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OZET

Anahtar kelimeler: Fulvik asit, humik madde, ormangiilii

Humik maddeler hem karada hem de sulu ortamlarda bulunan en 6nemli organik
karbon kaynaklaridir. Humik maddeler bitkilerin biiylimesinden, topragin fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerinden ve yapisindan sorumludurlar. Humik maddelerin yapisinda
humik asit, fulvik asit ve humin olmak tiizere ii¢ bilesen bulunmaktadir. Fulvik
asitler; tarimda, tipta, eczacilikta, hayvancilikta, ¢evre teknolojilerinde ve polimer
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Son zamanlarda kanser tedavisi iizerine
yapilan ¢aligmalar yogun bir sekilde siirdiiriilmektedir. Bu ¢calismamizda Sakarya’da
yetisen mor ¢i¢ekli orman giiliiniin (Rhododendron ponticum L), humusundan fulvik
asit ekstraksiyonu ve yapi1 karakterizasyonu caligildi. Yap1 karakterizasyonu igin
FTIR ve UV gibi ¢esitli cihazlar kullanildi.
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EXTRACTION OF HUMIC MATTER FROM SOIL

SUMMARY

Key Words: Fulvic acid, Humik substances, Rhododendron Ponticum

Humic substances (HS) are the most important source of organic carbon in both
terrestrial and aquatic environments , and play a key role in nature. They contribute
to the growth of plants, are responsible for the structure and physical-chemical
properties of soil, and are involved in the majority of surface phenomena that occur
in soil . Humic substances can be divided into three components: fulvic acids (FAS),
humic acids (HAs) and humin. One of the most important parts of HS is FAs.
Rhododendron is a highly celebrated ornamental genus because of its spectacular
flowers, species-richness, ease of hybridization and broad geographical range.
Approximately 1000 species inhabit a vast geographical range, from the tropics to
the polar zone and alphine to sea leval. Rhododendron ponticum L has been
documented throughout the Black Sea Region of Turkey.

The goal of this work is to characterize the fulvic acid fractions isolated humus soil
collected under the Rhododendron ponticum L. in Turkey by a combination of
spectroscopic techniques comprising UV-Visible recording spectrometer, Fourier-
transformed infrared (FTIR) spectroscopies.
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BOLUM 1. GIRIS

Organik maddeler genel olarak iki gruba ayrilir: Humik olmayan maddeler ve humik

maddeler.

Humik olmayan maddeler, degisime ugramis olmalarmma ragmen hala kimyasal
ozellikleri tanimlanabilen; karbonhidratlar, proteinler, peptitler, aminoasitler, yaglar,

mumlar, recineler, pigmentler ile diger diisiik molekiil agirlikli organik maddelerdir.

Humik maddeler, topraklarda, gollerde, nehirlerde ve sularda olusan ve dogada en
yaygin dagilim gosteren kolloidal 6zelliklere sahip dogal organik maddelerdir. Bu
maddeler baslica dekompoze amino asit artiklar1 igeren azotlu bilesikler ile aromatik

komplekslerden olugmaktadir [1].

Topraktaki humikli yapilar Antartika kitasinda bile ortaya ¢ikarilmaktadir. Antartika

kosullar1 altinda humiklesme siireci spesifik ve diger kitalardan farklidir [2,3,4].

Humik maddeler Stevenson tarafindan yiiksek molekiiler agirlikta, ikincil sentez
reaksiyonlart ile olusan, boylelikle toprak veya sediment ¢evresinden ayr1 ozellikte
olan renkli maddeler olarak tanimlanmaktadir. Organik maddenin biiyiik hacmini
humik maddeler olusturur. Bu bilesikler amorf, kahverengi veya siyah, hidrofilik,
asidik, molekiiler agirliklar1 birkag¢ yiizden on binlere kadar degisebilen polidispers

maddelerdir [5].

Humikli yapilar organik maddenin kabasini olusturur. Toprak, linyit, turba komiiri,
kanalizasyon sulari, kaynak sular1 ve ¢okeltilerinden olusan organik maddelerin
cogunu temsil eder. Humik maddeler tice ayrilir: Fulvik asitler (FAs), humik asitler

(HAs) ve humin [6]. Humik asit, fulvik asit ve humin temel humik madde



fraksiyonlar1 olup ¢ogu topraklarda humik maddelerin yaklasik olarak %50 humin,
%40 humik asit, %10 fulvik asit seklinde dagildigi tahmin edilmektedir [7].

Humik maddelerinin en énemli pargalarindan biri humik asitlerdir. Humik asitler ve
fulvik asitler alkali ortamda c¢oziinen humus yapilarin1 temsil ederler. Humin
¢oziinmeyen tortuyu temsil eder. Molekiiler yapilarindan dolay1 {iriin elde etmede
bircok yarar saglar. Onlar kil ve siki topraklarin bozunmasina yardim eder, kii¢iik
besin parcalarmin topraktan bitkiye gegisini saglar, su birikimini arttirir. Tohum

cimlenme yiizdesini arttirir ve topraktaki kiigiik bitki tiirlerinin geligimini tesvik eder

[6].

Humik asit, ayrismis organik maddede, peat, komiir yataklar1 ve toprakta bulunan,
ozellikle demir gibi metal katyonlarla kleyt olusturma &zelliginde olan polimerik

fenolik bilesikler igeren kompleks makro organik molekiillerdir [8].

Humik asit genellikle koyu kahverengi ve siyah arasinda olan kolloidal bir maddedir.
Bu madde hidrofilik 6zellik gosterir ve asitlidir. Nemli haldeyken humik asitin tad1
ac1 ve asitlidir. Molekdl agirlig1 ¢ok yiiksektir. Humik asitin kristal yapida olmadig1
diistiniilmesine ragmen, dondurucu kurutmadan sonra humik asitin pargaciklarinin
cogu sekil olarak sekerin taneli kristalleri gibi rombiktir. Bu parcalar yiliksek
elektrostatik sarja sahiptir ¢ilinkii bu parcaciklar aninda metal bir spatiile dogru

cekilir. Bu 6zellik, ince ve kii¢iik pargaciklar i¢in gegerlidir.

Humik asit bilesiginin kiil oran1 genellikle diisiik olur. Eger saflagtirma esnasinda
seyreltilmis HC1 - HF karisimi tedavi i¢in kullanilirsa, humik asit genellikle NaOH
metodu ile ekstrakte olan humik asitten daha yiiksek oranda kiil igerir. Bu polifosfat,
ekstrakte yiiksek metal oranindan kaynaklanir ve kiil oranini diisiirmek i¢in yapilan

tedaviler humik asit kaybina neden olur.

Besin maddeleriyle birlikte humik maddelerin uygulanmasinin bitkilerin biyokiitlesi
tizerinde olumlu etki yaptigin1 saptayan Schnitzer and Khan (1978), humik asitin
bitki gelisimini dogrudan veya dolayli olarak etkiledigini bildirmislerdir. Dogrudan

etkinin bitkinin biinyesinde besin dagilimimi degistirebilecek olan humik madde



bilesenlerinin bitki tarafindan alinmasi seklinde olabilecegini; dolayli etkinin ise
sentetik iyon degistiricilerinin yaptig1 gibi bitki besin maddelerinin saglanmasi ve

diizenlenmesi seklinde olabilecegini ileri siirmiislerdir [9].

Humik asitlerin topraklarin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini olumlu yonde etkiledigi

uzun yillardan beri 6ne siiriilmektedir [10].

Humik asitler metal iyonlarla kompleks olusturarak topragin mikrobesin
maddelerince zenginlesmesini saglamaktadir. Bu kompleks olusturma yetenegi

yapisindan kaynaklanmaktadir [11].

Humik asit, fulvik asit gibi 1sininca erimez. Fakat, hava atmosferinde veya vakum
iginde 1sminca bozulur. Vakum ig¢inde 1sitma sirasinda reginenin benzer bir madde
olusturdugu tespit edilmistir. Bu madde su salimi ile meydana gelir. Fulvik asite
benzer olarak, humik asit de yanmaz. Fakat, 150-240°C arasinda oksitlenmeyle
yanmaya baglayabilir. Geri doniisli olmayan degisiklikle, 105°C 1s1tma da goriilebilir
fakat humik asitlerin ¢alismalarinda yiiksek sicakliklarin kullanimini tavsiye
edilmemektedir. Humik asit kurutmasi daha iyi bir yontem olarak onerilir. Bu

yontemde, P2Os iizerine 50°C de bir vakum iginde yiiriitiiliir.

Klasik terminolojide humik asit, alkali ¢ozelti ile ekstrakte olup asit kosullarda ¢oken
maddeler olarak tanimlanir. Fulvik asit ise hem alkalide hem de asitte ¢6ziinen
maddelerdir [9].

Fulvik asitler, humik asitler gibi alkali ¢ozeltide ¢Oziinilir fakat alkalin ekstaktin
asitlestirilmesi sonunda ¢okmez ¢ozeltide kalir. Diger bir deyisle hem seyreltik alkali
hem de asit ¢ozeltilerinde ¢6ziinebilir haldedir. Humik maddelerin tiim ph
seviyelerinde suda ¢dziinebilen pargasidir. Humik maddelerin asidifikasyonu sonucu
ortamdan ayrilan humik asitten sonra bunlar kalirlar. Fulvik asitler agik saridan sari-
kahverengi arasinda bir renktedirler. Humik asitten daha kiiciik bir molekiil yapisina
sahiptir ve toprakta yarilanma omrii 10-50 yi1l arasinda degismektedir. Dogal olarak
meydana gelmis humik asit molekiillerine bagli 60’1 asan farkli iz elementleri farkli

canli organizmalarin kullanimina hazir olarak bulunmaktadir [12].



Her iki asitte toprak ve topraktaki mikro organizmalar igin yaralidir. Bunun sonucu
olarak kalicilig1 daha azdir ve daha kolay parcalanir. Fulvik aside gore daha biiyiik
bir molekiiler yapiya sahip olan humik asit ise toprakta uzun siire kalir ve zaman
igerisinde yavas pargalanir. Genel olarak toprak organik madde miktarini arttirmada
uzun siireli etkilerinden dolayr humik asitlerden faydalanilir [13]. Humin, toprak
veya sedimentlerden seyreltik asit veya baz ¢ozeltileri ile ekstrakte edilemeyen
humik parcalardir. Diger bir deyisle her hangi bir ph degerinde suda ¢oziinmezler.
Molekiiler yapilar1 ¢ok biiyiiktiir. Humik maddeler i¢cinde parcalanmaya en dayanikli
olanidir [12].

Tiirkiye’nin kuzey kiy1 ormanlar1 sadece iilkemize 6zgii olan mor ¢igekli ormangiilii
(Rhododendron ponticum L) ile kaplidir. Bunlarin humusunda humik madde oraninin
olduk¢a yiliksek oldugu tahmin edilmektedir. Bu tiir ¢alismalar iilkemizde yeni
olmakla birlikte TUBITAK tarafindan da yaygin olarak desteklenmektedir.



BOLUM 2. HUMIK MADDELERIN, OLUSUMU YAPISI VE
KULLANIM ALANLARI

2.1. Topragin Yapis1 ve Ozellikleri
2.1.1. Topragin bilesimi

Toprak inorganik ve organik katt materyaller ile su ve hava bosluklar1 olmak tizere
dort temel bilesenden meydana gelmistir [14]. Topragin inorganik kismi kayalarin
parcalanma iirlinlerinden olusur ve farkli hacim ve bilesimlerdeki kaya parcalar1 ve
minerallerden ibarettir. Topragin inorganik maddeleri kum, silt ve kil’den
olusmustur. Bunlar topragin tekstiirel fraksiyonlar1 olarak adlandirilir. Kum
tanecikleri hacim ve bigim olarak diizensizdirler. Kimyasal olarak inerttirler ve
elektrik yiikii tasimazlar. Kil topragin en kii¢iik ve kimyasal olarak en aktif pargacigi
olup kolloidal &zelliklere sahiptir. Daha g¢ok negatif yiikk tagimakla beraber az
miktarlarda pozitif yilikleri de bulundurabilir. Silt pargacik olarak orta biiyiikliikte

olup kum ve kil arasindaki karakteristiklere sahiptir [15].

Toprakta hava makro bosluklarda su ise mikro bosluklarda bulunur. Toprak havasi
atmosferdeki gazlarin benzer tiirlerini igerir ve bosluklardaki hava miktar1 topraktaki
su miktar1 tarafindan kontrol edilir. Su arttifinda bosluklardaki hava disartya itilir ve
tersi de gegerlidir. Topraktaki su besin ve diger maddeler i¢in onemli bir tagima
aracidir [15]. Toprak ayni zamanda yer alt1 sularinin kirlenmemesi igin bir siizgeg
gorevine sahiptir. Toprak mikroorganizmalar: (mikrofaune ve mikroflora) topragin
onemli bir kismini1 olusturur. Toprak bilesenlerin konsantrasyonlar1 topraktan topraga
veya horizondon horizona degisebilir. Toprak bilesenlerin konsantrasyonlar: iklim,
organizmalar, ana materyal, topografya ve zaman olarak tarif edilen topragin olusum
proseslerine baghdir [15]. Alternatif olarak, toprak olusumu litosferin, biosferin,

hidrosferin ve atmosferin bir fonkisyonu olarak goriilebilir.



2.1.2. Toprak horizonlar:

Toprak horizonlar1 kara yilizeyine paralel genetik (toprak olus siiregleri) olarak
olugsmus topragin enine kesiti ile ilgili birbirinden farkli tabakalardir. Toprak
horizanlar fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikler bakimindan birbirinden farklidir.

Baslica toprak horizonlar1 Sekil 3.1.’de goriildiigi gibi O, A, E, B, C ve R’dir [16].
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Sekil 2.1. a) Toprak horizonlariin {i¢ boyutlu gériiniimii, b) toprak horizonlarinin ¢izgisel goriinimi

A horizon, organik madde birikintisinin en fazla mineral i¢eren bolimiidiir. A

horizonu toprag siiriilen ya da islenen kismina Ap horizonu denir.

B horizonu bir alt topragi isaret eder. Kolloidal birikintinin boliimiidiir. Bazen
kimyasal asinma ile kil olusur. Stizme su tarafindan A horizondan B horizona taginir.
Boylelikle B horizonu Bt horizona doniisiir. Kumlu topraklarda humus birikintisi ve

aliminyum ile demir oksitler Bhs horizonu olusturur.



A horizondan koloitlerin asagiya dogru transferi topragin iist kisminda kum ve mil
Olcekli pargaciklarin konsantrasyonu ile sonuglanir. Boylece A ve B horizonlar

arasinda diisiik organik madde igerikli acik renkli E horizonu olusur.

C horizon ana materyalin {ist kisminda yer alir ve asinma ile kati kayalardan olusan
R horizon hemen altinda yer alir. O horizonu organik materyallerin egemen oldugu
toprak tabakadir. Bazen toprak yilizeyindeki asir1 1slaklik ve asitlik organik madde
bozunmasi i¢in istenmeyen sartlar1 olusturur ve mineral toprak horizonlarin iistiinde
O horizonun olusumuyla sonuglanir. Kisacasi; bir toprak profilinden en istte dal
yapraklar gibi organik maddelerin par¢alanmasindan ve ayrigmasindan meydana
gelmis olan organik horizon ve onun altindaki mineral horizon ya da katlar en altta
kismen ¢bziinmiis ana materyal bulunur. Inceleme yapacagimiz kisim organik
horizonlardir. Toprak yiizeyinde bitki ve canlilarin artiklarindan meydana gelmis
olup O harfi ile ifade edilirler. Bu horizonlar organik maddelerin mineral toprak igine
taginmast ve topragin icinde ve altinda 6lmiis koklerin parcalanmasi ve ayrigmasi

sonucunda humik asit bakiminda olduk¢a zengindir.

2.1.3. Toprak organik maddesi ve organik madde terimi

Topraga intikal eden ¢esitli bitkisel ve hayvansal dokularin ayrigmaya bagladig:
andan, mineralize oluncaya kadar gecen donem arasinda ugradiklari degisimlere
(ayrisma ve birlesmeler) bagli olarak ortaya c¢ikan farkli yapidaki organik bilesiklerin
tiimiline toprak organik maddesi denir. Organik madde igerisinde bitkisel kokenli
kisim hayvansal kokenli kisimdan fazladir. Toprak organik maddesi ¢ok kompleks
bir yapiya sahiptir. Basit yapili bilesiklerden tutunda kompleks yapili cesitli
polimerler icermektedir. Kiigiik molekiillii organik bilesikler mikro organizmalara
dolayisiyla bitkilere kolayca yem olurlar. Fakat bliyilk molekiillii organik
komplekslerin mikroorganizmalarin ve bitkilerin yararlanacaklara formlara
doniisebilmesi icin bir dizi enzimatik degisikliklere ugramasi gerekmektedir. Organik
maddenin ¢oziniirliigi giic olan kompleks kisimlar ise topragin fiziksel o6zellikleri
yaninda iyon degisim ozelligi gostermeleri nedeniyle degisebilir 6zellikteki besin
elementlerinin depolanmasina yardimci olmaktadir. Toprak organik maddesi ile

humus kavrami c¢ogu kez birbirine karistirilmaktadir. Yapist tam olarak



bilinmemekle beraber genel anlamda humus organik maddenin tanimmmayacak
diizeyde parcalanmis halidir. Ayrica humusla ilgili bir¢ok tanimlamalar yapilmistir.
Bunlar 6zetlendiginde humus “topraga intikal etmis Olii biyolojik maddelerle
bunlarin mikroorganizmalar yardimiyla ayrisma ve birlesme iirlinlerinden olusmus
mevcut ortam sartlart altinda orijini taninmayacak diizeyde gili¢ ayrigabilir hale
gelmis, koyu kahverengiden siyaha kadar degisen renkler almis, kendine 06zgii
makroskopik ve mikroskopik 6zellikler kazanmis ve olustugu yore topraklarina 6zel

karakterler kazandirmis maddeler toplamidir” [17].

Ingilizcesi ‘Soil Organic Matter (SOM)’ olan Toprak Organik Madde (TOM) terimi
hem humik hem de organik mineral topragi kapsayan humik olmayan organik
maddelerden ibarettir. Humik olmayan maddeler belirlenebilen ve siiflandirilabilen
herhangi bir materyallerdir. Humik maddeler mikrobiyal metabolizma sonucu olusan
1stya dayanikli, heterojen organik bilesiklerdir [5]. Toprak organik maddenin
siiflandirilmasi bazik ekstraksiyon sonucunda asidik sartlarda ¢oziinebilirlige gore
yapilmistir. Humin aromatikligin en biiylik derecesine ve oksijen konsantrasyonunun

en kiiciik miktarina sahip dev molekiilden olusmustur [5].

Genellikle humin toprakta ¢ok kararli olan ve bazik olarak ekstrakte edilmeyen
mineral ylizeyleri ilgilendirir. Mineral toprakta huminin analoglari olan ve O
horizonda ¢6ziinmeyen materyaller ¢ogunlukla seliiloz ve ligninden ibarettir. Humik
asit (HA) bazik sartlarda ¢oziinen, asidik ¢ozeltide ¢oken ve toprakta hareketsiz olan

kisimdir. Fulvik asit (FA) hem bazik ekstraksiyonda hem asidik ¢ozeltide ¢oziiniir.

Siyah karbon (black carbon, BC) toprak organik maddenin (TOM) diger bilesenidir.
Hem O horizonun hem de mineral toprak horizonlarimin ¢oziinmeyen humin
fraksiyonudur. Siyah karbon heterojendir, aromatiktir ve biyokiitle yanmasinin
karbonca zengin kalintisidir. Ayrica komiir is ve grafiti igeren fosil yakitidir [18].
Komiir kiitlenin yanmasindan sonra geriye kalan kiil ve kalintinin 6nemli bir
kismudir. Is pargaciklar gaz fazinda olusur ve duman bulutu seklinde tasinir. Grafit
genellikle jeolojik olarak olusturulur ve kalitsaldir. Siyah karbon yanmamis
materyallerden daha yavas bozunur ve topraktaki yararli karbon formu oldugu

Onerilmistir [19,20].



2.1.4. Toprakta organik madde fraksiyonlarinin sematik olarak gosterilmesi

Toprak organik maddesini olusturan fraksiyonlar Sekil 2.2°de verilen semada
gosterilmistir. Orlov’a gore, humus, spesifik humik maddeler, non-spesifik humik
maddeler, bozunma ve humifikasyon ara triinlerinden olusmustur. En son stabil
organik {riin hidroliz, oksidasyon, demeoksilasyon {iriinleri ve lignin, protein,
karbohidratlar ve bazi dogal bilesiklerin diger tiirevlerini igerir. Organik maddenin
non spesifik bilesikleri lignin, seliilloz, protein, aminoasitler, monosakkaritler ve

parafin gibi maddelerden olusmaktadir [21].

Humik maddeler, saridan kahverenkli amorf ve koloidal polidispersler olarak tarif
edilir ve yiiksek molekiiler agirliklidir. Lignoprotein teorisine gore, fenolik
bilesiklerin, peptitlerin, aminoasitlerin ve karbonhidratlarin interpolimerlesmesiyle
olusan lignoprotein bilesiklerdir. Humik maddelerdeki polimerler, nispeten kararli ve

mikrobiyal enzimatik ataga kars1 dayaniklidir [15].
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Sekil 2.2. Orlov (1975) tarafindan 6nerilen toprakta organik madde fraksiyonlarinin semasi

2.2. Ormangiilleri (Rhododendron L.)

Orman giiller1 olarak bilinen Rhododendronlar Kuzey yarimkiirede 850’den fazla tiir
ile temsil edilir [22]. Avrupa’da Alp Daglari, Doguda Kafkas Daglar1 ve Himalaya
daglart olmak tizere genis bir alanda yayilis gdsteren ormangiilleri, Giineydogu

Asya’da Tayland, Vietnam, Malezya ve Filipinler’de yayilis alan1 bulur.

Daha giineyde Endonezya adalar grubuna kadar inen ormangiilleri, Avustralya

kuzeyinde yayilis alanlarinin en giineyine de sokulmus olur [23].

Cok genis alanlara yayilan ormangiillerininin yasam sekilleri de farklidir.
Cogunlukla cali ya da kiiciik agaclar olan ormangiillerinin baz tiirleri epifit yasam

sekillerine sahiptir. Bilindigi gibi epifit bitkiler dogrudan topraga bagli olmayan
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bitkilerdir. Bunlar ¢ogunlukla agaglarin govdeleri ya da dallar iizerine yerleserek,

gida emici organlari ile tizerine yerlestikleri bitkiden beslenir [23].

Fundagiller (Ericaceae) grubuna ait olan ormangiillerinini bilimsel adi
(Rhododendron), giil agact anlamima gelmektedir (Yunanca rhodon: giil; dendron:
agac). Ormangiillerinin ¢ogunlugu daima yesil yapraklidir. Bu yapraklar deri gibi
sert ve genellikle ovaldir. Ormangiilii yapraklari ugucu yag, erikolin, arbutin ve
andomedal tiirevleri (andromedatoksin = grayanotoksin-I ve digerleri) gibi etken
maddeler igermektedir. Yaprak ve c¢igeklerinde zehirli bilesikler (andromedotoksin
ve digerleri) tasimasi nedeniyle genc¢ yaprak ve siirglinlerle beslenen keci ve
koyunlarda tehlikeli zehirlenmeler goriilmektedir. Ormangiilleri yayilis alanlardaki
baz1 yorelerde tibbi bitki olarak da kullanilmaktadir [24]. Ornegin, Karadeniz
bolgesinde yetisen R. ponticum yore halki tarafindan tibbi amag¢h kullanilmaktadir.
Ormangiilleri nem orani yiiksek, organik madde bakimindan zengin, derin ve iyi

drenaja sahip olan asit topraklarda iyi gelisim gostermektedir [25,26].

2.2.1. Mor ¢icekli ormangiilii (Rhododendron ponticum L.)

Tiirkiye’nin kuzey kiyilarimi bir kusak halinde kaplayan nemli orman formasyonu
icinde en dikkat c¢ekici cinslerden birisi, kuskusuz ormangiilleri (Rhododendron
L.)’dir. Tirkiyedeki ormangiillerinden en yaygin olani mor c¢icekli ormangiilii
(Rhododendron Ponticum L.)’dur. Rhododendron ponticum Tiirkiye’de batida
Istranca daglarindan baslayip, doguda dogu Karadeniz kiyr daglarina kadar (Sekil
2.16), daglarin kuzey yamaglar1 boyunca yayilisini siirdiiriir [23]. Genellikle kaym
ormanlarinda hakim olan ormangiiliidiir. Dikey yondeki dagilis1 cogu yerde deniz
seviyesi ile 1800 metreler arasinda olmakla beraber nadiren 2000 metrelik
yiikseltilere de erisir. Ormancilar tarafindan “inat¢1 bir diri 6rtii” olarak tanman R.
ponticum, dnemli bir siper bitkisidir. Bulundugu alandaki bitkisel dokiintiiler ¢ogu
zaman ayrisamaz. Bu nedenle yayilis alaninda hem diger bitkilerin genclesmesine
engel olur, hem de toprak faunasinin fakirlesmesine yol agar. Proje kapsaminda yer
alan bolgelerin fazla yagis almasi, rakimin yliksek olmasi ve yillik sicaklik
ortalamasinin diisiik olmas1 nedeniyle mikroorganizma faliyetleri yavas olacagindan

organik madde (humus) kalinliginin 20 cm tizerinde olacagi tahmin edilmektedir.
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Sekil 2.3. Mor ¢igekli ormangiiliiniin Tiirkiye’de yayilist

2.3. Humik Madde Kavram

2.3.1. Humik kavraminin olusmasi

Toprak organik maddesi veya humus “humin olmayan maddeler” ve “humin”
maddeler olmak flizere iki kisma ayrilmaktadir. Humin olmayan maddeler olii
organizma artiklari ile bunlarin polimerize olmamis ayrigma trlinlerini, huminler ise
organik yapida dogal olarak var olan veya yeniden olusan dayanikli, koyu renkli,
yiiksek molekiillii ve ¢ogu kez esmer polimerlerdir. Humin maddeleri bir¢ok yap1
elementi igerirler. Lignin, polisakkarid, ve proteinlerin biiyiikk ayrisma {riinleri
yaninda oOzellikle OH iceren aromatik (poli-) karbon asitleri, kinonlar, seker
parcalanma Triinleri, O ve N iceren heterosiklikler ve ¢esitli amino asitleri dnemli
maddelerdir. Bu molekiil birimleri ile ¢esitli kopriilerle (-O-, -NH-, -N=, -CH, -
C=0-, -S-, hatta uzun hidrokarbon zincirleri) degisik miktarlarda baglanmislardir
[17,27].

Topragin humik maddesi tarimin ilk giinlerinden bu yana biiyiik bir ilgi ¢ekmistir.
Ciinkii tarim yapilan arazilerde humik maddelerinin topragin fiziksel, kimyasal ve
biyolojik o6zellikleri iizerine belirgin bir etkisi oldugu goriilmistir. Bitkilerin
biiylimesi ve verimli olmasi, organik bakimdan zengin olan topraklarda

biliylimelerine baglidir. Topraklara ve bitkilere olumlu yonde etkileri konusundaki
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stipheler, gecmisteki bilimsel veri eksikliginden kaynaklanmaktadir. Toprak organik
maddesi terimi, 0lii organik kesimi belirtmek i¢in ¢ok sik kullanilir. Fakat topragin
canli boliimii genellikle dikkate alinmaz. Olii kesimi, organik kalintilarin kimyasal ve
biyolojik bozunumu ile olusur. Organik maddeler ¢esitli bozunma derecelerine gore
ayirt edilebilir. Birincisi, bitkinin morfolojik olan hareketsiz goriinen kismi, ikincisi
ise anatomik olarak sahip oldugu yapidan hi¢ iz kalmayan yani tamamen bozunmus
kismidir. Burada bahsedilen ilk grup, bozunmamis materyalin ¢ogunu igerir, topragin

fiziksel 6zelliklerin iizerinde belirgin bir etkisi vardir.

Fibrik ve hemik kisimlar bagil bozunma derecelerine gore siniflandirildiginda, toprak
taksonomisinde pratik uygulama saglar. Buradaki fark orantili bozunum derecesine
dayali olarak bulunur. Fibrik (Latince fibra = lif) kesimi en az derecede c¢liriimiis
iken, hemik (Yunanca hemi = yarim) kesimi kismen ciiriimiis haldedir. Ugiincii
kisim, tamamen ¢iiriimiis parga olarak tanimlanmaktadir. Toprak kimyast ve humik
madde agisindan clirlimemis olan bu grubun 6nemi ¢ok azdir, ancak c¢lirlimiis kisim
icin kaynak olusturmaktadir. Litter terimi ise genellikle topragin yiizeyinde bulunan
bu tiir organik maddeler icin kullanilir. Orman ve cayir topraklarinda bulunan

litterler beslenme dongii siirecinde 6nemlidir.

Bugiinkii humus kavrami, birgok teoriye kiyasla pek de degismemistir. Hala 6lii
organik kismin bir bozunmus par¢asini kapsamaktadir ve orijinal materyal tamamen
ortadan kaybolmaktadir. Toprak taksonomisinde bu, c¢iirik malzeme olarak s6z
edilir. Bu sozciikk, Yunanca sapros teriminden gelir ve c¢iirik anlamim verir
dolayisiyla en yiiksek bozunmus olan organik kisimdir. Renk olarak, saprik
malzemeleri genellikle koyu gri ve siyah arasinda olur. Fibrik ve hemik kisimlar ile
karsilastinldiginda goriiliir ki, zamana kars1 fiziksel ve kimyasal olarak ¢ok az da
olsa degisir. Humus teriminin diisiiniilmesi ve yerine humik olmayan madde ve
humik madde kullanilmasi ilk olarak Page ismindeki bir bilim adami tarafindan
Onerilmistir. Koyu renk, hiimik maddeden farkli olan fulvik asit ve organik maddenin
renksiz ayrigma Uriinleri, Page tarafindan humik olmayan madde isminin altinda
gruplanmistir [28]. Buna karsi, Waksman tiim bu terimleri silmeyi tercih etmistir ve
humus adini, sadece hiimik maddelerden bahsetmek i¢in kullanilmasin1 6nermistir

[29]. Bugiin Walksman ve Page’in Onerileri glinimiizde humus kavrami adi altinda
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birlesmektedir. Giincel standartlarda humus humiklesmis fraksiyon ve humik
olmayan fraksiyon olmak tiizere iki kisimda incelenmektedir [5]. Humik olmayan
fraksiyon i¢in Page’in taniminin genisletilmis hali; bitkilerin ve diger organizmalarin
kalintilarinin ¢iirtimesi ile elde edilen tiim maddeleri kapsayan kisimdir. Bu kisim
karbonhidratlar, aminoasitler, lipitler, mumlar, niikleik asitler, lignin ve diger organik
maddeleri igerir. Humusun bu kisminin bitkilerden ve diger tiim organizmalardan
sentezlenen neredeyse tliim biyokimyasal bilesikleri igerdigine inanilmaktadir. Bu
maddeler genellikle daha ileri ¢lirime ya da bozunma reaksiyonlarina maruz kalirlar.
Humiklesmis fraksiyonlarin sentezi ya da olusumunun esas kaynagi olan bu siirece
humiklesme siireci denir. Bunlar genellikle kil gibi topraktaki diger anorganik

maddelerden anaerobik sartlar altinda adsorbe olurlar [28].

Ozet olarak; humik maddeler saridan siyah ya da kahverengiye kadar degisen amorf
ve polidispers maddelerin bir karisimidir. Humik maddeler hidrofilik, asidik, yliksek
molekiiler agirlikli, molekiiler agirligi birkagyiizden birkacbine kadar degisen atomik
birim ya da daltondur. Onlar ¢lirlimiis organik kisimdan meydana gelir ve yeni
olusum humiklesme olarak adlandirilir ve topraktan ekstraksiyon yoluyla elde

edilirler, asidik ve bazik ¢oziiciilerle fraksiyon ve izolasyon islemleri yapulir.

2.4. Humik Maddelerin Sitmiflandirilmasi

Humik maddeleri 5 genel gruba ayirmak miimkiindiir. Bunlar; toprak humik madde,
sudaki humik madde, sulak alanlardaki humik madde, jeolojik humik madde ve

antropojenik humik madde olarak siniflandirilabilir.

2.4.1. Karasal veya karasal kokenli humik maddeler

Daha once de agiklandigr gibi topraktaki humik maddelerin biiyiik kismi humik ve
fulvik asitten olugmaktadir. Ligno-protein teorisine gore humik maddeler baslica
ligno protein kompleksleridir. Bu humik maddelerin en 6nemli bileseni lignindir.
Onlarin monomerleri 3 biiyiik temel tiirde mevcuttur. Bunlardan ilki, kozalakh
agaclar veya igne yaprakli bitkilerden gelen, coniferil alkol ile karakterize edilen

kozalakl1 agag ligninidir. ikincisi sert agac bitki ortiisiinde yaygin olan sinapil alkol
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tarafindan karakterize edilen sert aga¢ ligninidir. Ugiinciisii ise ¢imenlerde ve
bambularda yaygin olan, coumaril alkol tarafindan karakterize edilen, ¢imen ve
bambu ligninidir. Sonug olarak, bu oneride topraktaki humik maddeler 3 alt grupta

incelenebilir [15].

Yumusak aga¢ (¢cam) toprak humik maddesi: Bu tip humik maddeler kozalakli agag
lignin monomerlerinden olusmaktadir ve yapisal olarak koniferil alkol ile karakterize

edilir.

Sert aga¢ (giirgen, mese) toprak humik maddesi: Bu humik maddeleri sert agag lignin

monomerlerini meydana getirir ve yapisal olarak sinapil alkol ile karakterize edilir.

Cimen veya bambu toprak humik maddesi: Bu humik maddeler ¢imen veya bambu

lignininden olusmaktadir ve yapisal olarak kumaril alkol ile karakterize edilir.

Yukarida anlatilan 3 alt grup arasinda keskin bir fark vardir, bu toprak humik
maddeleri monokiiltiirel ¢evreden etkilenmektedir. Dogada, ¢imenler ve bambularin
bitkileri ¢alilik ve kozalakli agag ile ile sert aga¢c ormanlariyla karigik halde olarak
bulunur. Boyle karmasik ekosistemde, humik maddeler yukarida anlatilan 3 grubun
uygun karigimidir. Bu fikir humik maddelerin yapisinda daha fazla arastirma

yapmay1 tesvik etmek i¢in sunulur.

2.4.2. Sudaki humik maddeler

Bu humik maddeler akarsularda, gollerde, okyanuslarda ve onlarin tortularinda
bulunur. Kerojen terimi bazen su tortularindaki humik asitler i¢in kullanilir [30].
Mayer humik asitlerin suda oldukca yogun bir sekilde var olduguna dikkat ¢ekmistir
[31].

Yapilan arastirmalar sonunda suda var olan humik maddelerin biliyiik ¢ogunlugunun
fulvik asitlerden olustugu, humik asitlerin ise az miktarda var oldugu belirlenmistir.

Ancak, deniz dibinde veya gollerde biriken humik maddelerde kayda deger miktarda
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humik asit bulunabilmektedir. Olusum temeline gore, sudaki humik maddeler iki

grupta incelenebilir.

Allokton Su Humik Maddesi: Bu humik maddeler su ortamina disaridan getirilir. Bu
humik maddeler toprakta olusur ve sonra akarsularin, géllerin, okyanuslarin iginde
bicimlenir. Su sistemleri tarafindan fiziksel ve kimyasal degisimlerin meydana

getirilmesine ragmen humik maddelerin dogasi karasal humik maddelerle iliskilidir.

Otokton Su Humik Maddesi: Bu humik maddeler, su ortamlarinda suya 06zgii
organizmalarin hiicresel bilesenlerinden olusur. Denize ait tortularda, bu tiir humik
maddeler karbonhidrat-protein komplekslerinden olusur [32]. Oksijensiz kosullarda

derin suda olusan ¢okelti katmani sapropel ve kapropel bu kategoride gruplanabilir.

2.4.3. Sulak alan humik maddesi

Bu tir humik maddeler bataklik, turba ve ¢amurlu bataklik gibi sulak
ekosistemlerdeki materyalden tiiretilir. Bu humik maddelerin i¢erigi humik ve fulvik
asitten olugur ve humik asit igerigi turbadan camurlu batakliga dogru gidildikge artar.
Huminin miktar1 ve humik maddelerin degisik turbalardaki 6zelliklerinin farkli olup
olmadig1 su an bilinmemektedir. Ciinkii bataklik yosunundan olusan turba, kimyasal
olarak cali bitkilerinden veya odunsu agaglardan olusan turbadan farklidir. Turba
yataklarinda, sulak alanlar disinda humik asit olusumu toprak ekosistemine benzer
sekilde olmaktadir ve olusan humik asitlerin karasal humik asitlere oldukga benzer

ozellikler gosterdigi belirtilmistir.

2.4.4. Jeolojik humik madde

Jeolojik humik madde, linyit veya leonarditteki ¢esitli komiir tiplerinden olan humik
maddedir. Bu humik madde ¢ogunlukla, humik asitten meydana gelir ve ¢ok fazla
humin igerir. Bunun nedeni bekleme siirecinde fulvik asitlerin ¢ogunun diyagenez
reaksiyonlart ile sikistirllarak ve polimerize edilerek humik asit formuna
cevrilmesidir. Fulvik asidin g¢evresel prosesler nedeniyle yikanarak uzaklastirilmasi

gibi sebeplerle de fulvik asit icerigi azalabilmektedir. Biriken tortularin jeolojik


http://www.tureng.com/search/oksijensiz+ko%C5%9Fullarda+derin+suda+olu%C5%9Fan+%C3%A7%C3%B6kelti+katman%C4%B1
http://www.tureng.com/search/oksijensiz+ko%C5%9Fullarda+derin+suda+olu%C5%9Fan+%C3%A7%C3%B6kelti+katman%C4%B1
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yaglar1 esas alinarak humik maddeler jeolojik ve paleontolojik olarak alt gruplara

ayrilabilmektedir.

2.4.5. Zirai humik madde

Antropojenik humik madde, tarimsal, endiistriyel, yerel atik ve kirlenmis sulardaki
materyalden tiiremistir. Bu tip humik maddeler fulvik asit ve humik asitten olusur.
Kirlenmis kanallarda ve hendeklerdeki su ¢ogunlukla sarimtirak ve kahverengi
arasinda olan bir renktedir. Bunun sebebi; fulvik asit igeriginin fazla miktarda
olmasidir. Kiimes hayvanlarindan elde edilen fulvik asidin toprak fulvik asidi ile

birbirine benzer oldugu kabul edilmektedir.

2.5. Humik Maddelerin Oncii Molekiilleri

Humik maddelerin bigimlendirildigi islem humifikasyon olarak adlandirilan iglemdir.
Humik maddelerin sentezinde dogal kaynaklardan ve orijinal ham maddelerden farkli
bir yolla yararlanildig1 diisiiniilmektedir. One siiriilen teorilerin bir grubu humik
maddelerin direkt doniisimlerine biyopolimerlerin depolimerizasyonunun neden
oldugunu savunur. Diger bir grup ise biyopolimerlerin ¢iiriimesinin tamamlanmasiyla
humik maddelerin olustugunu savunmaktadir. Cogunlukla bitki materyallerinin ve
hayvansal kalintilarin humik asitlere doniistiigii diistiniiliir. Polimerizasyon teorisinde
digerinden farkli olarak bitki biyopolimerlerinin bozularak monomerlere ya da kiigiik
organik bilesiklere ayristig1 diistiniiliir. Bu kiiclik bilesikler arasindaki etkilesimler ile
humik maddeler olusur. Bu teori ilk yapinin fulvik asit oldugunu varsaymakta ve
bunun polimerizasyon ya da yogunlastirma ile humik aside doniisebilecegini

savunmaktadir.

Humik madde sentezinde bitki biyopolimerleri olduk¢a 6nemlidir. Bunlar humik
madde onciileri olarak adlandirilirlar. Yiiksek bitkilerin yogun bilesenleri olan lignin,
seliiloz ve hemiseliiloz, polisakkaritler ve proteinler humik maddelerin olusum

kaynag1 olarak oldukca 6nemlidir.
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Humik maddelerin sentezi i¢in; ham maddelerden mikroorganizmalarin etkisiyle
fenoller ve amino sekerler sentezlenmektedir. Fenolik bilesikler i¢in diger bir kaynak
topraktir. Humik maddelerin olusumuyla ilgili, bitki dokusundaki biiyiik molekiiller
ve topraktaki tiim orijinal bilesiklerin karakteristi§i ve reaksiyonlar1 ayrintili bir

sekilde asagida agiklanmistir.

2.5.1. Lignin

Lignin seliilozdan sonra yeryiiziinde bitkiler {izerinde en fazla bulunan dogal amorf
polimerdir. Kimyasal yapis1 bitkinin tiiriine ve morfolojik 6zelliklerine bagli olarak
degisir ve yapisini fenilpropan initesi olusturur [33]. Lignin adi Latince ‘lignum’
yani odun isminden tiiretilmistir. Lignin odunun {i¢ ana bileseninden biridir, diger
ikisi ise seliiloz ve hemiseliilozdur. Ligninin biiyiik boliimii seliiloz ve hemiseliiloz
ile birlikte ikincil hiicre duvarinda olusur. Lignin ile diger seliilozik bitki bilesenleri
arasinda yakin iliski vardir. Ligninin bitkisel dokulardaki temel fonksiyonu destek ve
dayaniklilik saglamasidir. Bu yapisal karakteristik ve selillozun sebebiyet verdigi
enkapsiilasyon seliilozik maddelerin nisastaya oranla hidrolizini olduk¢a
zorlagtirmaktadir [34]. Ligninin genel yapisi koniferil, sinapil ve kumaril alkollerin
dehidrojenativ polimerlesmesi ile aciklanabilir. Lignini kompleks yapisi ve degisik
yapidaki baglarin olusumu bu monomerlerin fenoksi radikallerinin degisik sekillerde

eslesmesiyle meydana gelmektedir.

y SERT AGAC .
YUMUSAK AGAC Cift cenekli kapah ~ CIMEN-BAMBU
Acik tohumlu tohumlu bitki Tek ¢enekliler
| | |
—G¢— —¢ —¢—
—G¢— —¢ —¢—
—C— —C— —C—
H,CO HsCO OCHj
OH OH OH
Koniferil Alkol Sinapil Alkol p-Koumaril Alkol

Sekil 2.4. Yumusak agag, sert aga¢ ve ¢cimen bambu agaglarindan elde edilen lignin monomerleri
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Bitkinin yas1 ve kok igerigi ile birlikte lignin miktar1 artmaktadir. Lignin yalnizca
odunsu dokunun 6nemli bir bileseni degil ayn1 zamanda odundaki metoksi i¢eriginin
bliylik boliimiinii igermektedir. Ligninin fazla olmasi bitki dokularindaki damar
yiginini ortaya ¢ikarir. Amag ksilem borulari giiglendirerek suya daha dayanikli
olmasini saglamaktir. Lignin igeriginin daha fazla olmasi sebebiyle sicak bolge otlari
iliman bolge otlara gore daha fazla biiyiimektedir. Bu fark nedeniyle olusan humik

maddelerde de farkliliklar goriilebilir.

2.5.2. Fenoller ve polifenoller

Fenoller C¢HsOH genel formiiliine sahip aromatik karbon bilesikleridir. Fenoller
benzendeki bir ya da daha fazla hidrojenin OH ile yer degistirmesi ile tiiretilmistir.
Benzen renksiz ve yanict bir bilesiktir, aromatik olarak adlandirilir c¢linkd;
yapisindaki alti karbon atomu birbirine ardisik tek ve ¢ift baglarla baghdir ve
simetrik hegzagonal bir yapiya sahiptir. Fenoldeki CgHs grubu fenil grubu olarak
adlandirilir ve bu isim Latince’de phene yani parlak anlamina gelmektedir. Boyle

adlandirilmasinin nedeni benzenin yanarak ¢ok parlak 151k vermesidir.

Birka¢ monomerik fenoliin birbirine baglanmasiyla polifenoller olusur. Daha 6ncede
belirtildigi gibi fenoller ve polifenoller iki kaynaktan elde edilebilmektedir.
Bunlardan biri ligninin bozunmasiyla olusurken digeri mikroorganizmalar vasitasiyla
olugsmaktadir. Stevenson serbest fenollerin yiiksek bitkilerde glukozidaz ve tanen

halinde bulunduguna inanmaktadir.

2.5.2.1. Lignin tiirevi fenoller ve polifenoller

Ligninin biyolojik olarak bozunmasiyla fenoller ve polifenoller olusmaktadir.
Mantarlarin belirli tiirlerinin lignine etki ederek mikrobiyal bozunma sagladig
bilinmektedir. Bu organizmalarin lignine etkimesiyle fenoloksidaz tiirii enzimler olan

tyrosinase ve laccase olugsmaktadir.

Ligninden fenol olusum mekanizmasi, lignin sentezi mekanizmasinin tersidir. Bu

konuda ardi ardina gergeklesen reaksiyonlarla ligninin fenole doniisiimii asagidaki
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sekilde goriildiigii gibi ligninin temel birimleri olan koniferil, kumaril ve sinapil

alkollerin oksidasyon ve demetilasyon iglemlerinin ardindan fenole donilismesiyle

acgiklanmaktadir.
Sinapil Alkol Siringik Asit Gallik Asit
OH OH OH
H3CO OCH3 H3CO OCHj4 HO OH
_— _—
oksidasyon demetilasyon
—C— COOH COOH
_9_
_C_
| dekarboksilasyon
HO OH
OH

Pirogallol

Sekil 2.5. Ligninin bozunmastyla pirogallol olusumunun basitlestirilmis semasi

2.5.2.2. Mikrobiyal fenoller

Mikroorganizmalarin humik maddelerin onciilerinin tiretimine katkida bulundugu
daha once belirtilmistir. Fenolik ve hidroksi aromatik asit tiirlerin biiyiik kisminin,
aromatik olmayan hidrokarbon maddelerden mikroorganizmalar araciligiyla
olusturuldugu bilinmektedir. Cogu mantar, aktinomisit ve bakterinin ikincil
metabolik proses ile basit fenolleri ve kompleks polifenolleri sentezleyebilecegi
bilinmektedir. Bu 6zellik mantar ve aktinomisitler i¢in daha karakteristiktir. Cesitli
toprak mantarlarinin glikoz, glikoz-NaNOs, asparagin ve pepton iceren Kkiiltiir
ortaminda humik asit benzeri maddeler tirettigi rapor edilmistir [35,36]. Bu maddeler
cesitli kimyasal analizler sonucunda fenollere, orsellinik, p-hidroksibenzoik,
p-hidroksi sinamik aside, antrakinonlara ve melaninlere doniismektedir. Onlar da
humik asitler gibi koyu renkli goriinmektedir, fenol ve tiirevleri humik maddelerin
bilinen yap1 bilesenleridir. Mikorizal mantarlar tarafindan humik maddelerin

olusumu da bildirilmistir [15].
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Humik maddelerin onciilerinin mikrobiyal sentezi i¢in en uygun iki mekanizma
asetat-malonat yolu ve shikimic-asit yoludur. Haider ve ark. asetat-malonat yolu igin
sOyle bir Oneride bulunmustur; glikoz orsellinik asite doniismektedir, daha sonra

demetilasyon ve ardindan dekarboksilasyon ile bir dihidro fenol olan resorsinol elde

edilmektedir.
Glukoz
COOH COOH
CH,
- .
demetilasyon [ :1 dekarboksilasyon /O\
HO OH Yy HO OH HO OH
Orsellinik Asit 3,5-dihidroksi resorsinol

benzoik asit
Sekil 2.6. Asetat malonat yolu ile resorsinoliin olusumu
Shikimic asit yolunda ise son firliniin pirogallol oldugu diistiniiliir. Goriiniise gore

shikimik asitten aromatiklesme ile gallik asit olusmakta ve buda dekarboksilasyona

ugrayarak bir trihidroksifenol olan pirogallol ‘i vermektedir.

Glukoz
COOH COOH
; . dekarboksilas o; HO OH
HO OHaromatlklestlrme HO OH y L
OH OH
Shikimik Asit Gallik Asit Pirogallol

Sekil 2.7. Shikimik asit yolu ile pirogalloliin olusumu

Pirogallol ve resorsinol 6ne ¢ikan mikrobiyal fenollerdir ya da mikroorganizmalarin
tirettigi tipik fenollerdir. Pirogallol ligninin bozunmasinda ve sentezinde yer alan

onemli bir tiriindiir. Bu basit fenollerin polimerizasyonu ile polifenoller olusmaktadir

[37].
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2.6. Humuslasma Teorileri

Bu teorilerden ilki bitki dokularmi toprakta g¢iirtimesiyle humik maddelerin
olustugunu one siiren ligno-protein teorisidir. Bu teoride lignin ya da az ayristirilmis
ligninin diger biiylik organik polimerlerle tepkimeye girdigi diisliniiliir. Bu konuda
One siiriilen bir diger teori ise bliyiik bitki polimerlerinin humuslagsmadan 6nce daha
kiiciik molekiiler bilesenlerine veya monomerlerine ayrildigini 6ne siiren fenol-
protein teorisidir. Bu konudaki ii¢lincii teori ise humik madde sentezinde seker ve
aminin anahtar bilesen olarak kullanildig1 seker-amin yogunlasma teorisidir. Bu

teoriler asagida daha ayrintili olarak ele alinmaktadir.
2.6.1. Ligno-protein teorisi

Bu teori humik maddelerin sentezi konusunda bir¢ok bilimcinin bakis acisiyla
olusturulmus ve yillardir devam eden bir teoridir. Bu teori Amerikali
Waksman(1932), Rusyalt Kononova(1961) ve Almanyali Flaig(1975) gibi birgok
bilim adamu tarafindan desteklenmistir [38,39,40]. Sebebini belirtmemesine ragmen
teori Stevenson tarafindan Lignin Teorisi olarak adlandirilmistir [5]. Lignin ve amino
asitler humik asitin 6ziinii sekillendirmek i¢in birlikte ele alinir. Humik maddelerin
sentezi yalnizca lignin ve protein reaksiyonlarini kapsamaz lignin tiirevleri ve NHs
gibi protein olmayan basit azot bilesenleri arasindaki reaksiyonlar1 da kapsamaktadir.
Lignin ve protein tiirevlerinin humik maddelerin sentezinde onemli bir rol oynadigi
diisiincesi Chefetz’in (2002) son zamanlarda yayinladigi raporlarda biiyiik destek
gordii. C-NMR  ve termokimyasal ayrisma-gaz  kromatografi/kiitle
spektrometresinin gibi gelismis teknikler kullanilarak humik asit yapilarindaki lignin

ve proteinin biiyiik bir miktar1 ve kutikular materyaller belirlendi [41].

Lignin — protein teorisinde lignin birimleri amino asitler ile reaksiyona girerek humik
molekiilii olusturmaktadir. Bundan dolay: teorinin ismi lignin ve protein teorisidir.

Bu tepkimenin basit bir 6rnegi asagidaki sekilde verilmistir.
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--------

Lignin + Protein

Sekil 2.8. Ligno-protein konseptine gore humik moekiiliiniin olugum semast

En basit sekliyle lignin fraksiyonu koniferil alkol tarafindan temsil edilirken protein
fraksiyonu monomerik aminoasit araciligiyla gosterilir. Olusan tepkime iirlinii humik
ve benzeri bir madde olarak goriilmelidir. COOH ve OH gruplarinin aromatik 6ze

eklenmesi humik molekiiliiniin en kiiciik olast monomerinin gelisimi i¢in gereklidir.

Flaig’in teorisine gore, propan kismi bir COOH grubu tarafindan karboksilasyonla
oksitlendirilir, metil grubu hidroksilasyon ile OH grubuna doniistiiriilebilir ve bu

yolla fenolik OH grubu elde edilebilir.

Biyopolimer bozunma kavraminda bu bilesenler (koniferil alkol ve aminoasit)
polimerik bilesiklerden olusan, humik maddelerin ilk biiylik molekiilleri olarak
disiiniilebilir. Olast en biiyiik humik madde humindir ve humin bozunma ya da
clirime ile humik asite ve fulvik aside dontisebilir. Hedges fulvik asitlerin ileri
bozunma ile fenol ve kinon gibi kiiciik kararsiz molekiillere pargalanabilecegi

belirtilmistir [42].

Diger taraftan monomerler yukaridaki sekilde gosterildigi gibi birlikte su sekilde
tepkime gosterebilirler. Bu maddelerin humik maddenin miimkiin olan en kiiciik
molekiiliinii olusturmasi beklenir. En kii¢iik humik madde bugiin polimerlesme ile
humik aside donistiiriilen fulvik asittir. Polimerlesme veya yogunlagtirma
reaksiyonlariin son {riinlini humin ve kerojendir. Bu siire¢ Hedges(1988)

tarafindan abiyotik polimerlesme siireci olarak adlandirilir [42].

Ayrica, son zamanlarda humik maddelerin sentezinde biyopolimer bozunma
konusuna ve polimerlesme siirecine golge diisiiren humik maddelerin diyogenetik
degisimi konusunda farkli bir yorum ortaya ¢ikmustir. Stevenson ligninin direk
komiire doniismesiyle humik asit olusturacagi goriisiindedir. Stevenson’un meydana

gelen kanisikliklart 6nlemek i¢in asagidaki diyagrami 6nermistir. Burada biyopolimer
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bozunmasti ile ligninden humik asit olusumu ve yogusma siirecinden sonra kdmiire

dontigiimii goriilmektedir.

LiGNIN iLK YAPISAL BiRiM
HUMIK ASIT - FULVIK ASIT
KOMUR MIKROBIYAL METABOLITLER

Sekil 2.9. Stevenson (1994)’e gore humik maddelerin diagenetik degisimi

Stevenson ligninin humik aside doniistiiriilmesi ile baslayan pargalanma siirecinin
fulvik asidin olusmasiyla son bulacagi goriisiindedir. Bu siirecte fulvik asidin sadece
yan iiriin olarak olusturuldugu varsayilir ¢iinkii asil rota oklarla da belirtildigi gibi

lignin — humik asit — komiir seklindedir.

2.6.2. Fenol-protein teorisi

Bu teori Stevenson tarafindan “polifenol teorisi” veya Zeichmann tarafindan “fenol
otoksidasyon teorisi” olarak adlandirilir [5]. Genellikle aromatik ve azotlu
maddelerin karistirilmasi ve humik asit 6ziinde iceren belli kavramlar agisindan
bakildiginda fenol-protein teorisi ismi de kullanilmaktadir. Biitiin bu isimler yanlig
isim olarak diisiiniilebilir. Ciinkli humik aside sekil veren tepkimede sadece fenoller
degil ayn1 zamanda kinonlar da vardir. Kinonlar fenol tiirevlerdir ve sik sik humik
maddelerin bi¢cimlenmesinde baskin bir rol oynarlar. Fenol-protein teorisinin
boliimleri ligno-protein teorisi ile ortiistiiriilebilir. Humik madde olusumundaki oncii

bilesiklerin bir¢cogu ve onlarin tepkimeleri birbiriyle alakalidir.
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Sekil 2.10. Shikimik asit yoluyla lignin monomerlerinden ligno-protein kompleksinin olusumunun

sadelestirilmis semasi

Belki de sadece seker amin yogunlastirma teorisinin bu iki teoriden ayri tutulmasi
gereklidir. Ciinkii o lignin ve tiirevlerinin olmadig1 ortamda humik madde olusumu
icin bir aciklama sunar. Ayrica fenoller ve kinonlar sadece ligninin enzimatik
pargalanmalarindan olusmaz ayni1 zamanda shikimik asit ve asetat malonat yolu
araciligiyla sekerden elde edilen mikroorganizmalar tarafindan sekillendirebildigi

i¢in ayr1 bir humuslasma siireci olarak bu teorinin kabul edilmesi gereklidir.

Fenol-protein teorisinde fenoller, kinonlar, ve amino asitler humik molekiil 6zlerinin
olusumu i¢in anahtar bilesenlerdir. Gallik asit ile kiigiik bir amino asit molekiilii
arasindaki basit bir reaksiyon asagidaki sekilde gosterilmistir. Ayrica hidroksikinon
ile amino asit arasinda da reaksiyon gerceklestirilebilir. Asagidaki sekilde de
gosterildigi gibi bilesenlerden humik maddenin olusumu abiyotik yogunlagtirma

teorisi i¢in model olarak kullanilabilir. Daha oncede belirtildigi gibi abiyotik
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yonergelere sadece kimyasal reaksiyonlar gergeklesir. Fenoller ve diger bilesenler
abiyotik enzimatik reaksiyonlar ile olusturulurlar. Bu yogunlastirma teorisi yukarida
belirtilen tepkime {iriinlerinin polimerlesme ile 6nce fulvik asit verdigini ileri
yogusma ile humik asit ve sonunda humin ve kerogene doniistligiinii varsaymaktadir.
Ayrica fenollerin, kinonlarin ve aminoasitlerin biiyiik polimerleri humik maddenin
olusumundan 6nce olusturulabilir. Bu biiylik biyopolimerler tepkimeye girdiklerinde
ilk olusmasi1 beklenen humin gibi biiyiilk humik molekiillerdir sonra bunlar daha ileri
bozunma ile humik ve fulvik asitlere doniismektedir. Bu Hedges’in orijinal
kuramindan biraz farkli olan biyopolimer parcalanma kavramima ornek teskil

etmektedir.

COOH
________ . H H2
HO rOH + H-—N-C—COOH
OH
Gallik Asit Glisin
o H H2
,OH + H=—N-C—COOH
0 .
Kinon Protein

Sekil 2.11. Fenol protein teorisine gére humiklesmenin olasi reaksiyonu
2.6.3. Seker-amin yogunlasma teorisi

Bu teori farkli isimlerle ifade edilmistir ve daha onceleri de tartisildigr gibi bazilar
albliminlerden elde edilen melanin yolu bazilar1 ise Maillard’in tepkimesi olarak
adlandirmistir [5,43]. Baslangigta seker ve amin kullanilan bir hipotezdir. Seker ve
amin humik madde sentezi i¢in anahtar bilesenlerdir ve lignin tiirevlerini
gerektirmezler. Ilk olarak 1911 yilinda Maillard tarafindan rapor edilen tepkimede
son iirlin olarak melanin iireten glikoz ve amin arasinda enzimatik olmayan veya

abiyotik olarak gerceklesen reaksiyondur. Zeichmann glisinin ile amin grubu
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arasindaki etkilesimler ile glikozilamin olusumunun gergeklestigini rapor etmistir.
Glikozilamin olarak adlandirilan kisim sonunda albiiminlerden elde edilen melanine
doniistiiriilecektir ve melaninler sonra polimerlesme ve yogusma ile humik madde

olusturacaktir.

Stevenson tarafindan Maillard tepkimesinin bir dizi kompleks proses i¢erdigi rapor
edilmistir. Ilk olarak seker, amin ile reaksiyona sokularak schiff bazlarina
dontistiirtiliir. Daha sonrada n-substituted glikozilamine doniistiiriiliir ve akabinde
karisik Amadori yeniden diizenleme silirecine maruz kalir. Diizenlenme {irtinleri
tekrar olduk¢a karmasik olan bir dizi katilma reaksiyonuna maruz kalir. Glikoz ve
amin arasindaki etkilesimi daha rahat anlamak i¢in asagidaki sekilde basit bir
tepkime verilmistir. Karsilagtirma amaciyla glikoz ve glisin arasindaki bir tepkime de
verilmigtir. Sekilde gosterilen basit molekiiler yapilar azotlu bilesiklerin ve
karbonhidratlarin karisimidir ve bunlarin yapisi otoklon aquatik humik maddeler ile
yakindan iligkilidir [5]. Daha onceleri de tartisildigi gibi sulu ortamdaki bitkisel
materyaller lignini gerektirmezler ve cogunlukla karbonhidratlarin karigimidirlar.
Bundan dolayr bu teori karadaki materyallerden etkilenmeyen sudaki humik

maddelerin baslica karbonhidrat-protein karisimlarindan olustugunu gdosterir.

CH,OH
C o)
ZI NS

C
I OH H /]
OH\(:: (|;/|_|H

| 2
H HN—C -R

Glikoz + Amin = Glikozilamin

CHZOH

C (0]
H /] OH
clz/ H \é
[ OH H /]
Oh\l |/H

cC———C

| I H
H HN—C -COOH
Glikoz Glisin

Sekil 2.12. Glikoz ile amin arasinda ve glikoz ile glisin arasinda gerceklesen reaksiyon
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2.7. Humik Maddelerin Kisimlara Ayrilmasi

Humik maddelerin klasik olarak kisimlara ayrilmasi farkli pH degerlerinde sulu
cozeltilerinde ¢ozlinebilirlik farkliligina baghdir. Baslica, zayif HA kisimlar1t pH
degeri diistiik¢e ilk Once c¢oker, kuvvetli asitler daha sonra ¢okecektir. Humik
maddeler ¢ok bilinen organik ¢oziiciilerde diisiik ¢Oziiniirlikklere sahiptir. Etanol,
metanol ve aseton gibi organik ¢oziiciiler humik maddeleri alkali g¢ozeltilerden
¢oktiirmek i¢in kullanilir [44]. HA, FA, disiik molekiil agirlikli asitler (LMAN),
diisiik molekiil agirlikli dogal bilesikler (LMN), hidrofobik dogal bilesikler (HON)
ve hidrofilik dogal bilesiklere (HIN) ayrilabilecek ¢oziinebilen humiklesmis ve
nonhumik bilesenler igeren ekstrakte edilebilir toprak organik maddeyi 0,1 N NaOH
¢ozeltisi ile ekstraksiyon esasina dayali modifiye edilmis kisimlara ayirma semasi
Onerilmistir  [45]. Bu modife edilmis yontemde XAD-8 recine kolonu

kullanilmaktadir.

Humik maddeleri kisimlara aywran diger teknikler; jel kromatografisi, diyaliz,

ultrafiltrasyon ve elektroforezdir [44].

2.7.1. Humik asit

Humik asit (HA) bazik ortamda ¢oziiniir fakat asidik ortamda (pH=1) ¢6ziinmez.
Humik maddelerin yiiksek molekiil agirlikli kismini olusturur. Molekiil agirlig

birkag bin ile birkag yiizbin arasinda degisir [46].

Humik asitler siyah ve kahverengi humik asitler olmak iizere en az iki alt gruba
ayrilir. Bu alt gruplar karbon igerigi, optikal yogunluk ve diger oOzellikleri
bakimindan hafif farklilik arz eder. Siyah ve kahverengi humik asitlerin ayrilmasi 2
N NaCl ¢ozeltisi ile tuzlandirarak yapilabilinir. Bu durumda siyah humik asit
pthtilasir ve ¢oker. Humik asit terimi bilesiklerin ekstraksiyon metotlariyla ilgili bir
operasyonel terim olarak kullanilmistir. Genel olarak, toprak humik maddelerin
igeriklerinin %25 ile %45°lik kismi1 aromatiktir. Aromatikler tek halkali ve 3-5
stibstitlientli bilesiklerdir. Fenolik hidroksitler humik asitlerde en bol bulunan

gruplardir [44].
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Glinlimiizde hala humik asitlerin geriye kalan kisimlarinin ¢ogu bilinmemektedir.
Biitiin bunlarin yaninda HA yapilar1 onlarin orijin yapilar ile yakindan alakalidir.

Tiim humik asitler i¢in tek ve tiniversal HA yapisi arastirmak zor olacaktir [47].

2.7.2. Fulvik asit

Fulvik asit (FA) baz ve asitte (tlim pH sartlarinda) ¢6ziiniirdiir. . Humik maddelerin
diisik molekill agirlikli kismidir. Molekiil agirligir birkag yiizden ikibin dalton
arasinda degisir [46]. Humik maddelerden ekstrakte edildiginde ve saflastirildiginda,
FA genellikle sar1 renklidir. Fulvik asitler humik asitlerde oldugu gibi aromatik,
doymamus yapilar ve karboksil-karbonil karbonlar gibi yapisal benzerliklere sahiptir
[48]. Fakat onlar tamamen farkli bilesiklerdir. Humik asitlerle karsilastirildiklarinda
daha ytiksek karboksilik ve fenolik gruplar igerir. Hidrojenin orani karbon oranindan
(H/C), oksijenin oran1 karbon oranindan (O/C) daha fazladir. Fulvik asitler humik
asitlerden daha az aromatiktirler. Fulvik asitlerin daha kii¢iik, daha polar ve daha
yiiksek yiikli oldugu gorilir. Fulvik asitler asidik sartlarda ya da diavelent
metallerin disiik konsantrasyonlarinda ¢6kmezler. Bununla beraber, mineral
topraklardaki fulvik asitler inorganik kolloidler ve hidrofobik humik asitlerce tutulur
ve bdylece drenaj sularindan atilamazlar. FA ve HA humik maddelerin en 6nemli
kisimlaridir. Topraktan topraga cok farkli olmasina ragmen topraklarda biiyiik
oranlarda vardir. Genelde humik asit C ve N bakimindan fulvik asitten daha zengin
iken O ve S agisindan daha fakirdir. Fulvik asitlerin humik asitlerden daha asidik

oldugu rapor edilmistir [15].

2.7.3. Humin

Humin, humik maddelerin suda, asitte ve bazda ¢oziinmeyen kismidir. Buna ragmen
sicak alkalilerle ekstrakte edilebilir. Topragin silikat kismi HF ile muamele
edildikten sonra sicak bazik c¢ozeltilerde ¢oziilebilir. Humin; lignin, polisakkaritler,
mineral bagh lipitler, humik asit benzeri materyaller, kerogen ve siyah karbon gibi

kompleks yapilardan olusmustur [49].
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Ekstrakte edilebilir olmadigindan dolayr huminin fiziksel ve kimyasal 6zelligini
anlamak oldukg¢a zordur. Dai ve arkadaslarina gore humin, humik ve fulvik aside
gore daha fazla alkil karbonu igerirken, humik ve fulvik aside gore karboksil-
karbonil karbonu, aromatik karbon ve doymamis karbonu daha az ihtiva etmektedir.
Bahsedilen grup huminde parafinik karbonlarin oranmin daha fazla oldugunu da

onermektedirler [48].

2.7.4. Siyah karbon ve kerogen

Siyah karbon (black carbon, BC) Novakov tarafindan “yanma ile olusan grafitik
mikroyapiya sahip siyah pargacik karbon” seklinde tarif edilmistir [50]. Literatiirde
komiir, is, elementel karbon veya pirojenik karbon gibi birka¢ sinonimleri
kullanilmaktadir [51]. Genellikle siyah karbon terimi komiirler, isler ve yilizeyleri
elementel karbon icen diger materyalleri ifade etmek icin kullanilir. Siyah karbon

karasal organik maddenin tamamlanmamis yanmasi ve pirolizi ile elde edelir [52].

Kerogen, mono oksitleyici asitlerde, bazlarda ve organik ¢oziiciilerde ¢éziinmeyen
tortul kayalardaki karbon icerikli materyallerin bir kismi1 olarak tarif edilir [53].
Olgunlasmis kerogen tortul kayalardaki asil dogal organik maddedir [54]. Siyah
karbon ve kerogen sert karbon ve yumusak karbonlu toprak organik madde yerine
kullanilir. Tortullardaki toplam organik maddenin %1-20 siyah karbon ve kerogendir
[55]. Humik maddelerden daha az polardir.

2.8. Humik Maddelerin Ekstraksiyonu ve Saflastirilmasi

Organik madde bilesenleri ile ilgili ¢galismalar tamamen ayrismis organik maddenin
(humus) topraktan ekstraksiyonunu, bunlar1t takiben humus fraksiyonlarinin
izolasyonu ve saflagtirilmasini gerektirmektedir. Ekstrakte olabilir organik maddenin
yaklasik %65-75°1 genellikle amorf, kimyasal olarak karmasik, renkli, mikrobiyal
ataga dayanikli ve molekiiler agirligi birkag¢ yiizden birkag yiizbine kadar degisebilen
humik maddelereden olusur. Organik maddenin ilk ekstrakti, ekstraksiyon metoduna
bagl olarak cogunlukla oldukca fazla miktarda kiil igerir. Ekstraksiyonun etkinligi de

kullanilan metoda baglidir. Organik maddenin ekstraksiyonundan sonra humik
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maddeler c¢oziinebilirlik karakterlerine gore fraksiyonlarma ayrilabilirler. Alkali
ekstraksiyon ve fraksiyonlama isleminden sonra bile humik maddeler, humik

olmayan materyallerden kolaylikla ayrilamaz.

2.8.1. Ekstrakt reaktiflerinin se¢imi

Sahici humik maddelerin ekstraksiyonunu yapabilmek i¢in diizgiin bir analitik siire¢
gereklidir. izolasyon ve saflastirma prosesi, ekstraksiyon siirecinin Snemli
kisimlaridir. Buradaki amag¢ humik maddeleri birbirinden ve ¢esitli safsizliklardan
ayrarak saflagtirmaktir. Ekstraksiyon prosesinin bagarist dogru ekstraksiyon

reaktifinin kullanimina baglidir.

Ekstraksiyon reaktiflerini organik ve inorganik reaktifler olmak iizere iki kisimda
inceleyecek olursak, inorganik ayraglarin humik maddelerin ekstraksiyonunda
oldukca avantajli oldugunu goriiriz. Organik ¢6ziicii kullanimi inorganik ¢oziicii
kullanimiyla karsilastirildiginda oldukg¢a problemlidir. Organik ¢oziiciiler giicsiiz
ekstraktant olmakla beraber saflastirma prosesinde uzaklatirilmalari da oldukga
zordur. Tim bunlar géz Oniline alindiginda humik maddelerin ekstraksiyonunda
kullanilan en etkili alkali NaOH ¢ozeltisidir. Saflagtirma esnasinda kolayca

cikartilmasi da oldukc¢a avantajlhidir.

Toprak veya sedimentin alkali ile ekstraksiyonunun sonucunda ¢dziinmeyen (humin)
ve ¢oziinen (humik asit + fulvik asit) kisimlar elde edilir. Coziinen kisim asit ile
muamele edildiginde ise ¢oken (humik asit) ve ¢okmeyen (fulvik asit) olmak iizere

iki kisim elde edilir.

2.8.2. Karasal humik maddelerin ekstraksiyon metotlari

En ¢ok kullanilan yontemde tartilan toprak numunesi 0,1 molar sodyum hidroksit ile
karistiritlir. Kullanilan toprak miktar1 ile kullamilan ¢6ziicliniin oranlar1 degisik
sekillerde olabilmektedir. Toprak ¢oziicii oran1 1:5 olabilir ve gece boyunca calkanir.
Bir diger yontem, Uluslar Arast Humik Maddeler Toplulugu tarafindan kullanilan

1:10 oramidir. Bu yontemde ¢Oziicii orani topragin organik madde igerigine gore
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belirlenmektedir. Ornegin organik maddece ¢ok zengin olan turbalarda 1:10 toprak:
¢oziicii orant kullanilabilir. IHSS ve SSSA ekstraksiyon islemini azot atmosferinde
yapmislardir. Choudri ve Stevenson humik maddelerin otooksidasyonunu onlemek
igin stannous kloriir eklemeyi 6nermistir [56]. Bu yapilanlar daha kolay ve hizh

yontemler olmakla birlikte ekstraksiyon {irlinlinliin miktar1 ve niceligini etkilemez.

Ekstraksiyon yontemi igin bir sema asagida verilmistir. 10 gram toprak numunesi
santrifiij tiipiine tartilir. Islem vakum ortaminda ve azot atmosferinde
gerceklestirilebilir. Toprak numunesi tlizerine 50 mL 0,1 molar sodyum hidroksit
cozeltisi eklenir ve azot atmosferi olusturulur. Sistem hava almayacak sekilde
kapatilarak gece boyunca g¢alkalanir. Ertesi giin siyah renkli siizlintii 10,000 devirde
15 dakika santrifiij edilerek ayrilir. Siiziintli bir yere ayrilir ve toprak kalintilar1 50
mL distile su ile yikanir, renkli su santrifiij edilir ve siiziintii bir onceki ekstrakt ile

birlestirilir. Eger daha fazla miktar elde edilmek isteniyorsa ayni islem tekrarlanir.

Birlestirilen siiziintiiler humik maddeleri igermekte olup, bu karisim 11,000 devirde
15 dakika santrifiij edilir. Humik ¢ozelti alinir ve ¢okiintli atilir. Cozeltiye damla
damla hidroklorik asit eklenerek pH=2 olana kadar asitlendirilir. Bu islem sonunda
¢okme meydana gelir ¢oken kisim humik asittir, siizlintii ise fulvik asit icermektedir.
10,000 devirde 5-10 dakika santrifiij yapilarak humik ve fulvik asit birbirinden

ayrilir. Bundan sonra humik ve fulvik aside saflastirma islemi uygulanacaktir.
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...........................

[ Toprak ] [ 0.1 M HCI Ekstraksiyon]f

[ Alkali Ekstrakt ] Humin

Fulvik Asit Franksiyonu
(Ekstrakt-2)

Cj | O] it
Coziinen [ Coziinmeyen  eklenir. . pH=1 yapilir!

___________________________

l 2kez [0.1 MHCIL 0.3 M HF - [ Katyon Degistirici Re¢ine

................................

[ Humik Asit Katisi ]

[ Fulvik Asit ]

[ Diyaliz ]

[ Freeze Dry ]

Sekil 2.13. Topraklardan, turbalardan ve diger karasal tortulardan ekstrakte edilen humik maddelerin

ekstraksiyonunun akis diyagrami

2.8.3. Humik asidin saflastirilmasi

Yukarida bahsedildigi sekilde elde edilen ham humik asite tekrar 0,1 molar sodyum
hidroksit ¢ozeltisinde ¢oziliir ve 10,000 devirde santrifiij edilir. Coziinmeyen kisim
atilir ve ¢6ziinen kisim yine pH=2 olana kadar asitlendirilir. 10,000 devirde 5 dakika

santrifiij edilerek ¢oken kisim ayrilir ve siiziintii atilir.
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Calkalama ve santrifiij islemlerinin ardindan HCL+HF karigimi atilirken humik asit

cokeltisi ayrilir. Bu ¢okelti distile su ile yikanir, santrifiij edilerek yikama suyu atilir.

Tan (1996) son basamak i¢in humik asit ¢okeltisini yeniden 50 mL sodyum hidroksit
¢ozeltisiyle ¢ozmeyi ve ¢ozeltiyi hidrojen ile doyurulmus katyon degistirici kolondan
gecirmeyi Onermistir [15]. Humik asit ¢ozeltisinin pH degeri 2 ile 3 arasinda
olmaktadir, ¢linkii humik asit oldukc¢a asidiktir. Bu sekilde saflastirilan humik asit
analiz i¢in kullanilabilir ya da daha sonra kullanilmak {izere soguk kurutma islemi

yapilarak koyu renkli bir sisede saklanabilir.

Bir diger saflastirma isleminde katyon degistirici kullanilmaksizin, humik madde
HCI+HF ile muameleden sonra diyaliz tiipiine alinarak distile su ile 3 ila 4 gece
kadar diyaliz edilir. Dikkat edilmesi gereken nokta suyun her 6 ila 12 saatte bir
degistirilmesidir. Her iki metotla elde edilen sonu¢ ayni olmasina karsin diyaliz
metodu ¢ok zaman tiiketimine neden oldugu i¢in katyon degisim metodu daha

avantajlidir.

Son zamanlarda Tatzber ve arkadaslari tarafindan yapilan humik asit saflagtirma
metodu daha kisa ve kolaydir. Bu metot elde edilen humik asit 6rneginin sodyum
hidroksit ile ¢oziindiiriilip saf su ile yikanmasi ve HCI ile ¢oktiiriilmesi esasina
dayanmaktadir. Saflastirma igleminin ilk basamaginda humik asit 6rnegi 20 ml
sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile ¢oziindiriiliip, saf su ile 200 mL’ye tamamlanir ve
ardindan 3 mL HCI kullanilarak humik asit ¢Oktiiriiliir. Santrifiij ve dekantasyon
isleminin ardindan humik asit ayrilarak saflastirma isleminin ikinci basamagina
gecilir. Bu asamada humik asit 6rnegi 10 mL sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile
coziindiiriilerek 1,5 ml HCI ile ¢oktiiriiliir ve ticlincli yikamada humik asit 6rnegi
yalnizca saf su ile yikanarak 10 damla HCI ile ¢oktiiriiliir. Elde edilen saf humik asit

ornegi kurutularak saklanir [57].
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2.8.4. Fulvik asidin saflastirilmasi

Fulvik asit igeren renkli siiziinti Uluslararas1 Humik Maddeler Toplulugu’nun
onerdigi gibi XAD-8 amberlite kolonundan gegirilerek saflastirilir. XAD-8 kolonu
sudaki humik maddelerin ekstraksiyonu i¢in hazirlanmaktadir. Fulvik asit XAD-8
recinede tutulmakta ve iki kez su ile yikanarak karbonhidratlar ve diger yabanci
bilesiklerden ayrilmaktadir. Daha sonra fulvik asit 0,1 molar sodyum hidroksit
coOzeltisi ile regineden alinmaktadir. Son olarak hidrojenle doyurulmus katyon
degistirici (Dowex 50-X-8) kolonundan gecirir. Bu sekilde saflastirilan fulvik asit
analiz i¢in kullanilabilecegi gibi daha sonra kullanilmak iizere soguk kurutma
yapilarak koyu renkli bir sisede saklanabilir. Bu sekilde elde edilen XAD-saf fulvik

asit Stevenson tarafindan generic fulvik asit olarak adlandirilmistir [58].

2.9. Giiniimiizde Kabul Géren Humik Asit ve Fulvik Asit Yapilari

Bugiinlerde fulvik ve humik asitlerin karigiminin tanimlanmasi humik yapilar
aragtirmasindaki en dnemli unsurlardan biri oldugu disiiniiliir. Analitik teknikler ve
bilgisayar teknolojilerinin gelismesinden dolay1 fulvik ve humik asitlerin molekiiler

yapilarini agikliga kavusturmak igin biiyiik ¢abalar sarfedilmektedir.

Stevenson (Sekil 2.13) ve Buffel’in (Sekil 2.14) calismasindan tutun Schulten,
Kujawinski ve Stenson’un giiniimiiz son 6rneklerine kadar humik asitlerin yapisini
tanimlamada birkag molekiiler yap1 one stiriilmiistiir. Uzun zamandir humik asitlerin
yiiksek molekiil agirlikli bilesenler oldugu iddia edilmektedir. Ancak bes yil once
humik asitlerin diisiik molekiil agirlikli bilesenler oldugu ispatlandi. Bu ilk kez
IHSS’nin 9. Uluslar aras1 Sempozyumunda bildirildi. LDI-TOF MS vasitasiyla elde
edilen Humik asitlerin kiitle spektrumu diisiik degerlerden yiliksege dogru diisiik
molekiiler agirlikli molekiillerin mevcudiyetini gosteriyor. Farkli Humik asitler igin
elde edilen kiitle spektrumunun analizi birkag m/z degerlerinin tim humik asitleri
icin aymi oldugunu gosterdi. Bazi bilesenlerin ayni oldugu ve onlarin humik asit
igerisinde ¢ok farkli kok ve kaynaktan olduklarini iddia ettiler. Diger analitik

tekniklerle birlestirilen kiitle spektrometresinden elde edilen en son sonuglar 6nceki
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sonuglar1 dogruladi. Fulvik asitlere gelince birka¢ bin bilesen tanimlamakta ve

cogunlukla lignin (odun 6zii) den tiiredigi diisiiniilmektedir [59, 60].

HC=0

(sugar) (HC-OH)s

HCO

COOH HOOC-_/ b /L
N
OH L HO. 0O
s N ~

HO _ ] :“\ R T HN R
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Sekil 2.14. Stevenson’a gore humik asidin yap1 modeli: R alkali, aril alkil olabilir.

CH,OH
OH COOH

COCH

COOH

Sekil 2.15. Buffle ve ark. gore fulvik asit yapt modeli(1977)

Ozgiin fulvik asitlerin kimyasal formiilleri belirlenmistir [60]. Humik asitlerin
durumunda son zamanlarda Fourier Doniisiim ICR kiitle spektrometri ve Laser
Desorpsiyon/Iyonlasma ile birlikte elektrosprey iyonlastirmasi uygulanarak basarili
sonuclar elde edildi. LDI-TOF MS yardimi ile humik asitlerde var olan izotop
karisgimlar1 gozlemlendi (Sekil 2.15). Pacheca ve Havel humik asitler i¢in en son
deneysel formiiliinii ileri siirdiiler. Onlarin modelinden elde edilen sonuglar ESI

vasitasiyla elde edilenlerle iyi bir uyum igerisindedirler [59, 60, 61, 62, 63].
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Sekil 2.16. LDI TOF MS mass spectra of HA soil (IHSS)

2.10. Humik Maddelerin Uygulama Alanlari

Humus diinyadaki en biiyiik karbon rezervlerinden birini simgeler. Humus ve
humustan elde edilen {iriinler endiistride bu zamana kadar az kullanilmistir. Aksine
komiirtin kullanim1 daha yaygindi ve 19. ylizyilin ikinci yarisinda ve 20.ylizyilin ilk
yarisinda kimyasal endiistrinin temelini olusturmustur. Ayrica petrol de diger bir
uygulamaydi ve 20. ylizyilin kimyasal endiistrisi i¢in ana ham madde olarak
kullanilmistir. Humik maddelerin uygulama alanlarini; tarim, endiistri, ¢evre ve

biyotip olmak {izere dort ana kategoriye ayirmak miimkiindiir.

2.10.1. Tarim uygulamalari

Tarimda organik maddelerin rolii son derece onemlidir. Topragin organik madde
icerigi ile iriin verimi arasinda dogrudan bir iliski bulunmaktadir. Organik madde
topragi olusturan materyalleri bir arada tutan, topragin fiziksel, kimyasal ve biyolojik

ozelliklerini iyilestiren ana etmenlerden birisidir.
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Topragin organik madde icerigini arttirmanin en iyi yolu topraga ve bitkiye dogrudan
humik asit uygulanmasidir. Humik asitler toprakta uzun siire kalmakta ve zaman
icinde yavagca pargalanmaktadir. Humik asitler toprak verimini artirmada ve saglikli

bitki yetistirmede en 6nemli madde olarak kabul edilmektedir [13].

Toprak humik maddeleri, bitkilerin gelisiminde dogrudan ve dolayli 6nemli rol
oynarlar. Dolayli etkiler, suyun tutulmasi, drenaj, havalanmanin iyilestirilmesi ve
metalik iyonlar ile kileytli bilesikler ya da metalik hidroksitler olusturarak suda
¢oziilebilir formlarin meydana gelmesi seklindedir. Bitkilere dogrudan etkisi ise, kok
gelisimi ve bitkilerin absorbe ettigi besin elementleri metabolizmasini etkilemesi ile

meydana gelir.

Humik asitlerin tohumun ¢imlenme kapasitesini arttirdigt ve bitkilerin vitamin
icerigini ¢ogalttig1 bilinmektedir. Humik asitlerin tohumun ¢imlenmesini etkilemesi
bitkinin koklerini etkilemesine benzemektedir. Su ve besin maddeleri tagiyan humik
tagtyan humik asitler tohumun gozenegi boyunca c¢ekilmekte ve c¢imlenmenin
baglamasi i¢in tohumu uyarmaktadir. Humik asitler sadece tohumu uyarmakla
kalmaz, ayn1t zamanda kok sistemini ve list aksami da uyarmaktadir. Bitkiye gecen
humik asitlerin polifenol kaynagi oldugu bunun da solunum katalisti vazifesi yaptigi

tespit edilmistir. Bu olay bitkinin yasama aktivitesinin artmasina neden olmaktadir.

Humik asitler gerekli maddeleri biinyelerinde topladiktan sonra bunlart bitkiye
thtiyag duydugu miktar kadar birakmaktadir. Ayrica humik asitler toprakta kilin
gevsetilmesini suyun topraga niifuz edisinin kolaylagsmasini, topragin iyon degisim

kapasitesinin artmasin1 ve toprak canlilarinin uyarilmasini saglamaktadir.

Ozellikle killi topraklarin siki bir yap: teskil etmesi bitki beslenme ve gelisiminde
ciddi bir problemdir. Humik asitler her bir kil par¢acigmnin etrafinda film yaparak
bunlari birbirinden ayirmaktadir. Boylece havadaki oksijen koklere ulasmakta, bitki
besin ¢ozeltisi i¢in gerekli su miktar1 bitkinin kokleri etrafinda yeterli miktarda
saglanmakta ve bitkinin kokleri gelisimini tamamlamaktadir. Humik asit suyun
topraktan buharlagsmasini yavaslatmaktadir. Bu durum kilin hi¢ olmadig1 veya az

oldugu su tutma kapasitesi olmayan kumlu topraklar icin 6nemlidir. Ayrica humik
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asitler iklim sartlarina gore topragin rengini daha koyu renkle dontistiirme 6zelligine
sahiptir. BOylece topragin 1s1 sartlar1 da degismis olmaktadir. Humik asitlerin
kolloidal yapist ve ana fonksiyonel gruplarin hidrofillesmesinin yiiksek seviyede
olusu onlara tutkal 6zelligi vermektedir. Bundan dolay1 humik asit uygulamalarindan
sonra topragin su tutma 6zelliginin gelistigi ve kurak bolgelerde bunun etkili oldugu

gbzlemlenmistir.

Humik asitler topragin tarimsal miicadele amaciyla kullanilan ilaglar1 6zellikle de
herbisitleri adsorbe ederek onlarin toksik etkilerini ve yikanarak taban sularina
karigmalarini; mevcut olan civa, kadmiyum gibi agir metal ve diger zararl radyoaktif

elementlerin bitkiler tarafindan alinimlarii onler.

Humik maddeler toprak verimliligi i¢in de 6nemli olan yiiksek bir baz degisim

kapasitesine de sahiptir [64,65].

Sodyum humatin aga¢ yapraklarindaki dolleyici etkisi tanimlanmaktadir. Amonyum

humatin 6nemli bir uyarici etkiye sahip oldugu kesfedilmistir [64].

Humik maddeler organik madde igerisinde az bulundugu zamanda topragin
kalitesinin artiginda olumlu yonde etki gosterirler. Son yapilan arastirmalarla humik
asidin bliylimeyi artirict etkisinden dolayr c¢iftlik hayvanlarinin yemi olarak

kullanabilecegi goriilmiistiir [66].

2.10.2. Endiistriyel uygulamalar:

Humus ve humus igeren materyaller biiylik Ol¢ekli binalarda 6rnegin betonun
sertlesme zamanini (priz stirati) kontrol etmek icin katki maddesi olarak
kullanilabilir. Ustelik humukli materyaller derinin hazirlanmasinda da kullanilir.
Oncelikle deri boyasi olarak diger asamada deriyi tabaklamak igin bir etkin madde
olarak ve son olarak da deri islemini bitirmek icin bir ¢ozeltinin bileseni olarak

kullanilmislardir.
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Agag endiistrisi humik maddelerin kullanildig1 diger bir alandir. Humik maddeler
agac¢ kaplamasini boyamak i¢in ‘dogal ¢ivit’ hazirlamada kullanilir. Bu kullanima ek
olarak humukli materyallerin suda ¢o6ziinen boyalarin bir bileseni olarak ahsap

mobilya i¢in uygun etkin maddeler oldugu goriliir.

Seramik endiistrisinde humukli maddeler baslica islenmemis seramiklerin mekanik
olarak dayamikliligin1 artirmak, seramiklerin dokiim o6zelliklerini verimli hale
getirmek [67], balgik seramikleri boyamak i¢in ve ¢anak ¢omlegin hazirlanmasinda
kullanilir. Buna ek olarak humik materyaller plastiklerin iretiminde 6zellikle Naylon
6 veya PVC plastikleri boyamak i¢in boya olarak, politiretan kopiiklerin sertlestiricisi

olarak veya PVC plastikler icin akiskanlastirict maddeler olarak kullanilmaktadir
[68].

Humik maddeler kagit endiistrisinde de kullanilmaktadir. Humik maddeler farkli
liretim islemlerini kapsarlar. Ornegin humik maddeler elektrigi ileten kagitlarin
tiretiminde, yiiksek c¢cekim direncine sahip kagidin iiretiminde ve kagidin geri
doniistimiinde de kullanilir. Humik maddelerin kullanildigi diger endistriyel
uygulamalardan  bahsedecek  olursak; iyon degistirici  olarak, sentetik
hidrokarbonlarin ve akaryakitin kaynagi olarak [69], yiyecek iiretiminde veya
uranyumun madenlerden c¢ikartilmasinda kullanilan ekstraksiyon metodunun
verimini artirmak i¢in kullanilir [70]. Humik maddeler geg¢is metallerini tutmak igin,

organometalik bilesikleri olusturmada biiyiik kapasiteye sahiptir.

Atik isleme endiistrisinde atiklardan humik maddelerin tiretilmesi ilging olanaklardir.
Sonuglar humik asitin igerisindeki seliilozun geri doniislimii ile sivi ambalaj

kartonunun (LPB) {iretiminin net bir sekilde miimkiin oldugu gosterdi [71].

2.10.3. Cevresel uygulamalar

Dogal organik kolloidler (humik ve fulvik asitler) olduk¢a 6nemlidir. Ciinkii cogu
radyoniiklidleri iceren metallerle kompleks olusturarak suda ¢o6ziiniilebilirler
[3,72,73,74,]. Bundan dolay1 bu organikler ¢evrede radyoniiklid tasiyan ajanlar kadar

onemli olabilmektedir. Dogal sularin igerisindeki humik maddelerin varligi dogal
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topraklar vasitasiyla radyoniiklidlerin ¢ekimini etkileyebildigi ve boylelikle onlarin

yiizeydeki ve zeminin altindaki sulara etki edebildigi bilinmektedir [75, 76].

Cevre kimyasinda humik maddelerin baslica gorevi zehirli metalleri, antropojenik
organik kimyasallar1 ve diger kirletici maddeleri sudan uzaklastirmaktir. Kalsiyum
humata dayali iyon degisim maddeleri demir, nikel, civa, kadmiyum ve bakir gibi
agir metallerin yok edilmesi i¢in ve niikleer giic santrallerinden suya bosaltilan
radyoaktif elementleri sudan uzaklastirmak igin uygun oldugu goériilmiistiir. Se¢imli
baglayict Ozellikleri cephanelerin tahribi ve kimyasal savas ajanlari i¢in kotiiye
kullanilmaktadir [77]. Humusa dayal: filtreler atik su tiretimi i¢in gelistirilmektedir.
Filtreler kromat tasfiye ocaginin atik sularini temizlemek igin, atik su ve su
sistemlerinden boya ve yaglari ¢ikarmak i¢in, kentsel ve endiistriyel atiklar
filtrelerden slizmek igin, atik sularda tarim ilaglarini yok etmek icin ve sudan fenolii

cikarmak i¢in fayda saglar [78].

Humus igeren materyallerden atik gazlarin emilimi i¢in yararlanilmaktadir. Biraz
degistirilmis olan humatlar kamu gaz rezervlerinden hidrojen siilfiir ve merkaptanlari

baca gazlarindan kiikiirt dioksiti ¢ikarmak i¢in uygulanabilir [79].

Ot oldiirticiiler, endiistriyel fungisidler, insektisidler, yuvarlak solucan oldiiriiciiler,
dioksinler gibi bilesiklerin farkli gruplar1 ve istelik ostrojenik bilesikler gibi bazi
eczacilikta kullanilan iiriinler ¢cevresel endokrin maddeleri olarak belirlenir. Cevreden
organik kirleticileri emme yeteneklerinden dolayr humik maddelerin su, toprak ve

kanalizasyonlardan bu Kirleticileri yok etmede etkili oldugu goriilmiistiir [80,81].

Humik maddeler ve ksenobiotikler arasindaki etkilesimin kompleks yapisi ve ¢evre
kalitesindeki etkisi farkli arastirmacilar tarafindan ¢alisilmaktadir. Birkag inorganik
ve organik bilesigin asit-baz ve humik asitlerin komplekslesme 6zelliklerinden dolay1
toprak, su kalitesi ve endiistriyel siireclerindeki etkisi gittikce dikkat ¢cekmektedir.
Pacheco ve ark. bazi inorganik ve organik kirleticilerin sadece belirli humik asit
bilesenleri ile kuvvetli bir kompleks olusturdugunu bulmuslardir. Bu gibi molekiiller

cok molelekiillii stabil bir yap1 gosterirler.
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Humik materyaller ve mikroorganizmalar arasindaki etkilesimler iizerinde son 30
yildir yogun bir sekilde caligilmaktadir. Fermantasyon bakterisi humik maddeleri
azalttig1 goriilmistiir. Bu durum toprak ve tortulardaki anaerobik (havasiz yasayan)
bakterilerin autekolojisi i¢in 6nemli sonuglar elde etmektedir. Asetatin kiimiilatif
(birikici) iretimi sirasinda bu prosesin fermantasyon bakterisine enerji avantajt
sagladig1 goriiliir [82]. Belirli bakteriler, mantar ve bir¢ok mikroorganizma igin
enerji kaynagi olarak humiklerin kullanimi1 birgok aragtirmaci tarafindan ¢alisilmistir
[83]. Fakat yiyecek kaynagi olarak humik materyalleri kullanamayacaklar

belirlenmistir.

2.10.4. Biyomedikal uygulamalari

Ticari diizeyde iiretilen humik maddeler veterinerlik ve eczacilikta kullanilir. Humik

materyallerin ila¢ 6zellikleriyle ilgili birkag ¢alisma yayinlanmistir.

Humik asitlerin etil alkoliin sebep oldugu gastritin zararin1 6nemli bir sekilde
azalttig1 belirlenmistir. Mide ve duodenuma (onikiparmak bagirsagi) TPP deneysel

olarak uygulandiginda hizl bir sekilde iyilesme gozlendigi belirlenmistir [84,85].

Pflug ve Ziechman humik asitlerin  mikrokokus luteus bakterisiyle
etkilesebileceklerini bildirdiler. Bu durumda humik materyaller lizozom enzimi
tarafindan hiicre duvar1 bozulmasina karsi organizmayi korurlar. Herpes viriisii
araciligiyla hiicre kiiltiirlerinin amonyum humat ile enfeksiyonunu bulan Thiel humik

maddelerin islevini organizmanin koruyuculari olarak belirtmistir.

Son 10 yilda tip ve biyolojide humik materyalleri kullanmaya biiylik bir egilim
olmaktadir. Humuslu topragin amino asitler ile ekstraksiyonun miimkiinligi
kozmetik ve ila¢ liretiminin temelini olusturan vitamin B benzerlerinin aday olusu
tizerine ¢alisilmaktadir. Humik asitlere gittik¢e artan ilginin ana sebebi onlarin
antiviral, profibrinolitik, alevlemeyi 6nleyen ve ostrojenik 6zellikleri ile agiklanabilir
[86]. Agir metallerle selat bilesiklerini olusturmak i¢in humik maddelerin giicti agir

metallerin canli organizmalardan ayiklanmasini saglamaya fazlasiyla yeter [87]. Su
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sistemleri ve su ¢ozeltilerindeki humik materyallerin su tedavisi ve banyo tedavisi ile

yakin bir sekilde bagli oldugu gézlemlendi [88].

Humik maddelerin anti bakteriyel ve antiviral ozellikleri sayesinde yeni tibbi

uygulamalarda kullanilmaktadir [89,90].

Hastane ¢alismalar1 ¢ocuklarda yaygin olan agir solunum hastaliklarinin fulvik asit
besin takviyeleri ile hizli sekilde iyilestirilebileceklerini gosteriyor. Fulvik asit
zengin organik humus topraklarda ve eski bitki kalintilarindaki humik asitin bir
ozidir. Birgok tibbi ¢aligma humik yapilarin 6zellikle fulvik asitlerin kanser ve

kansere neden olan viriislere kars1 koruyucu bir giice sahip oldugunu gosteriyor.

Genellikle calismalar 6zel humik madde terapileri kullanarak oliimciil kanser ve

timorlerin tersine ¢evrildigini gosteriyor [91,92,93].

Diger taraftan humik asitin birgok memeli hiicresi i¢in zehirleyici bir faktér oldugu
kanitlandi. Fakat onun sitotoksisitesinin (hiicreye zehirli olma durumu) spesifik
mekanizmasi belirsiz olarak kalmigtir. Humik asidin redoks 6zelligi sulu ortamlarda
genis pH araliginda demir (III) @i demir (II)’ye indirgemek i¢in yeterlidir fakat bu
stire¢ kismen siiperoksit ¢liriik¢iiller tarafindan engellenir. Demirli proteinden elde
edilen demirin humik asit bazli lipit peroksidasyonunu hizlandirdig1 goriilmektedir.
Humik asitler lipid peroksidasyonuna katki sagladigi kadar demirli protein
deposundan demir ortaya ¢ikartabilir ve demiri indirgeyebilir. Bundan dolay: ortaya
¢ikan demirle birlesen humik asitler biyolojik sistem igerisindeki redoks dengesini
bozabilir ve oksidatif strese neden olabilir. Bu olay humik asit sitotoksisitesi i¢in en

onemli mekanizmalardan biridir [94].



BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar

Deneylerde kullanilan kimyasallarin hemen hemen tamami yurtdisindan satin
alinmak suretiyle temin edilmistir. Kullanilan kimyasallarin markas1 Merck, Aldrich,

Fluka ve Alfa-Aesar’dir.

NaOH; humus numunesinden humik ve fulvik asitleri ekstrakte etmek i¢in Aldrich

marka NaOH kullanildi.

HCI; humik ve fulvik asit karisimindan humik asiti ¢oktiirmek i¢in Merck marka
%37°1ik HCI kullanildi.

Distile su; elde edilen fulvik asit numuneleri distile su ile seyreltilerek Shimadzu-
UV-2401 PC (UV-VIS Recording Spectrometer) marka UV analizine hazirlandi.

3.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

3.1.2.1. Santrifiij cihaz1

Humik madde ve humin igeren ¢dzelti karisimindan humini ¢ékmesini saglamak i¢in,
humik ve fulvik asit igeren ¢ozelti karistmindan humik asidi ¢oktiirmek icin ve
humik asidin yikanmasi asamalarinda Hettich Zentrifugen ROTINA 420 marka

max: 11000 rpm giiclinde santrifiij cihazi kullanildi.
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3.1.2.2. Calkalayici

Toprak humusundan humik maddeyi ¢ekmek i¢in humusun NaOH ¢ozeltisi ile
calkalanmas1 asamasinda, humik asitin ¢oktiiriilmesi ve yikanmasi asamalarinda

BIOSAN-0S-10 marka max:300 rpm giiciinde calkalayic1 kullanildi.

3.1.2.3. pH metre

pH Olgiimlerinde Hanna instruments pH 211 Microprocessor marka pH metre

kullanildi.

3.1.2.4. Freeze dryer

Donma:

Dondurarak kurutma islemi yapilmadan Once numuneler dondurulmalidir.
Numunenin tabakast miimkiin oldugunca ince olmalidir (20 mm’ nin altinda ).
Dondurarak kurutma isleminin uzunlugu numunenin tabaka kalinlig1i ve bu
yiikseklige baghidir. Tavsiye edilen degerler; kurutulacak numuneler freze dryer
cihazina esit bir sekilde dagilacak ve her kaptaki numune yiiksekligi ayni1 olacak.
Donma sicakligi numunenin katilasma noktasi sicakligr ile orantilidir. Donma hizi
kristalin biiyiikliigiinii etkiler ve sonug¢ olarak da siiblimlesme hizin1 etkiler. Bu
ylizden her numune i¢in en uygun donma parametreleri belirlenebilir. Donma islemi

-20°C ‘nin altinda ve 3-4 saat araliginda uygulanmasi onerilir.

Dondurarak Kurutma:

Yogunlastirict programlanan sicakligina ulastiginda ve vakum pompasi caligtiginda
donmus numuneler ile sise veya balon yogunlastirict silindir valfine baglanir. Valf
acilir, kaplarda vakum olusturulur ve siiblimlesme baslar. Tiim balonlar ile baglanti
kuruluncaya kadar valfler agilir. Vakum 4 dakikada 10 mbar’dan daha az olmalidir.

Eger vakum daha yiiksek olursa pompa duracak ve vakum sisteminde alarm
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goriilecektir. Eger bu olursa, sizdirma i¢in valf-sise baglantilar1 kontrol edilir. Isleme

devam etmek i¢in ENTER tusuna basilir.

Balon ile baglanti kurulmak istendiginde, dondurma kurutma islemi basladiginda

islem asagidaki basamaklar ile yapilir;

1) Yeni balon baglanir ve bu valf agilir.

2) Vakum ile iinite arasinda baglant1 saglanincaya kadar beklenir.

3) Diger balonlar baglanr.

4) Tim balonlar baglandiginda, aparatlar numunenin tamamen kuruyuncaya kadar

calisir.

Kurutma sirasinda kurutma islemini hizlandirmak ic¢in disg 1sitma uygulaniyorsa,
1sitma sistemi kurutulacak numuneden uygun uzaklikta olmalidir. Isitma aym
zamanda balonlara direkt uygulanabilir. Kabin dis kisminda buz tabakas1 olusacaktir,
kurutma iglemi devam ettikge bu dereceli olarak kaybolacaktir. Buzun tamamen
kaybolmasi kurutma isleminin normal atmosfer sicakliginda bittigini gdsterir. Islem
bittiginde, uygun manifold muslugu kapatilir, hava balonun igerisine girer sonra

kaplar alinabilir.

Dondurarak kurutma sirasinda esas kurutma igleminin uzunlugu temel olarak su

parametrelere baglidir:

Isitma sicakligi numunelere uygulanabilir (aletin disindan ).
Numunelerin kabul edebilecegi maximum 1sitma sicakligi,
Beklenen en son derecedeki nem orani,

Numunelerde kat1 madde orani,

Elde edilen vakum orani,

Her defada kurutulacak numune miktari,

N oo a b~ w e

Yogunlastirici sicakligt.
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3.1.2.5. Etiiv

Laboratuar malzemelerinin kurutulmasi i¢in Heraecus Thermo (Electron Corparation)

marka etiv kullanildi.

3.1.2.6. Hassas terazi

Tartim islemleri AND GX-200 marka max:2100 g, min:0,01 g, e=0,1 g, d=0,01 g

ozelliklere sahip hassas terazi kullanildi.

3.1.2.7. Elek

Istenilen tanecik boyutunda humus numunelerinin elde edilebilmesi ve gereksiz

materyallerden ayrilmasi i¢in 2 mm ¢apindaki (10 mesh) elek kullanildi.

3.1.2.8. Havan

Topragin doviilmesi amaciyla yiizey alani genis 6zel yap1 havan kullanildu.

3.1.2.9. Toprak kiiregi veya beli

Tarlanin degisik noktalarindan 6rneklerin toplanmasi amaciyla kullanilmastir.

3.1.2.10. Kova ya da legen

Alinan numuneler kova ya da legen icerisinde iyice karistirilarak pacal (karisim)

1slemi gergeklestirildi.

3.1.2.11. Naylon torba

Hazirlanan 6rnekler agz1 bantli naylon torbalara koyuldu.
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3.1.2.12. Etiket

Torbanin igerisine tarla bilgilerini yazabilmek ve torbanin agzini baglamak i¢in etiket

kullanildi.

Sekil 3.1. Toprak numunesi almada kullanilan gesitli alet ve malzemeler

3.1.3. Spektroskopik yontemler

Elde edilen humik ve fulvik asidin yapisinda bulunan fonksiyonel gruplarin
belirlenebilmesi ve yap1 karakterizasyonu igin ¢esitli spektroskopik yontemler

kullanildi.

3.1.3.1. UV

SHIMADZU-UV-2401 PC (UV-VIS Recording Spectrometer) marka UV

spektrofotometresi kullanilarak fulvik asitlerin UV analizleri yapildi.
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3132 IR

Fulvik aside ait yapisal bilgiler azaltilmis diffiize reflektans Foriyer Transform
Infrared (ATR-FTIR) kullanilarak arastirildi.

3.2. Metot

3.2.1. Humus numunelerinin toplanmasi

Degisik tarlalarin topraklarinda farkli miktarlarda bitki besin maddesi bulunmaktadir.
Bunun i¢in her tarladan ayr1 ayrnn toprak Ornegi alinmasi gerekir.
Ayni tarla i¢inde, degisik oOzellik goOsteren kisimlar bulunabilir. Mesela tarla
topraginin bir kismi acik renkli, diger bir kismi1 koyu olabilir. Bu renk farklilig1 bize
tarlanin bu iki kisminda organik madde demir gibi bir¢ok madde bakimindan
farkliliklar oldugunu gosterir. Tarlanin bir kismi diiz bir kismi egimli olabilir veya
tarlanin bir kismi ¢orak, diger bir kismi nispeten daha verimli olabilir. Eger aym
tarlanin i¢inde bdyle farkli yerler varsa bu alanlardan da ayr1 ayr1 toprak Ornegi

alimmalidir.

Tek Yillik Bitkiler i¢in; Kompoze (karigik) toprak ornegi, ornek alinacak yerin
biiyiikliigiine gore, 8-10 noktadan alinan topraklarin birbirleriyle karistirilmasi
suretiyle meydana getirilen Ornektir. Toprak ©Ornegi alinacak saha bir tarla ise,
orneklenecek kismin bir tarafindan baslanir ve Resim 3.2°de goriildiigli gibi zig zag
bir hat olusturarak V harfi seklinde ve 20 cm derinliginde cukurlar acilir. Sonra
cukurun diizgiin tarafindan 3-4 cm kalinliginda bir toprak dilimi bahge kiiregi veya
bel ile kesilerek kiirek tizerine alinir. Kiirek tizerine alinan toprak sagindan, solundan

ve kiiregin ucuna gelen kisimlardan tirag edilmek suretiyle diizgiin bir hale getirilir.
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Sekil 3.2. Karisik toprak érneklerinin tarlanin bir ucundan diger ucuna dogru zig-zag ¢izilerek agilan

¢ukurlardan alinmasi

Burada dikkat edilecek husus; tarlanin {ist kismini temsil eden ve kiiregin sap
kismina yakin olan toprak kisminin atilmamasidir. Bu sekilde alinan toprak bir bez
tizerine veya bir kova igerisine alinarak, ayni islem tarlanin 8-10 kisminda da
tekrarlanir. En sonunda bez iizerinde veya kova igerisinde biriken yaklasik 1 kg
toprak el ile iyice karistirilir, kesekler parcalanir ve ele gecen tas ve bitki kok

parcalar atilir.

Toprak numunesi alinirken Sekil 3.3’de goriildiigii gibi V harfi seklinde bir ¢ukur
kazilir. Sonra ¢ukurun diizgiin yiizeyinden 3-4 cm kalinliginda 18-20 cm boyunda bir

toprak dilimi alinir.
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3-4 SANTIMLIK

TOPRAK
DiLiml

Sekil 3.3. Toprak numunesi alinmasi

Cok wyillik bitkiler igin; tek yillik bitkilerden farklar1 topragin sadece 20 cm
derinliginden (pulluk siiriim derinliginden) degil topragin derinlemesine de Ornek
alinmasi gerekir. Cok yillik bitkilerde genellikle 0-20, 20-40, 40-60 cm derinlikten
ornek almakla birlikte gerekli goriiliirse 60-90 veya 90-120 cm derinliklerden de
toprak 6rnegi alinir. Tabi ki bu derinliklerden toprak 6rneklerinin alinmasinda kiirek
yeterli degildir. Bu ornekler ¢esitli tipte burgularla alinabilecegi gibi tarlada bu
derinliklere kadar bir cukur (boy cukuru) kazilarak bu c¢ukurun diizgiin bir

kenarindan ornekler alinabilir.

3.2.2. Numunelerin etiketlemesi

Hazirlanmig ve torbalanmis olan toprak 6rneginin etiketlenmesi numunenin kime ait
oldugunu hangi tarladan alindig1 belirlemek i¢in yapilir. Bunun i¢in bir kagida
kursun kalemle numunenin adi soyadi, toprak drneginin nereden alindig: (tarlanin adi
veya ayni tarladaki degisik yerlerin adlar1) ve oniimiizdeki ekim doéneminde bu
tarlaya hangi bitkiyi ekecegi, gecen yil bu tarlaya hangi bitkiyi ektigi bilgileri yazilir.
Hazirlanan bu kagit torbanin i¢ine konur. Eger yapilabilirse ayni kagittan bir tane de

torbanin digina baglanir.
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3.2.3. Numunelerin torbalanmasi

Toprak Ornekleri eger naylon torbalara konulmussa naylonlar birka¢ yerinden
kalemle delinir. Boylece topraktan ¢ikacak nemin bu deliklerden ugmasi saglanir.
Ayn1 zamanda i¢ine koydugumuz kagit etiketin nem dolayisiyla pargalanmasi

engellenmis olur.
3.2.4. Humus numunelerinin kurutulmasi

Toplanan humus numuneleri bir ay boyunca havada kuru hale gelene kadar

kurutuldu.
3.2.5. Humus numunelerinin déviilmesi ve elenmesi

Humus numuneleri havada kuru hale getirildikten sonra, istenilen tanecik boyutunda
numuneler elde edebilmek icin yiizey alani genis 6zel yapim havan kullanilarak

doviildd.
3.2.6. Humus numunelerinden fulvik asidin ekstraksiyonu

Kullanilan metot Schnitzer ve Khan (1978) tarafindan Onerilmis ve Tatzber ve
arkadaslar1 (2007) tarafindan gelistirilmistir. Bu metotta, her bir 6rnekten 10 g alinir
ve 1 molar NaOH ¢o6zeltisi ile bir gece boyunca ¢alkalayicida calkalanir. Daha sonra
11,000 devirde yarim saat boyunca santrifiij edilir ve c¢okeltiler ile siiziintiiler
birbirinden ayrilir. Siiziintiiler koruyucu bir kapta saklanirken ¢okelti kisimlar: tekrar
NaOH c¢ozeltisi ile ¢oziindiiriiliir ve bu sekilde ekstraksiyon iki kez daha tekrarlanir.
Uciincii ekstraksiyonla birlikte ele gecen biitiin siiziintiiler birlestirilir ve karisima
%37’1ik konsantre HCI eklenerek humik asidin ¢okmesi saglanir. Bu karigim 6 saat
calkalayicida ¢alkalandiktan sonra 20 dakika 11,000 devirde santrifiij edilir. kat1 ve
stvi kisimlar ayrilir. Sivi kisim fulvik asittir ve saflagtirilmast gerekmektedir. Kati

kisim humik asittir ve saflastirilmasi gerekmektedir.

International Humic Substance Society(IHSS) metodu 15181 altinda fulvik asitin

saflagtirma islemi; fulvik asit numunusi XAD-8 re¢inesinden gecirildikten sonra,
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fulvik asit XAD-8 reginesi {izerinden 0.65 kolon hacmi miktarindaki distile su ile
yikanir. Daha sonra fulvik asit numunusi bir kolon hacmi 0.1 molar NaOH ile elute

edilir. Sonra 2 kolon hacmi distile su ile yikanir.

Elute edilen fulvik asit H* ile doyurulmus katyon degistirici amberlit regineden
(IRA-67) gegirilir. Katyon degistirici amberlit re¢inenin miktar1 ¢ozelti igerisindeki

Na" iyonlar1 konsantrasyonunun 3 kati kadar olmalidir.

Fulvik asit numunesi son olarak freze dry islemi Telstar Cryodos -50 marka freeze

dryer cihazi ile yapilir. H” ile doyurulmus fulvik asit saklanir.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Numune Yerlerinin Se¢imi

Yapilan ¢alismada Bat1 Karadeniz Bolgesinde bulunan Diizce, Sakarya, Kocaeli ve
Kirklareli illerinin sekil 4.1. ‘de harita iizerinde gosterilen il¢elerinden mor c¢icekli

ormangiilii (Rhododendron Ponticum L.) bitkisine ait humus 6rnekleri toplanda.

Karadeniz

-N=--300Q 0QMm

Akdeniz

Sekil 4.1. Humus numunelerin alindig1 bolgelerin haritada gosterimi

4.2. Humus Numunelerinin Toplanmasi

Diizce, Sakarya, Kocaeli ve Kirklareli illerinin sekil 4.1. deki haritada gosterilen
koylerinde bulunan ormangiilii bitkisine ait humus ornekleri literatiirde belirtilene
bagli kalinarak toplandi. Numune alinirken tarlanin o6zelliklerini biitiiniiyle

yansitmasi acisindan homojen bir sekilde numune alinmasina 6zen gosterildi. Alinan
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numuneler herhangi bir karisikliga imkan vermemek i¢in etiketlendi. Bunun i¢in bir
kagida kursun kalemle numunenin adi soyadi, toprak Orneginin nereden alindigi
(tarlanin ad1 veya aym tarladaki degisik yerlerin adlar1) yazildi. Hazirlanan bu
etiketler daha sonra bilgisayar ortamina gegirilerek tablo 4.1.’de goriildigi gibi

diizenlendi.

Tablo 4.1. H1 numunesine ait etiket bilgileri

Numune Adi Kurudere
Laboratuvar No H1

Numunenin Alindig1 Tarih 31.10.08
Numunenin Alindig 11 Adapazari
Numunenin Alindig1 ilce Karasu
Numunenin Alindigi Koy Kurudere

Isletme Miidiirliigii Karasu Isl. Miid.
Isletme Sefligi Kurudere Isl. Sef.
Mevkii Acielma

Bolme No 4

Baki K.Dogu

Rakim -

Raftasi E25d3
Koordinatlari Y: 3673085173 X: 4542148
Numune Noktasmnin Mescere | Knc3

Tipi

Numune Noktasinin Aga¢ Tiirli | Kayin

Bitki Ortiisii Kn/Rh

Toprak Profil Tiirii O,

O, Profil Kalinlig1 30 mm

4.3. Humus Numunelerinin Kurutulmasi

Sekil 4.1°deki haritada goriilen bolgelerden alinan orman giilii humusu laboratuar
benglerinin lizerine serilerek 15 giin boyunca kurumasi saglandi. Bu sekilde humus
numuneleri havada kuru hale getirilmis oldu.

4.4. Humus Numunelerinin Doviilmesi ve Elenmesi

Laboratuarda havada kuru hale getirilen orman giilii humusu, yiizey alan1 genis 6zel

yapim havanda tokmak ile doviildii. Ardindan belirli tanecik boyutunda humus
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numunelerinin elde edilebilmesi ve yabanci materyallerin humus o6rneginden

uzaklagtirilabilmesi i¢in 2 mm ¢apinda (10 mesh) elekten gecirilerek elendi.

4.5. Orman Giilii Humusundan Fulvik Asidin Ekstraksiyonu

Belirtilen bolgelerden toplanan havada kurutulmus humus numunesi doviildiikten
sonra 2 mm’lik elekten elendi. Ormangiilii humusundan 10’ar gram tartilarak 5 ayri
erlene koyuldu. Orneklerin iizerine 1 molar NaOH ¢ozeltisinden 50’ser mL eklendi
ve bir gece boyunca calkalayicida 200 devirde (rpm) calkalandi. Ertesi giin her bir
numune 2’ser tane 50 ml’lik santrifiij tlipline alinarak 30 dakika 11000 devirde (rpm)
santrifiij edildi. Her bir numuneye ait birinci siizlintiiler koruyucu bir kap igerisinde
birlestirilerek saklandi. Ayni numuneye ait cokeltiler birlestirildi ve her bir
numuneye tekrar 1 molar NaOH ¢ozeltisinden 50’ser mL eklendi. Bir gece boyunca
calkalayicida 200 devirde (rpm) calkalanmasi saglandi. Ertesi giin yine her bir
numuneye ait karisim 2’ser tane 50 mL’lik santrifiij tiipiine alinarak 30 dakika 11000
devirde (rpm) santrifiij edildi. Her bir numuneye ait ikinci siizlintii ve ¢okeltiler
birbirinden ayrildi. Ayrilan ikinci siiziintiiler birinci siiziintiilerin bulundugu toplama
kabina alindi. Ayn1 numuneye ait ¢okeltiler birlestirildi ve her bir numuneye tekrar 1
molar NaOH ¢ozeltisinden 50’ser mL eklendi. Bir gece boyunca calkalayicida 200
devirde (rpm) calkalanmaya birakildi. Ertesi giin yine her bir numune 2’ser tane 50
mL’lik santrifiij tiipline alinarak 30 dakika 11000 devirde (rpm) santrifiij edildi. Elde
edilen siiziintii ve cokeltiler birbirinden ayrildi. Her bir numuneye ait {igiincii
siiziintiiler de daha Oncekilerle birlestirildi. Bu siiziintiiler humik ve fulvik asitlerin

karisimini igerirken ¢okelti kismi1 humini ifade etmektedir.

4.6. Humik ve Fulvik Asit Karisimdan Fulvik Asidin Ayrilmasi

Her bir numune i¢in ayr1 ayri elde edilen humik ve fulvik asitlerin karisimina 25’er
mL %37’1lik konsantre HCI katildi. Cokelme gozlendi ve karisimlar ¢alkalayicida 6
saat boyunca 200 devirde (rpm) ¢alkalandi. Daha sonra her bir numune 2’ser adet 50
mL’lik santrifiij tiipiine alinarak 11000 devirde (rpm) 20 dakika santrifiij edildi.
Coken kisim humik asit, siiziintii ise fulvik asittir. Fulvik asit saflastirma islemi igin

ayrildi.
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4.7. Fulvik Asidin Saflastiriimasi

Elimizde bulunan 100 mL’lik fulvik asit ekstrakti icin XAD-8 reginesinden 35 ml
(25,25 g) kullanildi. Coziictilerin miktar1 da fulvik asit ekstrakti ile birebir orantili

Olciide ayarlandu.

Sekil 4.2. Ekstrakte edilen fulvik asit numuneleri

XAD-8 Reginesi ile Kolon Hazirlanmasi;

XAD-8 reginesinden 25,25 g tartilarak, kolona konuldu (boyu: 20 cm, gap1: 2,2 cm).

Sonra kolona sirasiyla;

1) 100 mL metanol,

2) 100 mL 0,1 molar NaOH,

3) 100 mL 0,1 molar HCI,

4) 100 mL distile su gegirilerek kolon hazirlandi. Sonra;

5) 100 mL fulvik asit ekstrakti kolona azar azar verildi.

6) 100 mL 0,1 molar HCI,

7) 100 mL distile su gegirildikten sonra,

8) 100 mL 0,1 molar NaOH ile kolondaki fulvik asit elute edilerek alindi.

Sonra elute edilen fulvik asidin pH metre ve UV spektrometre cihazlar1 kullanilarak

Ol¢timler alindi.
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Katyon Degistirici Regine ile Kolon Hazirlanmast;

Katyon degistirici regineden 10 mL’ lik meziire 7 mL seviyesinde ( 4,5 g ) konuldu.
Uzerine reginenin 1 mL iizerinde olacak sekilde distile su ilave edildi. Sonra
hazirlanan regine kolona (boyu: 20,5 cm, ¢ap1: 1,5 cm) konuldu. Regine distile su ile
iyice doyuruldu ve XAD-8 reginesinden elute edilen fulvik asit, katyon degistirici
recine ile hazirlanmis kolona tatbik edildi. Kolondan ilk gelen su oldugundan, ayri
kaba alind1 ve atildi. Sonra fulvik asit kolondan alindi ve ardindan 0,1 molar HCl ile
katyon degistirici recine yikanarak, regine rejenere edilmis oldu. Katyon degistirici
recine ile hazirlanan kolondan alinan fulvik asidin pH metre ve UV spektrometre

cihazlar kullanilarak 6l¢timler alinda.

Sekil 4.3. Katyon degistirici regine ile hazirlanan kolona verilen fulvik asit

Tekrar ikinci bir katyon degistirici regine ile kolon hazirlandi. Katyon degistirici
regineden 10 mL’ lik meziire 7 mL seviyesinde ( 4,5 g ) konuldu. Uzerine reginenin 1
mL {izerinde olacak sekilde distile su ilave edildi. Sonra hazirlanan regine kolona
(boyu: 20,5 cm, ¢ap1: 1,5 cm) konuldu. Regine distile su ile iyice doyuruldu ve XAD-
8 rec¢inesinden elute edilen fulvik asit, katyon degistirici re¢ine ile hazirlanmis
kolona tatbik edildi. Kolondan ilk gelen su oldugundan, ayri kaba alind1 ve atildi.
Sonra fulvik asit kolondan alindi ve ardindan 0,1 molar HCI ile katyon degistirici

recine yikanarak, recine rejenere edilmis oldu. Katyon degistirici regine ile
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hazirlanan kolondan alinan fulvik asidin pH metre ve UV spektrometre cihazlari

kullanilarak 6l¢iimler alindi. Fulvik asit freze dry i¢in saklandi.

4.8. Fulvik Asidin Freeze Dryer ile Dondurarak Kurutulmasi

Elde edilen fulvik aside, igindeki gesitli ¢oziicli ve safsizliklarin uzaklastirilmasi i¢in

freze dry ile kurutma islemi yapildi.

Sekil 4.4. Freeze dryer cihazi ile fulvik asitlerin kurutulmasi

Elde edilen 100 mL fulvik asitin 50 mL’si erlene konularak freze dryer cihazinin
valflerine baglandi. Elimizdeki miktarin yarisinin konulmasinin nedeni, vakum
uygulandiginda cihazin geri sogutucu boliimii numuneyi igeri ¢gekmesini dnlemektir.
Freeze dryer cihazinin ana salteri agildiktan sonra on/off diigmesine basilarak
¢alistirilir. Freeze dryer cihazinin geri sogutucusu -45°C ’ye gelince 5%10°° mbar
vakum uygulanmaktadir. Numunelerin iyice kurutulmasi igin cihazin 24 saat
calismasi gerekti. Bu 24 saat ¢alismanin sonunda numunelerimiz kuru hale geldi.
Daha sonra kalan 50’ser mL’yi erlenlere konularak islem tekrarlandi ve biitiin
numunelerin ¢oziicii ve safsizliklarindan uzaklastirilmasi saglanarak, kuru halde

fulvik asitler elde edildi.
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4.9. Spektroskopik Sonuclar

Saflastirilan fulvik asit yapilarmin karakterizasyonu ig¢in FTIR ve UV gibi ¢esitli
spektroskopik yontemlerden faydalanildi.

Humik maddelerle ilgili yapisal ve bilesim 6zelikleri konusunda en genel bilgiler

UV-Visible, IR ve bazi bozulma metotlar1 kullanilarak elde edilir.

Humik maddelerin karbon hidrojen oksijen ve azot bilesimleri onlarin yapis1 ve
nereden geldikleri konusunda bilgiler verir. Burada elde edilen veriler H/C, O/C ve
N/C seklinde ele alinir ve buradan farkli fulvik asitler konusunda bilgi edinilir,
topraktaki ve sedimentlerdeki humatlarin yapisal degismeleri ve yapisal formiilleri

konusunda bilgi edinilir.
4.9.1. UV-Visible spektroskopisi ile yapilan ¢cahismalar ve elde edilen sonuclar

UV-Visible spektroskopi farkli fonksiyonel gruplarin verdigi bantlarin olusturdugu
spektrumlarda piklerin ¢ok fazla oOrtiismelerinden dolayr fazla Onerilen bir teknik
olmamasina ragmen fulvik maddelerin karakterize edilmesinde ve belirlenmesinde

kullanilan 6nemli bir tekniktir.

Seyreltik fulvik madde ¢ozeltilerinin 250 ve 365 nm dalga boyu absorbanslarinin
orani, Ey/E; fulvik maddelerin karakterizsyonunda siklikla kullanilir. Elde edilen

oran miktar1 fulvik maddelerin humik maddelerden farkini gosterir [95].

Tiim fulvik maddeler sahip olduklar1 molekiil yapisi geregi bir¢ok fonksiyonel
gruplar igerirler. Bu fonksiyonel gruplar farkli bolgelerde absorpsiyon gosterirler. Bu
absorpsiyon degerleri yiiksek dalga boylarina dogru azalma gosterir. Elde edilen
absorpsiyon spektrumlarinda genel olan dalga boyu 270-280 nm dalga boyu
araligindaki T gecisleridir. Bu dalga boyu araliinda tiim aromatik gruplar
absorpsiyon verirler. Burada olgiilen degerler fulvik asit molekiillerindeki aromatik
yapilarin miktarlarinin belirlenmesinde kullanilabilir. Fulvik asitin yapisindaki
(fenolik bilesikler, benzoik asit ve polienler ) cesitlilik, farkli bolgelerdeki

absorpsiyon piklerinden anlasilabilir. Bu yapilarin belirlenmesinde numunelerin
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nerelerden geldigi konusunda bir fikir verecektir. Molar absorptiviteler fulvik
asitlerin aromatiklik derecelerini, fulviklesme miktarlarint ve molekiil agirliklart
konusunda bilgi verecektir. Yapilarinda barindirdiklar1 ¢ok farkli gruplardan dolay1
fulvik asitler ¢ok farkli maddelerle etkilesim yapabilirler. Bunlar, polar olmayan
maddeler, organik kirleticiler, metaller ve radyoaktif c¢ekirdekler seklinde

siralanabilir.

Bu ¢alismada izole edilen fulvik asitler i¢in absorpsiyon spektrumlari 200 nm ile 800
nm araliginda kaydedildi. Literatiirde aromatik miktarlarin belirlenmesinde farkli
yontemlerin takip edildigi goriilmektedir. Bunlardan birincisi molar absorbanslarin
belirlenmesinde sonra 280 nm numunelerin absorbanslarinin 6lgiilmesi ve aromatik
miktarin hesapalanmasi i¢in tiiretilmis formiiliin kullanilmasidir. Bu formiil Traina
ve arkadaslarinin kullandig1 formiile yakin bir formiildiir. Formiilde verilen € degeri

molar absorptiviteyi gosterir.

Aromatiklik =0.05¢ + 6.74

Tablo 4.2. Peuravuori ve Pihlaja’ya gore aromatiklik derecesini belirlemede kullanilan E,/E3 oranlar

Numune E> (250 nm’ deki E3 (365 nm’ deki E,/E3; Orani
dalga boyundaki dalga boyundaki
absorpsiyon absorpsiyon
degerleri) degerleri)
H1 0,7225 0,1035 6,9806
H2 0,8816 0,1647 5,3527
H3 0,8266 0,1277 6,4729
H4 0,8293 0,1438 5,7670
H5 0,7871 0,1403 5,6101
H6 0,7458 0,1257 5,9331
H7 0,8223 0,1414 5,8154
H8 0,7617 0,1163 6,5494
H9 0,8120 0,1477 5,4976
H10 0,7048 0,1263 5,5803
H11 0,7367 0,1458 5,0528
H12 0,6759 0,1218 5,5492
H13 0,6348 0,1131 5,6127
H14 0,9016 0,1736 5,1935
H15 0,8990 0,1459 6,1617
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Aromatiklik derecesini belirlemede kullanilan ikinci bir yol ise ve 250 ve 365 nm
dalga boylarinda absorpsiyonlarin Slglilmesi ve bu dalga boylarina gore E,/Ej
oranlarin bulunmasi esasina dayanir. Peuravuori ve Pihlaja, bu ikinci yontemden elde
edilen wveriler arasindaki korelasyonun birinciye gore daha az oldugunu
belirtmiglerdir [96]. Yiiksek E,/E3 oran1 dogal humik maddede diisiik aromatikligi
gostermektedir. Buna karsin E»/E3 orani arttirildiginda ise molekiiler agirligi azaldigi
tespit edilmistir. Fakat birinci yontemin tam dogru oldugunu sdyleyebilmek igin
molar absorptivitenin nasil belirlendiginin belirlenmesi gerekir. Fulvik asitler ¢ok
farkli molekiil yapilari icerdigine gore hangi yapiya gore ve hangi molekiil agirligina

gore molar absorptivitenin belirlenmesi gerektigi bilinmelidir.

1.8 —H1
—H2

—H5
—H6
— H7
— H8

Ho
— H10
— H11

H12
— H13
— H14
— H15

Absorbans (au)

200 250 300 350 400 450 500
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.5. Bazi fulvik asitlerin UV spektrumlari

4.9.2. FTIR spektroskopisi ile yapilan cahsmalar ve elde edilen sonuclar

Fulvik aside ait yapisal bilgiler azaltilmig diffiize reflektans Forier Transform
Infrared (ATR-FTIR) kullanilarak arastirildi. Tim numunelerden ekstrakte edilen
fulvik asitler freze drying isleminden sonra herhangi bir isleme tabi tutulmadan
spektrumlar1 alindi. Her bir numuneye ait fonksiyonel grup analizleri spektrumlarin
karsilastirilmast ile yapildi. Yapilan Ol¢iimler ayn1 pH degerlerinde hazirlanmis
numunelerle yapildi. Elde edilen spektrumlar literatiir de verilen verilerle

karsilastirildi.
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FTIR spektroskopi dl¢timleri IR Prestije-21 kullanilarak MID IR bdlgesinde 600 ile
4000 cm™ araliginda ve her numune igin 25 tarama yapilarak gerceklestirildi. Fulvik
asitlerin izole edilmesinde ayni basamaklar ve aynmi kimyasallar kullanilmistir.
Degisik bolgelerden toplanan numuneler ait FTIR spektrumlarinin bir birine
benzerlik gdsterdigi tespit edildi. Genel olarak bakildiginda 3400-3200 cm™
bolgesinde genis ve Ortliismiis piklerin varligr goriilmektedir, O-H gerilmesi fenol ve
alkol veya Kkarboksilik grup hatta amid ve amindeki N-H gerilmelerinden
kaynaklanabilir. 3200-3050 cm™ piki bolgesinde aromatik C-H simetrik-asimetrik
gerilme titresimleri goriilmektedir. 2990-2900 cm™ bélgesindeki pikler ise aromatik
gruplara bagl olan alifatik CH, CH,, CH3; doymus C-H’ e ait gerilme titresimlerini
gostermektedir. 1660-1630 cm™ pikleri araliginda ikili ya da tiglii karbonil gruplarina
ait C=0 gerilme titresimlerini gérmekteyiz. 1590-1550 cm™ deki pik ise aromatik
yapida yer alan C=C grubundan ve hidrojen bagli C=0O grubundan ortaya
cikmaktadir. 1450-1425 cm™ piki ise alifatik C-H egilme titresimininden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. 1340-1320 cm™ piki O-H bandma ait olup ya
fenolik grup igeren karbonil gerilimi ya da antisimetrik gerilim olarak ise asit ve
alifatik C-H bandina aittir. Ozellikle 1080-1020 cm™ piki polisakkarit gruplarina ait
olup spektrumda 1200-1150 cm™ pikinin de olmasi alkol grup titresimlerini
ispatlamaktadir. 860 ve 820 deki genis pik grubu ise karbonhidratlara ait C-O
gerileme titresiminden, substitute aromatik C-H bag gerilimine ait ve silikatlara ait

Si-O ortaya ¢ikarmaktadir.

Elde edilen spektrumlar karsilastirildiginda aromatik gruplarin, hidroksi yaygin
sekilde gozlenen gerilme titresiminin, karbonil gruplarina ait sinyallerin {i¢ld, ikili,
tekli gozlenmesi yapidaki miktarlar1 bolgesel farkliliklar gostermektedir. Bu
durumda biiyiik olasilikla bazi numunelerde tam fulvik madde olusumunun
tamamlanmamis oldugunu FTIR sonuglarina bagl olarak diisiinmekteyiz [98]. Tablo
4.2. de fulvik asitin FTIR spektrumunda ortaya ¢ikabilecek miimkiin olan titresimler
ve hangi gruplara ait oldugunu goéstermektedir. Asagidaki tablo literatiirden [97]

alinmustir.
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Tablo 4.3. Fulvik Asit FTIR Spektrumunda G6zlenen Pikler ve Gruplari

Dalga Sayisi

Piklere ait titresim gruplari

3500-3200(ytiksek
derecede ve c¢ok

Hidrojen bagi igeren karboksilik asitler, fenoller, alkoller ve
kismen amidlerin ve aminlerin N-H gerilmesi.

genis)

3100-3000 Aromatik ve doymamis C-H gerilmesi (genellikle OH/NH
gerilme bolgesinin genis ve siddetli pikleri)

3000-2800 CH3 ve CH2’nin alifatik C-H gerilim titresimleri. CH3’lin 2960

cm-1 ve 2890 cm-1 ’de asimetrik ve simetrik gerilimi. CH2 nin
2921 cm-1 ve 2850 cm-1 ’de asimetrik ve simetrik gerilimi.
(OH/NH gerilim bdlgesi genis ve yiiksek siddetli pikleri)

2650-2400 (omuz)

Karboksilik asidin OH’a bagl gerilimi.

1790-1775 Karboksilik asit anhidritin asimetrik C=0 gerilimi.

1730-1700 COOH ve ketonlarin C=0 gerilimi.

1630-1590 Aromatik ve doymamis yapilarin C=N ve C=C ile asimetrik
COO- ve amidlerin C=0 ortiismesi.

1515-1490 Aromatik halka C-H gerilimi.

1450-1380 Karboksilik asitlerin C-O-H ile diiz durumda biikiilmesiyle,
simetrik COO- "nun C=0 ortiismesine alifatik C-H gerilmesi.

1378 CH3’iin simetrik bozunumu.

1230-1200 Karboksil gruplarinin C-O gerilimi ve O-H bozunumu.

1200-1100 Esterler, eterler, fenoller ve alkollerin C-O ve C-O-H gerilimi.
Aminler ve amidlerden C-N gerilimi.

1100-1000 Silikat kirliliginin Si-O ve polisakkaritlerden dolayr C-O
gerilimi.

900-600 Cesitli substituentler igeren aromatik halkalarin C-H bozunum

pikleri.

Farkli bolgelerden toplanan orman giilii humusundaki fulvik asitlerinin IR

spektrumlarmin karsilastirilmas:  Sekil 4.6’da goriilmektedir. Sekil 4.6’dan da

anlasilacagr gibi

15 farkli numunenin FTIR spektrumu da benzer oldugu

goriilmektedir. Bu da fulviklesme siirecinin benzer oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.7. Farkli Fulvik asitlerin FTIR spektrumlarinin literatiir ile karsilagtirilmasi

G. Ait Baddi ve arkadaslar tarafindan fulvik asitler iizerine yapilan c¢aligmalarda
Sekil 4.7.’de sol tarafta goriilen FTIR spektrumunu elde etmislerdir. Sag tarafta ise
15 farkli yerden toplanmis numunelerimiz {izerine yaptigimiz caligmada elde
ettigimiz fulvik asit numunelerinin gerekli islemleri her birinde ayni olarak
tamamlanmis ve FTIR spektrumu ATR yontemi kullanilarak alinmistir. Literatiirdeki
bu veriyle ¢aligmamizin sonucunu karsilastirdigimizda uyumlu sonuglarin varligi

acikca ortadadir.



BOLUM 5. SONUCLAR

Bu c¢alismada Bati Karadeniz Bolgesinde bulunan Diizce, Sakarya, Kocaeli ve
Kirklareli illerinin Karasu, Hendek, Akyazi, Pamukova, Ak¢akoca, Golyaka, Golciik
ve Demirkoy ilgelerinden mor ¢icekli ormangiilii (Rhododendron Ponticum L.)
bitkisine ait humus oOrnekleri toplandi. Bu numuneler literatiirde belirtilen
ekstraksiyon ve saflastirma islemleri uygulanarak fulvik asit saf olarak izole edildi.
Elde edilen fulvik asidin yap1 karakterizasyonu UV, FTIR, gibi spektroskopik
metotlarla yapildi.

Bu spektroskopik yontemlerle elde edilen sonuglarin birbiriyle uyumlu oldugu
gozlendi. Ornegin UV adsorbsiyon spektroskopisine baglh olarak elde edilen
sonuglardan hesaplanan E,/E3 orani yapidaki aromatik gruplarin miktarina iliskin
bilgi vermektedir. Bu sonuglar degerlendirildiginde H79 numunesi maksimum orana
sahipken H59 numunesi ise minimum degerdedir. Bu sonuglar FTIR
spektroskopisinde 3100-2900 cm™ bolgesi ve 1600-1560 cm™ bolgesi dikkate
alindiginda H79 numunesinin H59 numunesine oranla ¢ok daha belirgin sinyallere
sahip oldugu goriilmektedir. Elde edilen sonuglar literatiir de Onerilen yapilarla
karsilastirild1 ve sonuglarin uyumlulugu anlasildi. Yapilan bu ¢alismalar sonucunda
orman giilii humusundaki fulvik asidin yapis literatiirde 6nerilen yapr (sekil 5.1) ile

uyumlu oldugu goriildii.

COOH

COOH

Sekil 5.1. Buffle ve ark. gore fulvik asit yap1 modeli(1977)



BOLUM 6. TARTISMA VE ONERILER

Basta organik tarim olmak iizere endiistride ve tipta etkinligi literatiirler de rapor
edilen fulvik asit karakterizasyonu ile ilgili Tirkiye’deki ilk ¢alismadir. Bu
calismada Tiirkiye ye 6zgii ve Karadeniz Bolgesinde yaygin olarak bulunan orman
glilii humusundaki fulvik asit karakterizasyonu yapildi. Genel itibariyla farkli
bolgelerden alinan orman giilit humusundaki fulvik asitlerin yapisinin benzer oldugu
anlasildi. Iklim ve yer sekillerine gére farklilik gosteren ve her bir fulvik asidin farkl
uygulama alanlar1 olmast nedeniyle buna benzer caligmalar desteklenmeli ve
yayginlastirilmalidir. Fulvik asitlerin insan saghgi iizerine etkileri detayli bir sekilde
arastirtlmalidir. Diinyada birgok tilkede fulvik asit arastirma merkezleri bulunmasina
ragmen Tiirkiye’de bdyle bir arastirma merkezi yoktur. Acilen fulvik asit aragtirma

merkezi kurulmali ve fulvik asitle ilgili tiim ¢alismalar tek elden kontrol edilmelidir.
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