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Ozet

2,4,6-trinitrotoluen (TNT) yaygin olarak kullanilan patlayici bir kimyasaldir. TNT giivenli liretimi ve depolanmasi, diisiik erime noktasi,
kimyasal ve termal kararlilig1 gibi dzelliklerinden dolay: her iki diinya savasinda ana patlayici madde olarak kullaniimistir. TNT nin
askeri faaliyetler i¢in imalati, kullanim1 ve imha edilmesi hem toprak hem de yeralt1 sularinin kirlenmesine neden olmaktadir. TNT’nin
yaygin olarak patlayici madde olarak kullanilmasina karsin insan dahil bir¢ok organizma iizerinde toksik etkileri vardir ve TNT
yapisinda bulunan nitro gruplarinin simetrik diizeninden dolay1 dogada uzun siire bozunmadan kalabilmektedir. TNT nin hem yer alti
sularinda hem de toprakta neden oldugu kirliligin biyolojik yontemlerle remediasyonu insan saglig1 ve ekosistem agisindan oldukca
onemlidir. Bir toksik bilesigin biyolojik olarak muamele edilebilirligi bu bilesigin biyodegradasyonunun miimkiin olmasina baglidir.
TNT dogada uzun siire bozunmadan kalabilmesine kargin mikrobiyal ataklar karsisinda hassastir. Cesitli aerobik ve anaerobik bakteriler
ve mantarlar sentezledikleri nitrorediiktaz enzimleri ile TNT ve TNT nin transformasyon metabolitlerini par¢alayabilmektedir. TNT ile
kirlenmig bolgelerin 1slahi icin, TNTyi pargalayabilme yetenegine sahip mikroorganizmalarin kullanildig: cesitli biyolojik temelli
teknolojiler gelistirilmistir. Bu ¢aligmada konuyla ilgili literatiir incelenerek TNT nin mikrobiyal degradasyon mekanizmalar1 ve TNT
degradasyon kapasitesine sahip mikroorganizma tiirleri belirlenmistir. Ayrica, TNT ile kirlenmis bélgelerin islahinda kullanilan
biyoremediasyon yontemleri arastirilmig, yontemlerin uygulanmasina ait ¢aligmalar ve yontemlerin uygulamadaki avantaj ve
dezavantajlart literatiir kaynaklarindan derlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Nitroaromatik bilesikler, 2,4,6-trinitrotoluen, mikrobiyal degradasyon, biyoremediasyon.

Microbial Degradation of 2,4,6-Trinitrotoluene (TNT) and Bioremediation
of Contaminated Areas with TNT

2,4,6-trinitrotoluene (TNT) is a widely used explosive chemical. TNT was used as the main explosive in both two World wars due to
characteristics such as safe manufacture and storage of TNT, its low melting point and its chemical and thermal stability. The
manufacturing, use and disposal of TNT for military activities have caused contamination of both soil and groundwater. Although TNT
is widely used as an explosive material, there are toxic effects of TNT on many organisms including humans and because of the
symmetrical arrangement of the nitro groups in the structure of TNT, it can be stay in nature without degradation for a long time.
Remediation of soil and groundwater contamination caused by TNT with biological approaches is very important in terms of human
health and ecosystems. The availability of biological treatment of a toxic compound depends on the possibility of biodegradation of the
compound. Though TNT is persistent in nature for a long time, it is sensitive to microbial attacks. A variety of aerobic and anaerobic
bacteria and fungi can degrade TNT and TNT’s transformation metabolites with nitroreductase enzymes which they synthesize. For the
remediation of contaminated areas with TNT, various biological-based technologies employing microorganisms that are capable of
degrading TNT have been developed. In this study, by examining relevant literature, microbial degradation mechanisms of TNT and
microorganism species that have TNT degradation capacity have been designated. Furthermore, bioremediation methods used for the
treatment of contaminated sites with TNT were investigated, studies on the implementation of the methods and advantages and
disadvantages of these methods in practice were compiled from literature sources.
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1. Giris

Nitroaromatik bilesikler ksenobiyotiklerin 6nemli  bir
grubunu olusturmaktadirlar. Aromatik halkaya bagli bir nitro
grubu bulunduran sadece birka¢ nitroaromatik  bilesik
mikroorganizmalar tarafindan sekonder metabolitler olarak
iretilmektedir. Patlayici, boyar madde, herbisit, bocek oldiirticii
ve ¢Oziicli olarak kullanilan birgok nitroaromatik bilesik ise
sentetik endiistriyel kimyasallardir (Park ve ark., 2003a).
Nitroaromatik bilesikler olduk¢a toksik ve mutajeniktir ve
bircogu kanserojen ya da siipheli kanserojen olarak rapor
edilmistir (Ju ve Parales, 2010). Bu bilesikler genel olarak dogada
uzun siire bozunmadan kalabildiklerinden dolay1 insan, baliklar,
algler ve mikroorganizmalar iizerinde toksik ve mutajenik
etkilerin olusmasina sebep olan gevre kirliligi olusturmaktadirlar.
En iyi bilinen ve patlayict madde olarak en yaygin kullanilan
nitroaromatik bilesik TNT dir. TNT ile kontamine olmus alanlarin
¢ogu eski mithimmat atik bolgeleridir ancak TNT ile kirlenmis
¢ogu bolge hala gevresel olarak tehlike altindadir. Bu bolgelerde
TNT kontaminasyonu yaygin olarak bilinmesine ragmen bu
bolgeler ve bolgelerin kirlilik seviyeleri ile ilgili literatiirde ¢ok az
bilgi bulunmaktadir (Park ve ark., 2003a). Eski ve yeni askeri
bolgelerde ve patlayic iiretim tesislerinde toprak ve suyun TNT
kirligine maruz kalmasi ciddi bir ¢evre sorunudur. Bu bolgelerde,
TNT uzun siire ¢6ziinmeden kalabilmekte ya da yeralt1 sularinda
¢oziinmektedir. TNT toksik ve mutajenik bir kimyasaldir ve
yeralti sularina karigmasi ¢evre ve insan sagligi acisindan ciddi
tehditler olusturmaktadir (Maeda ve ark., 2007).

TNT her iki diinya savasinda da ana patlayici madde olarak
kullanilmistir (Park ve ark., 2003b). TNT nin askeri faaliyetler
i¢in imalati, kullanimi ve imha edilmesi hem toprak hem de yeralti
sulariin kirlenmesine neden olmaktadir (Gallagher, 2010). TNT
ile kirlenmis bolgelerin dogal kaynaklara zarar vermeyen ve
kamuoyu tarafindan yiiksek kabul goéren yontemlerle
remediasyonu insan sagligi ve ekosistem i¢in olduk¢a dnemlidir.
TNT kirliligine maruz kalmis alanlar1 temizlemek icin birkag
fizikokimyasal ~ yontem  gelistirilmistir,  bunlar:  yakma,
adsorpsiyon, kompostlama, ileri oksidasyon ve kimyasal
indirgenme islemleridir. Ancak bu islemlerin her birinin maliyetli
olma, problematik atik iirinlerin olusmasi ve atmosfere zararl
gazlarin agiga ¢ikmasi gibi kendi sinirlamalart vardir (Park ve
ark., 2003b). Son arastirmalar TNT gibi patlayicilarla kirlenmis
bolgelerin temizlenmesinde mikroorganizmalarin kullanildig:
uzun siirecli aritim prosesleri olarak tanimlanan biyoremediasyon
islemi gibi alternatif yontemlerin iizerinde odaklanmigtir.
Biyoremediasyon dogal yollarla gerceklesir ve maliyet agisindan
diger yontemlere kiyasla daha ekonomik bir proses olmasindan
dolay1 olduk¢a avantajlidir (Dindar ve ark., 2010).

Bu calismada, konuyla ilgili literatiir incelenerek TNT nin
yapisi, Ozellikleri ve toksik etkileri, mikrobiyal pargalanmasi,
TNT’yi parcalayabilen mikroorganizmalar ve
TNT nin bioremediasyonu hakkinda bilgi vermek amaglanmuistir.

2. TNT

1830 yillarinda organik kimyanin gelisimi ile kimyagerler
nitrolama yontemiyle bir¢ok yeni bilesik sentezlemistir. Birkag yil
boyunca firetilen bu nitratli bilesiklerin bazilarmin patlayici
ozelligi kesfedilmis ve bu bilesiklerin askeri ve endiistriyel
amaglar i¢in kullanim yollar1 aranmistir. On dokuzuncu yiizyilin
sonlarinda, infilak edilmeye kadar kararli olan nitroaromatik
bilesikler TNT ve 2,4,6-trinitrofenol (pikrik asit) sentezlenmis ve
TNT birinci diinya savasinda en yaygin olarak kullanilan patlayici
olmustur (Lewis ve ark., 2004).
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2.1. TNT’nin Yapisi ve Ozelikleri

TNT ilk kez 1863 yilinda Alman kimyager Joseph Wilbrand
tarafindan sentezlenmis ve o yillarda boyar madde olarak
kullanilmistir. Alman ordusunun 1902 yilinda TNT nin patlayici
ozelligini kesfetmesinden sonra TNT figeklerin, bombalarin ve el
bombalarinin ana patlayict maddesi olarak Alman askeri
sanayisinde 6nemli kullanim alanlart bulmustur (Yinon, 1990).
Polinitroaromatik bir bilesik olan TNT 2, 4, 6. pozisyonlardaki C
atomuna bagli oksitlenmis 3 adet NO, gruplarindan ve 1.
pozisyondaki bir metil grubundan olusmaktadir (Esteve-Nuilez ve
ark., 2001). Yiiksek bir patlayict olan TNT oda sicakliginda kat1
bir kristal olan tek halkali nitroaromatik bir bilesiktir.

TNT kokusuz sar1 renkli dogal olarak meydana gelmeyen kati
bir maddedir. TNT 80,6 °C’de erimekte ve dondugunda igne gibi
renksiz kristallere doniismektedir. TNT’nin oda sicakliginda
sudaki ¢oOziiniirliigli olduk¢a diigiiktiir ama etanol, aseton ve
metanol gibi ¢oziiciilerde iyi derecede ¢oziinmektedir. Patlama
siddeti ortalama olarak 6900 ms’dir. TNT kararli ve sudaki
¢Oziinlirligi disik oldugu i¢in nem tutmayan bir bilesiktir ve
stirtlinme, darbe, sok ve elektrostatik enerji gibi uyaricilara karsi
hassas degildir (Uzer, 2004; Mercimek, 2011). Tablo 1°de
TNT nin fiziksek ve kimyasal 6zellikleri verilmistir.

Tablo 1. TNT nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (ATSDR, 1995
ve Ayoub ve ark. 2010)

Molekiiler Formiilii: C;HsN3sO¢
911 .
TNT’nin yaplsal TUPAC Numarasi: 2-metil-1,3,5-
formiilii trinitrobenzen
Molekiiler Agirhgi: 227,13 g/mol
CHs;
Kristal Formu: TNT renksiz
O,N NO, | ortorombikkristallar ya da soluk sar1
renkli monklinik kristaller seklinde
mevcuttur.
Erime Noktasi : 80,65 °C
Kaynama Noktasi: 210 °C
Parlama Noktasi: 240 °C
NO,
Tutusma Noktasi: 295 °C
Yogunluk : 1,65 g/mL
Coziniirligii: 20 °C’de g/100 g
¢oziiciide; suda 0.0130, etanolde 1.23,
eterde 3.29, toluende 55, benzende 67,
asetonda 109.
Patlama Siddeti: 6900 m/s

TNT toluenin nitrik ve siilfiirik asit ¢ozeltisi ile muamelesi
sonucu elde edilmektedir (ATSDR, 1995). TNT, {i¢ adimda
sentezlenmektedir. Tk olarak toluen, siilfiirik-nitrik asit karisimi
bir ¢ozeltide nitrolanarak MNT (mononitrotoluen) sentezlenir.
Sonrasinda elde edilen MNT tekrar nitrolanarak dinitrotoluen
(DNT) elde edilir ve en son adimda {igiincii bir nitrolama ile
olusan DNT’lerden TNT elde edilir (Uzer, 2004). TNT nin
toluenden elde edilmesi Sekil 1.’de verilmistir.
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Sekil 1. Baslangi¢ materyali toluenden TNT’nin sentez
mekanizmasi (Anonim, 2015)

HNO,H,S0,
3. Nitrasyon

NO,
2,4 6-trinitrotoluen (TNT)

2.2. TNT’nin Toksik Etkileri

Yiizyildan fazladir TNT’nin yaygin olarak kullanimi TNT yi
toprak ve yeraltr sularinin ana kirletici ajani haline getirmistir.
Toprakta TNT kontaminasyonunun 10 mg/kg’dan 12000 mg/kg’a
ve bazen 35000 mg/kg seviyelerini ulagtigi rapor edilmistir. Yine
atik sularda 70 mg/L TNT konsantrasyonu rapor edilmistir. TNT
dogada uzun siire bozunmadan kaldig1 i¢in ¢evre iizerinde negatif
etkilere sahiptir ve yiiksek konsantrasyonlarda, TNT toksik,
mutajenik ve potansiyel kanserojendir (Qasim ve ark., 2007).

TNT’ye maruz kalma deride dokiintii ve kasintiya, mukus ve
kan hastaliklarina neden olmaktadir. Tarihte, biiyiik 6l¢ekli TNT
iretim tesislerinde ¢alisan iscilerde TNT’nin toksik etkileri
karaciger hasar1 (toksik hepatit) ve anemi olarak rapor edilmistir.
Ames testi ile TNT nin giiclii bir mutajen oldugu da yapilan
¢aligmalarla gosterilmistir (Rahal ve Moussa, 2011).

Insanlarda kiiciik miktarlarda TNT’ye maruz kalmak bas
agrisina, anemiye ve alerjik reaksiyonlardan dolay1 derinin tahrig
olmasma sebep olmaktadir. Anemi TNT toksisitesinin sik
belirtilen semptomudur. TNT’nin standart hematolojik
parametreler iizerindeki olumsuz etkileri sicanlarda, farelerde ve
kopeklerde rapor edilmistir (ATSDR, 1995). Yiiksek miktarlarda
TNT’ye maruz kalma ise karacigerde, gdzde ve sinir sisteminde
hasarlar meydana getirmektedir. Bunlarin disinda, insan
viicudunda TNT metabolizasyonu sonucu agiga ¢ikan reaktif
nitrozo tlirleri ve reaktif oksijen tlirleri DNA gibi
makromolekiillerle baglanmakta ve oksidatif DNA hasarina sebep
olmaktadir. Bundan dolayi, TNT ve TNT’nin metabolizasyonu
sonucu olusan reaktif oksijen tiiri metabolitler genetik
bozukluklulara ve kansere sebep olmaktadir. Insan ve gevre
iizerindeki TNT nin toksik etkisi TNT nin dogada birikmesi ile
artmaktadir (Qasim ve ark., 2007).

Yapilan ¢aligmalar ile bazit memeli tiirlerinde TNT nin akut
oral toksisitesi belirlenmistir. Ornegin, TNT’nin oral medyan
oldiiriicii dozu hem erkek hem de disi farelerde 660 mg/kg, disi
siganlarda 795 mg/kg ve erkek siganlarda 1320 mg/kg olarak
belirlenmistir. Bu hayvanlarda, TNT ye maruz kalmadan 1-2 saat
sonra kasilma nobetleri gdzlemlenmistir. Biitlin 6limler maruz
kalmadan 24 saat sonra meydana gelmis ve maruz kalmanin diger
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etkileri kirmizi renkli idrar ve uyusukluk olarak rapor edilmistir
(Williams ve ark., 2015).

Karin i¢ine 100 ile 150 mg/kg oraninda TNT enjekte edilen
kedilerde 5,5 saat icinde oliimler gozlemlenmistir. 40 mg/kg TNT
enjeksiyonu ise kasilma nobetlerine, arka bacak felcine, viicut
sicaklig1 diistisiine ve tiikiiriik saliminda artigsa sebep olmustur.
Ayrica kedilerin kaninda methemoglobine rastlanmigtir. Giinliik
50 mg/kg oraninda TNT deri alti enjeksiyonu ile kedilere
verildiginde, kedilerde 4 ile 9 giin arasinda &liimler
gozlemlenmistir (Williams ve ark., 2015).

Yan ve ark. (2002) Cin’de sekiz silah fabrikasinda calisan
erkek isciler arasindan kanser hastalik orani ve 6liim oranini rapor
eden bir ¢alisma yayinlamistirlar. Calismaya 2683 TNT ’ye maruz
kalan erkek isci ve 42494 TNT’ye maruz kalmayan erkek isci
dahil edilmistir. TNT’ye maruz kalan iscilerde en sik goriilen
kanser tiirii tlim kanser vakalarinin % 32’sini olusturan karaciger
kanseridir. TNT’ye  maruz  kalmayan  isgiler ile
kargilagtirildiginda, TNT’ye maruz kalan isgilerde karaciger
kanseri oraninin istatistiksel olarak anlamli derecede (RR = 3,46,
p <0,01) yiiksek oldugu bildirilmistir.

Tim patlayicilar gibi TNT de ¢esitli derecede toksik bir
kimyasaldir ve Amerika Cevre Koruma Ajansi tarafindan C sinifi
kanserojen madde olarak smiflandirilmaktadir (Giimiisgli ve
Tekinay, 2013).

3. TNT’nin Mikrobiyal Degradasyonu

TNT mikroorganizmalar tarafindan metabolize edilebilen
sentetik bir kimyasaldir ve mikroorganizmalar sentezledikleri
nitrorediiktaz enzimleri ile TNTyi
hikroksilamindinitrotoluenlere (HADNT),
aminodinitrotoluenlere (ADNT), diaminomononitrotoluenlere
(DAMNT) ve dinitrotoluenlere (DNT) indirgemekte ve azot
kaynagi olarak kullanabilmektedir Giiniimiize kadar TNT ve TNT
gibi polinitroaromatik bilesikleri oksijenin varliginda veya
yoklugunda gergeklesen aerobik ve anaerobik prosesler ile
pargalama  yetenegine  sahip  birgok  mikroorganizma
tanimlanmistir (Oh ve ark., 2000; Mercimek, 2011) ve TNT ile
kirlenmis alanlarin temizlenmesinde biyoremediasyon yontemini
daha verimli hale gelmesini saglayacak mikroorganizmalarin
kesfi amaci ile aerobik bakteriler (Glimiis¢ii ve Tekinay, 2013;
Mercimek ve ark., 2013), anaerobik bakteriler (Esteve-Nuiez ve
ark., 2000, Lin ve ark., 2013), mantarlar (Gao ve ark., 2010) ve

bitkiler (Rylott ve Bruce, 2009) tarafindan TNT’nin
biyodegradasyonu birgok bilim insan1 tarafindan yillarca
caligtlmugtir.

3.1 TNT’nin Bakteriler Tarafindan Degradasyonu

TNT oksidatif mikrobiyal degradasyona karsi direnglidir
¢linkii TNT nin yapisinda bulunan ii¢ tane elektron ¢ekici nitro
gruplarin varligi sterik engele ve aromatik halkada elektron
eksikligine sebep olmaktadir (Claus, 2014). Oksidatif
degradasyon yerine, birgok bakteri TNT nin yapisinda bulunan
nitro gruplar1 hidroksilamin veya amin gruplarima indirgeyerek
TNT molekiiliinii aminonitroaromatik bilesiklerinin  farkl
izomerlerine doniistiirmektedirler (Esteve-Nufiez ve ark., 2001;
Claus, 2014).

TNT’ nin mikrobiyal degradasyonu Sekil 2.’de gosterildigi
gibi bir nitro grubun dnce nitrozo (-NO) sonra hidroksilamin (-
NHOH) ve en sonunda amin (-NH,) grubuna doniigmesi ile
baglamaktadir (Claus, 2014). Aerobik kosullar altinda, bakteriler
bir veya iki nitro grubunu hidroksilamin veya amin gruplarina
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indirgemektedir ama igiincii nitro grubunun indirgenmesi igin
anaerobik kosullar gerekmektedir (Esteve-Nuifiez ve ark., 2001;
Ayoub ve ark., 2010; Claus, 2014). TNT nin nitro gruplarinin
indirgenmesinde birinci nitro grubun indirgenmesi diger nitro
gruplarinin indirgenmesine gore ¢cok daha hizlidir. Ciinkdi ilk nitro
grubun amin grubuna doéniistiiriilmesi aromatik halkanin elektron
eksikligini azaltir ve dolayisiyla diger nitro gruplarin
indirgenmesi i¢in daha diigiik redoks potansiyeli gerekir. Bu
nedenle, TNT’nin indirgenmesi sonucu triaminotoluen (TAT)
olusumu -200 mV  redoks potansiyelinin  altinda
gerceklesmektedir  ve bu  sadece oksijensiz  ortamda
saglanabilmektedir (Esteve-Nufiez ve ark., 2001). Diisiik redoks
potansiyelinin oksijensiz ortamda saglanmasi ile kat1 olarak
anaerobik olan Clostridium sp., Desulfovibrio sp. ve Methanoccus
sp. gibi bakteriler tarafindan TNT tamamen TAT molekiiliine
indirgenmektedir (Claus, 2014). Aerobik ve anaerobik kosullar
altinda  bakteriler tarafindan TNT’nin biyodegradasyon
mekanizmalar1 Sekil 3. ve Sekil 4.’te sirasiyla verilmistir.

CH, CH, CH, CH,
N NO, O,N NO,ON NO, O,N NO,
—> —> —>

NO, NO NHOH NH,
TNT 4-nitrozo-DNT 4-HADNT 4-ADNT

Sekil 2. Nitro grubun indirgenmesi ile TNT nin mikrobiyal
degradasyonu (Claus, 2014)

Mikrobiyal degradasyonda ikinci Onemli yol aromatik
halkaya hidrit iyonlar1 eklenerek monohidrit ve dihidrit-
Meisenheimer komplekslerinin olusumu ile TNT’nin dogrudan
indirgenmesidir (Sekil 5). Her iki degradasyon mekanizmasi da
(nitro gruplarin indirgenmesi ve aromatik halka-indirgenmesi)
ayn1 hiicre i¢inde gergeklesebilmektedir. Dihidrit-Meisenheimer
kompleksi ve HADNT arasindaki kondensasyon reaksiyonlari
nitrit iyonlarinin agiga ¢ikmasi ile diarilaminlerin olusmasina yol
agmaktadir (Claus, 2014).

CHs CH3
O;N NO;  O,N NO,
_— H
"
NO, NO,
TNT Monohidrit-Meisenheimer Kompleksi

Sekil 5. TNT ye hidrit iyonunun eklenmesi ile Meisenheimer
kompleksinin olusmasi ve TNT nin mikrobiyal transformasyonu
(Claus, 2014)

TNT’nin bakteriler tarafindan degradasyonu TNT ile
kirlenmis alanlarin temizlenmesinde etkili bir biyoteknolojik
yaklagimin daha verimli hale getirilmesi i¢in yliksek TNT yikim
kapasitesine sahip mikroorganizmalarin kesfi amaci ile yillarca
bilim adamlar1 tarafindan ¢alisilmistir (Ayoub ve ark., 2010).
TNT’yi aerobik ve anaerobik kosullar altinda pargalama
yetenegine sahip literatiirde rapor edilen aerobik ve anaerobik
bakteri tiirleri sirasiyla Tablo 2 ve Tablo 3’de verilmistir.
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Preuss ve ark. (1993) azot kaynagi olarak sadece TNT, karbon
ve enerji kaynagi olarak piruvat kullanarak Desulfovibrio
bakterisini izole etmistir. Bu izolat herhangi bir indirgeyici ajan
olmayan hiicre siispansiyonunda TNT’nin anaerobik kosullar
altinda TAT molekdiliine indirgenmesini kataliz etme yetenegine
sahiptir.

Kore’de TNT ile kontamine olmus topraklardan yiizlerce
bakteri izole edilmis ve izolatlar arasinda en aktif olan bakteri
susu API testi ile Pseudomonas putida KP-T201 olarak Park ve
ark. (2002) tarafindan belirlenmistir. Bu izolat karbon kaynagi
olarak farkli konsantrasyonlarda (20, 50 ve 100 mg/L) TNT
bulunan besiyerinde biiyiitiilmiis ve 20, 50 ve 100 ppm TNT
iceren besi yerinde baglangictaki TNT ’nin sirasi ile 6 saat, 16 saat
ve 36 saat iginde degrade edildigi belirlenmistir. izolattn TNT
degradasyonu ic¢in biyokinetik parametreleri belirlenmistir.
Degradasyon {irlinlerinin analizi HPLC ile yapilmis ve
metabolitler 2-ADNT, 4-ADNT, 2,4-DNT ve 2,6-DNT olarak
belirlenmistir.

Lin ve ark. (2013) demiri indirgeyen bakteri toplulugunda
izole ettikleri ve 16S rDNA analizi teknigi ile tanimladiklar
Bacillus  mycoides bakteri susu ile TNT’nin mikrobiyal
degradasyonunu arastirmistir. Bu bakteri ile hem aerobik hem de
anaerobik olarak TNT nin degradasyonunu ¢alisiinustir. izolat ile
yapilan degradasyon g¢aligmalarinda izolatin aerobik sartlarda
baslangigtaki TNT nin 16 saatte % 93’iinii, anaerobik sartlarda
baslangictaki TNT nin 24 saatte % 94’iini yiktig1 belirlenmistir.
TNT nin biyotransformayon metobolitleri GC/MS ile tanimlanmis
ve 4-ADNT ve 6-ADNT olarak belirlenmistir.

41



European Journal of Science and Technology

2,4-DAMNT
CHg
NH_

o.N
COOH / NH, CHgy
OLN. NO, / NH
/\ NH,"
HO, oH
NH2 / K;/ o /@\DH N / Nos
CHa OoH ?
OuN. NO, oH OuN. NHJ
4-ADNT 2-ADNT

NO.
o, / CHa CH, >

N NHOH
4-HADNT 2-HADNT
NHCOCH;
NHOH \

NO,

Ar-N*=N-Ar N \ CH,
CHy
zokslnltrotoluen O.N NO

NHOH

N i N SARI URUN
OzN, NO,
H
H H
2
CH.

Snoad

Toluen

Trikloroasetik Asit Dongusu

Sekil 3. Aerobik bakterilerde TNT nin biyodegradasyon mekanizmasi (Esteve-Nuiiez ve ark., (2001)’den degistirilerek)

cooH

P x

ouN NO. NO. / NO,
NH
TNT \

NO, OH
2,4-DNT p-hidroksilbenzoat
chHy \
[SHN) NHOH NHOH
2-HADNT 4-HADNT
NO> NHOH FINOH

NHCOCH;

CHg

p-krezol

Toluen \
metil floroglusinol
TAT

Sekil 4. Anaerobik bakterilerde TNT nin biyodegradasyon mekanizmasi (Esteve-Nuiez ve ark., (2001)’den degistirilerek)

www.ejosat.com ISSN:2148-2683 42



Avrupa Bilim ve Teknoloji Dergisi

Tablo 2. TNT yi acrobik kosullar altinda metabolize edebilen bakteri tiirleri

Aerobik Bakteri Tiirii

Referans

Achromobacter spanius STE 11
Acinetobacter noscomialis
Bacillus cereus

Bacillus mycoides

Bacillus SF

Clavibacter agropyi
Enterobacter cloacae PB2
Enterobacter sp.

Klepsiella sp.

Mycobacterium vaccae
Mycobacterium sp. strain HLANT-1
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fluorescens B3468
Pseudomonas pseudoalcaligenes
Pseudomonas savastanoi
Pseudomonas sp. clone A
Pseudomonas putida

P. fluorescens strain TM42
Pseudomonas sp. strain TM55
Pseudomonas sp. strains TM15
Pseudomonas sp.

Rhodococcus erythropolis
Serratia marcensens
Sphingomonas sanguinis
Sphingomonas sp.

Raoultella terrigena
Staphylococcus sp.
Stenotrophomonas maltophilia

Giimiis¢ii ve Tekinay, 2013
Sangwan ve ark., 2015
Mercimek ve ark., 2013
Lin ve ark., 2013
Nyanhongo ve ark., 2009
Rahal ve Moussa, 2011
French ve ark., 1998

Bae ve ark., 1995

Kim ve ark., 2002
Vanderberg ve ark., 1995
Vorbeck ve ark., 1994
Mercimek ve ark., 2015
Pak ve ark., 2000
Naumova ve ark., 1988
Fiorella ve Spain, 1997
Martin ve ark., 1997
Duque ve ark., 1993

Park ve ark., 2002; Chien ve ark., 2014
Maeda ve ark., 2006
Maeda ve ark., 2006
Maeda ve ark., 2006
Chien ve ark., 2014
Vorbeck ve ark., 1998
Montpas ve ark., 1997
Rahal ve Moussa, 2011
Maeda ve ark., 2006
Claus ve ark., 2007
Kalafut ve ark., 1998

Oh ve Kim, 1998

Tabblo 3. TNT yi anaerobik kosullar altinda metabolize edebilen bakteri tiirleri

Anaerobik Bakteri Tiirii

Referans

Bacillus mycoides

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

Enterobacter cloacae PB2
Desulfovibrio sp. susu B
Desulfovibrio sp.

Desulfovibrio sp.

Escherichia coli

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

Veillonella alkalescens

Lin ve ark., 2013

Ederer ve ark., 1997
Shim ve Crawford, 1995
Lewis ve ark., 1997
McCormick ve ark., 1976
Ederer ve ark., 1997
Hughes ve ark., 1998
Kalderis ve ark., 2011
Boopathy ve Kulpa, 1992
Preuss ve ark., 1993
Drzyzga ve ark., 1998
Ederer ve ark., 1997
Ederer ve ark., 1997
Boopathy ve Kulpa, 1994
Kalderis ve ark., 2011
Esteve-Nufiez ve Ramos, 1998
Kalderis ve ark., 2011
McCormick ve ark., 1976
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3.2. TNT’nin Mantarlar Tarafindan Degradasyonu

Diger mikroorganizmalarda oldugu gibi, TNT nin funguslar
tarafindan  yikilmasindaki ilk adim nitro gruplarinin
indirgenmesidir (Esteve-Nuiiez ve ark., 2001). Cogu mantar
TNT’nin en az bir nitro grubunun indirgemesini katalize
edebilmektedir (Spain, 1995). Bu degradasyondan beyaz ciiriikgiil
mantarlarin lignin pargalama sisteminin ekstraselliiler enzimleri
sorumludur ve bu enzimler peroksidazlar (lignin peroksidaz, Mn-
bagimli peroksidaz) ve ahsabin igerdigi ligninin parcalanmasini
katalizleyen oksido-rediiktazlar (lakkazlar) olarak
siniflandirilmaktadirlar (Esteve-Nufiez ve ark., 2001; Claus,
2014). Ligninolitik sistem nonspesifik bir sistemdir ve
nitroaromatik bilesiklerde dahil olmak iizere bir¢ok sentetik
kimyasallarin biyodegradasyonunda gorev almaktadir (Spain,
1995). TNT nin nitro gruplarinin indirgenmesi sonucu 4-ADNT
ve 2-ADNT eldesi ile funguslarda TNT’nin metabolizasyonu
baslamaktadir. Daha sonra, formillenmis ve asetillenmis iiriinlerin
eldesi i¢in ¢esitli agilleme reaksiyonlart meydana gelebilmektedir.
Bu formillenmis {iriinlerden biri, 2-amino-4-formamido-6-
nitrotoluen lignin peroksidaz i¢in substrat olarak tanimlanmstir.
Olugsan diger driinler de ligninolitik kosullar altinda
par¢alanmakta ve mineralizasyon gerceklesmektedir (Claus,
2014). Lignin peroksidaz negatif mantar Nematoloma frowardii
icin gosterildigi gibi Mangan-bagimli peroksidazlar 4-ADNTyi
dogrudan mineralize edebilmektedir (Scheibner ve ark., 1997a).
Buna ek olarak, intraselliiler sitokrom P-450 bagimli enzim
sistemi Bjerkandera adusta tiirtinde TNT nin
mineralizasyonunda goérev almaktadir (Eilers ve ark., 1999;
Claus, 2014). Mantarlar tarafindan TNT biyodegradasyon
mekanizmast Sekil 6.’da gosterilmekte ve TNT’yi degrade
edebilme kapasitesine sahip mantar tiirleri Tablo 4’te verilmistir.

Mantarlarla yapilan bir TNT degradasyon ¢alismasinda 32
farkli ekolojik ve taksonomik cinse ait 91 mantar sugsunun TNT yi
metabolize ve mineralize etme kabiliyetleri incelenmistir. Bu
calismada kullanilan tiim mantar suslart TNTyi hizli bir sekilde
ADNT’ye metabolize etmistir. Mikroskobik mantarlar sapkali
ahsap ve cilrik¢lil mantarlara gore daha fazla ADNT
iretmektedirler. En aktif mantar suslart Clitocybula dusenii
TMDbI12 ve Stropharia rugosa-annulata DSM11372 ile yapilan
degradasyon caligmalarinda 64 giinliikk inkiibasyon sonunda
TNT’nin yapisinda ki radyoaktif karbonun sirali ile % 42’si ve %
36’st CO,’de oldugu belirlenmistir (Scheibner ve ark., 1997b;
Claus, 2014).

Fernando ve ark. (1990) beyaz ¢iirikk¢iil mantar
Phanerochaete chrysosporium ile TNT’nin degradasyonunu
incelemistir. 1,3 mg/L baslangic TNT konsantrasyonunda
TNT’nin yapisinda bulunan radyoaktif isaretli karbon atomunun
18 giin inkiibasyon siiresi sonunda % 35,4 + 3,6’sinin CO;’de
oldugu belirlenmistir. Phanerochaete chrysosporium mantar tirii
ile TNT’nin degradasyonunu hem toprak hem de siv1 kiiltiirde
arastirllmistir.  Toprak  ve  stvi Kkiiltiirlerde  ¢evrede
karsilasilabilecek TNT konsantrasyonlarinda (toprak i¢in 10,000
mg/kg, su i¢in 100 mg/L), 90 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda
toprak ve sivi kiiltirde TNT nin CO,’ye mineralizasyon orani
sirast ile % 18,4 + 2,9 ve % 19,6 + 3,5 oldugu goriilmiistiir. 90
giinliik inkiibasyon sonunda siv1 kiiltiir i¢cin 100 mg/L ve toprak
kiiltiirinde 10,000 mg/kg TNT kosantasyonunda TNT nin
yaklasik % 85’inin degrade edildigi belirlenmistir.

www.ejosat.com ISSN:2148-2683

4. TNT’nin Biyoremediasyonu

Tehlikeli maddeleri, zararsiz (su ve karbondioksit) veya daha
az zararli maddelere parcalamak i¢in canli organizmalarin daha
¢ok mikroorganizmalarin kullanildigi uzun siiregli aritim
prosesleri biyoremediasyon olarak bilinmektedir (Esteve-Nufiez
ve ark., 2001). Toksik etkileri onlemek ve c¢evre kirleticilerini
par¢alamak icin mikroorganizmalarin kullanimmna dayanan
biyoremediasyon, c¢evre kirliliginin yok edilmesinde ve
onlenmesinde etkili ve gevre dostu bir biyoteknolojik yaklasim
olarak giiniimiizde 6nem kazanmaktadir (Dindar ve ark., 2010).
Biyoremediasyon proseslerinin avantajlar1  diisiik maliyet,
uygulama kolayligi ve dogal yollarla gerceklestigi icin kamu
tarafindan yiiksek kabul goren bir yontem olmasidir (Rodgers ve
Bunce, 2001; Dindar ve ark., 2010).

TNT ile kirlenmis bolgelerin 1slaht igin cesitli biyolojik
temelli teknolojiler gelistirilmistir, bu teknolojiler arasinda en
yaygin kullanilan metotlar kompostlama, biyoreaktorler, arazi
diizenleme ve fitoremediasyon yontemleridir (Esteve-Nuiiez ve
ark., 2001). Her yaklasimin avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir ve
ana uygulamalar1 asagida 6zetlenmistir.
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Sekil 6. Mantarlarda TNT’nin biyodegradasyon mekanizmasi (Esteve-Nuiiez ve ark., (2001)’den degistirilerek)

Tablo 4. TNTyi parcalayabilen mantar tiirleri

Mantar Tiirii

Referans

Absidia sp.

Acremonium sp.

Agaricus aestivalis TMAest1
Agrocybe praecox TM70.84,
Aspergillus terrus MWi458
Bjerkandera adjusta DSM 3375,
Ceratocystis coerulescens
Cladosporium resinae
Clitocybula dusenii

Coprinus comatus TM6
Cunninghamella elegans DSM1980
Cyathus stercoreus 36910
Nematoloma frowardii
Neurospora crassa TM

Paxillus involutus TM2
Penicillium frequentans ATCC 96048
P. chrysosporium

P. sordida

Phlebia radiate

Rhizoctonia solani Mwi5
Stropharia rugosoannulata
Trametes modesta

Trichoderma sp.

Kalderis ve ark., 2011
Kalderis ve ark., 2011
Kalderis ve ark., 2011
Kalderis ve ark., 2011
Kalderis ve ark., 2011
Kalderis ve ark., 2011
Kalderis ve ark., 2011
Bayman ve Radkar, 1997
Bayman ve Radkar, 1997
Kalderis ve ark., 2011
Kalderis ve ark., 2011
Kalderis ve ark., 2011
Scheibner ve ark., 1997b
Kalderis ve ark., 2011
Kalderis ve ark., 2011
Kalderis ve ark., 2011
Fernando ve ark., 1990
Kalderis ve ark., 2011
Van Aken ve ark., 1997
Kalderis ve ark., 2011
Scheibner ve ark., 1997b
Kalderis ve ark., 2011
Kalderis ve ark., 2011
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4.1. Kompostlama

Kompostlama, patlayicilarla kirlenmis askeri alanlarin aritimi
icin kullanilan, test edilmis ve uygulanmis ilk biyoteknolojik
arttim islemidir (Ozcan ve Tiirkdogan, 2014). Kompostlama
patlayicilarla kirlenmis topragm aritilmasinda uygulanabilir bir
teknoloji olarak kabul edilmektedir. Bu zamanda kadar yapilan
arastirmalar TNT’nin kirlenmis topraktan uzaklagtirilabilir
oldugunu gostermistir (Williams ve ark., 1992; Esteve-Nuiiez ve
ark., 2001). Kompostlama igleminde, kirleticilerden arindirilmak
istenen toprak kalinlastirict ajanlarla (hacim artirict maddeler) ve
saman, yonca, talas gibi tarimsal proseslerin yan {iriinleri ile
karistirllir. Windrow (giibrelerin  sira sira yiginlanmasi) ve
anaerobik-aerobik kompostlama sistemleri TNT ile kirlenmis
topraklarin aritilmasi i¢in son derece verimli yontemlerdir
(Bruns-Nagel ve ark., 2000). Bu kosullar altinda, anaerobik fazda
TNT, amino ve diaminonitrotoluenlere indirgenir ve daha sonra
havalandirma fazinda bir¢ok transformasyon tiriinii muhtemelen
kovalent baglarla topraga baglanarak ortadan kaldirilmig olur
(Bruns-Nagel ve ark., 1998). Insan monositleri iizerinde bu
bilesiklerin toksik etki testlerinde, biyoremediasyon ile aritilan
topraklarin atik suyu ile nitroaromatik bilesikleri icermeyen
kompost arasinda benzer bir etki bulunmustur (Bruns-Nagel ve
ark., 1999). Tan ve ark. (1992) TNT ile kirlenmis topraklarin
kompostlama isleminden sonra mutajenik etkisinin belirgin bir
sekilde azaldigini rapor etmis ve bu sonug Jarvis ve ark. (1998)
tarafindan da teyit edilmistir. Kompostlama tekniginin baslica
dezavantajlar1 ise uzun inkiibasyon siiresi, sistemin kurulum ve
stirdiiriilmesi maliyeti ve degradasyon siirecine dahil olan
mikroorganizmalar konusunda bilgi eksikligidir (Esteve-Nufiez
ve ark., 2001).

TNT’nin degradasyonu igin bakterilerin kapasitesini artirmak
amactyla, Muter ve ark. (2012) inorganik tuzlardan, bitki
Ozlerinden ve  melastan  olusan  besinleri  degisen
konsantrasyonlarda toprak ve sivi ortam ile karigtirmigtir. TNT ile
kirlenmisg topraktan izole edilen ve TNT’yi parcalama yetenegi
gosteren bakterilerin konsorsiyumu kirleticilerden arindirilmak
istenen topragi inokule etmek i¢in kullanilmistir. Konsorsiyumda
filogenetik olarak yedi farkli cinse ait bakteri vardir ve bu bakteri
cinsleri; Klebsiella, Raoultella, Serratia, Stenotrophomonas,
Pseudoxanthomonas, Achromobacter ve Pseudomonas’tir.
Konsorsiyumun besinlerle birlikte sivi ortama eklenmesi ve 14
giin inkiibasyon siiresinin ardindan, baslangigta toprakta bulunan
TNT ve TNT’nin degradasyon iiriinlerinin miktar1 % 90’a kadar
azalmistir. Toplam TNT miktart 100 mg/L’den az oldugunda,
TNT konsantrasyonu bakteriler tarafindan kullanilan sekerin
miktarini etkilememektedir.

4.2. Biyoreaktorler

Biyoreaktorler de sulu faz islemi, kontamine olmus toprak,
su ve besin kaynaklart ile doldurulmus 6zel biyoreaktérlerden
olugsmaktadir. Bu sistemler mekanik karigtirma ile ya da
havalandirma ile besinlerin ve elektron alicilarin kiitle transferini
optimize etmek i¢in tasarlanmigtir (Esteve-Nuifiez ve ark., 2001).
Dogada uzun siire par¢alanmadan kalabilen ve toksik kirleticilerle
kontamine olmus topraklarin biyoremediasyon ile 1slahinda en
etkili yontem c¢evre sartlarinin kontrol edilebildigi biyoreaktor
yontemidir (Dindar ve ark., 2010). Bu ydntemde kirleticilerin
parcalanmasinda mikroorganizmalarin aktivitelerini devam
ettirmek ve optimum kosullar1 saglamak i¢in sicaklik, pH, besin
kaynaklarinin ve oksijenin konsantrasyonu kontrol edilmektedir
(Haselhorst, 1999; Ozcan ve Tiirkdogan, 2014). Bu teknoloji ile
yapilan tiim ¢aligmalar oksijen varli§inda yer alan polimerizasyon
reaksiyonlarini Onlemek i¢in anaerobik inkiibasyon sartlarinda
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yapilir ama bazen ek bir aerobik aritma gerekebilir. TNT nin
oksijensiz ortamda metabolizasyonu i¢in nisasta, glikoz, melas
gibi ek karbon kaynagi gerekmektedir. Bu karbon kaynaklari
aerobik mikroorganizmalarin biiyiimesi saglayarak ortamda var
olan oksijenin tiikenmesini ve TNT’nin nitro gruplarinin
indirgenmesi i¢in ortama elektron saglamaktadir. Biyoreaktorlerle
TNT’nin biyoremediasyonu i¢in iki farkli yaklagim vardir.
Bunlar; ana hedef olarak mikroorganizmalar tarafindan
patlayicinin mineralizasyonu ve TNT metabolitlerinin geri
doniigiimsiiz olarak toprak matrisine baglanmasidir (Esteve-
Nuiiez ve ark., 2001).

Biyorektor yontemi Joliet Askeri Mithimmat Fabrikasinda
(Illinois, Amerika) patlayicilarla kirlenmis bdlgenin aritilmasinda
test edilmistir. Aerobik ve anaerobik kosullar arasinda degisen
dongiilii biyoreaktor kullanilmis ve TNT ve ilgili kirleticilerin %
99 oraninda parcalanmasi saglanmigtir. Kullanilan iki fazh
aerobik/anaerobik aritma sistemi ile TNT CO>’ye, basit organik
asitlere ve karbon parcaciklarina yikilmistir (Haselhorst, 1999).

Biyoreaktor teknolojisi aym1 zamanda ksenobiyotik
bilesiklerin toprak matrislerine geri doniigiimsiiz olarak
baglanmasini artirmak amaci ile de kullanilmaktadir. Biyolojik
kaynakli TNT nin immobilizasyon yontemini teknik bir 6lgekte
test etmek icin siikroz ve amonyum kloriir ilaveli 10 m® su ve 18
m?® TNT ile kirlenmis toprak ( 314 mg TNT/g toprak) Terranox
reaktorii igerisinde karistirilmisti. Bu yOntemle 30 hafta
icerisinde toprakta baslangictaki TNT, RDX ve DNT’nin %
98’inin uzaklastirilmast saglanmistir. Aritilan topragin cgesitli
kimyasallarla ekstraksiyonlarinda TNT ve metabolitlerine
rastlanmamistir (Esteve-Nufiez ve ark., 2001).

4.3. Arazi Diizenleme

Arazi iyilestirilmesi olarak bilinen ve mikrobiyal par¢calama
ile toprakta bulunan kirleticilerin azalmasini saglayan bir toprak
aritim prosesidir (Clark ve Boopathy, 2007; Dindar ve ark., 2010).
Arazi diizenleme yontemi kati-faz aritma yontemi olup bu
proseste kirlenmis toprak besin ve nem ile karistirilir ve toprak
karigiminin havalanmasini artirmak i¢in toprak karigimi periyodik
olarak dondiiriiliir (Esteve-Nuifiez ve ark., 2001). Bu yéntemde
cogunlukla kirleticilere maruz kalmis toprak yerinden kazilir ve
baska bir alana ince tabaka halinde yayilir. ince tabaka halinde
yayillmig topraga besin ve nem ilavesiyle ve periyodik olarak
topragmm  havalandirilmast ile toprakta bulunan aerobik
mikroorganizmalarin gelisimi tesvik edilir. Mikrobiyal aktivitenin
artmast ile toprakta bulunan kirleticiler mikroorganizmalar
tarafindan pargalanir ve topraktan uzaklastirilir (Dindar ve ark.,
2010). Mikroorganizmalarin degradasyon kabiliyetlerini devam
ettirmek ve gelisimlerini artirmak i¢in gerek duyulursa topraga
belirli araliklarla besin ilavesi yapilmaktadir (Widrig ve ark.,
1997; Dindar ve ark., 2010).

Widrig ve ark. (1992) TNT ile kirlenmis topraklarin arazi
diizenleme yoOntemi ile biyoremediasyonunu incelemistir. Bu
calismada mikrobiyal aktiviteyi artirmak amaciyla topragin
ozelliklerinin  gelistirilmesi i¢in substrat olarak melas ve
parcalanmis ¢im  kullamilmigtir. TNT’nin  degradasyonu,
radyoaktif  olarak isaretlenmis '*C  igeren TNT’nin
mineralizasyonu ve hiicre biyokiitlesinde '*C bulunmasi ile
gosterilmistir. Laboratuvar o6lgekli bu ¢alismanin  sonuglari
prosesinin bilyiik 6l¢ekli uygulamalara aktarilmasi igin umut
vericidir (Esteve-Nuiez ve ark., 2001).
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4.4. Fitoremediasyon

Kirlenmig toprak ve sularin aritilmasinda yesil bitkilerin
kullanildigi  yontem fitoremediasyon olarak bilinmektedir
(Esteve-Nuiiez ve ark., 2001). Bu yontem diigiik maliyetli olmasi,
yiiksek konsantrayonlarda bile etkili olmast ve uygulamasiin
kolay olmasindan dolayi oldukg¢a avantajlidir (Rodgers ve Bunce,
2001). Fitoremediasyon prosesi sirasinda, bitkiler, hiicre duvarlari
ve kofullar1 vasitasiyla TNT’yi biinyesine alarak parcalar ve
stabilize ederler. TNT nin bitkiler sayesinde stabilize olmasiyla,
yer alt1 sularint TNT kontaminasyonuna maruz kalma ihtimali
azalir. Fitoremediasyonun avantajlarindan biri, TNT nin hizl
bozunmas1 ve hidroksitoluenlerin bitki maddesine kolayca
tutunabilmesidir. = Bu  durum, bitkileri, yiiksek TNT
konsantrasyonuna toleransi hale getirmekte ve bdylece bitkilerin
TNT ile kirlenmis alanlarin temizlenmesinde potansiyel
biyoremediasyon ajani olarak kullanilmalarin1 saglamaktadir
(Lewis ve ark., 2004). Ikinci avantaji ise, 6zel ekipman
gereksiniminin ve ortama yeni kimyasal girisinin olmamasidir
(Panz ve Miksch, 2012; Ozcan ve Tiirkdogan, 2014).

Kontamine olmusg topraklarin fitoremediasyonu i¢in TNTyi
mono/dinitrotoluen ve  diaminonitrotoluen metabolitlerine
doniistiirme yetenegine sahip Pseudomonas bakteri tiirii ile bitki-
bakteri kombinasyonlar1 gelistirilmektedir. Bromus erectus
bitkisinin bu bakteri ile inkiibasyonu ile nitroaromatik
metabolizasyonunda rol alan kok yiizeyi ve kok yiizeyini
gevreleyen bolgede artis ve toprakta bulunan TNT miktarinda
azalis gorilmiistiir (Esteve-Nufiez ve ark., 2001).

Fitoremediasyon yontemi i¢in TNT’nin  mikrobiyal
degradasyonunu saglayan enzimleri ifade eden transgenik
bitkilerde gelistirilmistir. Enterobacter cloacae bakteri tiiriinden
pentaeritritol  tetranitrat redilktaz enziminin  klonlandig1
transgenik tiitiin bitkilerinin yaprak ve kok dokularinda rediiktaz
enziminin ekspresyonu goriilmiistiir. Patlayicilar1 pargalayabilen
enzimleri ifade edebilen transgenik bitkiler ¢imlenmeye ve
gelismeye devam etmekte ve transgenik olmayan bitkilerin
gelisimini engelleyici patlayici konsantrasyonlarinda
biiyliyebilmektedir (Esteve-Nuiiez ve ark., 2001).

Das ve ark. (2010) vetiver (bugdaygiller familyasindan bir
bitki tiirdi) bitkisi ile 40 mg/kg baslangi¢ TNT konsantrasyonuna
sahip topraktan 3 giin igerisinde baslangigtaki TNT nin % 97’sini
uzaklastirmayr  basarmustirlar. Toprakta bulunan TNT
konsantrasyonu 80 mg/kg oldugunda ise, 3 giin igerisinde
baslangictaki TNT’nin % 39’unun, 12 giin igerisindeyse %
88’inin uzaklastirildig: goriilmiistiir. Ayrica ¢aligmada, 40 mg/kg
TNT konsantrasyonlarinda biiyiiyen bitkilerde kontrol gruplarina
gore morfolojik degismeler gozlemlenmezken, 80 mg/kg TNT
konsantrasyonlarinda yetisen bitkilerin inkiibasyondan yedi giin
sonra yapraklarinda sararmalar gozlemlenmistir. Topraga % 0,1
oraninda {ire eklenmesinin bitkiler tarafindan TNT’nin
metabolizasyonunu artirdigi, bu artisin 6zellikle yiiksek TNT
konsantrasyonlarinda dikkate deger oldugu belirlenmistir. 80
mg/kg konsantrasyonunda TNT iceren topraga iire eklenmesi ile
3 giin igerisinde TNT degradasyon orant % 39°dan % 84’e
¢ikmugtir.

You ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir ¢aligmada
Enterobacter cloacae bakteri tiriine ait NAD(P)H-flavin
nitrorediiktaz enzimin aktarildig1 Arabidopsis (fare kulag: teresi)
transgenik bitkiler ile TNT nin fitoremediasyonu arastirilmistir.
Enterobacter cloacae bakteri tiirline ait nitrorediiktaz geni
polimeraz zincir reaksiyonu ile cogaltilip, pCAMBIA-1301
vektoriine klonlanmistir.  Olusturulan  vektdr  Arabidopsis
bitkilerine Agrobacterium tumefaciens bakterisi kullanilarak
aktarilmigtir. Toplamda 20 tane transgenik bitki elde edilmistir.
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Elde edilen transgenik bitkiler ile yabani tip bitkiler toprakta ya
da yari-kuvvetli MS agar plakalari lizerinde ayn1 fenotip 6zellikler
gostermistir, buda ECNFSAS geninin yerlestirilmesiyle bitkilerde
morfolojik degismelerin olmadigini gostermektedir. Transgenik
bitkiler ve vahsi tip bitkiler cesitli TNT konsantrasyonlarinda
(0,025, 0,050 ve 0,075) biyiitiilmiis ve vahsi tip bitkilerin
transgenik bitkilere gore koklerinin daha kisa olduklari
gozlemlenmistir. TNT’1i ortamda, biitiin transgenik bitkiler vahsi
tip bitkilere gore farkli olmasina karsin transgenik bitkiler
arasinda farkliliklar gézlemlenmemistir. Yabani tip ve transgenik
bitkilerin toplam klorofil igeriginin TNT konsantrasyonu arttikga
azaldigi  belirlenmistir. 0,025, 0,060 ve 0,075 TNT
konsantrasyonlarinda iki hafta boyunca biiyiitiilen bitkiler TNT
absorpsiyon c¢alismalar1 i¢in 0,05, 0,10 ve 0,15 mM TNT
konsantrasyonlarina sahip ortama aktarilmistir. Yapilan TNT
absorpsiyon ¢alismalarinda, transgenik bitkilerin sivi medyumda
yabani bitkiler ile karsilastirildiginda TNT absorpsiyon
oranlarinin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Transgenik bitkiler
0,05, 0,10 ve 0,15 mM TNT konsantrasyonlarinda sirasi ile 96,
120 ve 144 saatte tim TNT’yi absorbe etmistir. Bu ¢alismada
nitrorediiktaz enzimin aktarilmasi ile elde edilen Arabidopsis
bitkilerin TNT’yi tolere etme, absorplama ve detoksifiye etme
yeteneklerinde yabani bitkiler ile karsilastirildiginda 6nemli
Ol¢iide artig gozlemlenmistir.

Fitoremediasyon, diger biyoremidasyon ydntemleri gibi, 6n
goriilemeyen iklim kosullarindan etkilenmektedir ve degradasyon
oranlarini tahmin etmek zordur. Buna karsin, fitoremediasyon
fiziksel kosullara ve degisimlere kars1t mikrobiyal reaktorlere gore
daha dayaniklidir. Kirleticileri daha verimli biinyesine katabilen
bitki suslarinin eldesi ve bitkilerin kirleticilerden kaynaklanan
olumsuz kosullar altinda biiyiime kabiliyetlerini artirmaya
yonelik ¢aligmalar devam etmektedir (Rodgers ve Bunce, 2001).

5. Sonuc¢

TNT potansiyel bir kanserojendir, insan dahil tiim
organizmalar i¢in toksiktir ve topragin organik materyallerine
sikica baglanmakla birlikte biyolojik bozunmaya karsi direngli bir
kimyasaldir (Khan ve ark., 2013). TNT ile kirlenmig alanlarin
sorunu TNT’nin ekosistem ve canli organizmalar iizerindeki
toksik etkileridir. Insanlar TNT ile kirlenmis sudan direkt olarak
ya da kirlenmis toprakta yetistirilen veya kirli su ile sulamasi
yapilan bitkilerin yenmesi yoluyla dolayli olarak TNT’ye maruz
kalabilmektedir. TNT nin insan saglig1 tizerindeki etkilerinin yani
sira TNT ile kirlenmis bolgelerde topragin tarim i¢in kullanimini
ya da topragm biyolojik ¢esitliligi gibi belirli iglevleri TNT
kirliliginden etkilenmektedir. Ayrica, TNT ile kirlenmis
bolgelerin kontrol edilmesi 6nemlidir ¢linkii bu bélgelerde TNT
yayilarak su yiizeyine ya da yer alt1 sularina ulasabilmektedir. Bu
nedenle, TNT ile kontamine olmus bdolgelerin remediasyonu
oldukga 6nemlidir. Termal oksidasyon veya toragin yakilmasi gibi
kontamine olmus alanlarin aritilmasinda kullanilan geleneksel
yontemler son derece pahali ve tahrip edicidir. Ayrica bu
yontemlerde biiyiikk miktarlarda CO, ve NOx dahil istenmeyen
sera gazlar1 agiga ¢ikmaktadir.

TNT dogada uzun siire bozunmadan kalmasina karsin gesitli
mikroorganizmalar (bakteriler ve mantarlar) tarafindan karbon ve
azot kaynagi olarak kullanilmaktadir. Son yillarda, TNT’yi
metabolize  edebilen = mikroorganizmalarin kullanildigt
biyoremediasyon yontemleri uygulanabilir, diisitk maliyetli ve
cevre dostu bir yaklasgim olarak goriilmektedir. TNT nin
biyoremediasyon yoOntemleri uygulanacak alanin 6zelliklerine
gore degismektedir. Kompostlama diisiik TNT konsantrasyonu
olan ve biitiin degradasyon tiriinlerinin uzaklastirilmasinin gerekli
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olmadigi bolgelerde uygundur. Biyoreaktdrler kirleticilerin
uzaklastirllmasinda hizli bir yontemdir ve yeralt1 sularina
kirleticilerin ulagmasini minimize etme avantajina sahiptir.
Kompostlama ve fitoremediasyon yontemleriyle
karsilagtirildiginda, biyoreaktorlerde biyodegredasyon oranlari
daha hizhidir (Rezaei ve ark., 2010), remediasyon siiresi daha
kisadir ve daha yiiksek oranlarda kirletici olan boélgelerin
remedasiyonu i¢in biyoreaktorlerde aritim prosesi daha uygundur.
Ancak kompostlama ve diger yontemlere gore biyoreaktdrlerde
aritim prosesi daha fazla emek isteyen pahali bir islemdir
(Kalderis ve ark., 2011). Fitoremediasyon yaygin olarak
kullanilmamasia karsin diisik TNT konsantrasyonu olan
bolgelerde biiyiik bir strateji olma potansiyeline sahiptir (Kalderis
ve ark., 2011). Bitki tiirlerinin ¢ogu toprakta 0,05-0,1 g/kg
araliginda TNT konsantrasyonlarina tolerans gostermektedir
(Mulla ve ark., 2014). Bitkilere toksik olabilecek seviyede
kirletici seviyelerin olmadig1 ve kompostlama ya da biyoreaktdr
yontemiyle aritilan bolgelerin  yeniden temizlenmesinde
fitoremediasyon yontemi olduk¢a uygun bir ydntemdir
(Haselhorts, 1999).

Biitiin biyoremediasyon yontemleri Ongodrillemeyen iklim
kosullarindan etkilenmektedir ve bu yontemlerin soguk
iklimlerde (kis aylarinda) uygulanabilirligi azalmaktadir. Biitiin
bunlara karsin biyolojik prosesler daha diisiik maliyetli olma ve
biyolojik yolarlarla gerceklestigi icin kamu tarafindan yiiksek
kabul gérme avantajlarina sahiptir.
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