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Mikroorganizmalar Araciligi ile Mayin Arama ve Pargalama Yontemleri

Ziibeyde Hanol', ismail Karaboz?, Atakan Sukatar®

Giris

Kara mayinlari ginumuz savaglarinin baslangicindan itibaren bilinen ve en yaygin
olarak kullanilan savas aletleridir. Dinyada 165 Ulkede kara mayinlarinin désenmis
oldugu tahmin edilmekte olup, bu Ulkelerden yaklasik 58 tanesi kara mayinlari nedeniyle
ciddi kayiplar vermis ve her yil 15 — 20 bin insanin 6lumune neden olmaktadir. Bu durum
dunya icin gergekten ciddi bir kayiptir [1]. Dunyadaki mayinlarin yol agtigi katliamlar bir
yana, var olan mayinlarin azaltilmasi ile geri kalmis Ulkelerin ekonomisi ve
kullanilamayan tarim alanlarinin iyilestiriimesi hedeflenmektedir. Her yerlestirilen 2,3
milyon mayindan sadece 100.000’i yok edilebilmektedir. 1l. Dinya Savasinda Buyuk
Britanya ve Kuzey Afrika’'nin c¢ollerine vyerlestiriien mayinlar insanlarin hayatini
gunumuzde bile tehdit etmeye devam etmektedir. Kara mayinlarinin aranmasi ya da
kontrolu yavas ama dikkatli ve 6zenli bir arama gerektirmektedir.

Tum yukarida saydigimiz nedenlerden dolaylr mayinlarin aranmasi igin birgok yontem
geligtiriimigtir [2]. Mayinlarin aranmasinda fiziksel, biyolojik ve kimyasal olmak Uzere
bircok yontem kullaniimistir [3].

Mayinlarin aranmasinda kargilasilan baglica zorluklar; mayinlarin désenmis oldugu
topraklarda insanlar tarafindan yapilmis olan nesnelerin seklinin mayinlara olan
benzerligi, cesitli toprak ve cevre sartlarinin olmasi (kuru ve nem igerikli topraklar) ve
mayinlarin farkh sekil, buyukluk ve materyallerden yapilmis olmasidir. Bugun dinya
uzerinde 2500 farkh tipte mayin oldugu bilinmektedir. TUm bunlar mayinlarin
bulunmasini guglestirmektedir.
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Mayin Arama Yontemleri

1) Fiziksel yontemler

a) Kizilétesi alicilar

b) Radyo dalgalari

c) Metal detektorler

2) Biyolojik yontemler

a) Kopeklerin kullaniimasi
b) Arilarin kullaniimasi

c) Bitkilerin kullaniimasi
d) Bakterilerin kullaniimasi

3) Biyosensorlerin gelistiriimesi
a) TNT aranmasinda bakterilerin biyosensor olarak kullaniimasi
b) TNT aranmasinda alglerin biyosensor olarak kullaniimasi

Mayin Parcalama Yontemleri

1) Bitkilerin kullaniimasi
a) Helofitlerin (Bataklik bitkilerinin) kullaniimasi

2) Bakterilerin kullaniimasi
a) Aerobik parcalama
b) Anaerobik pargalama

3) Funguslarin kullaniimasi

4) Kimyasal yontemler
a) TiO; kullaniimasi

TNT Nedir?

Bircok uygulama alani olan TNT (trinitro-toluen), yapisinda 3 nitro grubu (NO;)
bulunduran benzen halkal nitroaromatik bir bilesik olup, dogada yaygin olarak bulunan
ve Kkendiliginden pargcalanmayan ksenobiotik kimyasallardandir [4]. Kopuklerin
sentezlenmesinde, ila¢ sanayiinde, pestisitterde ve patlayicilarin  yapiminda
kullaniimaktadir [4]. Bu bilesikler toksik olup dogada ¢ok zor parcalanirlar. Nitroaromatik
bilesiklerden en ¢ok bulunan TNT’dir [4]. TNT sari renkli, kokusuz, toksik ve dogal olarak
olusmayan tehlikeli bir bilegiktir [5, 6, 7, 8]. Bu ylUzden dogadan uzaklastiriimasi
gerekmektedir.



TNT’nin Kimyasi
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RDX TNT

Nitroaromatik bilegsikleri katalizleyen diger enzimler ise aldehit oksidaz, dihidrolipik amid
dehidrogenaz ve diaforazlardir. Nitrorediktaz enzimi oksijene duyarli oldugundan
Clostridium spp. ve E. coli gibi anaerobik bakterilerde bulunur [4, 9].

Fiziksel Yontemler

Arama sistemi iceren bir helikopter, gizlenmis mayinlarin bulunabilecedi bir alan
uzerinden gegerken, bu alanda bulunabilecek patlayici maddelerin sinyalleri ya da
yogunlugu helikopterde bulunan kizilotesi alicilarla saptanabilir. Bu alicilar gizlenmig
maddelerin bulundugu bdlgelerin diger bolgelerden ¢ok daha fazla 1siya sahip oldugunu
gOsterebilmektedir.

Bu sekilde algilanan 1si farki, bir bilgisayar ekranina pikler seklinde yansimakta ve bu
pikler patlayicilarin yerlesimi konusunda bilgi vermektedir. Magnetometreler ve metal
detektorler metallerin varhigini algilayabilirler. Radyo dalgalari ise yeraltinda bulunan bir
obje ile bu objenin etrafinda bulunan 1si farkini algilayarak patlayicilarin boyutu ve
yerlesimi konusunda bilgi vermektedir [10] .

Ayni  zamanda bu alicilar gomulmlis savas gereglerinin  aranmasinda da
kullaniimaktadir. ORNL de UXO (unexploded ordinance) Uzerine galisan ekip, orduda
gizlenmig aletlerin isaretlerini ve simgelerini gelistirmek i¢in ¢calismaktadir. Bu ekip daha
fazla bilgi toplamak igcin deneme bdlgeleri olusturmakta ve denemelerde kontrol alicilarin
yol izinden bilgi toplayip, bilgisayar programi gelistirmektedir. Bu bilgilerin bilgisayarda
gorsellige donusturilmesiyle, patlayici maddelerin nerede oldugu ve hangi tehlikeli
patlayicilari igerdigi saptanmaktadir. Bdylece, hangi bdlgenin guvenli oldugu yada
mayinlardan temizlenmesi gerektigi bilgileri elde edilmektedir [11].

Mayinlarin aranmasinda kullanilan bir diger yontem ise metal detektorlerin
kullaniimasidir. Bu yontem ¢ok yaygin olarak kullaniimistir ancak son yillarda mayinlarin
metal yerine plastik maddelerden uretilmesi nedeniyle metal detektorlerin kullanimi
sinirlanmigtir. Metal detektorler dogru sonuglar vermesi yani sira, topragin karmasik
yapisl nedeniyle bazen yanlis sonuglar da verebilmektedir.



Kimyasal Yontemler

TiO; ile TNT Parcalanmasi

TNT’nin fotokatalitik parcalanmasinda UV bir 1sik kaynagi gibi, TiO, ise daha ¢ok bir
fotokatalist olarak kullanilir. Deneme asamasinda TNT nin baglangi¢ konsantrasyonuna
ve pH’sina bakilir. TiO, ve UV ikisi birlikte varken, bunlardan sadece birinin varligina
goére TNT daha hizhi pargcalanir. TNT nétral pH da ¢ok yuksek bir fotokatalitik
parcalanmaya ugrar. TiO2'nin fotokatalizdeki rolini gostermek icin katalistli ve katalistsiz
3 deney seti kurulur.

a) TiO, ile beraber 30 mg TNT igerecek sekilde,
b) TNT U.V’ ye maruz birakilip TiO, olmadan (fotoliz kogullar)
c) TNT TiOz varliginda U.V’ ye maruz birakilir.

Once TiO7' li olan deneyde TNT’nin sadece %10 u absorblamakta ve ilk 10 dk igerisinde
TNT ortamda azalmakta ve daha sonra ise sabitlegsmektedir. Fotoliz reaksiyonunda ise
TNT’nin %70’i pargalanmaktadir. Son olarak fotokataliz deneyinde ise TNT nin tamami
90 dk igerisinde pargalanmaktadir. Bdylece renksiz olan ortamin pembeye doénustigu
goralur [12].

Biyolojik Yontemler

Kopeklerin Kullaniimasi

Patlayicilari aramada yontem olarak oncelikle kopekler kullaniimig, yapilan
arastirmalarda kopeklerin patlayicilara kargi kimyasal sensoérlerden daha duyarh oldugu
g6zlenmistir (13) .

Patlayici arama ¢alismalarinda Angola, Norve¢ ve Amerika’dan olmak Uzere egitiimis 3
kopek, mayinlarin oldugu bdlgelerde arama ¢alismalari igin kullaniimigtir.

Kopeklerin mililitrede ¢ok kiigiik miktarlarda (107 oraninda) bile TNTnin varhginin
saptanmasinda rol oynadiklari gorulmuastar. Verimli bir aramanin saglanmasi igin
kopeklerin periyodik olarak egitimesi ve odullendiriimesi gerekmektedir. Kopeklerin bu
algilama yetenegi patlayici buharinin ne kadar uzaga yayildigi ile ilgilidir. Buhar ne
kadar yakina yayilirsa o kadar verimli sonuclar elde edilebilir [14, 15, 16].

Arilarin Kullaniimasi

Buradaki amacg arilarin TNT'yi bir feromen gibi algilayabilmesini saglamaktir. Hedef
kimyasala sekerin baglanmasiyla arilar patlayici aranmasi icin de egitilebilir.
Entemologlar arilarin kullaniimasi igin iki strateji 6ne surmuslerdir. Birincisi egitilmis bir
arinin patlayiciya dogru gittigi yol izinden diger arilarin gitmesinin saglanmasi, ikincisi de
ari kovanlarinin Ustiine TNT eklenmesi yontemidir. Son yillarda yapilan g¢alismalarda
petri kaplari icine kumla birlikte TNT konularak egitilmis arilarin TNT’ nin aranmasinda
kullaniimasidir. Arilarin mililitre bagina 0. 7- 13.0 ppb oraninda TNT’ yi algilayabildigi
tahmin edilmektedir[14, 15].



Bitkilerin Kullaniimasi

Yapilan denemelerde genetik yapisi degistiriimis bitkilerin gevresel tehlikelerle ilgili
tutarli bilgi verdikleri gorulmustir. GM (genetically modified) bitkiler, kontaminantlarin
aranmasinda biyosensor olarak kullanilabilirler. Bu kontaminantlar: agir metaller, PCB’
ler gibi toksinler ve kara mayinlaridir. Birgok bitki biosensér olarak kullaniimaktadir. Bu
yontem bir veya daha fazla marker kodlayan genlerle baglanabilen 6zel promotorlarin
izolasyonunu gerektirmektedir. Bu gorulebilir marker Pasifik Denizanasi’ndan (Aquera
victoria) alinan GFP (green fluorescence protein) dir. GFP mavi ya da ultraviyole isikla
uyarildiginda fluoresens yesil renk verme 6zelligine sahiptir. Spesifik bir promotor iceren
DNA, GFP ile baglanip bir bitki icine transfer edilebilir. Ornegin, bakira duyarli genleri
iceren genetik yapisi degistirilmis bir promotor olsun, bu promotoru igeren bitki bakirdan
yapilmis bir mayinin etrafina yerlestirildiginde, eger mayinda bulanan bakir yeterli
konsantrasyonda ise promotor induklenecek ve bu mayinin pargalanmasi igin gerekli
genlerin proteinleri sentezlenecektir. Bitkilerle ilgili yapilan ¢aligmalar genellikle kara
mayinlari gibi patlayicilarin aranmasidir.

Kara mayinlari genellikle TNT (trinitrotoluen) ya da diger patlayicilari iceren ¢ok ucuz
plastik patlayicilardir. Mayinlarin birgok boyut ve sekli vardir. Kambogya, Pakistan gibi
ulkeler ordu tarafindan yerlestirilen mayinlari igeren baslica Ulkelerdir [16].

Bitki temelli arama sistemlerinin bir avantaji makroskopik goézlenebilir organizmalarin
kullanilmasidir. Diger bir avantaj ise bitkilerin 0zel ekolojik kosullari optimize
edebilmesidir. TNT, bitki koklerince absorblanmakta ve oradan yapraklara transfer
edilmektedir. Bu bolgelerde 1sima kolaylikla gorulebilir. Kok yapilari, patlayici izlerinin
aranmasinda ¢ok etkilidir. Bitki temelli TNT arama sistemi soéyle kurulur:

ilk basamak dedektér bitki tohumlarinin kara mayinlarinin oldugu bdlgelere ekilmesidir.
Bunun icin helikopter gerekir. Bu bitkilerin normal protein sentezini gergeklestirmesini
saglamak igin helikopter yoluyla bitkilere su ve besin verilir. Sonugta mayinlar Gzerinde
bulunan bitkiler yesil renkten kirmiziya donecek, mayinlara uzak olan bitkilerde ise renk
degisimi gortulmeyecektir. Bu bitki genetik olarak degistiriimis bir hardal bitkisidir.
Gorulduagu gibi TNT’ yi kullanma kapasitesinde olan bu bitki TNT’ yi absorbladikga ilgili
gen bolgesi induklenecek ve TNT’ yi pargalayan enzimler sentezlenerek, renk degisimi
gorulecektir.

Bitkilerin kullaniimasiyla ilgili bir sorun, kullanildiklart mayin alanlarinin bitkinin
bdylmesini engellemeyecek sekilde olmasi gerektigidir. Verimli bir sonucun elde
edilmesi i¢in ortamin su ve besin kosullarinin uygun olmasi gerekmektedir.

Bakterilerin Kullaniimasi

Savannah River Tecnology Center (SRTC) mikrobiyal mayin arama sistemini
gelistirmistir (15). Kara mayinlarinin aranmasinda mikroorganizmalar biyosensoér olarak
kullaniimistir. SRTC arastirmalarinda kullandigi bakterilerin patlayici maddelerde dogal
olarak bulunan azot, trinitrotoluen, dinitrotoluen, nitrat, nitrit, nitroz oksit gibi maddelerle
uyarildiklarini gosterilmigtir [16].



SRTC ‘nin kudltdr koleksiyonunda 10 bine yakin orijinal bakteri bulunmaktadir. Bu
bakteriler bluylime ya da metabolik aktivite sirasinda kara mayinlarinin aranmasini
saglayan farkh o&zelliklere sahiptir. Bu bakterilerden bazilarinin, kara mayinlarinin
bulundugu bdlgelerde, patlayicilarin buharlarina maruz kaldiginda biyoluminesens
olusturarak, mayinlarin varligini gosterdigi saptanmistir (17). MMDS (Microbial mine
detection system) uygulama kosullarinin surekliligi, ucuz olmasi ve tanima teknolojisinin
yuksek olmasi nedeniyle uygun bir yontemdir.

ilk kez 30 Ekim 1996 da genetik olarak degistirimis bakteriler tehlikeli savas
kalintilarinin aranmasinda kullaniimigtir. Teenessee Universitesi ve Oak Ridge National
Laboratory’nin bilim adamlari naftalini kullanan ve kullanirken de isik olusturan bir
mikroorganizma uUretmek igin 3 mikroorganizmanin genetik Ozelliklerini Pseudomonas
fluorescence HK44 bakterisinde birlestirmislerdir. Bu bakteri naftalinin oldugu bdlgeye
aktarildiktan 5 hafta sonra bile canli kalabilmis ve naftalini pargalayabilmistir. Genetik
olarak degistiriimis bakterilerinden farkli olarak bazi bakteriler 6zel olup , sakh bomba ya
da patlayicilari ararken 1gik olusturarak patlayicilarin varhigini gosterirler . Bu sistem
iceriklerini  buhar olarak sizdiran bomba ya da patlayicilarin aranmasinda
kullaniimaktadir. Aramada kullanilan Pseudomonas putida TNT yiyen bir bakteri olup,
kirli olan her yerde Ureyebilmektedir (1, 15).

Deneme igin Kuzey Carolina’da yapay bir mayin alani olusturulmus. Bu alanin UGzeri
mikroorganizmalarla kaplanmig, sonu¢ olarak bakteri yogunlugu ile mayinlarin
bulundugu bdlgeler arasinda pozitif bir korelasyon oldugu goriimustar.

Sicakliga duyarh olan bakteriler neme ihtiya¢ duyarlar. Eger bu bakteriler sicak yerlerde
buayurse her kosulda buyuyebilirler. TNT’ yi dogal olarak pargalayan bakteriler oldugu
gibi parcalayamayan bakteriler de vardir. Bu bakterilere TNT’ yi parcalama 6zelliginin
kazandirilmasi i¢in genetik modifikasyon vyapiimasi gerekmektedir. Genetik
modifikasyon prosesi su sekildedir: dnce uygun bir bakteri straini segilir. Bu bakterinin
kimyasalla etkilesime girdiginde induklenen geni belirlenir, daha sonra ilgili gene
bioraportér baglanarak gen modifiye edilir. Bodylece bakteri hedef kimyasalla
kargilastiginda gen induklenir ve sinyal olusturulur.

Boylece genetik olarak degistiriimis bakteriler mayinlarin bulunabilecegdi alanlar Uzerine
zirai dagiticilarla puskarttlar. Puskirtmeden sonra ortam UV ile aydinlatilir, egder
ortamda patlayici varsa ilgili gen bolgesi induklenecek ve TNT'nin pargcalanmasiyla ilgili
genlerin proteinleri sentezlenecek ve bu gen bolgesine bioraportér olan GFP de bagli
oldugu igin bu da induklenerek bakteriler mavi renkte fluoresens verecektir.

Bakteri izolasyonu

Buradaki amag¢ kara mayinlarinin bulundugu bodlgelere adapte olan patojenik-olmayan
mikrobiyal konsorsiyumlari tanimlamak ve izole etmektir.

SRTC mikrobiyal ekoloji laboratuvari patlayici ve mayinlarla kontamine olan bdélgelerdeki
toprak érneklerini alma girisiminde bulunmustur.



Ford A.P. Hillden alinan ornekler toplama bdlgelerinde stabilize edilir taginir ve iglenir.
Mikroorganizmalar bu toprak Orneklerinden izole edilir. Bu mikroorganizmalar
patlayicilari pargcalamali ya da kullanmali ve TNT' ye olan kemotaktik cevaplari
vermelidir. TNT kontamineli topraklardan alinan mikrobiyolojik 6rnekler incelenmis,
sonu¢ olarak bu bolgelerdeki topragin mikrobiyal buyumeyi yuksek oranlarda
destekledigi gorulmistir (15). Orneklerdeki TNT dizeylerinin mikrobiyal blyiime
uzerinde 6nemli bir inhibitor etki gostermedigi gorulmektedir.

TNT kontamineli topraklar saf cevrelerle karsilastirildiginda, mikrobiyal bluylimeyi daha
fazla etkiledigi gozlenmistir. Akridin oranjla ilgili bilgiler bu 6rneklerde bulunan TNT
dizeylerinin bakteriyel populasyonlar igin optimum olabilecegini gostermistir.

Elde edilen bu bilgiler TNT kontamineli topraklarda bulunan mikroorganizmalarin 6zel
turler olmayip TNT’yi dogal olarak kullanan mikroorganizmalar oldugunu gostermektedir.
Aseptik mikrobiyolojik ornekler 5 farkli kara mayininin oldugu test alanlarindan
toplanmigtir. Ornekler birbirine 2, 5 cm yakinliginda olan kara mayinlarinin Gzerinden
alinmigtir. Kontrol bolgeleri ise bu alanlara 250 ile 500 cm yakinhdinda olacak sekilde
ayarlanmigtir. Buradaki bakteriyel yogunluklar incelenmig, uzun zaman peryodlari
boyunca TNT ye maruz kalma yerine bu kommduniteler bir yildan daha az slrede
mayinlardan ¢ikan buhara maruz birakilmistir(15).

Yogunluktaki dusme mayinlarin 250 cm wuzagindan toplanan ornekler oldugunu
gOstermektedir. Daha yakindan toplanan oOrneklerde ise daha yogun bakteriyel
populasyonlar goOzlenmistir. Bu 0Ornek kara mayinlarinin topraktaki mikrobiyal
kommuniteler i¢in potansiyel bir zenginlestirici kaynak oldugunu géstermektedir.

Canlilarin (mikroorganizma) sayisini elde etmek icin 2 farkli kaltir ortami kullaniimigtir.
Bunlar % 1 PTYG ve MPY ortamidir. Topraktaki galismalar icin genel olarak PTYG
ortami kullanilmis ve ayni zamanda bu ortam biyoluminesen bakteriler icin de segicidir.
Sonugta MPY segici ortam olmasina ragmen bakteriyel yodunlugu buyuk oranda
etkiledigi gorulmus fakat yinede bakteriyel cesitliik % 1 PTYG’ de MPY’ye gore daha
fazladir. Ayni zamanda farkh morfolojilerdeki koloniler % 1 PTYG de daha fazladir. MPY
ortami segilerek dominant fluoresen pseudomonaslar elde edilmigtir. Benzer bulgular
RDX (6 azot atomundan olusan hegzosiklik halka) i¢in de saptanmistir [17].

Biyosensorlerin Geligtiriimesi

Luminesen Dbakteriler topraktaki patlayici ve toksik maddelerin aranmasinda
kullaniimaktadir. Deniz luminesen bakterisi olan Vibrio fischeri su toksikolojisinde
kullanilan en onemli test organizmasidir. Bu test organizmasinin bazi avantajlari vardir.
Bu avantajlar hizli analiz edilmesi, yuksek duyarliiga sahip olmasi ve ucuz bir yontem
olmasidir. Denemeyle ilgili sonuglar Vibrio fischeri’'nin TNT kontamineli suyla
inkiibasyonundan sonra olusan luminesens konsantrasyonuna bakilarak olgulur. Isik
olusturulmasi organik bilesiklerin oksidasyonunu gosterir (lusiferin). Bu oksidasyon
lisuferaz enzimi tarafindan katalizlenmektedir. Nitrit gibi iyonlar TNT igceren maddeler
uzerinde (kara mayini) yuksek bir oranda birikirler.



Bu iyonlar ve Vibrio fischeri arasindaki reaksiyon test edilir. Uretilen 1sigin azalmasi ya
da c¢ogalmasi bu bakteriyi patlayicilari aramak igin bir marker yapar. Test igin nitrit
iyonlarinin farkli konsantrasyonlari bakteri érneklerine verilir. Niteliksel ve niceliksel
Olcimler yapilir. Isik yogunlugunu olgmek icin spektrofotometre kullanilir. Ortama verilen
ISIk orani bakterinin kullandigi nitritle ilgilidir. Patlayicilarin bulundugu topraklarda nitrit
orani normal topraklardan c¢ok fazla oldugundan ve Vibrio fischeri bu bdlgede
bulundugundan, olusan is1gin diger yerlere gbére ¢cok daha fazla oldugu gorulir. Bu
bakterilerin insana higbir zarari olmamasi, ¢ok kolay kultur edilmesi ve ¢evrede herhangi
bir degisiklige neden olmamasi nedeniyle yaygin olarak kullanilirlar.

Bu yontemdeki tek sorun Vibrio fischeri ‘nin su bakterisi olmasindan dolayi toprakta
uzun sure kullanilamamasidir. Bu sorunu ¢ézmek igin, luminesensten sorumlu olan bir
gen alinip topraktaki bir bakteriye transfer edildiginde, transformasyon yapilan bu
bakterinin patlayici aranmasinda kullanilmasi saglanir. Yukarda bahsedilen tim bu
sistemlerle patlayici (TNT) kontamineli topraklar hizli, ucuz ve etkili bir sekilde
temizlenebilir [19, 20]. Mikroorganizmalarin karakteristigi goéz ontne alinarak DNT ve
TNT buharlarina en duyarli olan mikroorganizmalari se¢gme sansi yaratiimig olur [21].

Amikrobiyal arama sistemleri trichloroetylene aranmasinda da kullaniimaktadir [22].
Sistem 6nce laboratuarda kurulur. Ozel bolgelerin iklim sartlari toprak tipi ve mayinlarin
yerlesimiyle ilgili diger etkenler dizenlenir. Segilen konsorsiumda az sayida olan farkli
mikroorganizmalar segilir. Bunlardan c¢esitli kosullar icinde en c¢ok gelisen
mikroorganizma grubu biyosensor olarak segilir.

Antijen niteligindeki ila¢ ya da herhangi bir patlayici molekil kurulmus olan sistemden
gecgerken i¢ kisimda bunlar antikorlarla birleserek ¢okelir ve piezo-elektrik quartz
kristaller olusur. Olusan bu ¢dkelme monitére pikler seklinde yansir bdylece bir
biyosensor sistem kurulmus olur.

TNT Aranmasinda Biyosensor Olarak Alglerin Kullaniimasi

Gunumuzde toprak kontaminantlarinin aranmasinda alg biyosensoérleriyle ilgili olarak
yogun bir bigimde g¢alisilmaktadir [23]. GUnUmuzde yapilan ¢alismalarda rezistant alg
mutantlari spontan mutasyonlarla elde edilmekte ve bu yontemde secilen alglerin TNT
konsantrasyonlarina karsi olusturdugu fluoresens yogunlugu biyolojik sinyal olarak kabul
edilmektedir.

Mikroalglerden bir tir olan Dictyosphaerium chlorelloides (Chlorophyceae) algkulttr
koleksiyonundan saglanir (DcG1wt yaban tip). Alinan bu yaban tip 20° C de 20 ml BG-
11 ortaminda (Sigma, St. Louis, USA) 60 mikromol 1sik yogunlugu altinda buyatalir. D.
chlorelloides TNT'ye karsi dayanikh mutantlarin elde edilmesinde kullanilir. ilk
basamakta herhangi bir yabani tip tur, inokule edilmis olan tuplerde buyume belli bir
yogunluga ulasincaya kadar, BG- 11 ortaminda buyumeye birakilir. Bu tupler icine daha
sonra 30 mg TNT konulur. 5 gun iginde bazi tlplerde hi¢ bliyime gézlenmezken haftalar
sonra bazi tirlerin blyudigi gorilmastir. iste blylyen bu tirler dayanikli tirlerdir.



ikinci deneme setinde ise, degisen TNT konsantrasyonlarina karsi, her tiipte ayni
oranda alg iceren tluplerdeki fluoresens inhibisyon oranlari &lg¢ulur.Yabani tip ve
dayanikli tarlerin TNT’ye olan duyarlihgi inhibisyon orani ile dlguldigunde, en yuksek
TNT konsantrasyonunda yabani tiplerde %95 oraninda inhibisyon gorulurken, rezistant
mutantlarin ayni TNT konsantrasyonunda %70 oraninda inhibe oldugu gézlenmigtir.

Yapilan fluoresens denemelerinde ise yabani tip alglerin 0.818 TNT konsantrasyonun da
inhibe olup 151k vermezken, TNT’ye dayanikli turlerin 0.823 TNT konsantrasyonunda
inhibe olmayip isik olusturdugu gorulmuastar.

Mayin Parcalama Yontemleri

TNT’nin parcalanmasi igin birgok yontem vardir. TNT bakteriler tarafindan kuguk
miktarlarda pargalanabilir [24]. Pseudomonas spp. ve bazi funguslar TNT ‘yi azot
kaynag! olarak kullanabilir. Anaerobik mikroorganizmalar ise TNT'yi farkli yol izleri
kullanarak parcalayabilirler. TNT’yi parcalayabildigi yeni saptanan bir tir de Shewanella
halifaxensis’ dir (6). Ornegin Desulfovibrio ve Clostridium gibi bakterilerin bazi tirleri
TNT'yi triaminotoluene pargalarlar. Pseudomonas JLR11, TNT'deki nitro gruplarini
serbest birakip amonyuma donugstirmekte oldugu belirlenmistir. Pseudomonas’ ta TNT’
nin %85’ i hlcre iginde organik azot bigciminde bulundugu saptanmistir.

TNT, indirgenme UrUnleri olan mononitrotoluen ve dinitrotoluen bilegiklerinden ¢ok daha
siki bir yapidadir. Bunun nedeni, nitro gruplarinin TNT de bulunma simetrisinden
dolayidir. Bazi Clostridium turlerinde TNT, hidroksilamin ve dinitrotolune kadar
parcalanmaktadir.

TNT'nin Toprak Mikroorganizmalari Tarafindan Pargalanmasi

TNT’nin mikrobiyal transformasyonu nitro gruplarindan birinin indirgenmesi ile baslar.
indirgenme nitrorediiktaz enzimi ile katalizlenir. Bu enzim Pseudomonas alcaligenes
bakterisinden elde edilmis olup, TNT’yi mono ve dihidroksil amino’ya donusturebilir.
TNT’nin 2 nitro grubu aerobik mikroorganizmalarla, 3. nitro grubu ise anaerobik
mikroorganizmalarla pargalanir. TNT'nin pargalanmasi en az 3 bakteriyal strain ile
gerceklestirilir. Bunlara 6rnek: Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium ve
Pseudomonas savastonai’dir. Enterobacter cloacae pentaerythritol tetranitrat rediktaz
enzimine sahiptir.

TNT’nin Aerobik Pargcalanma Metabolizmasi

TNT’nin aerobik pargalanma metabolizmasi, nitro gruplarinin mononitro ve dinitro
bilesiklere indirgenmesini igerir. Oksijen varliginda rediklenme sonucu olugan Urunler
cok stabildir. Bu nedenle, kiltir ortaminda birgok mikroorganizma tarafindan
parcalanamaz.



TNT'yi azot ya da karbon kaynagi olarak kullanan birka¢g mikroorganizma vardir. Mineral
ortamlarda bu mikroorganizmalar izole edilebilir. Patlayicilarin bulundugu bir topraktan
alinan Pseudomonas spp.’ nin ve yine Enterobacter cloacae ‘nin PB2 straini TNT’yi azot
kaynagi olarak kullanip buylyebildigi gozlenmistir. Bu nedenle biyoteknolojik
uygulamalar yapilarak bakterilerin TNT’yi pargalamasi saglanabilir.

Ornegin TNT indirgeyen (PETN) enzimini kodlayan gen ORN (organik nitrat rediiktaz)
biciminde duzenlenir. Bu gen E.coli iginde klonlanip ifade edilir. PETN'yi ifade eden
rekombinant bakteri TNT’den nitrat gruplarini uzaklastirabilir. Pseudomonas fluorescens’
ten saflastirnlan NADH bagli bir oksidorediktaz enzimi, TNT’nin indirgenmesini
katalizleyebilir. Mycobacterium vaccae bakterisi TNT’yi propan varliginda karbon ve
enerji kaynagi gibi kullanabilmektedir. TNT'yi kullanabilen diger Dbakteriler;
Staphylococcus, Enterobacter ve Bacillus tirleridir.

TNT’ nin Anaerobik Pargalanma Metabolizmasi

TNT' nin anaerobik pargcalanma surecinde oksijen olmadidi i¢in substratin oksidatif
polimerizasyonu en alt duzeye indirilir. Veillenella alkalescens’te elektron vericisi olarak
hidrojen kullanihp TNT triamino toluene (TAT) indirgenebilmektedir. Clostridium ve
Desulfovibrio tlrleri anaerobik pargalama sistemlerinin varligi nedeniyle tGzerinde en ¢gok
caligilan mikroorganizmalardir.

Anaerobik TNT parcalanmasi i¢in ortama reduksiyon potansiyelini dusurtcu substratlar
eklenebilir. Bazi Clostridium turlerinde dihidroksilamino gibi ara bilesikler olusturulur.
TNT kadar DNT metabolizmasi da énemlidir.

Desulfovibrio azot kaynagi olarak TNT, karbon ve enerji kaynagi olarak da piruvatin
oldugu bir ortamdan izole edilip saflagtirilir. TNT’ nin mineralizasyonu amino gruplarinin
TAT'dan eleminasyonu ile olmaktadir. TAT’ nin biyolojik transformasyonu notral pH ve
anoksik kosullarda olasidir. Pargalanmada farkli elektron alicilari kullanilabilir. Nitrat,
sulfat, karbondioksit gibi elektron alicilari kullanilabilir. TNT: E.coli, Salmonella enterica
serovar typhimurium, Lactobacillus acidophilus, L.caseli, L.lactis tarafindan da anaerobik
olarak pargalanir.

TNT ’nin Funguslarla Parcalanma Metabolizmasi

TNT nin bioremediasyonunda kullanilan funguslar genel olarak beyaz curikgul funguslar
olarak bilinir. Bu funguslar TNT’nin nitro gruplarini indirgeyerek azoksi dimerlere kadar
parcalarlar. Azoksi dimerler topragin humus fraksiyonlarina kovalent olarak baglanmakta
olup, bu durum detoksifikasyonda olduk¢ca onemlidir. En yaygin olarak kullanilan
funguslar; Phanerochaete chrysosporium, Trametes modesta, Absidia cylindriospora ve
bazi Ascomycota ile Zygomycota Uyeleridir. Fungal pargalanma ligninlerin sindiriminden
salinan enzimlerle gergeklestirilir. Bu enzimler lignin peroksidaz, manganez peroksidaz,
hidrojenperoksidaz ve quinol oksidazdir. Funguslarda engok calisilan Trametes
modesta’ dir. Clnku bu fungus digerlerinden farkl olarak lakkaz enzimini sentezler ve
TNT’ ye daha dayanikhdir.
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Bircok fungus TNT'’ye toleranshdir. Fakat Basidimycota uyeleri 50 ppm’in altindaki TNT
konsantrasyonlarina dayanamaz. Zygomycota ve Ascomycota Uyeleri ise TNT’ vyi
aminodinitrotoluene ve azoksi boyalarina donustlrerek parcalamaya buyuk katki
saglamaktadir. Asagidaki resimde Absidia cylindrospora’nin 14 giin boyunca degisen (O-
1000 ppm) TNT konsantrasyonlarina olan toleransi olgulmis ve 0 ppm de ¢ok fazla
ureme varken, TNT konsantrasyonu arttikca buna bagli olarak buyumenin de azaldigi
goOrulmektedir.

TNT’ nin Helofitler (Bataklik bitkileri) Tarafindan Pargalanmasi

Secilen bazi helofitlerin TNT parcalanmasindaki etkisini gostermek amaciyla Phragmites
australis, Juncus glaucus, Carex gracilis ve Typha latifolia tlrleri denemelerde materyal
olarak kullaniimigtir. Denemeler igin kullanilan toprak miktari 1000 mg olup, hazirlanan
20 mL sivi ortam igine 7 g bitki olacak sekilde kullaniimistir. Phragmites australis ve
Typha latifolia gibi turler ylizey tohumlarindan, Carex gracilis ve Juncus glaucus gibi
turler ise apikal meristemlerinden elde edilir.

Tohumlar 6nce %1 sodyum hipokloritte muamele edildikten sonra yikanmis ve
hormonsuz MS (Murashige and Skoog) ortamina alinmistir. Bitkiler aseptik olarak 150
mL’ lik glisinli ortamda 1sik altinda buyuatilmustir. Ortamda sakkaroz, vitamin, pirodoksin
tiamin ve fitohormon bulunmaktadir. Bu kosullarda bitkiler gelismekte ancak kok
olusturamamaktadirlar. Kok olusturan ve olusturmayan bitkiler invitro hormonsuz MS
ortaminda 100 mg TNT ile kultire edilmekte olup, TNT’nin ortamdan kaybolmasi ise bitki
dokularinca pargalanma urllerine donustugunu gostermektedir. TNT’nin % 90’1 10 gln
icinde yukarida sayilan helofitlerce alinmaktadir. Kok olusturan ve olusturmayan bitkiler
karsilastinldiginda, koklu bitkilerin TNT’yi daha hizli pargaladidi goériimustir. TNT nin bu
turler Gstindeki fitotoksik etkisi buyume oranlarina bakilarak istatistiksel olarak
Olcllmustar.

Sonuglar

Metal dedektorlerin kullaniimasiyla birgok olumlu sonug elde edilmig, ancak patlayicilar
plastikten yapildiginda veya toprak icerigi farkli oldugunda bu dedektérlerin mayinlari
bulma orani digsmausgtur.

Kimyasal yontemlerde dogru sonuglar alinmakla birlikte yanhs sinyaller de alinacagi icin
cok fazla kullanilmamaktadir. Cunkl kimyasal materyallerin duyarlihdr dtusuktdr [24, 25].
Biyolojik yontemlerin birgok avantaji olmakla birlikte dezavantajlari da vardir. Ornegin
denemelerde c¢ok ucuz ve tasinabilir olmasi nedeniyle bakteriler kullanildiginda,
mayinlarin bulundugu alanlarda bakterilerin ¢evresel kosullara (pH, sicaklik, kuraklik)
olan duyarlihgl nedeniyle, kesin sonuglar vermemekte ve bu yontemin uygulanmasinda
guglikler yasanmaktadir. Bununla birlikte birgok mayinli alanin temizlenmesi,
bakterilerle gergeklestiriimistir.
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Bitkiler kullanildiginda ise toprak nemliligi, su ve besinin saglanmasi gibi faktorler isin
icine girmekle birlikte, mayin aranmasinda bitkilerin kullanimi iyi bir alternatiftir. TNT nin
helofitlerle aranmasinda verimli sonuclarin elde edilebilmesi, bu bitkiler icin 1sik
yogunlugunun optimum olacak sekilde ayarlanmasini gerektirmektedir. Funguslarla
yapilan denemelerde, funguslarin gogunun basaril bir sekilde TNT’ yi parcaladidi ya da
misel yapisinda akimdule ettigi goralmustar.

Bu yodntemlerin yaninda genetik olarak degistirilmis bitki ve bakterilerin  TNT
aranmasinda kullaniimasi gelistiriimis en son yontemdir. Vibrio fischeri bir su bakterisi
oldugu icin kurak kosullar nedeniyle karada kullaniimasi uygun degildir. Ancak bu
bakteri kara kosullarinda geligtirilirse uygun kosullarin saglanmasi gerekir.

Gunumuze dedin TNT aranmasinda blyuk gelismeler kaydedilmistir. Bunlarin yani sira
bu gibi yontemlerin geligtiriimesiyle bircok mayin yok edilebilmigtir. TUm bu yontemler ile
dinyada yaklasik her yil 100.000 mayin yok edilebilmektedir. Bu durum yasadigimiz
dinyanin gelecedi yeni tarim ve yasam alanlarinin agilmasi agisindan bizlere umut
vermektedir.
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