
HUMİK  MADDELERİN  FİZYOLOJİK  ETKİLERİ

MİKROBİYAL  HÜCRELER  ÜZERİNDE

Araştırmada  iki  farklı  kaynağın  hümik  malzemesi  kullanılmıştır:  (1)  

Aldrich  Chemical'dan  (Milwaukee,  Wisconsin)  elde  edilen  hümik  asitler  ve  (2)  Ste-Rosalie  serisinden  (St-Hyacinthe)  bir  killi  
balçıktan  elde  edilen  hümik  ve  fulvik  asitler ,  Quebec).  Toprağın  pH  değeri  

6.6,  organik  karbon  içeriği  %1.85  ve  C-N  oranı  13.2  idi.

Alkali  ekstrakt,  

30  dakika  süreyle  4500  dev/dk'da  (5700  yerçekimi)  santrifüjleme  ile  artık  
topraktan  ayrıldı.  Hümik  asitler  (çökelti)  ve  fulvik  asitler  (süpernatan),

büyüme,  solunum,  fotosentez  trogen  
fiksasyonu  gibi  süreçlerde  hücresel  metabolizmayı  etkilediği  çeşitli  yazarlar  

tarafından  gösterilmiştir  (Flaig,  1968;  Khristeva,  1968;  Nec  hutovi  ve  Tichjr,  1970;  PetroviC  ve  diğerleri,  

1982;  Pra  kash  ve  MacGregor,  1983). ).  Bu  çalışmada,  humik  bileşiklerin  toprak  
mikroorganizmaları  üzerindeki  fizyolojik  etkisinin  kaynağının  bazı  yönleri  

araştırılmıştır.

koşullar  altında  denge  ultrasantrifüjleme  kullanılarak  aynı  fraksiyonlarda  
elde  edilen  ortalama  moleküler  boyutlar  (ME)

Aldrich  hümik  asitleri  kullanılmadan  önce  oda  sıcaklığında  N  atmosferi  

altında  0.5  N  KOH  ile  pH  10'da  çözülerek  saflaştırıldı .

Posner  ve  Creeth  (1972)  tarafından  
tanımlanmıştır.  Dört  fraksiyonun  konsantreleri,  con

con  içine  yerleştirilmiş  membranlar

20  dakika  4500  

dev/dk'da  (5700  yerçekimi)  santrifüjlemeden  sonra,  süpernatandaki  hümik  
asitler  pH  2.0'da  çöktürüldü.  Bu  solüsyonun  pH'ı  7.0'a  ayarlandı,  -20”C'de  

donduruldu  ve  daha  sonra  tekrar  çözülmesi  sağlandı.

Titreşimli  karıştırılmış  filtrasyon  hücreleri.  1000-10.000,  20.000-30.000,  
30.000-50.000  100.00-300.000  dalton  moleküler  ağırlık  aralıklarında  
fraksiyonlar  elde  edildi.  Basit  olması  için  bu  fraksiyonlara  sırasıyla  5500,  25,000,  40,000  ve  200,000  

moleküler  ağırlık  fraksiyonları  olarak  atıfta  bulunulacaktır.

Amicon  ultrafiltrasyonunda  muhafaza  edildi

Santrifüjlemeden  sonra  çözünme-çökeltme  ve  donma-çözülme  prosedürleri,  pH  
10'a  0.5  N  KOH  ilave  edilerek  tüm  malzeme  tamamen  çözülene  kadar  tekrarlandı .  Hümik  asitler  daha  sonra  

pH  2.0'da  çökeltildi  ve  30  mM  trihidroksimetilaminometandan  oluşan  bir  Tris  
tamponunda  yeniden  süspanse  edildi.  ve  0,15  M  KC1  reklamı

Ultrafiltrasyon  prosedürü  sırasında,  üretici  tarafından  öngörülen  basınç  

uygulanarak  ve  çözeltilerin  pH'ı  ve  iyonik  kuvveti  daha  önce  belirtilen  seviyelerde  
tutularak,  ultrafiltratlardan  hümik  madde  fraksiyonlarının  ortalama  partikül  

boyutunun  ile  iyi  eşleşti

UM05  Diaflo  ultrafiltrasyon

the

pH  8.4'e  ayarlandı  ve  iyonik  güç  Daha  sonra  hümik  asitler,  

Diaflo  ultrafiltrasyon  kullanılarak  fraksiyonlara  ayrıldı.

ve  bir

ile  donatılmış  hücreler

vardı

ve

membran  (nominal  moleküler  
ağırlık  sınırı  yaklaşık  500  dalton),  ultrafiltratların  pH'ı  7.0  olana  kadar  

damıtılmış  suyla  iyice  yıkandı  ve  AgNO  ile  negatif  bir  CI  testi  verdi.  K  tuzları  
formundaki  hümik  asitler  daha  sonra  dondurularak  kurutuldu  ve  daha  sonraki  

analizlere  kadar  -40°C'de  karanlıkta  saklandı.

ben  =  0.15.

vardı

Ste-Rosalie  toprağı  2,5  saat  0,1  N  ile  muamele  edildi

HC1,  daha  sonra  oda  sıcaklığında  N  atmosferi  altında  24  saat  0.1  N  

KOH-0.1  M  Na,P,O,  çözeltisi  (Kononova,  1966)  ile  özümlendi.
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organizmaların  
daha  önce  kullanamadıkları  substratlar  üzerinde  çoğalmasına  izin  verir.  10-30  mg  I-'  konsantrasyon  aralığında  daha  düşük  moleküler  
ağırlıklı  hümik  fraksiyonların  (yaklaşık  5500  dalton)  daha  yüksek  moleküler  ağırlıklı  materyallerden  daha  etkili  olduğuna  dair  göstergeler  elde  edildi.  Daha  yüksek  konsantrasyonlarda  bazen  tersi  fark  edildi.  Benzer  
şekilde,  yaklaşık  50  mg  1-L'ye  kadar  olan  konsantrasyonlardaki  fulvik  asitlerin,  hümik  asitlerden  daha  belirgin  bir  fizyolojik  etkiye  sahip  olduğu  
görülürken,  ikincisi  daha  yüksek  konsantrasyonlarda  daha  etkili  olabilir.

maddeler

Çeşitli  orijinli  hümik  asitlerin  moleküler  ağırlık  fraksiyonlarının  seçici  hale  gelmesinin,  30  mg  1-l'ye  
kadar  olan  grup  sayılarının  

normal  olarak  artmasıyla  sonuçlandığı  bulunmuştur.  Gözlenen  artışlar,  toprağın  
hümik  maddeler  tarafından  daha  fazla  uyarıldığı  kadar  olabilir.

Bazı  mikroplarda  hümik  maddelerin  metabolizmada  bir  değişikliğe  neden  olduğu  görüldü,

s.  A.  ZİYARETÇİ

Bazı  fizyolojik  tepkiler

Toprak  Bilimi,  Lava1  Üniversitesi,

gruplarının  doğal  kaynaklı  hümik  ürünlere,  Tween  ve  Brij  gibi  sürfaktanlarınkiyle  
karşılaştırılabilir  olduğu  görülmüştür.  Bu,  hümik  maddelerin  fizyolojik  etkisinin,  en  azından  kısmen,  yüzey  aktivitesinin  sonucu  olduğunu  
ve  zarı,  hümik  maddelerin  canlı  hücreler  üzerindeki  fizyolojik  etkisinin  ana  hedeflerinden  biri  haline  getirdiğini  gösterir.

Ste-Foy,  Quebec,  Kanada  GIK  7P4Departman
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Özet-Mikroorganizmaların  fizyolojik  
gruplarının  sayımı  için  tasarlanmış  substratlar  dahil  edilerek,  belirli  bir  fizyolojik  2000  kat  içinde  aktif  toprak  
mikropları  konsantrasyonlarında  hümik  asitlerin  varlığı.  Kumlu  bir  topraktan  organik  humus  açısından  
zengin  organizmalardaki  mikroplar.

Hümik

GİRİŞ

MALZEMELER  VE  YÖNTEMLER
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Şekil  1.  Çeşitli  konsantrasyonlarda  dahil  edilen  Aldrich  hümik  asitlerinin  moleküler  ağırlık  fraksiyonunun  iki  tür  topraktan  amilolitik,  ptoteolitik  ve  denitrifiye  edici  

mikroorganizmalar  üzerindeki  etkisi

“Veriler  kuru  ağırlık  bazında  ifade  edilmiştir.

Tablo  1.  Mikroorganizma  kaynağı  olarak  kullanılan  toprakların  özellikleri

Kumlu  toprak

0.12

organik  toprak

II  10  20

7,0  
50,18  
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5,1  0,21
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seçici  olarak

kültür  ortamı.

UM05  ultrafiltrasyon  membranı.  Yıkama  ve  dondurarak  kurutma  prosedürleri  
hümik  asitler  için  belirtilenle  aynıydı.

Fulvik  asit  solüsyonu,  pH  2.0'a  ayarlandıktan  sonra,  önceden  saflaştırılmış  
ve  metanol  ile  bir  Soxhlet  aparatında  2  gün  geri  akıtılarak  aktive  edilmiş  
Amberhte  XAD-8  reçinesinden  geçirildi.  Emilen  fulvik  madde,  daha  önce  
bahsedilenle  aynı  bileşime  sahip  bir  Tris  tamponu  kullanılarak  elüe  edildi,  
ardından  elüat,  bir  Diaflo  üzerinde  konsantre  edildi.

araştırılan  fizyolojik  grup  için  tasarlanmış  seçici  büyüme  ortamı.  Her  
numune  için  bu  prosedür  üç  kopya  halinde  yapıldı.  Uygun  bir  inkübasyon  
süresinden  sonra,  inkübe  edilen  substratlarda  belirli  fizyolojik  grupla  ilgili  
mikrobiyal  aktivitenin  varlığı  veya  yokluğu,  uygun  kimyasal  testler  vasıtasıyla  
belirlendi.  Örneğin,  nişasta  ayrıştırıcıları  veya  nitrifikatörleri  durumunda,  
sırasıyla  nişastanın  kaybolması  veya  nitratların  ortaya  çıkması  için  substratların  
miktarları  araştırıldı.  Her  dilüsyon  için  beş  kopyadaki  pozitif  tüplerin  sayısı  belirlendi  ve

pH  2.0'a  kadar  ekstrakte  edin.  4500  dev/dak'da  santrifüjleme  ile  elde  edilen  
hümik  asitlerin  yarısı  daha  sonra  Aldrich  hümik  asitleri  için  tarif  edildiği  gibi  moleküler  ağırlık  fraksiyonlarına  
ayrıldı.  Diğer  yarısı

mikroorganizmalar  için  Pochon  ve  Tardieux  (1962)  tarafından  tanımlananlar  
kullanılmıştır.  Otoklavlamadan  önce  bazik  substratlara  fulvik  veya  hümik  

asitler  eklendi.

fizyolojik

(115'C'de  20  dakika).  Bu  muamelenin,  araştırılmakta  olan  hümik  ürünlerin  
fizyolojik  özellikleri  üzerinde  belirgin  bir  zararlı  etkisi  olmamıştır.  toprakların  
seyreltme  serileri  beş  kat  inkübe  edildi.

hümik  maddelerin  etkisi

beş  kat

saflaştırıldı,  yıkandı  ve  herhangi  bir  moleküler  ağırlık  fraksiyonu  
olmaksızın  dondurularak  kurutuldu.

amilolitik  ve  proteolitik  mikroorganizmalar  ve  denitrifiye  edicilerin  fizyolojik  
grupları  üzerinde,  iki  tür  toprağın,  bir  kumlu  toprağın  ve  bir  organik  toprağın  Ap  horizonundan  
kaynaklanan  denitrifiye  ediciler  üzerinde  çalışılmıştır  (Tablo  1).  Kullanılan  
seçici  temel  substratlar  ve  inkübasyon  koşulları

ben

biz'  “h  1  '..,
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ATP  ile

ile  ilgili

konsantrasyon

genel  olarak,  yüksek  konsantrasyonlu  hümik  asitlere  karşı  
kumlu  topraktaki  organizmalara  göre  daha  az  hassastır.  500  mgl-'  
kadar  yüksek  hümik  asit  konsantrasyonlarında  bile  kayda  değer  
hiçbir  toksik  etki  görülmedi.

üzerindeki  etkisi

Şekil  2.  Fülvik  toprakların  iki  türünden  amilolitik,  proteolitik  ve  denitrifiye  edici  mikroorganizmalar  üzerindeki  etki

Araştırılan  fizyolojik  grup  içinde  aktif  olan  canlı  
organizmaların  yüzdesi  daha  sonra  en  olası  sayı  (MPN)  yöntemiyle  
tahmin  edildi.  Üçün  varyasyon  katsayısı

Bu  nedenle,  organik  topraktan  gelen  organizmalar,  çevrelerindeki  
yüksek  hümik  ürünlere,  kumlu  topraktaki  organizmalardan  daha  iyi  adapte  
olmuş  gibi  görünüyordu.

organik  toprak  (Şek.  1).  Bu  konsantrasyon  aralığında  mikrobiyal  
sayımların  daha  yüksek  olduğu  görülmektedir.

Mikrobiyal  fizyolojik  grupların  Ste  Rosalie  killi  balçıktan  (Şekil  2)  
ekstrakte  edilen  hümik  asitlere  tepkisi  genellikle  karşılaştırılabilir  
olduğundan

daha  yüksek  moleküler  ağırlıklı  malzemeye  göre  daha  düşük  
moleküler  ağırlıklı  fraksiyonların  (yaklaşık  5500  dalton)  varlığı.

Kumlu  topraktaki  organizmalar  için,  düşük  moleküler  ağırlıklı  
hümik  asitler  genel  olarak  daha  az  uyarıcıydı  ve  hatta  bazı  durumlarda  
3@50  mg  1-l  aralığını  aşan  konsantrasyonlarda  toksik  bile  olabilir.  
Test  edilen  en  yüksek  moleküler  ağırlık  fraksiyonu  (yaklaşık  200.000  dalton)  ile  ilgili  olarak,  normalde  
yaklaşık  100  mg  1-1'lik  bir  hümik  asit  konsantrasyonunda  her  iki  
topraktaki  organizma  sayısında  bir  plato  veya  maksimum  elde  
edilmiştir.

moleküler  ağırlık  fraksiyonları

Organik  topraktan  mikroorganizmalar  ortaya  çıktı,

dahil  ederek

MPN  değerleri  %30'dan  yüksek  olduğu  için  ortalamaya  göre  dış  
değer  elendi .  Kalan  iki  değerin  varyasyon  katsayısının  hala  30'/
&'den  büyük  olması  durumunda,  tüm  veriler  reddedildi  ve  analiz  
tekrarlandı.

Aldrich  hümik  asitlerini  amilolitik,  proteolitik  ve  denitrifiye  edici  
mikroorganizmaların  sayımı  için  tasarlanmış  seçici  substratlara  dönüştürdüğünden,  pratik  olarak  tüm  
durumlarda  30  mgl-'ye  kadar  hümik  asit  konsantrasyonlarının  hem  kumlu  hem  de

FA  veya  HA  konsantrasyonu  (mg  I-')

Hümik  maddelerin  mikroplar  üzerindeki  fizyolojik  etkisi

Mikroorganizmaların  ATP  içeriğinin  incelenmesi  için  Jakubczak  
ve  Leclerc  (1980)  tarafından  açıklanan  yöntem  izlendi  (ekstraksiyon  
DMSO).  ATP,  bir  LKB  1250  lümimetre  üzerinde  ölçüldü.  Mikropların  protein  içeriği,  Folin  fenol  reaktifi  
aracılığıyla  belirlendi  (Lowry  ve  diğerleri,  1951).

ve  daha  fazla  faydalanmak  için

BT

,:'

x.'.

t

ben

%

II  10 II  1010

..x

,_.'

:

,:'
X...".

6

TOPRAK

,,*..

:

medtum  wtlwut  HA

ben

x

. .

14

._.

3-)

ben

50 5020

ben

12

orgon~sms

..x......

,.x

11

ben

: 5  IA ,_:  4  1 ,.,.R.'.'

amilolil!c

x.'

tuvalet

Demtnfing

c

100

Mwobe  sayısı

:

KUMLU

J

:

20
J  

100

x

TOPRAK

.._

Hum~c  cads

,.:'

ORGANİK

:

-

20

Fulvic  adları

.,,x

orgazm

13

. . . . ..x.'

50

4

seçici  kültür  ortamı.

ve  bir  Ste-Rosalie'den  hümik  asitler içindedahil  edilen  killi  balçık çeşitli  konsantrasyonda

SONUÇLAR  VE  TARTIŞMA
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ben  10040 ben  50060

asitler
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kültürü  için

Bu  çalışmada,  humik  maddelerin  etkisi  altında  mikrobiyal  sayılarda  
gözlenen  artışın,  muhtemelen  büyük  olasılıkla  belirtilmemesi  gerekir.

Aldrich  materyali  için  gözlemlenenlere  göre,  hümik  asitlerin  kökeninin  nihai  

mikrobiyal  sayımlar  üzerinde  çok  az  etkisi  olduğu  görülecektir.  Fülvik  asitler  
yakl.  50mg  1-l,  hümik  asitlerden  daha  belirgin  bir  etkiye  sahip  görünmektedir.  
Daha  yüksek  konsantrasyonlar  için  göstergeler  bunun  tersinin  doğru  olduğu  yönündedir.  Aldrich  hümik  asidinin  düşük  ve  yüksek  
molekül  ağırlıklı  fraksiyonları  arasında  gözlemlenen  farklılıklara  benzeyen  bu  

fenomen,  bilimsel  literatürde  fulvik  ve  hümik  asitlerin  fizyolojik  etki  yoğunluklarındaki  
farklılıklarla  ilgili  karşılaşılan  tartışmanın  temelini  oluşturabilir.  Bazı  
yazarlar,  fulvik  asitlerin  daha  aktif  madde  olduğunu  iddia  etmektedir;  

diğerleri  hümik  asitlerin  daha  büyük  fizyolojik  etkiye  sahip  olduğunu  iddia  
etmişlerdir  (Prakash  ve  Rashid,  1968;  Grunda,  1970).  Mevcut  bulgular,  daha  
düşük  konsantrasyonlarda  fulvik  asitlerin  fizyolojik  aktiviteyi  hümik  asitlerden  
daha  fazla  uyarmasına  karşın,  bunun  tersinin  daha  yüksek  konsantrasyon  seviyelerinde  
geçerli  olduğunu  göstermektedir.

malzeme,

hangi  fizyolojik

Önceki  bir  çalışmada,  sırasıyla  pirofosfat  (pH  7)  ve  sodyum  hidroksit  
(pH  13)  ile  ekstrakte  edilen  hümik  ürünler  arasında  fizyolojik  etki  açısından  

farklılıklar  rapor  edilmiştir  (Visser,  1985).  Pirofosfatla  ekstrakte  edilen  
humikler  genellikle  2&50mg  1-l  arasındaki  alkaliyle  ekstrakte  edilmiş  
rasyonlardan  daha  etkiliydi  ve  daha  yüksek  mikrobiyal  sayımlara  yol  açtı.  
Mevcut  bulgular,  bu  farklılıkların  ana  nedeninin,  düşük  moleküler  ağırlıklı  

malzemeden  oluşan  pirofosfattaki  hümik  asitlerin  sonucu  olduğunu  
düşündürmektedir.

özellikle  de

doğal  kaynaklı  hümik  ürünlerin  etkisi,  ticari  olarak  üretilen  sur  ile  karşılaştırıldı.

toprak  parçacıklarının  aglomeraları  veya  mikrobiyal  
hücre  kümeleri  üzerinde  parçalanan  herhangi  bir  maddenin  sonucu  
olmuştur.  Mikroplar  devreye  girdi

fikir  birliği  içinde

humik  etkisi

organizmalar  tarafından  metabolit  veya  cometabolit.  Bununla  birlikte,  
yalnızca  hümik  asitlerin  eş  zamanlı  olması  durumunda  belirli  seçici  
substratlar  üzerinde  büyüyebilen  birkaç  mikroorganizma  türü  izole  edilmiştir.

hümik  ürünlerle  ancak  bunların  seçici  kültür  ortamına  aşılanmasından  sonra  
dokunulmalıdır  ve  bu  nedenle  potansiyel  olarak  aktif  mikroorganizma  
kümelerinin  veya  toprak  parçacıklarının  müteakip  herhangi  bir  parçalanması,  caydırıcı  olarak  mikrobiyal  sayımı  
etkilememelidir.

olabilirdi

en  olası  sayı  (MPN)  yöntemiyle  çıkarılmıştır.

Ayıkla

Her  halükarda,  humus  etkisi  mikroorganizma  kültürlerinin  süspansiyonlarında  
da  gözlenmiştir.  Bir  fizyolojik  grup  içinde  aktif  olan  seçici  substrat  
mikroorganizmaları,  o  belirli  gruba  ait  potansiyel  olarak  canlı  veya  
organizmaların  optimum  kültür  koşulları  altında  maksimum  büyümeyi  sağlamak  üzere  tasarlanmıştır.  Hümik  bileşiklerin  
mevcudiyetinde  gözlemlenen  daha  yüksek  mikrobiyal  sayılar,  benim  görüşüme  
göre,  yalnızca  hümiklerin  farklı  fizyolojik  gruplara  ait  eşlik  eden  organizmalar  
tarafından  metabolit  veya  kometabolit  olarak  kullanılmasının  veya  hümiklerin  
eşlik  eden  bazı  bileşiklerde  meydana  gelmesinin  bir  sonucu  olabilir.  
organizmaların,  sağlanan  substratı  da  kullanabilmelerine  ve  sonuç  olarak  
seçici  kültür  ortamındaki  toplam  sayıyı  artırmalarına  izin  veren  metabolizmadaki  
bir  değişiklik.  Visser  (1985)  tarafından  gösterildiği  gibi,  hümik  katkı  
maddelerinin  bir  madde  olarak  kullanıldığına  dair  hiçbir  belirti  yoktur.

şahsen  mevcut.

karışık  labaratuvardan

Deneylerden

ben
ben

)
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Şekil  3.  Ste-Rosalie  killi  balçıktan  (mol.  ağırlık  25,00  Odalton)  elde  edilen  hümik  asitlerin  
ve  kültür  ortamına  çeşitli  konsantrasyonlarda  katılan  bazı  yüzey  aktif  maddelerin  

amilolitik  mikroorganizmaları  üzerindeki  etkisi.

SA  VISSER  _

Şekil  4.  Ste-Rosalie  killi  balçıktan  (mol.  ağırlık  25.000  dalton)  hümik  asitlerin  
amilolitik  mikroorganizmalarının  ve  kültür  ortamına  dahil  edilen  bazı  model  maddelerin  ATP  içeriği  

üzerindeki  etkisi.
çeşitli  konsantrasyonlar

de
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