++ 14 ++
15 ++ 15 -
16 - 16 -
17 - 17 -
18 ++ 18 -
19 - 19 ++
20 - 20 ++
21 - 21 -
22 ++ 22 ++
23 - 23 ++
24 ++ 24 -

25 ++

26 ++

27 ++

28 ++

29 ++

30 +++

31 ++

32 ++

33 ++

34 -

4.5. izolatlarin Tanllanmas

Izolatlarin tanilanmas: icin ilk 6nce Gram boyama yapilmustir. VITEK |

Bakteri tamlama sistemi kullanilarak bakteri tanimlamalar: gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.2' de bakterilerin tamlama sonuclari verilmistir.
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Cizelge 4.2. Bakterilerin tamlama sonuglari

izolatlar identifikasyon Sonuclari
AD1 Pseudomonas aeruginosa
AD2 Enterobacter cloacae
AD3 Bacillus cereus

AD4 Enterobacter cloacae

Pseudomonas aeruginosa, hastane enfeksiyonu nedeni olarak bilinen Gr
negatif basil veya kokobasil morfolojisine sahip sporsuz bir bakteridir. Tek ugta
bulunan kirpikleri sayesinde hareketlilik 6zelligi kazanmaktadir. Aerob 6zellikte olup
en iyi Ureme sicakhigi 37°C olmasina karsin 42°C'de de Ureme davrans:
gostermektedir. Sitrat pozitif, oksidaz pozitif, indol negatif, katalaz pozitif ve Ure
pozitiftirler. Bu bakteri besiyerlerinde olusturdugu piyoverdin (yesil-sari) ve
piyosiyanin (mavi) pigmenti ile karakterize edilen floresan pigmentler Gretmektedir.
Glikozu oksidatif yolla pargalayip asit tretmektedir. Dogada su ve toprakta bulunan
bu bakteriler pek cok organik bilesigi degrade edebilme yetenegine sahiptirler
(Ustagelebi, 1999).

Enterobacter cloacae, Enterobacter cinsinde bulunan, seyrek olarak
insanlarda hastalik etkeni seklinde izole edilen, genelde toprak, su, insan ve hayvan
barsaklarinda, kanalizasyon atiklarinda ve sitli Grtinlerde bulunan bakteridir. Gr
negatif basil morfolojisinde bu bakterilere peritris  kirpikleri  hareketlilik
kazandirmaktadir. Sporsuz, katalaz pozitif, oksidaz negatif olup nitrat1 nitrite
indirgemektedirler. Fakultatif anaerob olan bu bakteriler TSI agarda H,S olusturmaz.
Bu bakteri IMVIC testinde (-,-,+,+) sonuclar vermektedir. Laktozu fermente eden bu
bakteriler KCN varliginda treyebilmektedirler (Ustagelebi, 1999).

Toprakta, suda yaygin olarak bulunan kapsiilsiiz, hareketli, sporlu ve Gr
pozitif olan Bacillus cereus toprak kokenli olmasi nedeniyle tarla ve bahce
Urdnlerinde bulunabildigi gibi sporlar1 sayesinde et ve st drdnlerini kontamine
ederek insanda besin zehirlenmesine neden olmaktadir. Basil morfolojisindeki bu
bakteri katalaz pozitif olup fakultatif anaerob karakterdedir. Nitrat1 nitrite indirgeyen
bu bakteriler ayni zamanda glikozu fermente etmektedirler (Ustagelebi, 1999).
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4.6. TNT Konsantrasyonlarinin Belirlenmes

Biyodegradasyon calismalarinda kullamlan  TNT  konsantrasyonlari
bakterilerin artan konsantrasyonlarda TNT (O, 5, 10, 15, 30, 50, 75 ve 100 ppm)
iceren minimal besi ortamlarinda yapilan TNT tolerans testine gore belirlenmistir.
Bunun igin 0, 12 ve 24 saat araliklarla sivi ortamdaki bakteri gelisimi ve
renklendirme cozeltileri ile nitrit varligi takip edilmistir. 200 ppm TNT iceren besi
ortaminda AD1, AD2, AD3 ve AD4 bakterilerinin gelisim gosteremedigi ve bu
kiltdrlerde kimyasal degradasyona bagli nitrit olusumu gézlendigi belirlenmistir. O,
5, 10, 15 ve 30 ppm konsantrasyonda TNT iceren besiyerlerinde ise; AD1, AD2,
AD3 ve AD4 izolatlar1 gelisim gosterirken, bu kiltirlerde nitrit olusumu tespit
edilememistir. Buna karsin 50 ve 75 ppm konsantrasyonda TNT iceren kilttrlerde
tum izolatlar gelisim gosterirken, sadece AD1 ve ADS izolatlarina ait kltirlerde
nitrit olusumuna rastlanmistir. Bu bilgilere dayanarak calismada kullanilan
konsantrasyonlar 50 ve 75 ppm olarak belirlenmistir.

4.7. TNT'nin Aerobik Biyodegradasyonu

TNT nin bakteriyel biyodegradasyon calismasinda TNT Kkirliligi iceren
topraklardan izole edilen AD1, AD2, AD3 ve AD4 bakterilerinin 50 ve 75 ppm
olmak Uzere iki farklt TNT konsantrasyonu tzerindeki etkileri incelenmistir. Batch
kultdr seklinde yuritilen bu calismada bakterilerin hiicre gelisimi ODgoo Ve PCA’da
bakteri sayimi seklinde takip edilmistir. Biyodegradasyon siiresince sivi ortamdaki
TNT azaisinin ve ortamda biriken pargalanma drdnlerinin analitik analizlerle
belirlenmesi icin O, 6, 12, 24, 48, 72 ve 96 saat sureyle alinan drneklerin sivi-sivi
ekstraksiyonu yapilmustir.  Biyodegradasyon slresince pH’da meydana gelen
degisimler zamana bagli olarak takip edilmistir. Yukarida verilen zaman siirecinde
TNT’ nin biyolojik ve kimyasal pargalanmasina bagli olarak ortaya gikan nitrit
miktar1 ve nitritin  nitrata oksidasyonunun gerceklesip  gerceklesmedigi
spektrofotometrik olarak incelenmistir. Ekstraktlardaki parcalanma drdnlerinin
tanimlanmasi GC-M S ve TLC analizleri ile yapil mistir.
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4.8. TNT’nin Zamana Bagh Biyolojik Parcalanabilirliginin Gozlenmes

TNT'nin bakteriyel parcalanma calismalari tolerans testinin  sonuclari
dogrultusunda 50 ve 75 ppm olmak Uzere iki farkli konsantrasyonda yurittlmuistar.
AD1 izolatina ait kultUrlerdeki TNT 'nin zamana bagli degisimi Sekil 4.7'de

verilmistir.

IEII]. T8 ppm (Abiyvolik) —®= 50 ppm (Abiyolik) AL (50 ppm ) A {75 ppm)
—
\‘x —'l:-—.______.__ S
N e
n + — —
80 N —
§ N\
= e
= 60
o g
= e .
40 L T——————————x
20
] a 12 24 48 72 95
Zaman |Saat}

Sekil 4.7. AD1 izolatina ait kiltirlerdeki TNT’ nin zamana bagl1 degisimi

Abiyotik ortamlardaki TNT’ nin zamana bagli miktar degisimi incelendiginde
50 ppm TNT iceren ortamda O. saatte %98 diizeyinde besi ortaminda belirlenen
TNT'nin 6 ve 12. saat sonundaki azalis1 %1 ve %5 iken, ilk 24 saat sonrasinda
kimyasal degradasyonun hizlandigi ve 48. saat sonunda baslangica oranla %13
azaldhg1 gozlenmistir. 96. saat sonunda TNT kaybinin %16 oldugu belirlenmistir. Bu
durum 75 ppm TNT iceren abiyotik ortamda ise ilk 24. saatin sonuna kadar %5 iken,
bu saatten sonra hizli bir kimyasal pargalanma gergekleserek toplamda TNT'nin
baslangica oranla %13 azaldig1 saptanmustir.

Abiyotik ortamda TNT azalisina yonelik sonuglarimizi destekler nitelikte
calismalar rapor edilmistir. Sembries ve Crawford (1997), tarafindan Clostridium
bifermentans’ in sporlar: kullanilan ¢alismada spor inokilasyonu yapilmamis abiyotik
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ortamda TNT azalis1 belirlenmistir. Oh ve ark (2003), tarafindan yurittlen ¢calismada
da TNT’ nin kimyasal pargalanmasi yoniinde benzer sonuglar rapor edilmistir.

Claus ve ark. (2007), tarafindan TNT degradasyon calismalarinda abiyotik
ortam kontrol grubu olarak kullaniimig ve bu kilttrde kimyasal parcalanmaya dayal1
TNT azalis1 tespit edilmistir. Biyodegradasyon calismalarinda abiyotik ortamlarda
TNT azalis1 ile ilgili farkli sonuclar da bildirilmistir. Rahal ve Moussa (2011),
tarafindan yapilan calismada bakteri inokllasyonu yapilmamis minimal besi
ortaminda, 7 gunlik inkibasyon siresi boyunca herhangi bir TNT azalis1 rapor
edilmemistir.

AD1 izolatina ait kultUrlerde ilk 6 saat icerisinde biyolojik degradasyonun
basladig1 saptanmustir. Biyolojik parcalanma streci icerisinde 50 ppm TNT igeren
besi ortaminda ilk 6. saatin sonunda TNT nin %29 unun, 75 ppm TNT igeren
ortamda ise %36 sinin parcalandigi belirlenmistir 50 ppm TNT igeren ortamda
TNT’ nin 96. saat sonundaki biyolojik parcalanmasi %46 diizeyinde saptanirken; 75
ppm TNT iceren ortamda ise AD1 izolatimn TNT'nin %59 unu indirgeyerek
ortamdan uzaklastirdig: belirlenmistir.

AD2 izolatina ait kaltirlerdeki TNT’nin zamana bagli degisimi Sekil 4.8 de

verilmistir.
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Sekil 4.8. AD2 izolatina ait kiltirlerdeki TNT’ nin zamana bagl1 degisimi
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AD2 izolat1 da benzer sekilde AD1 izolat1 gibi ilk 6 saatte TNT'yi parcalamus
fakat parcalanma AD1 izolatinda gdzlenenden daha az dizeyde tespit edilmistir.
AD?2 izolat1 50 ve 75 ppm TNT igeren ortamlarda ilk 6 saat sonunda TNT nin azalis
diizeyleri sirasiyla %20 ve % 30 seklinde kaydedilmistir. izolatin 50 ppm TNT iceren
besi ortaminda ilk 6 saatte gergeklestirdigi parcalanma hizin1 devam ettiremedigi ve
parcalanma yuizdesinin 96. saat sonunda %35 ile sinirlt kaldigi saptanmustir. 75 ppm
TNT iceren besiyerinde ise 96. saat sonundaki TNT azalis1 %45 olarak belirlenmistir.
Bu durum izolatlarin farkli bakteri tirleri olmalar: ve ortamdaki TNT’yi metabolize
etme kapasitelerininde bu farkliliga bagli olarak degiskenlik goOsterebilecegi
sonucunu ortaya koymaktadir.

AD3 izolatina ait kulturlerdeki TNT'nin zamana bagli: degisimi Sekil 4.9'da
verilmistir.
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Sekil 4.9. AD3 izolatina ait kilturlerdeki TNT’ nin zamana bagl1 degisimi

AD3 izolatimn calismada kullamlan izolatlar arasinda TNT Uzerinde
degradasyon etkinligi en yiksek bakteri oldugu belirlenmistir. Bu izolatin ilk 6 saat
sonunda 50 ppm TNT iceren minimal ortamda TNT nin %36’ sini;; 75 ppm TNT
bulunan ortamda ise %45'ini degrade ettigi saptanmustir. Bu izolat inkiibasyonun
sonlandig1 96. saatte 50 ve 75 ppm TNT iceren ortamlarda sirasiyla %68 ve %77
diizeylerinde TNT azalisina neden olmustur.
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Bu izolatin AD1 ve AD2 izolatlarina benzer bir sekilde davranarak TNT
konsatrasyonun artmasina paralel olarak degradasyon oraninin arttigi ve sonug olarak
calismada kullanilan 75 ppm TNT varliginda izolatin aktif par¢alanma kapasitesini
ortaya cikardigi belirlenmistir.

Bacillus ile yapilan benzer calismalar (Ullah ve ark., 2010) yiksek hlcre
yogunluklarinin induklenmis hiicresel dizeylerde yada genetik modifikasyonlara
bagli olarak yiksek parcalanma dizeyleri gosterebilecegini ayrica immobilize
sistemlerde yiUksek hicre yogunluklarinin yiksek dizeylerde fermentasyon
kapasitesiyle de iliskilendirilebilecegini ve buna bagl: olarak parcalanma kapasitesini
arttirabilecegini  gostermistir. Bu da AD3 izolatina iliskin verilerimizi
desteklemektedir.

AD4 izolatina ait kulttrlerdeki TNT’ nin zamana bagl degisimi Sekil 4.10'da
verilmistir.
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Sekil 4.10. AD4 izolatina ait kulttrlerdeki TNT’ nin zamana bagli degisimi

TNT’ nin biyolojik parcalanma calismalarinda AD4 izolati, AD2 izolatina
benzer bir davranis gostermistir. AD4 izolat1 50 ppm TNT iceren ortamda ilk 6 saat
sonunda TNT'nin %16’ sim, 75 ppm TNT igeren kulturlerde ise %29 unu degrade
ettigi belirlenmistir. 96. saat sonunda 50 ve 75 ppm TNT iceren ortamda sirasiyla
%29 ve %41 duzeylerinde biyolojik pargalanmaya rastlanmistir. Bu izolata ait
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kiltdrlerde 24. saatten sonra 6nemli dizeyde degerlendirilecek bir TNT azalisimin
gerceklesmedigi  gozlenmistir.  Bu izolatin AD2 izolatina gore her iKi
konsantrasyonda daha diisik oranlarda TNT’yi degrade ettigi ortaya konmustur.

Abiyotik ortamlardaki TNT azalis1 ile karsilasiltirildiginda tim bakteriyel
kiltdrlerde belirgin bir biyodegradasyonun gercgeklestigi saptanmistir. Calismada
kullanilan 4 izolatinda biyolojik degradasyona ilk 6 saat igerisinde basladigi
belirlenmis olup AD1, AD2, AD3 ve AD4 izolatlarimin 50 ppm TNT igeren minimal
ortamlarda 96. saat sonunda TNT azalis ylzdeleri sirasiyla %46, %35, %68 ve %29,
75 ppm TNT iceren minimal besi ortamlarinda ise %59, %45, %77 ve %41 olarak
saptanmustir. Bu bulgulara dayanarak 50 ve 75 ppm TNT iceren besi ortaminda en
yiuksek TNT parcalanma dizeyinin AD3 izolatina ait oldugu belirlenmistir. Gr(-)
bakteriler arasinda ise en iyi parcalama kabiliyetine sahip izolatin AD1 oldugu
gorulmistur. AD2 ve AD4 izolatlarimn TNT Uzerindeki etkileri benzerlik gosterse de
en dusik parcalama oramna AD4 izolatinin inktbe edildigi kiltirlerde rastlanmustir.

Kurinenko ve ark (2003), tarafindan B. subtilis SK1 susunun 200 mg/L
konsantrasyonda TNT igeren minimal ortamda degradasyon yeteneginin arastirildigi
calismada 24 saat icinde TNT nin %20 dizeyinde azaldigi kaydedilmistir. Bu
calismada B. subtilis'un bakteri hiicre yogunlugunun degradasyon ortaminda yiksek
konsantrasyona bagli olarak azaldigi gozlenmis olup, ¢alismamizda ise kullandigimiz
B. cereusun farkli bir davrams gosterek konsantrasyon arttikga gelisimini
hizlandirarak biyolojik parcalamay1 gerceklestirdigi belirlenmistir. Bu c¢alisma
bakteri gelisimine iligkin verilerimize benzerlik gostermese de, Bacillus kiltirlerinde
nitrit olusumu ve parcalanma Urind olarak aminlerin  godzlenmesine yonelik
sonuclarimiz: desteklemektedir.

Calismamizda en yiksek TNT biyodegradasyon verimi Bacillus cereus ile
edilmistir. TNT biyodegradasyonun arastirildig1 bazi calismalarda da Bacillus sp.” nin
yiksek parcalama yetenegine sahip oldugu belirtilmistir. Nyanhongo ve ark (2009),
160 pM final konsantrasyonda TNT iceren minimal besiyerinde yuruttikleri
biyodegradasyon calismasinda Pseudomonas putida GGO4 ve Bacillus SF
bakterilerini kullanmuglardir. HPLC analizlerinde P. putida GG04 TNT’ nin tamamini
16 saat icerisinde degrade ederken, bu sirenin Bacillus SF igin 12 saat oldugu
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belirlenmistir. Kalafut ve ark (1998), tarafindan yapilan calismada ise Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus sp. ve Saphylococcus sp. bakterilerinin TNT'yi degrade
kabiliyetleri arastirilmistir. Bu ¢alismada da en yiksek parcalama kabiliyetine sahip
bakterinin Bacillus sp. oldugu belirlenmistir.

4.9. Bakteriyel Degradasyon Calismalarda pH Degisiminin izlenmesi

TNT’nin bakteriyel parcalanmasi sirasinda kiiltir ortamlarindaki pH degisimi
Sekil 4.11, Sekil 4.12 ve Sekil 4.13'de verilmistir.
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Sekil 4.11. Minimal besiyerinde zamana bagli pH degisimi
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—+—ABIYOTIK —=—AD1 AD2 ——AD3 ——AD4

7.55

7.5

pH
7.45

7.4

7.35

o 6 12 24 48 72 96
Zaman (Saat)

Sekil 4.12. 50 ppm TNT igeren kilttrlerde pH degisimi
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Sekil 4.13. 75 ppm TNT iceren kilttrlerde pH degisimi

Bakteriyel kultirlerde ve abiyotik ortamlarda O. saatte Glgllen pH degeri
baslangic pH degeri olarak kabul edilmistir. Buna goére abiyotik ve bakteriyel
ortamlardaki TNT’nin degradasyon ortaminin baglangi¢ pH’st 7.4+0.1 olarak kabul
edilmistir. Abiyotik pargalanmanin izlendigi kualturler, bakterili kdlturler ile
karsilastirildiginda pH’ nin 7.4-7.55 arasinda kaldigi ve anlamlt bir degisim olmadig:
gbzlenmistir. Yapilan arastirmalarda TNT'nin pH 8'in Uzerinde kimyasal olarak
parcalandig: belirtilmistir (Maleki, 1994). Buna gére abiyotik ve bakterili ortamlarda
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aym pH diizeyinde seyreden degisimler calismamizda pH’ya bagimli herhangi bir
abiyotik parcalanma olmadigin gostermistir.

4.10. Zamana Bagh Bakteriyel Hicre Gelisimi

Optik yogunluklar1 4.8+0.2'ye ayarlamis hticre kdltdrlerinin TNT igeren
minimal besiyerine eklendigi 0. saat baslangi¢ hticre yogunlugu olarak (ODggo 0.20
+0.02) kabul edilmis olup hticre gelisimi, kiltir ortamimin spektrofotometrik optik
yogunlugu (ODggo) Ve PCA’da koloni sayimi seklinde takip edilmistir. 50 ve 75 ppm
konsantrasyonlarda TNT iceren minimal besiyerinde sirdirilen biyodegradasyon
calisgmalar1 siresince izolatlarin zamana bagli hiicre gelisimlerinin OD sonuglari
Sekil 4.14, Sekil 4.15 Sekil 4.16 ve Sekil 4.17' de verilmistir.
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Sekil 4.14. TNT nin AD1 izolatimin hiicre yogunlugu tzerine etkisi

ADL1 izolati igin kontrol grubu olarak kullamlan TNT'siz minimal besiyerinde
ilk 6 saat sonunda hticre yogunlugunda artis gozlenirken, 12. saatin sonunda 0.24'e
kadar dustigl gozlenmistir. TNT iceren ortamlarda ilk 24. saat icerisinde boyle bir
dustisin gozlenmemesi bu izolatin TNT'yi nitrojen kaynagi olarak kullandigini
gogtermistir. AD1 izolat1 i¢in 50 ppm TNT iceren besi ortaminda 24. saat sonunda
maksimum hiicre yogunlugu 0.36 olarak belirlenmistir. Hiicre yogunlugunun bu
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saatten sonra hizla azalarak 96. saatin sonunda bu deger 0.24 olarak Olgulmustur.
Bunun nedeninin ortamda biriken parcalanmamis TNT nin ve par¢calanma
drdnlerinin bakteri Uzerindeki toksik etkisinden kaynaklandigi dustnulmektedir. 75
ppm TNT igeren minimal ortamda da 24. saattin sonunda hicre yogunlugu
maksimum seviyeye ulasmistir. 0.46 olarak belirlenen bu yogunlugun inktbasyon
siiresi sonunda 0.26' ya kadar azaldigi belirlenmistir.

TNT konsantrasyonunun artmasina bagli olarak ortamdaki nitrojen kaynagi
fazlaligimin AD1 izolatimn gelisimini olumlu yonde etkiledigi saptanmustir. Bu
bakterinin hicre yogunlugunun her iki konsantrasyonda da maksimum seviyeye
ulastigi 24. saattin sonunda TNT parcalama kapasitesinin de buna bagli arttig:
gbzlenmistir. Bu saatin sonunda TNT azalis1 50 ve 75 ppm TNT iceren ortamlarda

sirastyla %39 ve %55 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.15. TNT nin AD2 izolatimin hiicre yogunlugu tzerine etkisi

AD2 izolatinin 50 ve 75 ppm TNT igeren minimal besiyerlerinde ilk 6 saat
sonunda bakteri hiicre yogunlugunun arttig: saptanmistir. Bu saatteki bakteri hticre
yogunluklart 50 ve 75 ppm TNT iceren minimal ortamlarda sirasiyla 0.30 ve 0.34
olarak belirlenmistir. 12. saatten sonra bakteri gelisimi arttigi gozlense de bu artis 24.
saatten sonra azalma gostermistir. Buna gore AD2 izolatimn AD1 izolatina gore
TNT’ye kars1 toleransimin daha distk oldugu sdylenebilmektedir. Bu izolat TNT’siz
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minimal ortamda maksimum gelisimini 24. saatin sonunda goéstermis olup bu
yogunluk 0.26 olarak kaydedilmistir. AD2 izolat1 nitrojen kaynagi olarak TNT iceren
besi ortaminda TNT’siz kontrol grubuna gore daha hizli bir gelisim gostermistir.
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Sekil 4.16. TNT’nin AD3 izolatimn hiicre yogunlugu Uzerine etkisi

AD3 izolat1 50 ve 75 ppm TNT igeren minimal besi ortamlarinda maksimum
hiicre yogunluguna sirastyla 24. ve 12. saattin sonunda ulasmistir. Bu degerler 0.43
ve 0.57 seklinde belirlenmistir. TNT'siz kontrol grubunda maksimum hiicre
yogunlugu 48. saattin sonunda 0.35 olarak saptanmustir. Bu izolatin da AD1 izolati
gibi hiicre yogunlugunun maksimuma ulastig: saatlerde TNT Uzerindeki parcalama
kapasitesinin de arttig1 saptanmstir. Bu izolatin 50 ve 75 ppm TNT igeren minimal
besi ortamlarinda hiicre yogunlugunun maksimum diizeylere vardig: saatlerdeki TNT
miktarinda %55 ve %59 azalma tespit edilmistir.
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Sekil 4.17. TNT nin AD4 izolatimin hiicre yogunlugu tzerine etkisi

AD4 izolatinin TNT igermeyen minimal besiyerinde ilk 6 saatten sonra hiicre
yogunlugunda artislar belirlenmistir. 48. saatin sonunda maksimum hticre yogunlugu
0.24 olarak kaydedilmistir. Ancak akabinde bakteri hiicre yogunlugunda azalma
gbzlenmistir. 50 ve 75 ppm TNT igeren bakteri kultirinde ise 12. saatin sonunda
maksimum yogunluga (0.28 ve 0.32) ulasilmistir. Bu saatten sonra 50 ppm TNT
iceren ortamda 0.21'e kadar azalan hiicre yogunlugunun 48. saatten sonra tekrar
arttig1 belirlenmistir. Ancak 75 ppm TNT iceren ortamda 12. saatten sonra gelisimin
hizlica azaldigi saptanmis ve 96. saattin sonundaki yogunluk 0.22 seklinde
Olctlmustdr.

[zolatlarin TNT’li minimal besi ortamindaki optik hiicre yogunluklar: ile
kontrol gruplar1 karsilastirildiginda, TNT'yi nitrojen kaynag: olarak kullandiklar: ve
genelde ilk 6 saat icerisinde gelisimlerinin hizla arttig1 tespit edilmistir. Bununla
birlikte hicre yogunlugundaki azalisin kultirlerdeki tamamen parcalanmamis
TNT nin varligi, pargalanma Urunlerinden kaynaklanan toksisite ve bu ortamda
bekleme siresiyle orantili oldugu distnulmektedir. Ancak bu azalisin her izolatta
aym olmamasi tolerans dizeylerinin tdrden tlre degisim gosterdigine isaret
etmektedir.

TNT konsantrasyonunun artmasina bagli olarak hiicre yogunlugundaki artis
calismamizi destekler bir sekilde Oh ve Kim (1998)'in yaptigi calismayla da
bitunlik arz etmektedir. Ko-substrat olarak glukoz ve tek nitrojen kaynagi olarak
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farkli konsantrasyonda TNT (25, 50 ve 100 ppm) iceren minimal besiyerlerinde
sirdurtlen bu ¢alismada ilk 16. giin igerisinde bakteri hiicre yogunlugundaki en hizl
artis 100 ppm TNT iceren ortamda belirlenmis olup bu gini takiben azalan bakteri
yogunluguna ragmen degradasyonun devam ettigi saptanmustir. Calismamizda
zamana bagl1 hiicre yogunlugunun azalmasina karsin biyolojik pargalanmanin devam
ettigine yonelik sonuclarimiz Tope ve ark (1999), tarafindan yapilan calisma ile de
desteklenmektedir. Bu calismaya gore 0. saatte baslangi¢ hticre yogunlugu OD (600)
1.5 e ayarlanmis bakteri kdlturlerinde 120 saatlik inkiibasyon siiresi boyunca hiicre
yogunlugun hizla azaldigi belirlenmistir. Ancak hicre yogunlugunun 0.75-1.00
arasinda  Olglldugl  36. saatte minimal  ortamda TNT nin  saptanmadigi
kaydedilmistir.

AD1, AD2, AD3 ve AD4 izolatlarinda PCA’da koloni sayimi yapilarak
bakteri hiicre sayisindaki zamana bagl1 degisim Sekil 14.18, Sekil 14.19, Sekil 14.20
ve Sekil 14.21' de verilmistir.
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Sekil 4.18. AD1 izolatimin zamana bagl1 bakteri gelisimi (CFU/mL)

AD1 izolatinin 50 ve 75 ppm TNT iceren besiyerindeki baslangic bakteri
say1si sirasiyla 92x10° ve 112x10”'tir. AD1 izolat1 50 ppm TNT iceren degradasyon
besiyerinde en yilksek bakteri sayisi olan 178x10°> CFU/mL’ye 12. saatin sonunda
ulagsmis, 75 ppm TNT iceren minimal ortamda ise 24. saatin sonunda en yuksek
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bakteri sayisi 208.5x10° CFU/mL olarak kaydedilmistir. TNT’siz ortamdaki en
yiksek bakteri sayisi 48. saatin sonunda 131x10° CFU/mL olarak belirlenmistir.
Buna gore AD1 izolatimn TNT igeren besi ortamlarinda TNT’siz kontrol grubuna

gore daha fazla bakteri sayisina ulastigi gorilmustir.

—— KONTROL —#—50ppm T5ppm
200
= 1= =
£ e
2= el e
Q0 .-"-..--"_ — S
100 g T
i o
20 -
o] 5] 12 24 45 72 =4
Zaman {Saat)

Sekil 4.19. AD2 izolatimin zamana bagl1 bakteri gelisimi (CFU/mL)

AD2 izolatinin baslangi¢ bakteri sayisi 50 ve 75 ppm TNT icren besiyerleri
icin sirastyla 89x10° ve 95x10° CFU/mL olarak belirlenmistir. 6. saatin sonunda 50
ve 75 ppm TNT iceren besi ortaminda bakteri sayisi sirasyla 123x10° ve 157x10°
CFU/mL’ye kadar artmustir. AD2 izolat1 TNT' siz ortamda 24. saatin sonunda
maksimum bakteri sayisina (127x10° CFU/mL) ulasmustrr. 75 ppm TNT iceren
ortamda 12. saatin sonunda en yiksek bakteri sayisi 175x10° CFU/mL olarak
belirlenmistir. TNT’siz ortamda bu saatte belirlenen bakteri sayist 106x10°
CFU/mL’dir.

87



4. BULGULAR VE TARTISMA Hatice Aysun MERCIMEK

—+—KONTROL —#-50ppm 75ppm
200 1
r 150 -
Eu i,
et -
o I = - .
g = - - - — \\.
?00 N ’..___, = - ._ T —— --_-."-\.\._
sy - — —- = i
o —%
50 |
0 6 12 24 48 72 96
Zaman {Saat)

Sekil 4.20. AD3 izolatimin zamana bagl1 bakteri gelisimi (CFU/mL)

AD3 izolatinin TNT’siz minimal ortamdaki baslangic bakteri sayisi (62.5x10°
CFU/mL) 24. saatin sonunda maksimuma ulasmistir. Bu say1 118x10° CFU/mL
olarak belirlenmistir. 50 ve 75 ppm TNT igeren besi ortamlarinda bakteri sayisindaki
artis 6. saatin sonunda gorilmils olup srrasiyla 99x10° ve 146x10° olarak
saptanmustir. Bu izolatin 50 ppm TNT igeren kilttirde maksimum bakteri sayisina 24.
saatin sonunda 139x10° CFU/mL; yiiksek konsantrasyonlu ortamda ise maksimum
bakteri sayisina (162x10° CFU/mL) 12. saatin sonunda ulastig: tespit edilmistir. Bu
izolatin ortamdaki TNT konsantrasyonun artmasina bagli olarak bakteri sayisimda

arttirchg belirlenmistir.
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Sekil 4.21. AD4 izolatimin zamana bagl1 bakteri gelisimi (CFU/mL)

AD4 izolatimin TNT’siz kontrol grubunda 82x10° CFU/mL olarak belirlenen
baslangic bakteri sayisinin 12. saatin sonuna kadar azaldigi akabinde ise artis
gostererek maksimum bakteri sayisina 48. saatin sonunda ulastigi saptanmistir. Bu
say1 99x10° CFU/mL seklinde belirlenmistir. 50 ve 75 ppm TNT iceren besi
ortaminda baslangic bakteri sayisini (86x10° ve 94x10° CFU/mL) ilk 6. saatin
sonunda 97x10° ve 126x10° CFU/mL’ye kadar arttigi gozlenmistir. Maksimum
bakteri sayisina ise her iki konsantrasyonda da 12. saatin sonunda ulasilmis olup
sirastyla 130x10° ve 149x10° CFU/mL seklinde rapor edilmistir.

[zolatlarin TNT’siz kontrol grubuna kiyasla her iki konsantrasyonda da hticre
yogunluklarimi ve bakteri sayilarint arttirdiklar: belirlenmistir. Bu da bakterilerin
inkibasyon siresince TNT'yi nitrojen kaynagi olarak kullandigi ve gelisim
sireclerini hizlandirmaya calistiklarini gostermektedir.

4.11. Toprak Orneklerindeki Nitrit Miktari
NATO ve Kilis toprak oOrneklerinden HPLC analizleri icin hazirlanan

ekstraktlara nitrit testi uygulanarak bu topraklardaki nitrit miktar: belirlenmistir.
Sekil 4.22' de toprak 6rneklerindeki nitrit miktar: verilmistir.
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Sekil 4.22. Toprak drneklerindeki nitrit miktar

Kilis toprak orneginde 0.17 mg/L, NATO toprak 6rneginde ise 0.02 mg/L
nitrit miktarina rastlanmustir. Nitrit miktarlarindaki bu farklilik toprak érneklerinin
striktriile iliskilendirilmektedir.

4.12. Zamana Bagh Nitrit Olusumunun Gozlenmes
TNT'nin aromatik halka rediksiyonu sonucu besi ortaminda birikmesi
beklenen nitrit miktar1 abiyotik ortamlar ile karsilastirilarak belirlenmistir. AD1

izolat1 ile TNT nin biyolojik parcalanmasi sonucu olusan nitrit miktarinin zamana
bagli degisim grafigi Sekil 4.23' de verilmistir.
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Sekil 4.23. AD1 kulttrlerinde nitrit miktarimn zamana bagli degisimi

50 ve 75 ppm TNT igeren abiyotik ortam ve bakteriyel kilttrlerde 0. saatteki
baslangi¢ nitrit miktar: 0.05 mg/L olarak belirlenmistir. 50 ppm TNT igeren abiyotik
ortamlarda 6, 12, 24 48, 72 ve 96. saatlerin sonundaki nitrit miktarlar: 0.07, 0.07,
0.08, 0.13, 0.13 ve 0.16 mg/L’dir. Buna bagli olarak abiyotik ortamlarda 24. saatten
sonra kimyasal parcalanmanin artmasiyla birlikte nitrit olusumu gézlenmistir.

50 ppm TNT iceren besi ortaminda AD1 izolatinin 6. saatin sonunda nitrit
miktarimt 0.16 mg/L’ye kadar arttirirken 12, 24, 48, 72 ve 96. saatlerin sonunda
sirastyla 0.23, 0.25, 0.28, 0.27 ve 0.27 mg/L miktarlarinda nitrite rastlanmistir. AD1
izolat1 ile gergeklestirilen biyodegradasyon calismalarinda O ile 48. saatleri arasinda
nitrit miktarinin yokseldigi fakat 48. saatten sonra nitrit miktarimin sabit kaldigi
belirlenmistir. AD1 izolatina ait kdltlrlerde olcilen en yuksek nitrit miktar1 0.28
mg/L olup abiyotik ortamlarda bu deger 0.16 mg/L olarak kaydedilmistir.

75 ppm TNT iceren abiyotik ortamlarda 6, 12, 24, 48, 72 ve 96. saatlerin
sonunda nitrit miktarlart 0.05, 0.06, 0.08, 0.13, 0.14 ve 0.15 mg/L olarak
saptanmistir. AD1 izolatimn 75 ppm TNT igeren besiyerinde strdirilen biyolojik
parcalanma calismasinda bu saatlerin sonunda olusan nitrit miktarlar: sirasiyla 0.25,
0.36, 0.40, 045, 0.47 ve 046 mg/L olarak belirlenmistir. Bu izolata ait
biyodegradasyon siirecinde en yuksek nitrit artisi 72. saatin sonunda 0.47 mg/L
olarak dlculmustir. Biyodegradasyon ortamina eklenen TNT konsantrasyonu arttikga
bu izolata ait kilttrlerde nitrit birkiminin de arttig1 belirlenmistir.
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AD2 izolatinin kullanildigt TNT'nin biyolojik parcalanma siirecinde sivi
ortamda biriken nitrit miktar: Sekil 4.24'te verilmistir.
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Sekil 4.24. AD2 kulturlerinde nitrit miktarimn zamana bagli degisimi

AD2 izolatinin 50 ppm TNT igeren besi ortamlarinda 6, 12, 24, 48, 72 ve 96.
saatlerin sonunda spektrofotometrik nitrit miktarlar: sirasiyla 0.05, 0.05, 0.05, 0.06,
0.06 ve 0.06 mg/L olarak belirlenmistir. 75 ppm TNT iceren degradasyon ortaminda
ise nitrit miktarlar1 0.05, 0.06, 0.06, 0.07, 0.07 ve 0.07 mg/L olarak saptanmustir.
abiyotik ortamlardaki nitrit miktarlar1 ile karsilastirildiginda AD2 izolatinin
parcalama slrecinde biyolojik parcalanmaya yonelik o©nemli dizeyde nitrit
birikimine rastlanmamustir.

TNT’nin biyolojik pargalanma siirecinde AD3 izolatimin olusturdugu nitrit
miktarinin zamana bagli degisimi Sekil 4.25' de verilmistir.
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Sekil 4.25. AD3 kulturlerinde nitrit miktarimn zamana bagli degisimi

AD3 izolatimin 50 ppm TNT igeren biyolojik degradasyon ortamlarinda 6, 12,
24, 48, 72 ve 96. saatlerin sonunda gorulen nitrit miktarlar: sirasiyla 0.22, 0.31, 0.36,
0.41, 040 ve 0.41 mg/L olarak saptanmistir. 48. saatin sonuna kadar nitrit
birikiminin logaritmik bir artis gosterdigi belirlenmistir.

Bu izolatin 75 ppm TNT iceren sivi ortamlarda 6, 12, 24, 48, 72 ve 96.
saatlerin sonunda nitrit miktarlar: 0.36, 0.47, 0.51, 0.55, 0.54 ve 0.54 mg/L seklinde
belirlenmistir. En yiksek nitrit artis1 48. saatin sonunda gorulmis olup bu miktar
0.55 mg/L olarak kaydedilmistir.

AD4 izolat1 kullanilarak gergeklestirilen biyolojik parcalanma stirecinde sivi
ortamda biriken nitrit miktar: Sekil 4.26'da verilmistir.
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Sekil 4.26. ADA4 kulturlerinde nitrit miktarimn zamana bagli degisimi

AD4 izolatimn kullaniddigit 50 ppm TNT igceren minimal besiyerlerinde
sirdardlen biyolojik parcalanma slrecinde, 6, 12, 24, 48, 72 ve 96. saatlerin
sonundaki nitrit miktar: 0.05, 0.05, 0.04, 0.05, 0,05 ve 0.05 mg/L; 75 ppm TNT
iceren kilttrlerde ise 0.05, 0.05, 0.05, 0.05, 0.05 ve 0.06 mg/L olarak belirlenmistir.
AD4 izolatinin da AD2 izolat: gibi TNT nin pargalanma sreci igerisinde abiyotik
ortamlar ile karsilastirildiginda, biyolojik parcalanmaya yonelik bir nitrit olusumu
Ssaptanmamuistir.

AD1 ve AD3 izolatlariin kiltirlerinde inkibasyon siresince biyolojik
parcalanmaya yonelik nitrit olusumu saptanmustir. AD1 izolatinin 50 ve 75 ppm TNT
iceren ortamlardaki en yuksek nitrit miktar: 0.28 ve 0.47 mg/L’dir. AD3 izolat1 igin
bu degerler sirasiyla 0.41 ve 0.55 mg/L olarak belirlenmistir. Bu bilgilere dayanarak
AD1 ve AD3 izolatlarumn TNT'yi biyolojik yikima ugratirken nitrit olusturmasina
ragmen, AD2 ve ADA4 izolatlarimn olusturmamas: farkli pargalama yollarin
kullandiklarim gostermektedir.

Galismamiz sonucunda TNT’ den nitrit elimine eden izolatlarin, eliminasyon
duzeyleri farklhiligimn kullamlan sus, ortamdaki bakteri hiicre yogunlugu ve
gelisebilen genetiksel modifikasyonlar vb. farkliliklara bagli olarak ortaya ¢iktigi
belirtilebilir.
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Pseudomonas tirleri Uzerinde yapilan pekgok calismada biyolojik parcalanma
sirecinde nitrit olusumu rapor edilmistir. Duque ve ark (1993), Pseudomonas sp.
C1S1 susunu kullanarak yOritmis olduklart calismada bu bakterinin aromatik
halkadan nitrit gruplarint elimine ettigi gbzlenmis olup bunun sonucu olarak kultir
ortaminda NO; birikimi belirlenmistir. Pak ve ark (2000), Pseudomonas fluorescens
I-C susunu kullandiklar1 diger bir calismada TNT nin par¢calanma siireci icerisinde
besiyerinde NO, olusumu gozlemislerdir. Kim ve ark (2002) tarafindan yurutilen
calismada ise ilk 6 saat icerisinde en yuksek miktarda (6 mg/L) nitrit olusumu
gozlenmistir. Aym sekilde Oh ve ark (2003), tarafindan P. aeruginosa MX susu
kullanilarak yapilan calismada TNT igeren ortamda 12 saatlik inkibasyon sresi
sonunda degradasyon ortaminda 18 uM diizeyinde NO, olusumu rapor edilmistir. Bu
calismada abiyotik ortamlarda ise ¢alismamiza benzer bir sekilde 20. saatin sonunda
nitrit olusumu gozlenmistir. Maeda ve ark (2006), Pseudomonas TM 42 susu
kullanarak yapmis olduklar1 ¢alismada suslarin Meisenheimer kompleksi olusturarak
TNT den NO, gruplarimin uzaklastirilmas: sonucu besi ortaminda NO- birikiminin
gozlendigini tespit etmislerdir.

Bazi arastimacilar tarafindan biyolojik parcalanma ile nitrit olusumuna
yonelik farkli sonuclarda elde edilmistir. Tope ve ark (1999), tarafindan Arthrobacter
sp.’nin  kullanilchigr  biyolojik pargalanma surecinde NO, olusumu tespit
edilememistir. AD2 ve AD4 kiltirlerinde nitrit olusumuna rastlanmamasi bu
izolatlarin Arthrobacter sp.’ye benzer bir degradasyon davranmisi gosterdiklerine
isaret etmektedir.

4.13. Zamana Bagh Nitrat Olusumunun Gozlenmes
Sekil 4.27 ve Sekil 4.28'de 50 ve 75 ppm TNT igeren abiyotik ortam ve

bakteriyel kultirlerdeki biyodegradasyon siresince besi ortamlarindaki nitrat

miktarlar: verilmistir.
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Sekil 4.27. 50 ppm TNT iceren kilturlerde nitrat miktar:
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Sekil 4.28. 75 ppm TNT iceren kilturlerde nitrat miktar:

Bakterilerin gelisim slreci icerisinde TNT'nin parcalanmasi sonucunda
ortaya c¢ikan nitritin  nitrata oksidasyonun gerceklesip  gergeklesmedigi
spektrofotometrik nitrat analizi yapilarak incelenmistir. AD2 ve AD4 izolatlarinin
kalturlerinde nitrit belirlenemese de, bu izolatlar nitrat testine tabii tutulmustur. 50
ppm TNT iceren abiyotik ortamda 0. saatteki baslangic nitrat miktar1 0.31 mg/L;
AD1, AD2, AD3 ve AD4 izolatlarinda ise 0.29, 0.31, 0.32 ve 0.30 mg/L olarak
belirlenmistir. 6, 12, 24, 48 72 ve 96. saatlerin sonunda abiyotik ortamda nitrat
miktar: sirasiyla 0.42, 0.44, 0.38, 0.37, 0.41 ve 0.39 mg/L olarak belirlenmistir. AD1
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izolat1 igin bu degerler 0.39, 0.45, 0.36, 0.37, 0.43 ve 0.39 mg/L; AD2 izolati igin ise
0.43, 0.40, 0.36, 0.39, 0.39 ve 0.38 mg/L seklinde belirlenmistir. AD3 ve AD4
kaltdrlerindeki nitrat miktarlar: ise sirasiyla 0.40, 0.43, 0.36, 0.35, 0.39 ve 0.39; 0.41,
0.42, 0.40, 0.38, 0.41 ve 0.37 olarak dlculmustir.

75 ppm TNT igeren abiyotik ortamdaki baslangi¢ nitrat miktar1 0.44 mg/L;
AD1, AD2, AD3 ve AD4 bakteriyel kiltirlerde ise bu degerler 0.42, 0.43, 0.42 ve
0.41 mg/L olarak kabul edilmistir. Abiyotik ortamda 6, 12, 24, 48, 72 ve 96. saatlerin
sonundaki nitrat miktar: 0.48, 0.42, 0.43, 0.45 ve 0.45 mg/L seklinde belirlenmistir.
AD1 ve AD2 izolatlart igin Olgulen nitrat miktarlar: sirastyla 0.47, 0.48, 0.44, 0.43,
0.41 ve 0.44 mg/L; 0.50, 0.48, 0.43, 0.40, 0.43 ve 0.46 mg/L olarak tespit edilmistir.
AD3 ve AD4 kiilturlerinde ise 0.53, 0.47, 0.41, 0.40, 0.43 ve 0.42; 0.50, 0.50, 0.42,
0.44, 0.41 ve 0.40 mg/L miktarlarinda ol¢ulmustur.

Bakteriyel  kdlturlerdeki  nitrat  miktarlari  abiyotik  ortamlar ile
karsilastirildiginda her iki konsantrasyonda da belirgin bir nitrat olusumu
gbzlenmemistir. Bu nedenle AD1 ve AD3 kdlttrlerinde olusan nitritin nitrata
oksidasyonun gerceklesmedigi soylenebilmektedir.

4.14. Parcalanma Uriinlerinin Tanimlanmas

Calismada kullanilan izolatlarin  TNT'yi indirgeyerek besi ortaminda
birikimine neden olduklar1 pargalanma Urtnlerinin tammmlanmast GC-MS ve TLC

analizleri yapilarak belirlenmistir.

4.14.1. GC-M S analizleri

Abiyotik ortamlar ve bakteriyel kultUrlerinden 96. saat sonunda alinan
orneklerin GC-MS analizleri yapilarak parcalanma drtnleri tammlanmistir. GC-MS
analizlerinin sonuglarina gore, abiyotik ortamlarda TNT varligi belirlenmis olup
herhangi bir parcalanma Urinine rastlanmamstir. Her iki konsantrasyondaki
bakteriyel kiltirlerde ise 4-ADNT birikimi tespit edilmistir. GC-MS analizlerine ait
kromatogram ve kiitle spektrumlar: ekler kisminda verilmistir.
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4.14.2. TLC analizleri

Biyolojik parcalanma sonucunda olusan metabolitlerin varhgi GC-MS'in
yanisira TLC analizleri ile de incelenmistir. Bu analizler matabolitlerin UV 15181
atinda olusturduklar: lekelenmeler ve bu lekelerin boyanmasi seklinde takip
edilmistir. Ancak parcalanma UrUnlerinin  TLC analizleri, elimizde bulunan
standartlar dogrultusunda inceleme ile sinirli kalmistir. Hem bakteriyel hem de
abiyotik ortamlardan alinan oOrneklerdeki lekenlenmelerin Rf degerleri ve
renklendirme sonuclari, standartlar ile Kkarsilastirilarak parcalanma  Grdnleri
tammlanmaya calisilmistir.

Sekil 4.29' da standartlarin ince tabaka kromatografisindeki UV 15181 altindaki
gorinima verilmistir (T: TNT, D: 2,4-DNT, A: 4-ADNT, M: Karigim).

Sekil 4.29. Standartlarin UV 1s1g1 altindaki gorinimi

UV 15181 altindaki lekelenmelere gére TNT, 2,4-DNT ve 4-ADNT nin Rf
degerleri sirasiyla 0.83, 0.67 ve 0.5 olarak belirlenmistir. Plakalar boyanarak standart
TNT’ nin portakal rengi ve 4-ADNT nin ise sar1 renkte lekelenmeler vererek ciplak
gozle gorilmesi saglanmistir (Nam, 1997: Wang ve ark, 1997). Sekil 4.30'da
standartlarin boyama sonrast gorunttleri verilmistir (T: TNT, D: 2,4-DNT, A: 4-
ADNT, M: Karisim) Ancak 2,4-DNT renklendirme ¢ozeltisi ile boyanamadig: icin
yalnizca UV 15181 altindaki lekelenmeler seklinde gortnttlenebilmistir.
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Sekil 4.30. Standartlarin boyama sonrasi goruntuleri

TLC analizleri icin O ve 96. saatlerde alinan 6rnekler, incelenerek ortamda
parcalanma trdnlerinin birikimi kontrol edilmistir. O. saatte ait TLC sonuglar: Seil
4.31 ve 4.32'de verilmistir (1: 50 ppm TNT (Kontrol), 2: AD3+50 ppm TNT, 3:
AD4+50 ppm TNT, 4: AD2+50 ppm TNT, 5: AD1+50 ppm TNT, 6: 75 ppm TNT
(Kontral), 7: AD3+75 ppm TNT, 8: AD4+75 ppm TNT, 9: AD2+75 ppm TNT, 10:
AD1+75 ppm TNT).

Sekil 4.31. 0. sagte ait drneklerin UV 1s1g1 altindaki gorinimu

Sekil 4.32. Lekelenmelerin boyama sonrasi gorunimii

Lekelenmelerin Rf degerleri (0.8) ve renk tonu standartlar ile
karsilastirildiginda, O. saatte var olan oOrneklerin sadece TNT olduguna karar
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verilmistir. Bu sonuglar TNT'nin sivi besi ortamina eklendiginde, herhangi bir
kimyasal bozunmaya ugramadigim gostermektedir.

Biyodegradasyon sirecinin  sonunda, besiyerinde biriken parcalanma
Urdnlerinin belirlenmesi icin yapilan 96. saate ait TLC sonuglari Sekil 4.33 ve 4.34'te
verilmistir (1: 50 ppm TNT (Kontrol), 2: AD3+50 ppm TNT, 3: AD4+50 ppm TNT,
4: AD2+50 ppm TNT, 5: AD1+50 ppm TNT, 6: 75 ppm TNT (Kontrol), 7: AD3+75
ppm TNT, 8: AD4+75 ppm TNT, 9: AD2+75 ppm TNT, 10: AD1+75 ppm TNT).

Sekil 4.33. 96. saate ait orneklerin UV 1s1g1 altindaki gorunimi

Sekil 4.34. Lekelenmelerin boyama sonrasi gorunimiti

50 ve 75 ppm TNT iceren AD1 ve AD3 izolatina ait kultUrlerdeki
lekelenmelerin Rf degerleri 0.8 ve 0.63 olarak bulunmustur. AD2 ve AD4 izolatina
ait kaltorlerdeki lekelenmelerin Rf degerleri ise 0.8 ve 0.46 olarak belirlenmistir. Bu
degerler standartlar ile karsilastirildiginda, tim izolatlara ait koltirlerde TNT nin
tamamen parcalanmamast sonucu degradasyon ortaminda TNT varlig: belirlenmistir.
AD1ve AD3'Un TNT'yi 2,4-DNT ve 4-ADNT'ye; AD2 ve AD4'Uin ise 4-ADNT’ye
kadar indirgeyebildigi saptanmistir. Lekelenmelerin boyanmasi sonucu TNT'ye
yonelik portakal rengi gozlenirken, 4-ADNT'ye yonelik sar1 renge rastlanmamustir.
Abiyotik ortamlarda ise sadece TNT varligi belirlenmistir.
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Biriken pargalanma truinleri karakterize edildiginde bakterilerin TNT'yi farkli
parcalanma yollar: ile indirgedigi belirlenmistir. Sekil 4.35'te bakterilerin TNT'yi

indirgeme yollar1 verilmistir.
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Sekil.4.35. Bakterilerin TNTyi indirgeme yollar1 (Hannink ve ark, 2003).

AD1 ve AD3 Kkiultirlerinde bakteriyel aktiviteler sonucu TNT'den 6.C
atomuna bagli nitrit grubunun koparilmasi ile gerceklesen aromatik halkanin
rediksiyonu sonucu parcalanma Urind olarak 2,4-DNT belirlenmis olup besi
ortaminda nitrit birikimi tespit edilmistir. Ayrica bu izolatlarin kiltirlerinde 4-
ADNT lere de rastlanmasi nitrit gruplariminda rediksiyonunu gerceklestirdiklerini
gostermektedir. AD2 ve AD4 izolatlarina ait kilttrlerde ise aromatik halkadaki 4.C
atomuna bagli nitrit grubunun sirasiyla nitroso, hidroksilamin ve amino grubuna
kadar indirgenmesi sonucu 4-ADNT varlig1 belirlenmis olup besi ortaminda herhangi
bir nitrit birikimi saptanmamustur.

Pseudomonas tirleri Uzerinde yapilan calismalarda parcalanma Grtnleri
acisindan farkliliklar gozlenmistir. Boopathy ve ark (1994), tarafindan yapilan
calismada Pseudomonas sp.’ nin aerobik kultllerine glukoz eklendiginde parcalanma
Urdnleri olarak 4-ADNT ve 2-ADNT'nin birikimi belirlenmistir. Martin ve ark
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(1997), tarafindan Pseudomonas savastanoi'nin  kullanildigr  diger  bir
biyodegradasyon calismasinda nitro gruplarin halkadan koparilmasi sonucu nitrit
cikisinda artis belirlenirken; glukoz bulunan kultirde 2-ADNT ve 4-ADNT, azot
kaynagi iceren ortamlarda ise NO; cikis1 ile birlikte 2,4-DNT metabolitleri
tanimlanmistir. Pseudomonas aeruginosa MX  susunun  kullamldigr diger bir
calismada da sonuclarimiza benzer veriler, Oh ve ark (2003), tarafindan rapor
edilmistir. Bu calismada ADNT ve DNT pargalanma runlerinin  birikimi
gozlenmistir. Calismamizda kullanilan Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus cereus
kilturlerinden, izole ettigimiz parcalanma Urunlerine yonelik benzer sonuglar
Nyanhongo ve ark (2009), tarafindan da bildirilmistir. Pseudomonas ve Bacillus
bakterilerini kullanildiklar: bu ¢alismada parcalanma Urlini olarak DNT’lerin yan
siraamino bilesiklerine de rastlanmstir

AD2 ve AD4 izolatlarinda biyolojik pargalanma sonucunda nitrit olusumunun
gbzlenmemesine yonelik sonuglarimizi destekleyen Arthrobacter sp.’ nin kullanildig:
calismada da parcalanma Urtnleri 4-amino-2,6-dinitrotoluen (4-ADNT), 2-amino-
4,6-dinitrotoluen  (2-ADNT), 2,4-diamino-6-nitrotoluen (2,4-DANT) seklinde
tammlanmistir (Tope ve ark, 1999).

TNT'nin  DNT bilesiklerine kadar indirgenme sirecinde TNT nin
hidritlenmesi  gerceklesmektedir. Bu hidritlenme srrasinda ortaya cikan
Meisenheimer kompleksi, kultirde kirmizi-kahverengimsi renk olusumuna neden
olmaktadir. Calismamizda AD1 ve ADS3 Kkdlturlerinde bu renk olusumunun
gbzlenmesine karsin, AD2 ve AD4 izolatlarinda metabolitler sarimsi kiltirden izole
edilmistir. Ancak abiyotik ortamlarda herhangi bir renk degisimine rastlanmamustir.

Sekil 4.36'da TNT iceren biyodegradasyon ortamindaki 96. saat sonundaki
renk degisimi verilmistir (I: Abiyotik ortam, I1:AD4, 111:AD2, 1IV: AD3 ve V: AD1

izolatlarinin kultdrleri).
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il 4.36

Sekil 4.36. Kulturlerde 96. saat sonundaki renk degisimi

Inklbasyon sliresi sonunda olusan renk degisimlerine yonelik pek cok
calisma rapor edilmistir. Vorbeck ve ark (1994), Mycobacterium sp. suslarini
kullandiklar1 biyodegradasyon calismasinda parcalanma Urdnlerini koyu kirmizi-
kahverengimsi sivi kulturlerden izole etmiglerdir. Pseudomoas fluorescens 1-C
susundan izole edilen ksenobiyotik rediktaz enziminin kullanildigi galismada ise
biyodegradasyon sirecini takiben TNT-Meisenhemier kompleksinden kaynakli
kirmizi-kahverengimsi renk olusumu rapor edilmistir (Pak ve ark, 2000).

Litake ve ark (2005), yapmus olduklar1 calismada kiltivasyon siresince
sarimsi renkteki minimal degradasyon ortaminin renginin 4 saat sonra turunculastigi,
8 saat sonra rengin koyulastigi ve 10. saate kadar kirmizi-kahverengimsiye
donustugl tespit edilmistir. Nyanhongo ve ark (2008), Pseudomonas putida GG04 ve
Bacillus cereus izolatlarim kullanarak sirdirdikleri calismada da benzer bir sekilde
degradasyon sonunda parcalanma urdnlerini kirmizi renkli kiltirden elde ettiklerini
belirtmiglerdir.

Cesitli arastrmacilar tarafindan elde edilen bu veriler AD1 ve ADS3
izolatlarinda inkibasyon siresi sonunda belirlenen renk degisimlerine yonelik
sonuclarimizi desteklemektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Ksenobiyotikler olarak bilinen nitroaromatik bilesikler kimyasal endistride
cok genis bir kullamm alam bulmaktadir. Pek ¢ok ilag ve boyar maddelerin
nitroaromatik iceriklerinin yam sira bu bilesiklerin en genis uygulama alanlari
pestisitler, insektisitler ve TNT gibi patlayict maddelerdir. Patlayicilarin mutagjenik
ve karsinojenik potansiyelleri canlilar agisindan Onemli risk faktorleri olarak
gorilmelerine neden olmaktadir.

TNT insanlarda dahil pek ¢ok organizma Uzerinde toksikolojik etkileri ve
patlayici karakterinden dolay:r 6nemli bir kirleticidir. Inhalasyonla viicuda
alindiginda akciger hasar1 ve anemi gibi toksik etkilerinin yan sira patlayicilar ile
deri kontaklar1 sonucu dermatitler olusabilmektedir. Bunlara ilave olarak bas agrilar
ve zehirlenmeler de rapor edilmistir. I. Dinya Savasindan bu yana askeri amagl
olarak surekli tretimine devam edilen TNT nin diger patlayici yapilarina katilmasi,
depolama prosesleri ve/veya hatali giderim teknolojileri araciligiyla Kirleticinin
toprak ve yer alti sularina dogru goci gerceklesebilmektedir. Bu bilesigin canlilar
Uzerindeki toksik etkileri yalmzca kirli bolgelerin temizlenmesi ile degil aymi
zamanda yer alt1 sularina dogru hareketlerinin kontrol altina alinmas: yoluyla gergek
bir degradasyon saglanarak engellenehilir.

TNT’ nin topraktaki kil ve humus tarafindan tutulmasi ve suda kismen
¢Ozllebilmesi yer alti sularina dogru ilerlemeden uygun aritim teknolojilerinin
kullamimasi ile redikte edilebilmesi 6nemli bir avantaj olarak gorilmektedir. Bu
patlayicimin tamamen etkili bir sekilde aritilmast igin fiziksel, kimyasal ve/veya TNT
ile kirlenmis topraklarin yakilmas: gibi fizikokimyasal teknikler seklinde gliniimuize
dek pek cok yontem gelistirilmistir. Ancak mevcut teknolojiler ile etkin bir aritim
saglanamamasi ve bu yontemlerin patlayicilar ile kirlenmis genis sinir arazilerin
sanitasyon calismalari sirasinda maliyet acisindan pahali olmast biyoteknolojik
uygulamalarin 6nem kazanmasina neden olmaktadir. Uygulanabilirliginin kolay
olmasi, ucuz ve tehlikeli bilesiklerin zararsiz biyomaslara dontisimini garanti eden
biyoteknolojik yontemler TNT gibi patlayicilar ile kirlenmis toprak ve sularin
temizlenmesinde bilim diinyasinin ilgi odag: haline gelmistir.
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Patlayicilarin inat¢1 yapilart fizikokimyasal agidan benzen halkasinin
tamamen parcalanmasina imkan tanimameaktadir. Buna karsin bakteri, mantar ve
mayalar gibi pek cok organizma sahip olduklar: enzim sistemleri sayesinde N icerigi
fazla olan TNT gibi patlayicilari nitrojen kaynagi olarak kullanarak metabolize
edebilmektedir. Bir mikrobiyal parcalamanmin kalites ve avantgj1 topraklarin Kirlilik
miktari, oksijen varligi-yoklugu, sicaklik ve ko-substrat gibi parametrelere gore
degisim gostermektedir. Bundan dolay:, arindiriima calismalarinda oncelikle
laboratuar Olgekli batch kultirlerde gelistirilen ve rekombinant tekniklerin
yarcimiyla TNT’yi tamamen nitrotoluenlere kadar mineralize edebilecek spesifik
suslar gelistiriimeye calisiimaktadir. Bundan yola c¢ikarak calismamizda TNT nin
bakteriyel kultlrler ile biyodegradasyonu amaclanmustir.

CGalismamizda kullamlan toprak érneklerindeki TNT Kirliligi HPLC analizleri
yapilarak belirlenmistir. Bu analiz sonucunda NATO ve Kilis Il bolge toprak
orneklerinde sirasiyla 61.35 ve 14.61 ppm duizeylerinde kirleticiye rastlanmstir.
Toprak ornekleri bu kirleticiyi dogal ortaminda da degrade etme kabiliyetine sahip
bakterilerin izolasyonu icin materyal olarak kullamlmustir. izole edilen 68 adet
bakterinin nitrat rediksiyon testleri yapilarak calismada kullamlanacak izolatlar
secilmistir.

Bu dogal izolatlarin ko-substrat olarak maya Ozitd iceren minimal
besiyerinde yapilan tolerans testi ile ¢calismada kullamlacak TNT konsantrasyonlari
belirlenmistir. 50 ve 75 ppm olmak Uzere iki farkli TNT konsantrasyonunda
izolatlarin biyodegradasyon yetenekleri incelenmistir. Biyodegradasyon siresince
bakteriyel ve abiyotik ortamlardan O, 6, 12, 24, 48, 72 ve 96. saatlerin sonunda alinan
orneklerden spektrofotometrik analizler ile kultlrlerdeki nitrit ve nitrat birikimi,
bakteriyel hicre gelisimleri ve HPLC analizleri ile TNT miktar azalis1 takip
edilmistir. 96 saatlik inklibasyon sonunda kulturlerden alinan 6rneklerin GC-MS ve
TLC analizleri yapilarak parcalanma Grunleri tammlanmustir.

AD1, AD2, AD3 ve AD4 izolatlar1 ile minimal besi ortaminda
gerceklestirilen bu calisma 96 saat slren inkiibasyon sonunda 50 ve 75 ppm TNT
iceren kultirlerde sirasiyla ylzdelik verimler %46, %35, %68 ve %29; %59, %45,
%77 ve %41 olarak saptanmistir. Abiyotik ortamlarda ise kimyasal degradasyon %16
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ve %13 olarak belirlenmistir. NATO toprak 6rneginden izole edilen AD1 ve AD3
izolatlarinin yizdelik pargcalama verimlerine bakildiginda Kilis toprak izolatlarina
gore TNT toleranslarinin daha yuksek oldugu sdylenebilmektedir.

Bu sonuclara dayanarak TNT Uzerindeki en etkin izolatin AD3 oldugu
belirlenmis ve VITEK analizleri sonucunda bu bakteri Bacillus cereus olarak
tammlanmistir. Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter cloacae nin Bacillus
cereus'agore TNT uzerindeki etkinliklerinin daha az oldugu saptanmustir.

Zamana bagli olarak bakteri hiicre gelisimlerinde kontrol gruplarina gore
artmalar gozlenmesi bu bakterilerin TNT'yi nitrojen kaynagi olarak kullandigini
gostermektedir. Ancak bu artisi zamanla ortamda kalan TNT nin ve pargalanma
drdnlerinin toksik ozelliklerinden dolay: bakteri hticre gelisiminde azalmalarin takip
ettigi tespit edilmistir.

Biyodegradasyon calismalar: sirasinda zamana bagli olarak kilttrlerdeki pH
degisimleri incelenmistir. Baslangic pH' nin 7.4£0.1 oldugu kultirlerde inkibasyon
sirasinda abiyotik ve bakteriyel ortam pH’larinin 7.4-7.55 arasinda gbzlenmesi
bakteriyel aktiviteler sonucunda ekstrem bir pH degisiminin sbz konusu olmadigin
ortaya cikarmustir.

Inklibasyon siiresini takiben biyodegradasyona bagl nitrit ve nitrat birikimi
olup olmadig: spektrofotometrik analizler ile takip edilmistir. Bu analizler sonucunda
AD1 ve AD3 izolatlarinda nitrit olusumu gozlenirken, AD2 ve AD4 kilturlerinde
nitrit saptanmamustir. AD1 ve AD3 izolatlarinin kilttrlerinde O ve 6. saatler arasinda
baglayan nitrit olusumuna abiyotik ortamlarda 24 saat sonra rastlanmistir. 50 ve 75
ppm TNT iceren minimal besiyerinde AD1 ve AD3 kdlturlerinde gdzlenen en yuksek
nitrit miktarlart sirasiyla 0.28 ve 0.47 mg/L; 0.41 ve 0.55 mg/L seklinde
kaydedilmistir. Nitrat testleri sonunda biyodegradasyon ortaminda nitritin nitrata
oksidasyonun sdz konusu olmadig: belirlenmistir.

TNT, 2,4-DNT ve 4-ADNT standartlar: ile stabilize edilmis GC-MS ve TLC
analizleri yapilarak biyodegradasyon sonucunda olusan parcalanma Grinleri
tammmlanmistir. Bu analizler sonucunda AD1 ve AD3 izolatinda 2,4-DNT, 4-ADNT;
AD2 ve AD4 izolatlarimn kiltirlerinde ise 4-ADNT ye rastlanmis olup abiyotik
ortamlarda gerceklesen kimyasal parcalanmaya ragmen herhangi bir parcalanma
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arind  belirlenememistir.  AD1 ve AD3 izolatlarimin  TNT'nin  biyolojik
parcalanmasim aroomatik halka ve bu halkaya bagli nitrit gruplarimin rediksiyonu;
AD2 ve AD4 izolatlarinin ise sadece benzen halkasina bagli nitrit gruplarinin
rediksiyonu seklinde gergeklestirdikleri saptanmustir.

Ulkemizde uluslararas: ticareti yapilan TNT, Makine ve Kimya Endiistrisi
Kurumu Barutsan Roket ve Patlayict Fabrikast Mudurliga tarafindan Uretilmekte
olup, yillik Gretim miktar: ve Uretim alanlarindaki kirlilik konusunda resmi herhangi
bir rapor bulunmamaktadir. Bununla birlikte simr arazilerimiz g6z Onunde
bulunduruldugunda Hatay’'dan Silopi’ye kadar uzanan simir hattindaki mayinli
topraklar 300 ile 750 metre genisliginde, 700 km uzunlugunda ve toplam 3.5 milyon
donim kadar bir yer arz etmektedir. Mardin, Sanhurfa, Hatay ve Kilis simir
bolgelerindeki yerlesim yerlerini icine almis durumdadir. TNT nin maymin ana
maddesi olmasi, bu bdlgelerdeki TNT Kirliligini olast sonug olarak karsimiza
¢ikarmaktadr.

Mayin sizintilarimin - arastirilmast  ve sinir - arazilerinin - temizlenmesi
caligmalarinda biyosensor olarak bakteriler ve transgenik bitkiler kullanmlmaktadir.
Ancak bakteri hiicre gelisiminin TNT kirliligi fazla olan topraklarda yetersiz kalmasi,
transgenik  bitkilerin ise gelisimleri agisindan zaman zaman tohumlarinin
puskurtildigl arazilerde gubreleme ve sulama faaliyeti gibi gereksimler, bu tarz
calismalarda gerek bakteriyel gerekse transgenik bitki kullammini giiclendirmekte ve
biyoteknolojik enzimlerin kullanimina yon kazandirmaktadir.

Calismamizda kullanilan bakterilerin izolasyon ve calisma standardizasyon
kolaylig1, bu organizmalara hem hticresel boyutta hem de enzimsel diizeyde calisilma
avantgj1 saglamaktadir. Basta nitroredilktaz enzim izolasyonu olmak Uzere enzimin
calisma kosullarinin optimizasyonu ve biyoreaktor teknolojileri kullanarak, genis
toprak parcalarimin TNT Kirliliginden arindirilmasi mumkiin olacaktir. Boylelikle
verimli simir arazileri, organik tarima agilarak artan nifusa paralel gelisen besin
kithig: gibi sorunlardan tlkemizin en az zararla gikmasi saglanabilecektir.

Bu yontemlerle sadece TNT ile kirlenmis simir topraklarimizin degil aym

zamanda Uretim tesislerinde kurulabilecek buyuk olgekli biyoresktorler ile tretim
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tesislerindeki havanin temizlenmesi sonucu isgilerin bu kimyasala maruz kalmasi ve
topraga sizintilarin minimalize edilmesi saglanabilecektir.

Degradasyon calismalarinda her ne kadar sonuclar calisilan izolatin tirine ve
irdelenen faktorlere gore farklilik teskil etse de temelde hedef bakteriyel faaliyetin
polinitro gruplar1 parcalayarak dogaya tabii bir aritim sireci kazandirmasidhr.
Dunyada bu tarz calismalar yogunlukla devam etse de calismamiz Tirkiye
sartlarinda bir ilk arz etmektedir. Ilerleyen donemlerde benzer calismalara 1sik
tutacagr inancint tasidigimiz bu calismamn benzer yonde ilerleyecek diger

calismalara referans olabilecektir.
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EK

1. Standart ¢ozeltideki TNT, 2,4-DNT ve 4-ADNT nin GC-M S sonuclari
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EK 3. Standart ¢ozeltideki 2,4-DNT’nin kitle spektrumu

CTANNADT #1880 DT 15/1 AV 1 NL: 3.67E6
T: {0,0} + ¢ EIFull ms [35.00-447.00]

Relative Abundance

1007

90

8

o

¥

6

e}

o
LT T T T T

50

63.10

51.11

50

165.14
89.07

119.14

90,04
78.03
9094
106.96
147.95 18213

T | 20694 22537 25120 28096 327.03 330.13 358.07 384.83 41570 429.07

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 150 200 250 300 350 400

miz

EK 4. Standart ¢ozeltideki 4-ADNT’ nin kitle spektrumu
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EK 5. TNT ve parcalama urunlerinin kimyasal yapilar1 ve GC-MS deki
alikonma zamanlari (Retention times: RT)

Benzene, 2-methyl-1,3,5-trinitro-
Formula CYHSMI0E, Mw 227, CA5# 113-36-7, Entry# 24354
Taluene, 2,4,B-trinitra-

0 n]
| |

/

o

"

TNT
RT. 17.54
BEenzene, 1-methyl-2,4-dinitro- p-Toluidine, 2,5-dinitro-
Formula CTHEMZOE, MWW 182, CASH 121-14-2, Entry# 21284 Formula STHTRE0E, MW 137, CASH 19406-51-0, Entry# 655396
Toluene, 2,4-dinitro- Benzenamine, 4-methyl-35-dinitro-
a ] u]
S | |
ﬁ I\I\“%D
]

W

” MHz
2,4-DNT 4-ADNT
RT: 15.65 RT: 20.14

132



EK 6. 50 ppm TNT igeren abiyotik kiltirin GC-M S sonucu
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EK 7. 50 ppm TNT igeren AD1 kilturinin GC-M S sonucu
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EK 8. 50 ppm TNT igeren AD2 kilttriniin GC-M S sonucu

RT: 0.00 - 35.01
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EK 9. 50 ppm TNT igeren AD3 kiltturinin GC-M S sonucu

RT: 0.00 - 35.01
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EK 10. 50 ppm TNT igeren AD4 kultarunun GC-M S sonucu

RT: 0.00 - 34.99
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EK 11. 75 ppm TNT igeren abiyotik kiltiriin GC-M S sonucu
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EK 12. 75 ppm TNT igeren AD1 kultarunun GC-M S sonucu

RT: 0.00 -34.98
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EK 13. 75 ppm TNT igeren AD2 kultarunun GC-M S sonucu

RT: 0.00 - 35.00
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EK 14. 75 ppm TNT igeren AD3 kultarunun GC-M S sonucu

RT. 0.00 - 34.94
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EK 15. 75 ppm TNT igeren AD4 kultarunun GC-M S sonucu

RT: 0.00 - 34.94
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