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OZET

MAKRO BESIN ELEMENTLERiININ MiKROORGANIZMALARLA URETiMi VE
TOPRAKSIZ SERA ORTAMINDA UYGULAMALARI

Fateme FROOTAN

Biyomihendislik Anabilim Dal

Doktora Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. ibrahim Isildak

Gunlimuzde hidroponik ekim tekneiklerine gosterilen ragbet giin gectikce artmaktadir.
Bunun temel sebepleri; daha kigik bir alanda fazla sayida bitki tGretebilmek, kurak ve
corak bdlgelerde bile hasat elde edebilmek, tamamen kontrol edilen kosullar altinda
Uretimin saglanmasi, hastaliklarin izlenerek ortadan kaldilimasi olarak sayilabilir. Ayrica
kapali devirdaimli hidroponik sistemde su ve fertilizer korunmus olur. Buna karsin
toprakli sistemlerde su ve glbre kullaniminin verimi olduk¢a dislktir. Bununla
beraber hidroponik ekim sistemlerinde en o6nemli faktor suya aktarilan besleyici
maddelerin kalitesi ve miktaridir. Fakat geleneksel hidroponik uygulamalarinda
genellikle inorganik glibreler kullaniimaktadir. Zira bazi organik maddeler burada
fitotoksik etki yaparak bitki gelisimini 6nleyebilir. Halbuki kaynaklarin geri donisimi
acisindan organik ve biyolojik glibre kaynaklarinin hidroponik kiltirlerde kullanimi
oldukga dnemlidir.

Bu calismada ise, esansiyel elementlerin organik maddelerden temini hedeflenmistir.
Bu amacgla azot fiksasyonu vyapan ve fosfati c¢ozebilir hale getiren baz
mikroorganizmalar kullanilarak bitkilerin ihtiyaci olan azot ve fosfat elementleri
kompost kaynakl organik bilesenlerin islenmesi ile elde edilmistir. Bitkilerin potasyum
ihtiyaci ise, odun kiliinden temin edilmistir.

Diger vyandan, kompost ornekleri yukarida anlatilan mikroorganizmalar ile
zengenlestirilmistir. Bu sekilde hazirlanan kompost 6rnekleri igindeki azot ve fosfor
formlari  potansiyometrik ve spektrofotometrik yontemler ile Olglilmustir.

Xiv



Potansiyometrik élglimlerin yapilabilmesi igin iyon segici nitrat ve amonyum sensorleri
hazirlanmistir.

Bitki yetistirme deneyinin sonuglari degerlendirildiginde domates bitkisinin
mikroorganizma ilaveli kompostlar ile beslendiginde oldukga iyi bir gelisim sergiledigi
goralmuastir.

Anahtar Kelimeler: Biyofertilizer, esansiyel elementler, hidroponik ekim, kompost,
sensor.

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

FORMATION OF MACRONUTRINETS BY MICROORGANISMS AND THEIR
APPLICATION IN HYDROPONIC GREENHOUSE CONDITIONS

Fateme FROOTAN

Department of Bioengineering

PhD. Thesis

Advisor: Prof. Dr. ibrahim ISILDAK

Nowadays demand for hydroponics culture techniques is increasing every day. Some of
the reasons could be counted as follows; to generate too many crops in a small area,
to harvest crops in arid and desert regions, to be provided of production in completely
controlled conditions, to clear away of plant diseases by monitoring them.
Furthermore, water and fertilizer will be protected in a recirculation hydroponic
system. On the other hand, efficiency of usage of water and fertilizer is quite low in
earthy systems. In addition to this fact, the quality and quantity of nutrients
transferred trough water are the most important factor in hydroponic cultivations
systems. But generally inorganic fertilizers are used in the conventional hydroponic
applications. That is why; some organic materials could have phytotoxic effect and
cause to prevent the growing of plant. Whereas according to recycling of sources,
applying of organic and biologic fertilizer sources in hydroponic cultures is very
important.

In this study, it was targeted to recruitment the essential elements from organic
materials. For this purpose, some of the bacteria which can fixate nitrogen and solve
phosphate were used to provide nitrogen and phosphorous elements which is in need
of the plants by processing of the organic matters found in the compost. Necessity of
potassium of the seedlings was achieved by wood ashes.

XVi



On the other hand, the compost samples were enriched by above mentioned
microorganisms. Nitrogen and phosphorous forms in the compost specimens which
prepared in this manner were measured with potentiometer and spectrophotometer
methods. According to perform potentiometric measurement nitrate and ammonium
ion selective sensors were prepared.

When the result of crop raising study evaluated; it was shown that tomato crops which
were nourished with microorganisms’ added compost displayed considerably good
growing.

Keywords: Biofertilizer, essential elements, hydroponic cultivation, compost, sensor.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Organik gibrelerin hidroponik sistemlerde (organik hidroponik) kullanimi uzayda bitki
yetistirmek Uzere arastirlmistir [1], [2]. S6z konusu glbrelerin hidroponik kiltlrlerde
dogrudan kullaniminin bitki blylimesini engelledigi goriilmustiir [3]. Organik glibreler
hidroponik sisteme eklenmeden 6nce mikrobiyal olarak 6n islemden gecirilmelidir [4],
[5]. On islem iki veya daha fazla haznede organik azotlu bilesenlerin amonifikasyonu ve
nitrifikasyonu seklinde gergeklestirilir. Fakat bu yolla nitrat Gretiminin verimi %30’dan

az olarak rapor edilmistir [4].

1.2 Tezin Amaci

Amacimiz yararli mikroorganizma kiltiirlerinin strdirilebilirligini saglayip hidroponik
tarimda uygulamak Uzere hazirlanan kompost sistemlerine ilave ederek bitkilerin
kullanabilecegi azot ve fosfat formlarini sensorler ve spektroskopik yontemlerle

Olgmektir.

1.3 Hipotez

Daha once toprakli kiltirlerde yapilan calismalarda topraga kompost ve fertilize ilave
edildiginde oradaki mevcut mikroorganizma suslarinda artis oldugu ve daha fazla
mikroorganizma suslarinin blylimeye basladig izlenmistir [6]. Buradan yola cikarak
evsel atiklardan hazirlanan kompostun azot fiksasyonu yapan ve fosfati ¢dzebilen

mikroorganizmalrla zenginlestirilmesi amacglanmistir.



Sonug itibariyle kompost igindeki organik bilesenler zaten kompostta bulunan
saprofitik ve toprak mikroorganizmalarinin yani sira bitkilerin gerekli esansiyel

elementelerini saglayan mikroorganizmalarin katilmasi ile  desteklenir.



BOLUM 2

TEORIK BIiLGILER

Toprakta bulunan bazi mikroorganizmalar toprakta bulunan maddelerden gerekli ener;ji
kaynaklarini ulasmaya c¢alisirken orada bulunan organik maddeleri de pargalayip

bitkilerin kullanabilecegi formlara gevirirler.

2.1 Rhizomikroorganizmalar

“Rhizosphere” terimi ilk defa 1940 yilinda Alman bitki fizyolojisti ve toprakbilimcisi
tarafindan kok anlamina gelen latin "rhiza" kelimesinden tiretilerek kullaniimistir [7].
Rhizosfer topragin ince bir katmani olup koklerin sekresyonu ve ilgili toprak
mikroorganizmalari ile dogrudan iliskidedir. S6z konusu bdlge, bitki kokleri tarafindan
serbest birakilan protein ve karbohidratlar gibi cogu kimyasalin yanisira ¢ok sayida
mikroorganizmayi da barindirmaktadir. Protozoa ve nematodlar da rhizosferde bolca

bulunmaktadir [7].

Rhizosferde bulunan yararli mikroorganizmalar topragin kalitesini iyilestirdigi gibi bitki
Uretimi ve korumasini da arttirir. Bununla birlikte dogal kaynaklari korumakta ve sonug

itibariyle stirdurilebilir tarimsal Gretimi ve glvenli bir cevreyi meydana getirir [7].

2.1.1 Azot Ddngiisu

Azot (nitrojen (N)), protein yapi taslari olan amino asitlerin ve nikleik asit
molekdillerinin yapisinda yer aldigindan bitlin organizmalar igin énemli bir kimyasal
elementtir. Atmosferin % 80'ini azot gazi olusturur. Fakat molekiiler azot ¢ok stabil
oldugundan canlilar, molekiler azotu direk olarak atmosferden alip diger elementlere

3


http://tr.wikipedia.org/wiki/Y%C4%B1ld%C4%B1z_Teknik_%C3%9Cniversitesi_Elektrik-Elektronik_Fak%C3%BCltesi

baglayamazlar. Herseyden dnce molekiler azotun (N;) ayrilmasi gerekir. Molekiler
azotun ayrilmasi ve hidrojen veya oksijenle baglanmasi i¢in buylk enerji
gerekmektedir. Haber-Bosh prosesi ile azotlu glibre tretimi 400-500 °C sicaklik 200 bar
basing altinda gergeklesmekte ve 1 kg azotlu gilibre Uretimi 1,5 kg petrole mal

olmaktadir.

Bitkiler icin ise, nitrojen elementi ptoteinlerin yapisinda bulunmakla beraber klorofil
olusumu icin de gerekmektedir. S6z konusu elementin eksikligi yesil bitkilerin gelisim

eksikligi ile fark edilmektedir.

Azot donglsi bes asamadan olusmaktadir: 1) azot fiksasyonu, 2) nitrifikasyon, 3) azot
asimilasyonu, 4) amonifikasyon ve 5) denitrifikasyon. Azot asimilasyonu hari¢ diger

bltlin asamalar bakteriler tarafindan gergeklestirilmektedir.

Serbest N

Atmosferdeki Nitrojen(N:) I

Bitki ve hayvalardaki|
Amino asitler ve
proteinler

raktaki

T
22!'0 en
Bagizigyen

Nirojenin
hazirlanmas

Amonyum (NH") —

Sekil 2.1 Azot donglisiiniin sematik gosterimi

1. Azot Fiksasyonu: Azot fiksasyonunun ilk basamaginda azot gazi (N;) canlilarin
kullanabilecegi form olan amonyaga (NHs) donistirilir. Yakma, volkanlar, simsekler
ve endistriyel proseslerle onemli miktarda fikse edilmesine ragmen, azot
fiksasyonunun buytk bir kismi biyolojik bir islemdir. Biyolojik azot fiksasyonu sirasinda

toprak ve suda yasayan fotosentetik cyanobakter, baklagil koklerinde yasayan



Rhizobium bakterileri gibi organizmalari nitrojenaz enzimleriyle azotu hidrojene
baglarlar. Rhizobium ve konuk bitki simbiyotik yasam strdirir; bitki azotu bakteriden
saglarken, bakteri bitkiden gerekli karbonhidrati elde eder. Azot gilibresi Gretimi yliksek
basing ve sicaklik altinda yapilir. Halbuki biyolojik azot fiksasyonu normal atmosfer
basinci ve sicaklikta gerceklesmektedir. Bununla birlikte azot baglayan bakteri 1 gr azot

icin 12 gr glikoz harcamaktadir.

2. Nitrifikasyon: Amonyagin (NHs) toprak bakterileri tarafindan nitrata (NOs)
donustiridlmesine nitrifikasyon olarak bilinir.  Nitrifikasyon iki asamali olup
Nitrosomonas ve Nitrococcus bakterileri tarafindan amonyagin nitrite (NO,),

Nitrobacter’ler vasitasiyla nitritin nitrata oksitlenmesini igerir.

3. Asimilasyon: Asimilasyon, azot fiksasyonu ve nitrifikasyonu ile ortaya ¢ikan nitrat ve
amonyagin bitki kokleri tarafindan absorbe edilip, bitki proteinleri ve niikleik asitlere
baglanmasi islemidir. Hayvanlar bitkileri yediginde bitkisel proteinlerdeki azotu tekrar

asimile edip hayvansal bilesiklere gevirir.

4. Amonifikasyon: Canlilar dre (idrar) ve Urik asit (kuslar) gibi azot iceren atiklar
Uretirler. S6z konusu maddelerin ve 6li organizmalardaki azotun ayristirilmasi ile
abiyotik cevreye amonyak geri verilir. Biyolojik azot bilesiklerinin amonyaga cevrilmesi
amonifikasyon olarak isimlendirilir. Amonifikasyonla azot dongiisiine katilan amonyak

tekrar nitrifikasyon ve asimilasyon icin hazir hale gelir.

5. Denitrifikasyon: Nitratin (NOs3) molekiler azota (N,) donistirilmesine
denitrifikasyon denir. Anaerobik denitrifikasyon bakterileri azotu atmosfere geri

donddrirler.

2.1.2 Fosfor Dongiisii

Fosfor bitkilerin bliylimesi ve hayatta kalmasi icin gerekli bir element olup canli ve
cansiz sistemlerde, fosfat olarak bulunur. Fosfor, azottan sonra bitkisel verim elde
etmek icin en 6nemli elementtir. Fosfor elementi bitlin biyokimyasal islemlerde, eneriji
aktarimi reaksiyonlarinda, fotosentez ve genetik verilen intikal edilmesinde biyik bir
rol oynar [8]. Fosfor gaza donislip atmosfere gegmedigi icin fosfor dongilsu,

karalardan sulara, sulardan karalara dogru gerceklesir. Fosforon kaynagi, fosfatli



kayaclardir. Fosfatli kayaclar, yagmur, riizgar gibi etkenlerle asindikca inorganik fosfat
olarak yavas yavas topraga tasinir. Coziinmuis inorganik fosfat genellikle denizlerde
ortofosforik asidin (HsPQ,) iyonik formu seklinde bulunmaktadir [9]. Fosfat iyonlarinin
negatif ylUkli olmalari sebebiyle gamurun havalandiriimasindan sonra hizli bir sekilde
absorbe edilip ¢6ziinmez aluminyum, kalsiyum ve demir fosfatlari olustururlar. Fungus
ve bakteriler bu bilesenleri ¢ozllebilir hale getirme kabiliyetine sahipler [10]. Cok
sayida mekanizma bu isleme dahil olsa da en énemli islem organik asitlerin Giretimidir
[10]. Bu organik asitler fosfatin ¢ozlinmez formlarini ¢6zerek ortofosfat gibi bitkilerin
yararlanabilecegi bilesnelere donistirir [11]. Bitkilerdeki organik fosfat, hayvanlara
aktarilir. Olen hayvan ve bitkilerin yapisindaki organik fosfat, saprotrof bakteri ve

mantarlarin metabolizmasiyla fosfat olarak topraga salinir.

Karasal ekosistemlerde oldugu gibi sucul ekosistemlerde de fosfor donglisu gerceklesir.
Kayaclardan sulara tasinan fosfat, sularin derinliklerine ¢oken bitki ve hayvan artiklari
sebebiyle ekosistemdeki fosfor belirli oranda azalir. Bu sekilde depolanan fosfor,
olusabilecek jeolojik olaylarin etkisiyle karalara gec¢cmeleri durumunda, tekrar

kullanilabilirler.

{ ,if_f:\
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~ |bilegikler- P Al
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Sekil 2.2 Fosfor dongisii



2.2 Biyogiibreler

Biyogibreler mikrobiyal giibreler seklinde 1970l yillarda kullanilmaya baslanmistir. Bu
gubreler baklagiller ile simbiyotik yasam siirdiiren Rhizobium’dan elde edilmistir.
1980’h yillarin basinda ise, bu gilibreler baklagillerin disindaki bitkilere de tatbik
edilmeye baslanmistir. Boylece bitki blylimesini tesvik eden mikroorganizmalarin

(PGRP) gelistirilmesi ile ilgili calismalar baslandi.

Biyogibreler, uygulandiginda konak bitkinin ihtiyaci olan birincil besin elemnetlerini
temin edip buylmesini tesvik eden canli mikroorganizmalar veya onlarin metabolik
Urlinlerini ihtiva eder. Bu glibreler topraktaki yasamsal elementlerin teminini azot
fiksasyonu, fosfor ve potasyumun c¢o6ziilmesi, patojen ajanlarin baskilanmasi, bitki
blylmesini tesvik eden hormonlarin salgilanmasi ile saglayarak bitkilerin verimini
arttirir [16]. Buna ek olarak, biyogilbreler topragin verimliligini artirirken, biyolojik
aktivitelerini de korur. Ayrica tarimsal Urlinlerin kalitesini de arttirir ve ekosistemin
sagliginin korunmasini destekler [12]. Buna goére, adi gegen glibreler ekonomik oldugu

gibi ekolojik giibre olarak da kabul edilir.

Biyolojik giibre olarak kullanilan mikroorganizmalar gerekli esansiyel elemntlerin temin
edilmesi disinda koklerin biyokitlesini ve ylzeylerini artirarak gelisimlerini yardimci

olur [14].

Ayrica, biyoglibredeki mikroorganizmalar esansiyel elementlerinin yani sira diger
elementlerin alimini da arttirdigi gibi bitkinin genel gelisimi destekler. Sonu¢ olarak
bitkisel Gretimi kalitatif ve kantitatif olarak artar [18]. Genel olarak bakildiginda, bitki
gelisimini tesvik eden mikroorganizmalar kullanildiginda kdk sistemlerinin gelismesi ile
iyonlarin alinma birimi artar. Diger yandan ise, bitki blylmesini indlikleyen hormonlar
bliyimenin farkli evrelerinde bitki gelisimini destekleyip daha fazla fotosentetik

metabolitlerin sentezi ile Griin miktarinda artis izlenir [19].

GunlUmuzde bitkilerin ihtiyaci olan gerekli azot formlarini temin etmek icin kimyasal ve
sentetik azotlu gibreler kullanilmaktadir. Béylece topraga nitratl glibreler verilerek su
kalitesi bozulmaktadir. Yagmur sulari vasitasiyla nitrath giibreler nehir ve gollere tasinip
oralardaki asir1 alg gelisimi tesvik edilir. Algler ayrisirken suyun ¢6zliinmis oksijenini

tiketmekte, bunun sonucunda diger su canlilari havasizliktan Olmektedir. Nitratli
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gubreler ayni zamanda topragin derinliklerine sizarak toprak alti suyunu kirletmektedir.

Boylece bircok canlinin saghgi tehlike altina girer.

Toprakta azotun goreceli azalisi diizenli olarak mikrobiyal nitrifikasyon-denitrifikasyonu
islemlerine ek olarak filtreleme (leaching), buharlasma, topral erozyonu ve diger bazi
dogal islemlerle gerceklesir. Bu glinlerde bitkilerin azot ihtiyacinin artisi mineral

glbrelerin uygulamasi ile temin edilmektedir.

Yukarida s6zii edilen gevreyle ilgili sebeplerden dolayi ylizyila askindir biyolojik azot
fiksasyonu (BNF) ve tarim alanlarinda uygulamali kullanimlari, mineral bitki besin
maddeleri ile ilgilenen bilim insanlarinin dikkatine ¢ekmistir [20]. Bahsedilen pratik
uygulamalar kiresel azot dénglisii icin onemli bir asama olusturdugu gibi yerylziinde
hayatin siurdirilebilmesi icin de 6nem arz etmektedir [21]. Diger yansan ise, azot

fiksasyonu yapan mikroorganizmalar yilda 17,2 X 107 ton nitrojen fikse ederler [22].

GUnUmuzde toprakh tarim sistemlerinde azot fiksasyonu igin kullanilan baz

mikroorganizmalar soyledir; Azotobacter sp., Azospirillum sp., Streptomyces sp.,

Azotobacter sp. ve Azospirillum sp. atmosferdeki azotu fikse ettikleri gibi onemli
esansiyel elemnetler ve makroelementlerin alimi, oksin (IAA) gibi bitki blylimesini
diizenleyen hormonlarin sentezi ve salgilanmasi, degisik amino asitlerin salgilanmasi,
cesitli antibiyotiklerin Uretimi, hidrojen siyanid ve siderofor (retimi ile toprakisti
kisimlarin ve kdklerin gelismesi ve blylimesine katkida bulunur. Diger yandan kokler
topraktaki patojenlere karsi korunarak ylizey biriminde verim artisi ile berarber kalite
artisi da gézlemlenir [21]. Baska bir arastirmada Azotobacter ve Azospirillum biyogibre

olarak kullanildig1 zaman fosfor ve azot aliminin yikseldigi kaydedilmistir [23].

Kimyasal glbrelerde bulunan fosforun biylk bir kismi topraga girdikten sonra
¢O6zlinmez hale gelir ve bitkiye ulasamaz. Diger yandan ise, bu elementin topraktaki

hareketi yavas olup bitki tarafindan hizl emilimi engellenir [18].

Rao ve Sinha (1963) bugday bitkisinin rhizosferinden bazi bakteri ve mantar gruplarini
izole etmistir [24]. Bu mikroorganizmalardan elde edilen saf kiiltlrler toptaga tatbik

edildiginde ektrakte edilebilen P,Os asidinin miktari 6nemli dlgliide artmistir.



Son yillarda degisik ¢alismalarda rhizosfer ve topraktan izole edilen fosfati ¢ézen
mikroorganizmalar Bacillus, Pseudomonas, Citrabacter, Enterobacter, Pantoea,

Rohnella ve Serratia suslarina aittir [25], [26], [27], [28], [29], [30], [31].

Bacillus susu bakteriler asetik asit, propiyonik asit, laktik asit, fumarik asit, siksinik asit
gibi organik asitlerin sentezi ile ilk basta pH’y1 bolgesel olarak dislirerek toprakta
¢O6zlinmez formlarda bulunan mineral fosfath bilesenlerdeki baglari ¢6zerek onlari bitki
kokleri tarafindan alinabilecek ¢6zlinir sekillere cevirirler. Pseudomonas bakterileri ise,
fosfataz enziminin salgilanmasi ile organik fosfat bilesenlerinin ayrismasini ve

absorplanmasini saglar [31].

2.2.1 Baaz Ticari Biyogiibreler

Biyolojik Nitroxin glibresi; Azotobacter ve Azosprillium gibi azot fiksasyonu yapan
bakterileri icermektedir. S6z konusu bakteriler simbiyotik organ gelistirmeden kokler
ile is birligine girerler. Bu bakteriler atmosferik azotu bitkinin kullanabilecegi formlara
cevirmek icin azot fiksasyonunu gergeklestiriler. Bu islem igin gerekli olan enerjiyi

bitkinin kékiindeki salgilardan elde ederler [32].

Azotobarvar-1; Green Biotech Firmasi tarafindan hazirlanan 107-108 CFU/ml veya
CFU/gr seklinde canh Azotobacter vinelandii susu iceren bir mikrobiyal gubredir. S6z

konusu Grindn minimum raf 6mri 6 aydir.

Bu Urinin gelistirilmesi sirasinda, arastirmacilar topraktan izole ettikleri 26 A.
vinelandii  suslarinin  farkli  fizyolojik ve biyokimyasal karakterizasyonlarini
tanimlamislar. Molekiler tanimlamanin ardindan secilen 04 izolati azotun besiyerinde
atmosferik azotu 326,4 nmol C,H4 h7'vial™ orani ile fiske etme kabiliyetine sahiptir.
Bahsedilen sus, %7’ye kadar tuz konsantrasyinlarinda, genis bir pH araliginda (4-11) ve

yluksek sicakliklarda (45°C) da aktiftir.

Barvar-2; Pseudomonas ve Bacillus gibi fosfat ¢6zen mikroorganizmalaridan
olusmaktadir. Bu bakteriler, 6zellikle ogzalik asit ve sitrik asit gibi organik asitlerin
sentezi ve salgilamasi ile az ¢6zlinen inorganik fosfatlarin ¢éziinmesini saglar. Buna
ilaveten fosfataz enziminin salgilanmasi ile organik fosforlu bilesenlerden de fosforu

serbest birakirlar [32]. Bu Urlin Green Biotech Firmasi tarafindan piyasaya strilmustir.



2.3 Kompost

Kompostlama tarihgesi Roma imparatorlugu zamanindaki Gaius Plinius Secundus’a (AD

23-79) kadar geri donmektedir.

Hayvansal ve bitkisel atiklarin nemli ve oksijenli ortamda kontrolli bir bicimde
bozunarak geri donistiridlmesinden elde edilen organik karisim “kompost” olarak

isimlendirilir [33].

EROWH GREEM COMPOST
Leaves, stew, Grass, food scraps,

woody materials FrARUrEs “

| HAPPENS |I

MACRO-ORGANISMS MICRO-0ORGANISMS
Earthworms, insecis, etc Bacieria, fungi, microbes

- w
Sekil 2.3 Kompostlama islemi

Dekompozisyon islemi sirasinda toplanip dizenli olarak islatilan organik atiklar
havalandiriimak Gzere surekli karistirilir. Béylece kompost bilesenleri iginde yer alan
aerobik mikroorganizmalar yardimi ile ayrisma islemi gercekleserek 1si, karbon dioksit
ve amonyum meydana gelir [34]. Amonyum daha sonra nitrifikasyon vasitasiyla
bakteriler tarafindan bitkilerin kullanabilecegi nitrit ve nitrat gibi azot formlarina
cevrilir. Kompost, bahsedilen 6zeklilerinin yanisira fertilizer, humik asit temini ve
topragin durumunu iyilestirici etken ve dogal pestisit olarak da kullanilabilir. Farkli
ekosistemlerde kompost erozyon kontrol(, yer ve akarsu yenilenmesi (reklamasyon),

sulak alan insasi ve yerylzu 6rtisi igcin 6nem arz etmektedir [35].
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2.3.1 Kompost igerigi

Bircok organik madde kompostlama islemi icin kullanilabilir. Cim, yaprak, saman, kuru
otlar, cimen, gazete pargalari, kagit, odun tozu, talas ve benzeri bahge atiklari kompost
hazirlamak icin kullanilir. Bunlara ek olarak, mutfak atiklari da komposta katilir. Fakat
yag, kemik ve et benzeri hayvansal protein kaynaklari komposta ilave edilmemelidir.
S6z konusu maddeler dekompozisyon iselminin siresini arttirdigi gibi koti koku

olusumuna da saglar [36].

Kompostlama islemi, karbon-azot orani, nem, partikil boyutu, i1si ve zaman gibi

parametrelerden etkilenmektedir (Cizelge 2.1).

a) Karbon/azot orani: Kompost olusumu igin biriktirilen organik maddeler
icerisindeki karbon/azot (C:N) orani, dekompozisyon islemi agisindan oldukca
onemlidir. Uyugn C:N orani genellikle diger gerekli besleyici maddelerin uygun

miktarlarda temin edildigini gosterir [37].

ideal aktif kompostlama islemi agisindan, karistirlan ham maddelelerdeki C:N orani
25:1 ila 30:1 arasinda olmalidir (Cizelge 2.1). Buna ragmen, baslangi¢c C:N orani 20:1 ila
40:1 arasinda oldugu zamanlarda bile olumlu sonuglar alinmaktadir. C:N orani 20:1
altinda oldugunda mevcut karbon nitrojeni stabilize etmeden tamamen kullanilr.
Boylece gereksiz miktarda amonyna ve hos olmayan koku olusur. C:N orani 40:1
degerini gectigi zamanlarda da kompozisyon islemi, mikroorganizmalarin beslenmesi

icin yeterli azotun bulunmamasi sebebiyle yavaslar [38].

b) Nem: Nem, kompostlama isleminden sorumlu mikroorganizmalarin metabolik
sureglerilin desteklenmesi i¢in gereklidir. Kompostlama maddelerinin nem
orani %40-%65 olacak sekilde ayarlanmalidir (Cizelge 2.1). Nem orani %40'In
altinda oldugunda kompostlamanin 6nlendigi deneysel olarak ispatlanmistir
[39]. Nem orani %65’i gectigi takdirde de su molekilleri, kompostlama
maddeleri arasindaki bosluklarda bulunan hava ile yer degistirir. Sonuc olarak,
hava hareketi kisitlanir ve anaerobik kosullar meydana gelir. Kompostlama
sureci ilerlediginde genellikle su orani azaldigindan kompost igindeki nem

miktari dtizenli olarak kontrol edilmelidir [39].

11



c) Partikiil buyiikliigi: Maddelerin  partikil boyutu azaldiginda aerobik
dekompozisyon verimi artmaktadir [40]. Bununla birlikte, cok kiiclik parcalar
hava akisini Onlediginden arzu edilmemektedir. En uyugun dekompozisyon

kosullari, partikil boyutu 4,5-5 cm arasinda olsugunda saglanir.

d) Sicakhk: Kompostlama islemi genelikle mezofilik (10-39,4°C) ve termofilik
(39,4°C<) olarak bilinen sicaklik aralarinda meydana gelir. Uzmanlar etkili
kompostlama icin uygun sicakligin 43,3 - 65,5°C arasinda olduguna ifade eder
[41]. Termofilik sicakliklar, daha fazla patojenin, ot tohumlarinin ve bécek
larvalarinin ortadan kaldirhmasini sagladigindan onerilmektedir. Kompost
kiimesinin sicakhig mezofilik aralikta oldugunda maddelerin karigitirimasi

tavsiye edilir [41].

e) Zaman: Ham maddelerin komposta gevrilmesi yukardida anlatilan faktorlere
baghdir [42]. MUsait kosullar altinda dekompozisyon ve stabilizsayon siregleri

icin birkag hafta gerekmektedir.

Cizelge 2.1 Kompostlama parametreleri

Kosullar Uygun Aralik Onerilen Aralik
Karbon-Azot orani (C:N) 20:1-40:1 25:1-30:1
Nem igerigi %40-65 %50-60
Oksijen konsantrasyonu %5< %5<Cok daha fazla
Partikiik boyutu (cm) 4,50-5,00 Degisken**
pH 5,5-9,0 6,5-8,0
Sicaklik (°C) 43,3-65,5 54,4-60

**(zellikle, kompost yiginin biiyikligii ve hava kosullarina baghdir.
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2.3.2 Kompostlama Yaklagimlari

Geleneksel kompostlama islemine ek olarak, diger bazi teknikler de gelistirilmistir.

Bunlardan bazilari asagidaki gibidir;

Kurtguk kompostlama: Bu yaklasimda Hermetia illucens bdceginin larvalar (Sekil 2.4)
mutfak atiklari ve hayvansal diskilarinin, kiimes hayvanlarinin, baliklarin, kopek ve
domuz gibi hayvanlarin yemlerine donusiirken kullanilir [43]. S6z konusu yontem, olasi

en hizli ydontem olup yan Uriinleri topragin verimliligini arttirmak amaciyla kullanilir.

Sekil 2.4 Kompost kurtcuklari

Hamam boécegi kompostlama: Bu yontemde yukarida anlatilan yonteme benzemekle

beraber, burada olgun hamam boécegi tirleri kullanilmaktadir.

Bokashi: Bu metot sayesinden yemek atiklari mikroorganizma karigimi ile
kaplandigindan olusan olumsuz koku azalir. Burada kullanilan mikroorganizmalar, ilk
defa 1980’li yillarda Uriin olarak satilan Etkili Mikroorganizma’lardan (Effective
Microorganisms (EM1)) elde edilir [44]. EM1, mikroorganizma disinda, bir karbon

kaynaginin yanisira pekmez gibi bir seker de icermektedir.

Kompost ¢ayi: Kompost ¢ayl, kompostun 3-7 giin arasinda suda bekletilmesinden elde
edilir [35]. Bahsedilen yontem ilk defa Almanya’da bulumustur ve genellikle zarali

fitopatojenik funguslari ile miicadelede kullanilir [45].
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2.4 Hidroponik Tarim

Topraksiz tarim, bitkilerin toprak kullanilmadan gereksinim duyduklari organik ya da
inorganik besin maddelerini kontrollii sera kosullarinda yetistirme ortamina verilerek
yapilan Uretim sekli olarak tanimlanmaktadir [46], [47]. GUnlUmizde toprakta liretimin
yetersiz oldugu ya da mimkin olmadigi (6rnegin kurak bolgelerde) ortamlardan
yararlanmak amaci ile topraksiz tarima ihtiya¢ duyulur. Boylece tarim alanlarindan

daha fazla yararlanma imkani elde edilir.

Topraksiz tarim genel olarak, su (sivi) kiltiri ve kati ortam kiltiri seklinde
uygulanmaktadir [48]. Su kiltliriinde bitkiler su icerisinde gelisirken kontrolli olarak
besin ¢ozeltisi ile beslenirler. Kati ortam kiltirinde ise perlit, torf, kaya yuna, cakil,

kum, ve genlesmis kil gibi organik ve inorganik kati materyaller kullanilir [46].

2.4.1 Swvi (Agregat Olmayan) Hidroponik Sistemler

Sivi hidroponik yontemi, bitkilerin herhangi kati bir ortam icermeyen yapilarda 6zel
besin c¢ozeltilerinde veya bu besin c¢ozeltilerinin belli araliklarla bitki kdklerine

puskirtilmesi ile yetistirilmesi yontemidir [49].

Hidroponik sistemler, su ve besin maddeisinin dolasimi bakimindan, acik ve kapal
sistemler olarak da siniflandirilabilir [46]. Acik sistemlerde besin ¢ozeltisi bitki kdklerine
bir kez verilirken yeniden kullanilmaz. Kapali sistemde ise, ¢ozelti dolasimi siirekli

olarak veya belli araliklarla saglanir.

2.4.2 Besleyici Film Teknigi (NFT)

Bu teknikte besin ¢ozeltisinin 0,5 mm ince bir film seklinde ve belirli bir debi ile akacagi
bir kanal bulunmaktadir [50]. Bitki kokleri bu kanaldaki besin ¢ozeltisine dogrudan
temas etmektedir. Sistemin temel bilesenleri plastik borular, hava pompasi ve tanktaki

su pompalaridir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 NFT hidroponik sistemi

Kanallar genellikle mat plastik borulardan olusmaktadir. Yetisme kabi olarak kullanilan
oluklarin icinden bir besin c¢ozeltisi ince bir tabaka halinde gecer [51]. Kaplarda
yerlestirilen bitkilerin koklerini besin solusyonu ile temas ettirerek beslenmeleri
saglanir. Boylece kokler hem beslenip su alabilmekte, hem de yeterli havalanma
olanagl bulmaktadir. Oluklardan gecen ¢ozelti daha sonra tankta toplanip Olclimleri

alindiktan sonra gerekli ilaveler yapilarak yeniden kullaniimaktadir.

Boylece su ve besin maddesi kayiplari da en aza indirgenir [46]. Bu yontem, topraksiz
kiltirin en gelismis teknigidir. Bltlinlyle otomatik ¢alisan bir sisteme ve diizenlemeye

gerek duyulmaktadir.

NFT sistemlerinin ortak 6zelligi, kanallarda bulunan ¢6zeltinin derinliginin az olusudur
[46]. Akis, genellikle stireklidir. Fakat bazi sistemlerde her saat basi birkag¢ dakika ¢cozelti
eklenmesi ile aralikl olarak da calistirilabilir. Aralikli akisin amaci kok sistemlerinin
yeteri kadar havalanmasini saglamaktir. Ancak hizli biylime sirasinda akis siresinin
kontroli oldukg¢a 6nemlidir. Clinki akis stiresi cok kisa veya ¢ok seyrek araliklarla olursa

bitkiler su stresine girebilir [52].

NFT kanallarinin tabaninda, kapiler hasir kok sisteminin gevresindeki ¢ozelti akintisinin
dalgalanmasini 6nlemek igin kullanilir. Ayni zamanda, akis durdugunda bu hasir suyu ve
besinleri tutarak stok gorevi de yapabilmektedir. NFT sistemlerinde tek sirali bitki
dikiminde 15-20 cm, cift sirali bitki dikimimde ise, 30-38 cm veya daha genis kanallar

kullanilmaktadir. Kanal uzunlugu maksimum 4-10 m iken, egimi ise 1/50 veya 1/75
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seklinde ayarlanir. Besin ¢Ozeltisi her kanalin yliksek ucundan pompalanarak alttaki uca
dogru akarak bitkinin kok hasirini islatmaktadir. Kanallardaki akis hizi dakikada 1-2 L

olmalidir.

Bu yetistirme yonteminde fideler yetistirme ortamiyla birlikte kanal olusturacak
levhanin ortasina yerlestirilir. Levhanin her iki ucu fidelerin tabanina dogru cekilip
buharlasmayl engellemek icin birbirine tutturulur. Fide yetistirme ortami bitkiler
kiicikken gerekli olan besinleri tutmaktadir. Bitkiler blylidugiinde ise, kanal icinde

yayilarak kokleri aracihigi ile besinleri dogrudan alir.

Besin ¢ozeltisi kanalin alt ucuna toplanarak besin ¢ozeltisi tankina akmaktadir. Cozelti
yeniden sisteme verilmeden 6nce tuz bakimindan incelenmektedir. NFT yetistiricilikte
uzun govdeli olarak buylyen bitkilerin devrilmemesi igin bitkilere mutlaka gerekli

destek saglanmalidir.

2.4.3 Aeroponik (Kok Islatma Teknigi)

Bitkilerin koklerine besin ¢ozeltilerinin slirekli veya aralikli olarak sis veya buhar halinde
plskirtilmesi seklinde uygulanan yontem, “aeroponik” yontemdir [53]. Diger
sistemlere gore su ve gibre tasarrufu saglayan bu sistemde besin ¢ozeltisini dagitmaya
yarayan baslklar ve sistemi basingli bir sekilde c¢alistiran motor dizenegi

bulunmaktadir [54].

Bu yontemde bitkiler, kopik panellere yerlestirilerek bitki kokleri panelin altindaki
havada asil kalacak seklide yerlestirilir. Kullanilan paneller kék olusumunu uyarmak ve
alg gelisimini 6nlemek icin 151k gegirgenligi olmayan kapali kutularin Gstiine konur (Sekil

2.6).

Mist Nozzle
- A Y g A Y Y
imer
° 3

+—— Reservoir

Nutrient Water/Nutrients
Pump

Sekil 2.6 Aeroponik hidroponik sistemi
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Besin ¢ozeltisi kdklere ince sis seklinde puskirtilir. S6z konusu islem her 2-3 dakikada
1-2 saniye kadar yapilmaktadir. Bu, koklerin nemli tutulmasi ve besin ¢ozeltisinin

havalandirilmasi igin yeterlidir. Bitkiler kdklere yapisan ¢ozelti sisinden su ve besini alir.

A tipi aeroponik sistemler Arizona’da gelistirilmistir. Bu yontemde 1,2 m x 2,4 m 6l¢lide
genis plastik paneller, tabanda iki panel arasindaki mesafe 1,2 m ve yandan gorinimi
ikizkenar lggen olacak sekilde monte edilir. A seklindeki panel su gecirmez 6zellikte

olup 2,5 cm derinligindeki besin ¢ozeltisinin toplandigi bir hazneden olusur.

Yetistirme ortaminda kiictik tiplerde bulunan geng bitkiler panel merkezinden 18 cm
araliklarla acilan bolgelere dikilir. Bitki kokleri havada asili kalacak sekilde, daha 6nce
anlatilan bicimde besin c¢oOzeltisi ile sisleme yapilir. Bu sistem genellikle seralarda
uygulanmaktadir. Marul, 1spanak gibi kisa boylu ve yaprakli sebzeler igin uygundur.
Diger tekniklerde oldugu gibi hava, su, besin maddesi ve isik bitkinin doért ana
gereksimidir. Koklerin en iyi sekilde havalanmasini saglanmak sistemin ana avantajidir

[54].

Bu teknigin diger dnemli avantaji, alanin maksimum kullanilmasidir. Diger sistemlerle
karsilastirildiginda birim alanda yetistirilen bitki sayisi iki kat daha fazladir [54]. Ancak
tek egimli ylzeyde vyetisen bitkilerin farkli yogunlukta 1sik almasiyla dizensiz

gelismeleri bir dezavantaj olarak kabul edilmektedir.

2.4.4 Derin Su Kiiltiirii

Derin su kiltlirt sistemleri en basit hidroponik sistemlerden birisidir [55]. Hava motoru
sayesinde ¢ikan hava kabarciklari, yukarda asili duran bitkinin kéklerine oksijen verirler

(Sekil 2.7). Basit bir sistem olmasina ragmen, inanilmaz sonuglar elde edilir.

Hava Motory

Sekil 2.7 Derin su kiltinlinin sematik gésterimi
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2.4.5 Akuaponik

“Akuaponik” (Sekil 2.8) terimi akuakiltir ve hidroponik kelimelerinin birlesiminden
meydana gelen geleneksel Akuakiltiir (akuatik canlilardan olan balik, kerevit, karides
Uretimi) ile hidroponik sistemin birlesmesi ile sirdardlebilir gida Gretim sistemi
alternatiflerindendir [56]. Akuakiltiirde zamanla suyun kirlendiginden baliklar igin
tehlike arz etmektedir. Bu su, hidroponik sistemde vyetisen bitkilere filtrelenip
gonderilerek, bitkinin ihtiyac duydugu hayati besin maddelerini almasina, ayni
zamanda akuakdltirde yetisen canlilarin suyunun temizlenerek kapali devre simbiyotik

yasamin olusmasini olanak verir [56].
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Akuakiiltir Kisim
Sekil 2.8 Akuaponik hidroponik sistemin sematik gosterimi

Akuaponik sistemi Uretimin gerceklestirildigi sahanin  blyuklUklGgh bakimindan
degisiklik gosterir. Sistemler genellikle taze su icermektedir. Ancak sistemde beslenen
baliklarin ve yetistirilen Grlnlerin tuz ve demir gibi materyallere duydugu ihtiyacin
dengelenmesine dikkat edilmesi gerekmektedir. Akuakultiir canlilarinin suyun devir

daim yapmasi akuaponik sistemin énemli hususlarindandir [56].
Akuaponik sistemler 2 ana kisimdan olusmaktadir;

a) Akuakultiir Kisim: Bu kisim canlilarinin yasayip beslendigi, atik Urettigi kisimi
olarak da bilinmektedir. S6z konusu kisim, hobi amach kullanilan fanuslardan,

balik Giretim tesislerinin kullandigi blylk su haznelerine kadar degisen 6l¢llerde
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olabilmektedir. Gol, gblet ya da benzer su birikintilerinde de akuakultir

yapilabilmektedir.

Akuaponik sistemde genellikle balik kullanildigindan sistemin blyikligu ve
Uretim amacina gore hangi cins baligin Gretiminin gerceklestireleceginin iyi
arastirilmasi gerekir. Uretilecek bitkilerin 6zellikle tuz ve demir ihtiyaciyla
baliklarin beslenmek icin kullanacaklari gida ve ortam arasinda bir denge
olmalidir. Yosunlanmay! engellemek icin ise, baliklar yari karanhk ortamda

tutulur.

b) Hidroponik Kisim: Sistemle daha 6nceden ¢imlendirilmis sebze (lahana, kabak,

salata, marul) ve meyve (cilek, domates) gibi bitkilerin yetistigi kisimdir.

Hidroponik kisimda bitkilerin bulunacagi ortam c¢ok onemlidir. Yetistirilecek

bitkilere gére ortam isisi, tuz ve mineral ayarlari yapilir.

2.4.6 Kati (Agregat) Hidroponik Sistemler

Topraksiz yetistiriciligin bu sisteminde bitkinin gelisimi ve tutunmasi igin gerekli olan
kati destek, yerel olarak kullanilan kati materyallerden olusur [57], [58]. Secilen ortam
materyalleri esnek, gevrek, su ve hava tutma kapasitesi iyi ve kolaylikla drene
edebilmelidir. Bunlara ek olarak zehirli maddelerden ve zararli mikroorganizmalardan
arindirilmis olmalidir. Bu yontemde bitkiler, torba, tekne, saksi, viol ve benzer
bicimlerde kaplara doldurulan organik veya inorganik yapili substratlara ekilerek
yerlestirilir [57]. Besin c¢ozeltisi belli araliklarla damlama sulama veya yagmurlama

sulama ile bu ortama verilir ve bitkiler su/besin maddelerini kati ekim ortamindan alir.

Bu tekniklerin timinde temel prensip, toprak kullanmadan yetistirilen bitkilerin kok
sistemlerine yeterli oranda besin ¢ozeltilerini ulastirmaktir. Besin maddesi diizeyleri
bitki tlrine gore hazirlanir. Bitkilerin gelisme devrelerindeki ihtiyaglari gbz 6niine
alinarak besin c¢ozeltilerinin icerikleri degistirilerek uygulanir. Besin ¢ozeltilerinin pH’i
ve elektriksel iletkenlikleri (EC) bitkilerin optimum isteklerine gore dizenlenmelidir.
Tum bunlari saglamak icin ¢ozeltiler 6zel tanklarda hazirlanip daha sonra bitkilere

verilir.
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Yontemin avantajlarini soyle siralanabilir:

VI.

VII.

VIII.

XI.

Bitkinin kok bolgesi icin yeteri kadar nem ve hava saglanir. Toprakli yetistiricilikte
oldugu gibi bir sikisma s6z konusu olmadigindan toprak isleme ve ¢apalama

sorunu ortadan kalkar.

. Toprakta bulunan ve toprakla tasinan yabanci ot tohumlari bu yéntemde sorun

olusturmaz. Rizgarla tasinan ot tohumlarinin kontrolii miimkiinddr. Yabanci ot
miucadelesine biylik Olclide gerek kalmadigindan bahsedilen sistemler daha

ekonomiktir.

Bitkilerin besin maddesi gereksinimi su ile birlikte temin edilir. Ayrica glibrelemeye
gerek kalmaz. Besin maddesi ve glbre kayiplari en aza indiginden toprakli

sistemlerde ¢evreye verilen zararlar 6nlenmis olur.

. Butun bitkiler esit miktarda ve dengeli bicimde su-besin maddelerini alir. Béylece

daha homojen ve lniform Grin elde edilebilir.

.Su ekonomisi saglanir. Dengeli sulama ve beslemeyle daha verimli ve kaliteli

Urlinler elde edilir.
Sistemin sterilizasyonu daha kolaydir.

Bu sistemler sayesinde bitkisel Uretim, bitki yetistirmeye uygun olmayan, tuzlu,

tasli, ¢ol ve sig alanlarda da gerceklestirilebilmektedir.

Besin maddelerinin miktarlari ayarlanarak bitkilerin vejetatif veya jeneratif

devrede tutulmalari saglanabilir.

. Bitkiler igin su stresi problemi s6z konusu olmadigindan verim dislisi gézlenmez.

. Topraksiz kultlr vyetistiriciligi otomasyona uygundur. Sulama ve glbreleme

otomatize edilerek is glicinden tasarruf saglanabilir.

Topraksiz kiltur yetistiriciliginde, kok ortaminin pH’1, tuzluluk, besin maddesi ve

hava/su orani dengeli bir sekilde ayarlanabilir.

Yontemin dezavantajlarini ise, asagidaki gibi siralanabilir:

Sistemi calistirmak icin gerekli malzemelerin satin alinmasi ve kurulmasi pahal
oldugundan ilk kurulus maliyeti yuksektir.
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[l. Zaman zaman bitki beslenme sorunlari ile karsi karsiya kalinabilir. Yontemin saghkli
calistirllabilmesi icin  bilgi birikimine sahip kalifiye elemanlara gerek

duyulmaktadir.

ll. Diizenli ve kesintisiz elektrik sistemine ihtiya¢ vardir. Ozellikle NFT sistemindeki

elektrik kesintileri cok 6nemli sorunlar ortaya cikarilabilir.

IV. Sonbahar ve ilkbahar devrelerinde sicak mevsimlerde kok bolgesi sicakhgi

yukselebilir. Bunu engellemek icin ek dnlemler alinmalidir.

V. Calismanin temiz olmasi dnemlidir. Ozen gésterilmezse bazi kék hastaliklarinin
ortaya ¢ikmasi durumunda besin ¢ozeltisi yolu ile hizh bir sekilde diger bitkilere

ve buitin sisteme yayillamsi olasidir.

2.4.7 Agcik Sistemler

Bu yontemde besin ¢bzeltisi pompa vasitasiyla bitki kok sistemine verilir [59]. Fazla
¢Ozelti toplama haznelerinde tekrar biriktirilir. Besin maddesi icerigi, pH ve EC degeri
gibi parametreler bakimindan incelendikten sonra tekrar kullanilir. Agik hidroponik
sistemlerin ¢cogunda besin ¢Ozeltisinin fazlasi tekrar degerlendirilir. Fakat bu
degerlendirilme, tekrar bitkilere uygulanmasi seklinde gerceklesmez. Fazla besin
¢Ozeltisi buharlastirma havuzlarinda buharlastirilarak cevredeki bitkilere verilir. Bu
sistemler ortamin kompozisyonu ve tuzluluga daha az hassas oldugundan besin
¢Ozeltisi tekrar sisteme verilmez. Anlatilan bu durum yetistirme ortamlari lzerinde
daha yaygin calismalar yapilmasina sebep olmustur. Glibreler, sulama suyuna bir
enjeksiyon cihaziyla ya da sulama suyu ile biiylk bir tankta karistirilir. Sulama, zaman
saati ile programlanarak gerceklesir. Cok bliylik seralarda ise, farklh boélimlerin

sulanmasi igin selonoid vanalardan yararlanilir.

2.4.8 Kanal (Bitki Yatag) Kiiltiirii

Yetistirilecek bitki tlriine gore kanal kilttrd hazirlanir. Kanallar 15-20 cm derinlik, 30-
120 cm genislik, % 1-1,5 egiminde ve sera boyuna gore degisen uzunluktadir [60].

Genellikle bitki dikimi tek sira seklinde yapilir. Ancak yatak genisligi uzun oldugu
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zamanlarda cift sira halinde bitki dikimi gerceklesmelidir. Kanallar, yatay veya tavana

asili dikey olarak yerlestirilebilir.

Yataklar, sera topraginda derince agilmis oyuklarin plastikle kaplanmasi ile olusturulur.
Bunun yanisira beton, tahta veya metal kontriksiyon yapi (izerine yerlestirilmis degisik
malzemeler de kullanilabilir. Yetistirme ortaminin yeryizeyinden ayrilmasi icin yatak

veya kanallar su gecirmez materyal ile kaplanilir.

Bu yetistiricilik sisteminde yetistirme ortami olarak torf, talas, Hindistan cevizi tozu,
kum, cakil, peat, perlit gibi materyaller ve karisimlari kullanilabilmektedir. Bitkiler bu
yapilar icerisine doldurulmus kati ortamlarin kullanilarak damla sulama ile Gretilir. Atik
su ise, yataklara verilen egimden yardimiyla sistemden uzaklastirilir. Fazla besin
¢Ozeltisinin drene olmasi igin yatagin alt kismina 2,5 cm gaph delikli borular yerlestirilir.
Uzun bilylyen bitkilerden domates, salatalik, vb. bitkiler meyve agirhgini

tastyabilmeleri icin baglanarak desteklenmelidir.

2.4.9 Torba Kiltiuri

Bu sistemde bitkiler herhangi kati bir destek maddesi ile doldurulmus torbalara
yerlestirilir (Sekil 2.9). Torba kiltiriinde kullanilan torbalar degisik blytklikte ve farkli
renklerde olabilirler. Buna ragmen, genellikle i¢c kismi siyah, dis kismi beyaz torbalar

tercih edilir [58].

Sekil 2.9 Torba kltiru
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Torba kiltirinde en ¢ok kullanilan ortamlar %60 torf, %20 vermikiilit ve %20 perlitten
olusur. Bu karisimlarinin pH degeri 5,2-5,6 arasindadir. Bu kati ortamlar karistirildiktan

sonra pH ve EC degerleri kontrolleri yapilarak bitkiler yerlestirilir.

Bu yontemde bitkilere besin ¢ozeltisi damla sulama yontemi ile verilir. Burada dikkat

edilmesi gereken husus, torbalarin yan kisimlarinda drenaj deliklerinin agcilmasidir.

2.4.10 Kaya Yiini

Kaya yin(, bazaltik kayalarin eritilip erigin liflere dontstirilmesi ile elde edilir. Lifler
eritildikten sonra ortama yapistirici eklenip sikistiriimis genis bloklar elde etmek Uzere

kurutulur. Daha sonra genis bloklar, kicik bloklar seklinde kesilir (Sekil 2.10).

Sekil 2.10 Kaya ylini

Kaya yunlerinin hepsinin yapisi ve kalitesi ayni degildir. En uygun kaya yuni saf bazaltik
kayadan elde edilmis Urindir. Kaya yinlerinin eritme isleminden arta kalanlarladan

lifler Gretilmektedir.

Bu kaya ylinlerinin metal icerigi fazladir. Kaya yind, kolaylikla islatilabilmelidir. Ancak
sulu olarak kalmamali ve sivilar kolayca drene olmalidir. Kaya ylninin islanma
ozellikleri birbirlerinden farklihk gosterir. Kaya yinia lifleri mineral yag icermeleri
sebebiyle dogal olarak hidrofobiktir. Yiiksek kaliteli kaya ylinlerindeki mineral yaglar,

imalat sirasinda uzaklastirilirken iglerine mineral 1slatict maddeler katilir.

Kayayini ilk defa Danimarka’da salatalik yetistirmek Gizere kullanilmistir [58]. Tarimsal

kaya yunlnin bu formu, dogal olarak su c¢eketigi icin kolaylikla islanir. Kaya yinu
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Uzerinde gelisen bitkiler, kaya yliniinden ¢ozeltiyi emerek havanin ¢ozeltiye oraninin
artmasina sebep olur. Buylizden eger kdk bolgesinde yiiksek oranda havaya gereksinim
varsa sulamalar arasindaki zamanin fazla olmasi, hava ylizdesinin artmasini saglar. Kaya
yluninden ¢ozeltiye ulastirmak icin gerekli gerilim, sadece kaya yinu kurudugunda
artar. Bunun anlami doymus kaya yiniinden bitkinin ¢ozeltiyi almasidir. Bu sirada kaya
yund kendi neminin %50-70’ini bitkiye verir. Bu sebeple kaya ylUnlinden gelisen bitki

kaya yini tamamen kuruyuncaya kadar su stresine girmez.

Kaya yunu bloklarinin serada diizenlenmesi bitkiye goére degisir. Genellikle zemin beyaz
veya siyah-beyaz polietilen ile kaplanirken kaya yinid bloklari siralara yerlestirilir ve
bitkiler icin bloklar Gzerinde plastik delikler agilir. Su damlaticilari deliklere yerlestirilir
ve sulama sistemi agilir. Boylece bloklar ¢ozelti ile doldurulur. Fideler bloklar Gzerine
yerlestirilir. Plastik zemin ile bloklarda drenaj delikleri agilir. Kaya ylniu sisteminin
kurulusu oldukga basit ve ucuzdur. Bu sistemde her bitkiye bir damlatici ve kapasitesi 2
L/saat olan damla sulama sistemi kullanilir. Besinler 2 bash enjektor ve besin maddesi

haznesi kullanilarak verilir.

Sistemin dizenlenmesinde en 6nemli faktor bloklarin pH’1 ve EC’sinin olcllmesidir.
Orneklerin miimkiin oldugunca sabah saatlerinde alinmalari &nerilir. EC ve pH giin
icerisinde degisiklik gosterebilir. Bunun icinde bloktaki tuzlarin konsantrasyonu

dizenlenmelidir.

2.4.11 Kum Kltdiri

Kum kiltird ile yapilan ekim denemeleri ilk defa 1960'li vyillarda Arizona
Universitesindeki arastirmacilar tarafindan Danimarka’da vyiriitiilen bir calismada
baslamistir [58]. Kum kdiltirinde, saf su yerine temiz dere kumu kullanilarak makro ve
mikro elementlerin solisyon seklinde verilmesi ile bitkiler vyetistirilir. Sistemin
kurulmasi icin seranin tabani polietilen bir 6rti ile kaplanir. Bu islem uygun ve ucuz bir
yontemdir. Bu islemden sonra delikli borular yerlestirilir. Borularin lizerine 30 cm
yuksekliginde kum ilave edilir. Eger kum, ylzeysel uygulanilacaksa ortamdaki nem
Uniform dagilamayacagindan bitki kokleri drenaj borularina dogru gelisir. Bitki
yetistiriciliginde kullanilan bolgeler duzeltilerek hafifce egimli olacak sekilde

tasarlanmalidir. Daha sonra ise, besin ¢0Ozeltisini dagitan borular uygun sekilde

24



yerlestirilir. Hidroponik sistemlerin uygulanacagi bolgelerde sulama suyunun kaliteli
olmasi oldukca onemlidir. Suyun kalitesi icin tuzluluk, pH ve zararli elementlerin
bulunup bulunmadigi kontrol edilmelidir. Bitkilerin glinde ortalama 8 kere sulandigi yaz
aylarinda sulama uygulamasi blyuk bir 6nem arz etmektedir. Amacina uygun sulamada
yetistiriciligi yapilan alanin tamamindan uygulanan suyun % 4-7’sinin drene olacagi goz

oniinde bulundurarak sulama yapilmalidir.

2.4.12 Perlit

Perlit volkanik kokenli aliminyum silikattir. Fiziksel olarak stabil ve biyolojik olarak
steril oldugundan dolayr miikemmel bir bitki yetistirme ortami olusturmaktadir. Hafif
oldugu icin iscilikte kolaylik saglanir. Bitkiler tarafindan kolaylikla alinabilecek su
kapasitesi ylksektir. Serbest drenaj 6zelligi hava kapasitesinin iyi olmasini saglar. Notr
pH’a sahiptir. Fakat pH 5,0’in altina disttglinde aliminyum, zehir etkisi gosterir. Perlit,
fiziksel ve kimyasal Ozellikleri sebebiyle kdklendirme ve topraksiz yetistiricilikte tek
basina yetistirme ortami olarak kullanilir. Ayni zamanda diger materyallerle de

karistirilarak basari ile kullanilabilir.

Perlitin kullanildig! topraksiz yetistiricilik sistemleri yatak sistemi, torba kaltird, kanal

yontemi ve dikey yatay torba kultirudar.

2.4.13 Kapali Sistemler

Bu sistemde kullanilan besin c¢ozeltisi yalniz bir kez kullanildiktan sonra tekrar
dolastiriilmadan yenisi ile degistirilir [58]. Kullanilan besin ¢ozeltisi yeni ¢ozelti ile

degistirilir.

2.4.14 Cakil

Kati destek olarak g¢akilin kapali sistemlerde kullaniimasi uzun yillar dncesine dayanir.
Bugiin hala kullanilmasina ragmen yerini biylk oranda NFT sistemleri ve acgik agregat
sistemleri almistir. Diger kapali sistemlerde oldugu gibi burada da zehir etkili tuzlarin
olusumu engellenmelidir. Sistem icinde topraktan kaynaklanan hastaliklar ve
nematodlarin bulunmamasina dikkat edilmelidir. Hastalik bir defa sisteme bulasirsa
besin ¢ozeltisi ile tiim bitkilere bulagmasi kaginilmazdir.
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Sistemin temel bélimleri sunlardir:
i. Asirriri kum,
ii. Besin ¢ozeltisinin toplandigi toplama tanki,
iii. Pompa,
iv. Pompanin ¢alismasini kontrol eden zaman ayarlayici mekanizma.

Bu sistemlerde besin c¢ozeltisi yataklari yetistirme ortaminin ylzeyinde 2 cm
yuksekliginde biriktirilir. Daha sonra tekrar kullanilmasi icin toplama tankina génderilir.
Bu sistemde yetistirme ortami olarak kum kullanildigi icin damla sulama sisteminin

agregati yeterince islatmis olmasina 6zen gosterilmelidir.

2.4.15 NFT veya Kaya Yiinii

NFT ve kaya ylninin birlikte kullandigi bu sistem ilk defa Avrupa’da gelistirilmistir.
Uygulamada (zerinde bitki bulunan kiclk kaya yin( yastiklari besin ¢ozeltisinin devir
yaptigl kanallar icerisine konur [58]. iki sistemin bir arada kullanildigi s6z konusu
sistemde pompalarin arizalanmasi durumunda bitkilerin gelismesinde olumsuzluklar

gorilebilir.

Kaya yunid hem acik hem de kapali sistemlerde kullanilabilir. Acik sistemde besin
¢Ozeltisi toplanarak tekrar kullanilir. Kati ortam yetistiriciliginde en ¢ok kullanilan
sulama sistemi kapali sulamadir. Acgik sistemde ¢Ozeltinin besin icerigi stirekli degisir.
Domates gibi hizli gelisen bitkiler glin icinde cok fazla miktarda besin alabilir. Kapali
sistemde (retici besin verme sikhigini artirabilir. Béylece bitkiye ulasan ¢ozeltinin
miktarindan emin olunur. Kapali sulama sisteminin kullanilmasinin diger bir sebebi de
hastaliklarin ~ yayilmasinin ~ engellenmesidir. Kati  ortam sistemlerinin  blylk
cogunlugunda ayni kok bolgesinden yalnizca birkag bitki yararlandigindan hastalik bu
birkac bitkiye bulasir. Acik sulama sistemi kullanildiginda bitkilerde hastaliklar daha
kolay yayilabilir. Kapali sulama sistemlerinde temel kural kok bélgesindeki besinlerin
dizenlenerek saglikli gelismelerinin saglanmasidir. Bu sistemin tek dezavantaji sulama
ile verilen gilibrenin bir kisminin atilmasidir. Genellikle uygulanan besin ¢ozeltisinin

%15-20'si kaybedilmektedir.
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2.5 Hidroponik Tarimda Organik Giibre Kullanimi

Geleneksel hidroponik sistemlerde organik giibreler bitki blylimesini engellediginden
kullanilmaz. Buna goére hidroponik ¢ozeltide bulunan organik bilesenler fitotoksik
olarak sayilmaktadir [2], [3], [7], [8], [10], [4], [5]. Buna ragmen, kaynaklarin geri
donidsimi  bakimindan organik gibre kaynaklarinin  hidroponik sistemlerde

kullanilmasi igin yontemlerin gelistirilmesi bliylk bir 6nem arz etmektedir.

Organik glibrelerin hidroponik (organik hidroponik) ortamlarda kullaniimasi bitkilerin
uzay yasama alanlarinda gelistirmeleri icin arastirilmistir [2], [3], [7], [8], [61]. Garland
ve arkadaslari (1997) organik glbrelerin direkt kullaniminin bitki bliylmesi icin zararh
oldugunu ispatlamistir [8]. Sonuc itibariyla, organik glibreler hidroponik beslenme
solusyonuna ilave edilmeden mikroorganizmalar vyardimiyla 6n islemden
geciriimektedir [9], [10]. On islem genellikle organik nitrojenli bilesenlerin
amonifikasyonu ile nitrifikasyonu icin hazirlanan iki veya daha fazla depoda (tankta)
meydana gelir. Bununla birlikte, organik glibrelerde bulunan organik azottan nitrat
dretim verimi %30’dan daha az olmustur [9]. Bilindigi Uzere, azotun nitrat formu
bitkilerin Uretimi Uzerindeki etkisinden dolayr amonyum nitroje gore tercih edilir [9],
[62], [63]. Hidroponik ¢ozeltilerde amonyum karisik azot kaynaginin bir pargasi olarak
kullanilabilir. Fakat birincil azot formu olarak kullanildigi takdirde Grin (ekin)
yetersizligi artar [61], [62], [63]. [64], [65], [66]. Pratikte basaril bir organik hidroponik
sistemi kurabilmek icin organik fertilizerlerden verimli bir bicimde nitrat Gretilmelidir

[6].

Toprakh tarim sistemlerinde, organik glibreler dogrudan topraga verilebirir. Organik
fertilizerlerin topraga dahil edilmesi toprak mikroorganizmalarinin indirgemesi ile
gerceklesir. S6z konusu mikroorganizmalar amonifikasyon ve nitrifikasyon yardimiyla
bitki tarafindan rahatlikla absorbe edilen nitrata cevirirler. Bahsedilen olaylara karisan
olan mikrobiyal gruplar hidroponik solusyonda kdltiire edilebildigi halde organik glibre

kullanimi mimkun olacaktir.

2006 yilinda yukarida anlatilan sorun, Shinohara tarafindan balik esasli eriyebilir glibre
kullanilarak ortadan kaldirilmigitir [6]. Bu glibre kompost, deniz suyu, farkh toprak

orneklerine ilave edilerek nitrat Giretimi gozlemlenmistir.
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2.6 Hidroponik Tarimda Biyolojik Giibre Kullanimi

Gunlimuzde toprakh tarim sistemlerinde PGPR grubu bakteriler tohumlarin biyolojik
verimlerinin arttirmak igin kullanilmaktadir. Uygulanan en verimli yéntemlerden birisi
Tohum Priming (On-Cimlendirme) yéntemidir. Bu ydntem sayesinde tohumlar
ekilecekleri ortama konulmadan oradaki ekolojik kosullarin etkisi altinda olmaksizin
uygun bakteri solusyonlari ile muamele edilerek fizyolojik ve biyokimyasal olarak
cimlenmeye hazir hale gelirler [67]. Bununla birlikte bitkinin ekilecek bolgede
konumunu ve ¢imlenmesinin iyilestiren bazi fizyolojik ve biyolojik degisimler meydana
gelir [68], [69]. S6z konusu yontem, kimyasal uygulamalara nazaran verimi

arttirdigindan daha cok tercih edilmektedir.

Hidroponik sistemlerde biyolojik gibrelerin kullanimi ile ilgili 6rnek sayisi literatlirde

oldukga azdir.

ilk denemeler olduk¢a basarisiz olmustur; Arif ve calisma arkadaslari (1995)
Cyanobacteria’y: biyofertilizer olarak kullanarak fasulye (Phaseolus vulgaris), salatahk
(Cucumis sativus), kavun (Cucumis melo) gibi farkli bitkiler Gzerindeki etkilerini
incelemisledir [70]. Fakat Gglinch haftada fasulye hari¢ tim bitkilerin 6ldtgi rapor
edilmistir. Ekimin besinci gliniinde azot elementi eksikligi bariz bir sekilde izlenmistir.

Buna ragmen butiin bitki varyetelerinde yaprak alani genislime gostermistir [70].

2000 yilinda Baset Mia ve arkadaslarinin hidroponik kosullar altinda muz bitkisi (Musa
acuminata) Uzerinde vyaptiklari calismada  Azospirillum  mikroorganizmasini
kullanmiglardir [71], [72]. Mikroorganizma asili bitkilerin agilanmamis veya 6lu
bakteriler ile asilanmis muzlara nazaran daha ¢ok slrgin blyumesi goésterdikleri
izlenmistir. Bununla birlikte bitki uzunlugu, yaprak sayisi, yaprak alani, total slirgiin

agirligi ve kuru madde iceriginin oldukca yliksek oldugu rapor edilmistir.

Dias ve calisma arkadaslari (2009) marul (Lactuca sativa) ile gercelestirdikleri calismada
biyofertilizerin yani sira farkli oranlarda sivi besleyici solusyon da kullanmislardir [73].
Daha fazla besleyici solusyon iceriginin biyogibre ile olan uygulamalarda blylime

parametreleri Gizerindeki olumlu etkileri kaydedilmistir.

Baset Mia ve arkadaslari (2010) muz bitkisi (Musa acuminata) ile hidroponik kosullar

altinda calisma gerceklestirmistir [74]. S6zkonusu calismada biyolojik glibre olarak
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PGPR kullanilmistir. Mikroorganizma ile asilanmis bitkilerde kdk sacaklari ilk yedi glinde
kayda deger bir bicimde uzama gostermistir. Elde edilen sonuglara gore, kdk uzunlugu
(%33-44), kok yogunlugu (% 76-168) ve kitlesi (%137-141) PGPR asili bitkilerde artis
gostermistir. Buna ek olarak surgin uzunlugu (%123-202) ve azot verimi (%94-144)

seklinde artmistir. Bu bitkilerde kolorofil icerigi de artis sergilemistir.

2010 yilinda dort farkli ticari biyoglibre yardimiyla balkabagi lizerinde gergeklestirilen
calismada “Mychorriza” ve “Microalgae” ile beleyici sivi solusyununun %20 ila %40
azalisinin gerceklestigi uygulamalarda kontrol bitkilerine kiyasla verimin arttig1 ifade

edilmistir [75].

Literatliredeki mevcut ¢alismalarin biylik ¢ogunluguna gore, biyogiibre uygulamalari
bitkisel blyliime ve verim {zerinde dikkate deger bir bicimde olumlu etki

gostermektedir.

2.7 Ekmeden Once Tohum On islemi (Seed Priming)

Bitki hayat donglistiinde cimlenme ve fide yerlesmesi, en hassas asamalardan birisidir.
Dogal kosullar altinda, dormansi (tohum uyku asamasi) c¢imlenmeyi mevsim
degisikliklerinden etkilenerek denetler. Ekin vyetisitirimesinde bitki yogunlugu ve
tekbicimligi oldukca blylik bir 6nem arz etmektedir. Degerli hibrid sebze ve c¢icek
tohumlarin yetistirilmesi acisindan, elverissiz cimlenme kosullarinin bitki cimlenmesi ve

Uniformluguna etkilememesi 6nemlidir.

“Seed priming” islemi tohumlarin kontrolli bir bicimde hidratasyonu ve ardindan
dehidratasyonu olarak aciklanir [76], [77]. Bu sayede tohumdaki dormansi olayi
engellenir ve ¢cimlenme hizlanir [78]. Brocklehurst ve Dearman (1983), havug (Daucus
carota L.), kereviz (Apium graveolens L.), ve sogan (Allium cepa L.) tohumlarina
uygulanan priming isleminin ortalama ¢imlenme hizini arttrdigini gostermistir [79].
Bradford ve arkadaslari (1990) ise, ayni sonucu biber (Capsicum annuum L.) icin
almislardir [76]. Coolbear ve McGill (1990), priming islemine tabi tutulmus domates

tohumlarinin sicaklk ve ozmotik strese karsi daha direncli olduklarini gostermistir [80].

GUnumuzde dort farkh priming metodu kullanimaktadir. Bunlar hidro priming, ozmotik

priming, kati katriks priming ve fici (drum) priming teknikleridir.
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Hidropriming; tohumlarin suyu sokulmak suretiyle dormansinin kirilmasi saglamak
amaciyla uygulanmaktadir [81]. Burada kullanilan suyun havalandiriimasi tercih edilir.

S6z kousu uygulama 6zellikle kurak bolgelerde bitki yetistirmek igin kullanilir.

Ozmotik priming; ozmotik priming islemi, ozmo priming veya ozmotik kosullandirma
teknigi olarak da bilinmektedir [82]. Bu islem sirasinda tohumlar mannitol, potasyum
nitrat (KNOs), potasyum klorir (KCI), polietilen glikol (PEG), veya sodyum klorir (NaCl)
gibi kimyasal sollsyonlara daldirilir. Bunlara ek olarak bitkisel hormonlar veya yararl

mikroorganizmalar bahsedilen ¢6zeltilere eklenebilir.

Kati matriks priming; Bu priming metoduunu uygulanmasi amaciyla tohumlar
¢Ozelmeyen, kati bir matriks icerisinde bekletirlir [83]. Bahsedilen matriks vermikiilit,
diatome toprak veya suyu yiksek derecede absorbe eden baska bir polimer olarak

secilebilir.

Figci priming; Bu islem sirasinda, tohumlarin hidratasyonu doénen bir figinin igine
yerlestirmeleri ile gerceklsmektedir [84]. Burada serbest birakilan su buhari kontrolii

olarak meydana gelir.

Gunlimuzde yukarida anlatilan priming islemlerine ek olarak bitkiye 6zgli olarak
uygulanan, verim Uzerindeki etkisi ispatlanmis yeni yontemlerden birisi “biyopriming”
islemidir. Biyopriming, cesitli biyokontrol ajanlarinin kullanilmasi ile priming islemi
sirasinda tohumlarin kaplamasi olarak ifade edilmektedir. Sistemik biyoajanin tohuma
yerlestirilmesi icin cogunlukla aseton, diklorometan (DCM) ve polietilen glikol (PEG)

kullantlir.

Biyopriming teknigi sayesinde bitkiler pek ¢ok hastaliga karsi direncli hale getirilmeye
amaglanir. Bu amagla akademik c¢alismalar devam ederken, tarimsal alanlarda
uygulamalari icin cesitli formulasyonlar denenmektedir. Revacta olan uygulamalarda

biopriming, diger priming islemleri ile beraber kullanilir.

2.8 Potansiyometri

Potansiyometri; akimin ¢ok az gectigi sistemlerde, indikator elektrotla referans elektrot
arasinda ortamdaki iyonlarin aktivitelerine bagli olarak degisen potansiyel farkin
Olglldigi elektrokimyasal bir tayin yontemidir.
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Sekil 2.11’de bir potansiyometrenin galisma prensibini ifade eden elektriksel bir devre
sematik olarak gosterilmistir. Degisken direng ayarlanarak, standart potansiyel
bilinmeyen potansiyele karsi isaretlenir. iki potansiyel esit oldugu an, galvanometreden

herhangi bir akim ge¢mediginden bilinmeyen potansiyel, degisken direncin

pozisyonundan okunabilir.

standart potansiyel
kaynad

dedisken direnc

A ——

pozisyon
ayarlayici

galvanometre

| |
-1 I;
bilinmeyen
potansiyel

Sekil 2.11 Potansiyometrenin calisma prensibinin sematik olarak gdsterimi

Potansiyometrik sistem, bir test hicresi (elektrolitik ¢ozelti), buna baglantili olan
indikator elektrot (degisken potansiyel) ve referans elektrotu (sabit potansiyel) ile
yuksek empedansli bir potansiyometreden olusur (Sekil 2.12).

Dijital
Potansiyometre

« B
Lo e
Referans Indikator
Elektrot Elektrot
Analit —1 N ! Aktif Elektrot
Cozeltisi | .. v S | Yozeyi
\\V,/

Sekil 2.12 Basit bir potansiyometrik sistem

31



2.8.1 Potansiyometri Tekniginin Tayin ilkesi

Membran kapli bir iyon secici elektrotta, iyon secici membran vasitasiyla i¢ standart ve
test ¢ozeltisindeki iyonlari birbirinden ayrilir. Elektronlar, iyonlar veya test edilen
iyonun yikli veya notral kompleksleri, membranin i¢ kisimlarina dogru i¢ standart
¢Ozeltinin kompozisyonuyla orantili olarak tasinir. Bu sekilde olusan faz sinir potansiyeli
[85], standart referans elektrot yari hiicresiyle membran elektrot yari hicresi

birlestirilerek olcalar.

aA+bB+ +ne” = ¢cC+dD + -

Bir elektrodun potansiyel farki (E), Nernst (Nernstian) Esitligiyle verilmektedir (Esitlik
2.1).

RT . [C]°.[D]%

— g0 _ )
E=E In :A]“.:B]b.... (2.1)

n.F
E = indikator elektrot potansiyeli

E° = Standart elektrot potansiyeli

R = Gaz sabiti, 8.314 J.mol™*.K*

T = Sicaklik, Kelvin (0 'C, 273.15 K)

F = Faraday sabiti (96486 Jvolt™)

[A], [B], [C] ve [D] = Elektrotta hissedilen iyon aktiviteleri

a, b, c ve d = yari reaksiyonda yer alan her bir tlriin mol sayisi

n = Alinan-verilen elektron sayisi veya membrandaki aktif iyon yakuddr.

a;, iyon aktivitesi olmak Uzere, esitlik tek bir iyon icin yazildiginda ise, Esitlik 2.2’ye

dondsur.

_ g0 BT,
E=E"+ — Ina; (2.2)

Mn.+
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(%) ; Anyonlar icin (-), katyonlar igin (+).

Eger iyon aktivitesi a;‘den a,‘ye degisirse potansiyel degisimi Esitlik 2.3’teki gibi ifade

edilir.

E=E" + e n— (2.3)

Cozeltide iyon aktivitesinin degisiminden kaynaklanan elektrot cevabi logaritmik olarak

gozlenir (Esitlik 2.4).

2,302.R.T
lo

— p0 gz
E=E"% 9 o (2.4)

n.F

Olgiimler 25°C de alindig1 takdirde sabit sayilar yerine yazilmasiyla Nernst Esitligi

asagidaki forma donusdr.

0,0592 as
log — (2.5)

n €y

E=E"+

Buna goére 25°C'de E-log a iliskisinin teorik degisimi n yuklu iyonlar i¢in 59.2/n mV
olarak hesaplanir. Bu degisim genel olarak katyonlar igin pozitif anyonlar igin ise,
negatiftir. Dolayisiyla tek yikld, iki yikla ve (g yikli iyonlar icin bu deger sirasiyla 59.2,
29.6, ve 19.8 mV seklinde ifade edilir [86].

2.9 Sensorler (Elektrotlar)

Elektrot, birden fazla devrenin yanyana getirilmesiyle olusan ve bu devreler arasindaki
potansiyel farkini 6lcmeye yarayan diizeneklerdir [87]. Buna gore elektrotlar elektrik
iletkenleri olup bir devrenin metal olmayan kismi ile baglantiyi saglar. “Elektrot”
kelimesi ilk defa Michael Faraday tarafindan kehribar anlamina gelen Yunanca

“elektron” kelimesinden tiiretilmistir.
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Elektrokimyasal hiicrelerde elektrotlar anot ve katot olarak birbirnden ayrilmaktadir.
Anot, adi gecen hiicrede elektronlarin goctligli oksidasyonun meydana geldigi elektrot
olarak bilinirken, katot ise, elektronlarin kabul edildigi rediksiyonun gergeklestigi

elektrot olarak bilinmektedir (Sekil 2.13).

=

Elektron Voltmetre

akigt

Tuz koprusu

Anot k\*()..\‘i{- =V _| Katot

B i
isw ﬁil

/ll(N():i;l.u(v Cu(NO1)»(aq)

Sekil 2.13 Ornek bir elektrokimyasal hiicre

Birincil elektrokimyasal hiicrelerde reaksiyon dénisimli olmayalp anot her zaman
negatif elektrot iken, katot ise, pozitif ylklidir. Buna ek olarak sistemin tekrar

yliklenmesi s6z konusu degildir.

ikincil elektrokimyasal hiicrelerde ise, reaksiyonlar doniisimli olup hiicre desarj

olabildigi gibi tekrardan da yliklenebilmektedir.

2.9.1 Referans Elektrotlar

Bir potansiyometrik hiicrede potansiyeli degismeden kalabilen elektrotlara “standart
(referans) elektrotu” denir [88]. Diger bir deyisle, standart elektrot, potansiyeli tam
olarak bilinen bir yari hiicredir. Referans elektrotlarin potansiyeli, lGzerinde ¢alisma
yapilan ¢ozeltiye bagli olmayip incelenen ¢ozeltide bulunan analitin veya diger iyonlarin
konsantrasyonundan etkilenmez. Fakat sicaklikta meydana gelen degismeler referans
elektrotlarin potansiyellerinde bir miktar degisime sebep olabilir. Referans
elektrotlarda bulunan i¢ cozelti seviyelerinin Ol¢im esnasinda numune ¢ozeltisinin
seviyesinden daha yiksekte tutulmasi onerilir. Clinkii numuneden gelen bazi iyonlar

elektrot icerisine difiize olarak Ag* veya ng2+ iyonlariyla ¢okelek olusmasina sebebiyet
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verebilmektedir. Bundan kaynaklanan hatalarin en aza indirilmesi igin ¢ift bolmeli

referans elektrotlarin kullanilmasi tercih edilen ¢éziimlerden birisidir [89].

2.9.2 Giimiis/Glimiis Kloriir Referans Elektrodu

Glmis/glimis klorir referans elektrodu, bir giimis telin yizeyinin AgCl ile
kaplanmasiyla elde edilir (Sekil 2.14). Elektrot derisik KCI ¢ozeltisine yerlestirildigi
zaman standart hidrojen elektroduna karsi 25 °C sicaklikta 198 mV’luk bir potansiyel
uretir. Uretilen potansiyel, Nernst esitligi ile de tanimlandig lzere, ¢ézeltinin klorir

konsantrasyonu tarafindan belirlenmektedir [88].
Klorir konsantrasyonu sabit kaldigi stirece elektrodun potansiyeli de sabit kalir.
AQCF{;{} + g = AE-::‘::- + I~

E = Efgc; — 0.0592log[ [CI]7]

i (2.6)

Bu elektrotta en ¢ok kullanilan elektrolit KCI’ dir. KCI, pH 6lciimlerinde girisim yapmaz.
Diger yandan potasyum iyonu ile klorir iyonunun mobiliteleri hemen hemen birbirine

esittir. Elektrodun hicre ile baglantisi gozenekli bir tuz kdprisu ile saglanir.

AgCl

KCI, 3.5 mol dm™

/

Sekil 2.14 Ag/AgCl referans elektrot
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Basit, ucuz, kararh, toksik etkiye sahip olmamasi, Uretiminin kolayligi ve 275 °K’lik
sicakliklari bile kapsayan genis bir sicaklik araliginda kullanilabilmesinden dolayl en
yaygin kullanilan referans elektrottur. Buna ek olarak, c¢ok kigik ebatlarda
Uretilebilmesi de toksik civa igeren kalomel elektroda karsi en 6nemli Gstlinliklerinden
biridir. Fakat adi gecen Ag/AgCl elektrotta, cozeltilerle temas eden tuz koprisinin
¢Ozlinmeyen gimuis kompleksleri ile tikanma egilimi blylk bir dezavantaj olarak

gosterilmektedir [90].

2.9.3 Kalomel Referans Elektrot

Kalomel elektrot, standart hidrojen elektroduna karsi 25 °C sicaklikta yaklasik 244 mV
potansiyel olusturan bir civa/civa klortir hicresi olarak tanimlanmaktadir [88] (Sekil

2.15). Elektrotta gerceklesen reaksiyon asagidaki gibidir:

HQ:C"::I{‘+ 2e” = EHE,E,-'- 2(:'1_

Esitlik 2.7’den de anlasildigi lzere vyari hicre potansiyeli, klorir iyonu

konsantrasyonuna baghdir.

E=EY .. — 00592log [CI]7]
g Clz (2.7)

Hg
KCI yoniinden doygun i¢ referans ¢ozeltisinin kullanildigi kalomel elektrot “doygun
kalomel elektrot” olarak isimlendirilir. Doymus KCI ¢o6zeltisi kullanilmasinin sebebi,
sivinin  bir miktarinin buharlasmasi durumunda bile klorir konsantrasyonu

degismemektedir.
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Sekil 2.15 Kalomel referans elektrotun yapisi

Sicakliktan etkilenme orani gimus/gumus klorir referans elektrota gére daha fazladir.
Bu ylizden 80 “C’'nin Gzerindeki sicakliklarda tercih edilmez [90]. Ayrica, icerdigi civanin
toksik olmasi da 6nemli bir dezavantajdir. Gimus/gtuimus klorir referans elektrota gore
kirlenmeye daha az egilimlidir. ClinkU civa/civa kloriir ara ylizey bir tlpin icerisinde

muhafaza edilir ve dogrudan elektrolitle temas halinde degildir.

2.9.4 Diger Tip Referans Elektrotlar

Son yillarda gelisen mikro Uretim teknikleri iyon segici elektrotlarin mikro boyutlarda
Uretimini imkan vermistir. Ancak mikro boyutlarda iyon segici elektrot sistemlerinin
Uretimi, klasik referans elektrotlarin 06zelliklerine sahip mikro boyutlarda uygun
referans elektrotlarin lretilememesi sebebiyle bazi sorunlarla karsi karsiyadir. Bu
sebeple, son yillarda mikro referans elektrotlarin Uretilmesi Gzerine yogun calismalar
yapilmaktadir. Kullanimda olan mevcut mikro referans elektrotlar genel olarak bir
Ag/AgCl elektrodun, igerisine elektrolit ilave edilmis polimerik bir maddeyle kaplanmasi
[91], [92], [93] ya da elektrolit iceren hidrojele daldirilmasiyla hazirlanir. Kullanilan
hidrojelin bir ucu sivi temasini saglayan hidrofobik bir membranla kaplanir. Ramires ve
ark. (2005), bakir tel yizeyine grafit epoksi karisimi uygulayarak kompozit bir referans
elektrot Gretmislerdir [94]. Maminska ve Wroblewski (2006), Ag/AgCl’nin ylzeyini 6nce
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poliHEMA ile kaplayip 0,01 M KCI ¢o6zeltisinde kosullandirdiktan sonra, yapisinda
lipofilik tuz iceren PVC ile kaplayarak bir mikro referans elektrot elde etmislerdir [95].
PVC membrana eklenen lipofilik tuz biyik anyon ve katyonlardan olustugundan,
elektrot sinyaline ¢ozeltideki iyonik tiirlerden gelen etkileri azaltarak sabit ve kararl bir
potansiyel lretilmesine katki sagladigi ifade edilmistir. Buna ragmen uzun siireli sabit

ve kararli potansiyele sahip mikro referans elektrotlar hala lGretilememistir.

2.9.5 iyon Segici Elektrotlar (ISE)

lyon secici elektrotlar (ISE), farkh iyonlarin varliginda segici olduklar iyonlarin
aktivitelerinin potansiyometrik olarak belirlenmesine imkan veren elektrokimyasal
sensorlerdir. ISE’ler ile yapilan 6l¢climler genellikle sulu ¢ozeltilerde yapilmaktadir [96].
Bu sensorlerin yiklu turlere karsi cevabi, cam, kati kristal, seramik veya polimer gibi
farkli maddelerden hazirlanan iyon secici membranlar tarafindan olusturulur [97]. iyon
secici elektrotlar, serbest iyonun aktifligine duyarli oldugundan iyonik siddet sabit
tutuldugunda konsantrasyon aktiflikle dogru orantili olup ISE ile konsantrasyonlar elde
edilir. Bununla birlikte, hi¢bir elektrot sadece tek bir iyona cevap vermedigi halde, belli
bir iyona karsi bariz bir secicilik gosterir. Sensorlerin secici ozellikleri, membrani
olusturan materyalin yapisi, veya Olcllecek tlire 6zgli kompleks olusturucu ajanlarin
membranin yapisina katilmasiyla ortaya cikar. lyon secici elektrotlar olarak asagidaki

sekilde siniflandirilabilir:

Cam iyon secici elektrotlar,

e Kaplama tel elektrotlar,

e Kati hal iyon secici membran elektrotlar,
e Gazve enzim elektrotlar,

e Sivi membran iyon secici elektrotlar,

e Kompozit elektrotlar.
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2.9.6 Cam iyon Segici Elektrotlar

Secici membranin ince bir cam parcasi oldugu iyon secici elektrotlar cam elektrot
olarak bilinir. Cam elektrodun segiciligi camin kimyasal bilesimine bagl olup genel

olarak cam elektrotlar, H" iyonuna karsi duyarliliklari ile tanimlamaktadir (Sekil2.16).

Cam Membran ! Cozelt

0
o e Silisyum
3 Oksijen
O +
O Na
o HY
u]
o]

Membran-Cozeli
ara yizeyi

Sekil 2.16 Membran ¢6zelti ara ylizeyindeki iyon degisimi

Konsantrasyonlari farkh iki asit ¢Ozeltisi 6zel olarak hazirlanmis bir cam membran ile
ayrildiginda protonlar cam membranin silikat yapisindaki hareketli sodyum iyonlariyla
yer degistirir [96]. Bdylece membranin i¢ ve dis yiizeyindeki H* konsantrasyonunun
degisimiyle bir potansiyel farki gézlemlenir. Olusan bu potansiyel farki dlctlerek Nernst
esitliginden H* konsantrasyonu hesaplanabilir. Buna gore, pH ile potansiyel fark

arasindaki iliski Esitlik 2.8’deki gibidir.

Ey = k(sbt)-0.0592.pH (2.8)
Buna ek olarak, degisik cam kompozisyonlari ile tek yiiklii katyonlara (Li*, Na*, K*, Rb",
Cs" ) duyarli cam elektrotlar diretilmistir. Bu cam membranlar; Al,0s, B,0s, SiO,, Na,O
Li,0, K,0, GeO,, Rb,0, Cs,0, Ca0 gibi metal oksitlerin degisik kombinasyonlarinin farkl
oranlarda biraraya getirilmeleriyle elde edilmistir. Ornegin, Eisenman ve ark. (1957)

Na® ve K'-segici cam elektrotlarin bilesimlerini % mol cinsinden sirasiyla SiO,-Al;0s-
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Na,O (71:18:11) ve SiO,-Al,05-Na,0-CaO (63:7:27:3) olarak gostermislerdir [98].
Eisenman (1962)in bildirdigine gore Schiller (1924) camin yapisindaki Al,03 ya da B,03
oraninin artmasinin camin hidrojen iyonu yaninda Na® iyonuna karsi da duyarliiginin
artmasina sebep olmustur [99]. Eisenman diger bir ¢alismasinda, K+ ve H+ iyonlarina
karst en iyi Na* seciciliginin lityum-alimino-silikat sisteminde elde edildigini,
membranin Na* iyonuna, K* iyonundan 100000 kat daha segici davrandigini ifade
etmistir [99]. Abe ve ark. (1997) vyaptiklari bir calismada sodyum-aliimina-silikat
sistemlerinde mol cinsinden Na,O/Al,03; orani 1 oldugunda elektrodun diisiik Na*
konsantrasyonlarinda bile iyi bir potansiyometrik cevap sergiledigini belirtmislerdir

[100].

2.9.7 Kaplama Tel Elektrotlar

indikatér kaplama tel elektrotlari, bazi polimer veya sivi membranlarin bir metal tel
Uzerine dogrudan kaplanmasiyla hazirlanir [101], [102], [103], [104], [105]. Burada
genel olarak kaplama Pt, Ag, Cu veya Ag/AgCl yuzeyin Uzerine yapilmaktadir. Bu tip
elektrotlardaki en 6nemli sorunlardan birisi, kaplanan membranin metal yapi ile

uyumsuzlugundan dolayi kaynaklanan, metal ylizeyin tele iyi yapismamasidir.

2.9.8 Kati Hal iyon Segici Membran Elektrotlar

Bu tiur elektrotlar, 6zel yontemlerle hazirlanan iyonik kristallerden ibaret olup kati

materyal, i¢ cozelti ile dis ¢Ozelti arasinda bir iyon secici zar gibi davranmaktadir.

Bu tip elektrotlarin bir iyona duyarliigl, bu iyonun membran matriksi icinde bagil
hareketliligine ile membranin iyon degisim kapasitesine baghdir. Sekil 2.17'de, 1969
yilindan beri kullanilan F-segici kati hal kristalin elektrotun sematik yapisi

goriilmektedir.
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———— potansiyometreye

0.1 M NaF + 0.1 M NaCl
dolgu gézeltisi

Ag/AgCl elektrot

inorganik kristal
LEIFS."I EuF2

Sekil 2.17 F" iyonu segici kati hal kristalin elektrot

Bu elektrotta membran olarak EuFs/LaFs kristali kullanilmistir. Diger yandan bu sinif
elektrotlarda bazi az ¢ozinir tuzlarin (6rnegin Ag,S) preslenmis peletleri de membran

olarak kullanilabilmektedir [106].

Cizelge 2.2 Bazi kati hal iyon segici elektrotlar ve ¢calisma araliklari [107]

Olgiilen lyon | Membran Blciim Araligl, M Olgiilen lyon | Membran Blciim Araligi, M
F LaF; Doygun-1.10" Ag’ Ag,S Doygun-10*
cr AgCl 1-10° cd* CdS/Ag,S 10"-107
Br AgBr 1-.10° cu® CuS/Ag,S 1-10”
r Agl 1-10°% Pb*" CuS/Ag,S 10"-1.10”
SCN’ AgSCN 1-10°

2.9.9 Sivi Membran iyon Segici Elektrotlar

Sivi temelli iyon secici elektrotlarin ¢alisma prensibi kati hal ve cam elektrotlarin
calisma prensibine benzemektedir. iyon miktari ile iliskili bir membran potansiyelinin
olusabilmesi i¢cin, membranin her iki ylzeyinde bir iyon degisim dengesi bulunur.
Potansiyelin él¢llebilmesi icin membrandan ¢ok kii¢lik bir elektrik akiminin gegebilmesi

gerekmektedir. Cam elektrotta bu akim, cam icerisindeki hareketli H*

iyonlari ile
gerceklesir. Sivi membranlarda ise, s6z konusu akim, membran icinde hareketli anyon

veya katyonlar vasitasiyla tasinir (Sekil 2.18).
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[—* potansiyometreye

organik s
iyon degistirici

AgCl ve CaCl, lle

doyurulmus sulu gozelti

AglAgCl

referans elektrot

s iyon degistirici ile
doyurulmus gézenekli

hidrofobik membran

Sekil 2.18 Sivi membran iyon segici bir elektrot

Daha o6nce lzerinde calisilan bazi sivi membran iyon segici elektrotlar ve 6zellikleri

Cizelge 2.3'te 6zetlenmistir.

Cizelge 2.3 Bazi sivi membran iyon segici elektrotlar ve 6zellikleri

o) civa(ll)

Dogrusal
) H -
ISE Calisma lyon degistirici Plastiklestirici ar’;llél ya:a::stli?:ler Referanslar
araligi, [2]
Dimetil 1-(4-
nitrobenzill)-8-okzo- Nitrofenil (Zamani ve
Ca®* | 8x107-10" |2,8-dihidro-1H- oktileter 3-11 K*, Ba** ark., 2006)
pirazolo[5,1alizoindol- (NPOE) M
2,3-dikarboksilat
N,N-dialkil-sim-
. AR dialll-sim Dioktil sebakat K" (Ohki ve
N 3x10°-10™ | 4; 2.9
a X dlbt'enzo-16jcrown-5- (DOS) Maeda, 1994)
oksiasetamit
Salsilat, I,
] ) Trioktilmetil amonyum Dibutilftalat (Ardakani ve
10°-1 2-9. - SN
NOs | >x10 Kloriir (DBP) 95 | Br,SCN, | g4k, 2004)
CN
2,2-[1,2-etandil- cr, (
B 6 Dibdtilftalat 'Ardakani ve
ClO, 10°-1 bis(nitriloetilidin)]-bis- (DBP) 3.5-12 F, NO,, ark., 2005)
fenolato uranil HCO5
bis(2- Dibitilftalat SCN', NO,, | (Amini ve ark
10°-10" k iazol 2.5-11 e v
0°-10 merkaptobenzotiazolat (DBP) 5 clo, 2003)
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Degisik bilesenler uygun oranlarda bir araya getirilerek sivi membranlar olusturulur. Bu

bilesenler ve 6zellikleri kisaca su sekilde siralanabilir:

Polimer matriks; Polimer matriksler, icerisine iyonofor maddelerin eklenmesiyle bircok
farkl tir icin secici elektrotlarin olusturulmasinda kullanilir. Polimer matriks membrana
mekanik kararlilik saglamak ile beraber biyolojik uyumluluk, tutunma gibi ek o6zellikler
de kazandirir. ISE hazirlamada kullanilan polimerlerin sahip olmasi gereken onemli
Ozelliklerden birisi camsi gecis sicakliklarinin oda sicakliginin altinda olmasidir [108].
Silikon [109], bazi metakrilatlar [110] ve poliGretanlar [111] bu 06zelligi tasiyan
polimerlerler olarak belirtilir. Buna ragmen, en yaygin kullanilan polimer PVC'dir. PVC
kullanilarak hazirlanan membranlarda plastiklestirici madde de 1:2 oranla

kullaniimalidir.

Plastiklestirici; Plastiklestiriciler polimer matriksin vizkozitesini azaltmak, membran
fazinda yer alan bilesenlerin hareketliligini saglamak amaciyla kullaniimaktadir. PVC
membranlarin agirhkl bilesenleri olan plastiklestiriciler, hem iyonlarin organik faza
tasinimini, hem de iyonofor maddeyle komplekslesmelerini etkileyen bir membran
¢Ozliclisii olarak islev gorirler [112], [113], [114]. Homojen bir organik faz elde
edebilmek icin kullanilan plastiklestiriciler polimerle uyumlu olup diger membran
bilesenlerini de icerisinde c¢6zebilmelidir. ISE membranlarinin yapilarinda en ¢ok
kullanilan plastiklestiriciler, 2-nitrofenil oktil eter (o-NPOE, polar) ve bis (2-etilhekzil)
sebekat (DOS, apolar)tir.

Lipofilik iyonik katki maddesi; lipofilik iyonik katki maddeleri, iyon degisimine
katilmayan lipofilik anyon/katyon ve iyon degisimine katilan karsit iyonlardan meydana
gelen tuzlardir. lyonik kisimlar nétral iyonik tasiyici iceren membranlarin
elektronotralitesini saglayarak ana iyonla birlikte onemli miktarda karsit iyonun
membran fazina gecisini azaltmaktadir. Boylece membran sadece ana iyon ile ayni
yike sahip iyonlar icin gecirgen olup teorik Nernst davranisi sergiler. Ayrica lipofilik
iyonik kisimlar, membranin elektrik direncini azaltirlar. S6z konusu 06zellik mikro
boyutlarda elektrotlar icin 6nem ar etmektedir. ISE membranlari ¢ok kiiglik miktarlarda

iyonik katki maddeleriyle uygun bir sekilde g¢alistiklari halde, iyonik kisimlarin katki
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maddelerinin eklenmesi tavsiye edilir. Lipofilik iyonik kisimlarin varhgi, élgiilen iyonun
toplam konsantrasyonunu membran fazinda sabit tuttugu gibi iyon-iyonofor
kompleksinin optimum stokiyometrisi ile membran segiciliginin ayarlamasinda

kullanilabilir [115].

Lipofilik tuz; baslangicta lipofilik tuz veya lipofilik inert elektrolitlerin membrana
eklenmesi, iyon degistirici 06zelligi olmadigindan membranin elektriksel direncini
dislirmek icin Onerilmistir [116]. Daha sonra ise, membrana tetradodesilamonyum
tetrakis (4-klorofenil) borat (ETH 500) ilavesinin, membranin disiik polarliga sahip ve
diusiik miktarda aktif bolge icermesi durumunda, cift yikli iyonlarin seciciliklerini tek

ylkli iyonlara karsi artirdigi ifade edilmistir [117].

Iyonofor; iyonoforlar membranin segiciligini belirleyen anahtar bilesenlerdir. ideal
durumlarda iyonoforlar hedef iyonla geri donlsimll, kismen glcli kompleksler
olustururlarken, diger iyonlarla kompleks olusturmazlar. Membran bilesimini sabit
tutmak amaciyla iyonofor madde membranin icerisinde tutuklanmalidir. Bu sebeple
iyonofor madde, baglanma merkezleri disinda ¢ok sayida lipofilik gruplar da

bulundurmalidir.

Sivi membran elektrotlarinda, membran hidrofobik bir iyon degistirici emdirilmis
sividan olusmaktadir. iyon degistiricilerin genel 6zelligi, zit isaretle yiikli bolgelerinden
ve organik notral bollimlerinden kiglk iyonlart baglama yetenegi olarak
actklanmaktadir. Membran yilizeyinde iyon-degisim islemi daha hizli olup elektrodun
seciciligi ozellikle bu iyon degisim islemi sirasinda olusan kompleksin kararliligina

baglidir.

2.9.10 Kompozit Elektrotlar

"Non-konvensiyonel kati hal iyon secici elektrotlar" olarak da bilinen kompozit
elektrotlar, iyon secici elektrotlarin yeni bir tiri olup 1980'li yillarda (retilmeye

baslanmistir (Sekil 2.19).
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Balar tel

Flastik izolasyon

Kat-hal kompozit
Sekil 2.19 Kati Hal Kompozit Elektrot
Minyatir olarak hazirlanabilme ve uzun omirli olma o6zelliklerinden dolayi ilgi cekici
bir elektrot tipi olup karbon ve polimerik inert bir matriks igine organik veya inorganik
iyon degisim reginesinin eklenmesi yoluyla hazirlanmaktadir [118]. Son vyillarda
hazirlanan metakrilat ve akrilat temelli kompozit elektrotlar disiik tayin limitlerine

sahip olma o6zellikleri ile dikkat cekmektedir [119].

2.9.11 iyon Segici Elektrotlarin Performans Ozellikleri

2.9.12 Segicilik

Sadece tek bir iyonik tirl 6lcen bir ISE olmadigindan A iyonunu 6lgmek igin kullanilan
bir elektrot B iyonuna da duyarh olabilir. Diger iyonlarin varligi elektrot performansini

onemli 6lclide etkiler.

Secicilik ilk kez Nikolskiy tarafindan hidrojen ve sodyum iyonlarina duyarlilik gosteren
cam elektrot igin kullanilan bir tanimdir. Elektrot potansiyeli, segicilik katsayilari

kullanilarak Nikolskiy-Eisenman esitligi (Esitlik 2.9) ile ifade edilmektedir.

- o ZA."“T ~
oot Y iggor o) 2o

as = Olglilecek iyonun aktivitesi
ag = Girisim yapan iyonun aktivitesi
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Zp, g = Herbir trin yiki

1__'_19:'
*a.5 = Secicilik katsayisi

ISE’lerin secicilik katsayilarinin hesaplanmasi, temelde karisik ¢ozelti (mixed solution)
metotlari ile ayri ¢ozelti (separate solution) metotlari olmak (zere iki farkl yéontem
kullanilarak gerceklestirilir. Bu yontemler de kendi iclerinde farkh hesaplama sekilleri
icerirler [120]. Nikolskiy-Eisenman esitligine gore elektrotlar sadece ana iyon igin degil,
girisim yapan bltln iyonlar icin de Nernst cevabi sergiler. Potansiyometrik secicilik
katsayilarinin  belirlenmesinde kullanilan ¢ogu deneysel yontem bu esitlige
dayanmaktadir. Nikolskiy-Eisenman esitligi, ana iyon ve farklh yukli iyonlarin
potansiyele onemli derecede katkida bulundugu konsantrasyon araliklarinda,
potansiyometrik cevabi dogru olarak tanimlayamadigindan iyon karisim ¢ozeltilerinde
elektrodun ana iyona cevabini dogru olarak tanimlamak amaciyla daha karmasik

esitlikler kullanilmahidir.

2.9.13 Cevap Zamani

Cevap zamani temelde elektrodun fiziksel yapisiyla ilgili bir 6zellik olup membranin
duyarh kismiyla ¢ozeltideki iyonlar arasinda bir dengenin kurulabilmesi icin gecen sire
olarak bilinmektedir. Cevap zamani ile ilgili hesaplamalar icin Uluslararasi Temel ve
Uygulamal Kimya Birligi (IUPAC) tarafindan glnimize kadar farkh yontemler
onerilmistir. Bu yontemlerden birinde cevap zamani, dengedeki hallerde gbzlenen
potansiyel degisiminin % 95’inin gergeklesmesi icin gegen siire (tgs) olarak ifade edilir

[86] (Sekil 2.20).
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A
5 AV %95 AV
/"——_————"—_ 1
tos
Zaman

Sekil 2.20 IUPAC’a gore cevap zamani (tgs)

Diger bir yontemde ise, birim zamanindaki potansiyel degisimi icin bir 6l¢ut belirlenir
(AE/At <1 mV gibi). Bu kriterin saglanabilmesi icin gecen siire, cevap zamani olarak
kabul edilmektedir (Sekil 2.21) [121]. Bu kriter, deney kosullari veya ol¢iimlerden
beklenen dogruluk derecesine gore degisebilmektedir. Ornegin klinik &lciimlerde
elektrotlarin potansiyel degisim araliklari dar oldugundan, bu kriter 0,1 mV/dk olarak

secilebilir.

”’élg:

L]

Potansiyel

59 mV

Zaman

Sekil 2.21 IUPAC’a gore cevap zamani (AE/At)
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Girisim yapan tirler, bir Nernst cevabi olusturacagindan ana iyonlarin tasinmasini
geciktirerek cevap zamanini etkiler. Elektrotlarin cevap sireleri asagidaki islemlerle

kisaltilabilir;
e Etkili karistirma,

e Membran ylzeyini etkileyebilecek kirliliklerin uzaklastiriimasi veya cok kigik

membran yuzeyli mikroelektrotlar kullaniimasi,
o Olgiim sirasinda ¢dzelti konsantrasyonunun disiikten yiiksege dogru ilerlemesi.

Noétral tasiyici membranlarda, cevap zamanini etkileyen en 6nemli faktérleden birisi
¢Ozeltideki iyonun aktif maddeye (ligant veya kompleks) tutunma hizidir. Buna ek
olarak iyon ekstraksiyon kapasitesi, diflizyona karsi direng, membran kalinligi ve

membrandaki ¢ozliclinlin polaritesi de cevap zamanini etkileyen diger faktorlerdir.

2.9.14 Tayin Limiti

lyon segici elektrotlarin tayin siniri, membran ara fazinda élciilebilir bir potansiyel fark

meydana getiren en duslik iyon konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir.

lyon secici bir elektrodun kalibrasyon egrisi genellikle iki dogrusal kisimdan
olusmaktadir (Sekil 2.22). Pratik kullanimlarda uygun olmasi agisindan sabit ortam
Olclimlerinde elektrotlarin tayin limitleri, bu iki dogrusal bdlgenin ekstrapolasyonlarinin

kesistigi noktaya karsilik gelen aktivite degeri olarak kabul edilmektedir [86].

Potansivel

ortalama ve
std. hata

' C % Tayin s

.

loga;

Sekil 2.22 iyon secici elektrotlarin tayin sinirlarinin belirlenmesini gésteren érnek bir
grafik

48



Buna karsilik hareketli ortam 6lgiimlerinde tayin limiti hareketli faza gére olgulebilir bir
sinyal Greten konsantrasyon degeri olarak bilinmektedir. Guraltld degerinin 3 kati kadar

ylkseklige sahip olan pikler genellikle 6lcilebilir sinyal olarak kabul edilmektedir [122].

2.9.15 Tekrarlanabilirlik

Hazirlanan iyon secici elektrotlarin tekrarlanabilir potansiyeller vermesi, analiz
islemlerinde hatalarin en aza indirilebilmesi ve analizin glvenilirligi yonlerinden
aranilan onemli bir 6zelliktir. Tekrarlanabilirlik, standart ¢ozeltilerde okunan potansiyel

degerlerinin standart sapmasi olarak agiklanmaktadir [86].

2.9.16 Dogrusal Calisma Aralig

Kalibrasyon grafiklerinden elektrotlarin dogrusal ¢alisma araliklari hesaplanabilir.
Elektrodun dogrusal c¢alisma arahg), kalibrasyon egrisinde veri noktalarinin
dogrusalliktan 2 mV’tan daha fazla sapmadigi aralik olarak tanimlanir. Caligilan
araliktaki  konsantrasyon-potansiyel  degisiminin  dogrusaligi  R®> degeri ile

belirlenmektedir.

2.9.17 Kullanim Omrii

lyon secici elektrotlarin en &nemli karekteristik dzelliklerden birisi kullanim émiirleridir.
Elektrotlarin kullanim 6mdrleri, Nernst cevabi sergiledikleri sire olarak ifade edilir
[123]. Elektrotlarin kullanim omidirleri, on kathk konsantrasyon degisiminde belirli
periyotlarla sergiledikleri potansiyel farklar incelenerek belirlenir. Olgiilen bu
potansiyel farklari kullanilarak, zamana karsi grafikler hazirlanir. Eg§imde dikkate deger

onemli sayilacak bir azalmanin meydana geldigi stire, kullanim émri olarak gosterilir.

2.9.18 pH Calisma Araligi

Elektrotlarin pH ¢alisma araliklari incelenirken, genelde elektrodun segici oldugu ana
iyon konsantrasyonunun 107, 102 veya 10° M’da sabit tutuldugu, farkli pH’lardaki
tampon c¢ozeltiler kullanilir. Bu tampon c¢ozeltilerin pH’si genelde 2-12 arasinda
degismektedir. Bu ¢ozeltilerde bir taraftan potansiyel degerleri okunurken, diger

yandan da potansiyelin pH degerlerine karsi grafige cizilir. Potansiyelde 6nemli bir

49



degismenin gozlemlenmedigi pH araligi, elektrodun pH galisma araligi olarak kabul

edilir.

2.9.19 iyon-Segici Elektrotlarin Avantaj ve Dezavantajlari

2.9.20 ISE’lerin Avantajlar

a) Pek cok kimyasal madde icin genis bir konsantrasyon araliginda dogrusal olarak

degisim gosterirler.

b) Bilinmeyen numunenin bozunmasina sebep olmadan numuneyi ihmal edilebilir

Olclde kirletebilirler.

c) Cevap siireleri genellikle saniye ve dakika gibi kisa siirelerdir. Bu sebeple klinik ve

endustriyel numunelerin tayininde kullanimlari uygundur.

d) Spektrofotometrik dl¢ciimlere uygun olmayan, koyu renkli ve bulanik ¢ozeltilerde

Olclimlere imkan verirler.

e) Ozel olarak hazirlanan ISE’ler ile canli hiicrelerin ici gibi degisik yollarla

ulasilamasi zor olan ortamlarda da 6lciimler alinabilir.
f) Kromatografide dedektor olarak kullanilabilirler.

g) Hem pozitif hem de negatif iyon derisimine hassas olduklarindan olglimler

alinabilir.

h) Kullanimlari hizli ve kolaydir [96].

2.9.21 ISE’lerin Dezavantajlari

a) Elektrotlarla c¢ahsilirken olumlu sonuglar elde edebilmek icin c¢ok dikkatli

olunmahdir.
b) Alinan olgiimlerin kesinligi genellikle % 1’den daha diisuktir.

c) Proteinler ve diger organik maddeler tarafindan kirletilebilirler. Boylece kararsiz

potansiyeller edlde edilir.
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d) Bazi iyonik tirler girisim yapmasi ile elektrotlar zehirlenir.

e) S6z konusu elektrotlar kompleks olmayan iyonlara cevap verdiginden dolayi
ISE’lerle yapilan 6l¢iimlerde ortamda ligant bulunmamasi, varsa da ligantlarin

maskelenmesi i¢in gerekli islemler yapilmahdir.

f) Olgiimler sirasinda ortamin iyonik siddeti sabit tutulmasi analiz isleminin

dogrulugu agisindan olduk¢a dnemlidir [96].

2.10 Spektroskopi

Spektroskopi, elektromagnetik 1simanin ve bazi parcaciklarin bir cisim (bir miktar
madde) tarafindan sacilmasi, yansitiimasi, sogrulmasi veya salinmasi ile ilgilenen bilimi
dalidir [124]. Baska bie deyisle, spektroskopi, elektromagnetik dalga ile molekillerin
etkilesmesini inceleyen, atomlarin elektronik yapilarinin tayin edilmesinde kullanilan

en 6nemli deneysel tekniklerden birisidir.

Bu yontemde bir 6rnekteki atom, molekil veya iyonlarin bir enerji diizeyinden digerine

gecisleri sirasinda absorplanan veya yayilan elektromanyetik isima 6l¢ilip yorumlanir.

Isimai foton adi verilen enerji paketlerinden olusur. Bir fotonun enerjisi, 1sSimanin

frekansina bagh olup asagidaki esitlik ile ifade edilir.

E = hy = hw (2.10)
h: Planck sabiti=6,625 x 107?” erg. sn

v: Frekans (75)

E: Enerji (joule)

Absorbsiyon (sogurma), saydam ortamda atom veya molekillerin elektromagnetik
Isimanin bazi frekanslarinin secimli olarak siddetini azaltmasi siirecinin adidir. Kuantum
teorisine gore, her atom, iyon veya molekiil kendine 6zgi bir takim enerji dlizeylerine
sahiptir. Bunlarin en disuk enerijili olani temel haldir. Oda sicakliginda pek ¢ok atom
veya molekil temel halde bulunur. Fotonun enerijisi, temel hal ile uyariimis hallerden
birinin enerjileri arasindaki farka tam olarak esit ise, bu fotonun absorblanmasi
mumkiinddr. Bu sartlar altinda, fotonun enerijisi, ilgili atom, molekil veya iyona
aktarilir, onu uyarilmis hal adi verilen daha yiiksek enerijili hale gegirir.
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M + hy > M*

Kisa bir stire sonra, “durulama” adi verilen islem sirasinda uyarilimis haldeki atom veya

molekdil fazla enerjisini ortamda bulunan diger tirlere aktararak temel hale déner.

Absorbans (Esitlik 2.12), bir 1sinin absorblayici ortamdan ge¢gmeden onceki siddetinin

gectikten sonraki siddetine orani olarak ifade edilmektedir (Sekil 2.23).

T=P/Po (2.11)
A =-log T =log (Po/P) (2.12)
T: Gegirgenlik
P
B

>

Sekil 2.23 Isik belli bir konsantrasyonda ¢6zeltiyi iceren ortamdan gegerken, absobsiyon
sebebiyle 151k siddeti Po ‘dan P’ye diser.

Lambert-Beer Kanunu’nda ifade edildigi gibi bir ¢ozeltinin tuttugu isik, ¢ozeltinin

konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Esitlik 2.13).

A=abc (2.13)
b: Isigin icinden gectigi ortamin kalinligi (cm)

a: Absorbivite (ekstinsiyon katsayisi) (L/g.cm veya L/mol.cm)

c: Konsantrasyon (g/L veya mol/L)

2.10.1 UV-Visible (UV-VIS) Spektrofotometre

“Eektromanyetik spektrum (EMS)”, evrenin herhangi bir yerinde fizik kurallarinca

mimkin kilinan tim elektromanyetik radyasyonu ve farkli isinim tirevlerinin dalga
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boylari veya frekanslarina gore s6z konusu bu spektrumdaki goreceli yerlerini

belirlemektedir (Sekil 2.24).

Diinya'nin

H H
atmosferinden  ——t— | E
e \/\/\/\/\/\/\/WV\I\N\MWWM
Iginim Tipi Radyo Mikrodalga Kizilitesi Goriiniirigik  Mordtesi X1 Gamaigim
Dalgahoyu (m) 10?2 108 0.5x107° 108 1w’ 10t

Dalgahoyunun
yaklagik dlgedi

Yl TR

Kelehekler ineucu  Tekhicreliler Molekilller  Atomlar Atomn gekirdedi

10°
Hl w@ﬁw
Binalar  insanlar

10t 10° i 109 10 10t 107
Enyogunbu
dalgahoyunda 4
1ginim yapan | J
cisimlerin sicakhd
1K 100 K 10,000 K 10.000.000 K
-272°C -173°C 9.727°C ~10.000.000°C

Sekil 2.24 Elektromagnetik spektrumun siniflandiriimasi

EMS, dalgaboylarina gére Gama isini veya X-isini gibi atomalti degerlerden baslayip
kilometrelerce uzunluktaki radyo dalgalarina kadar birgok farkh radyasyon tipini
icermektedir. Elektromanyetik epektrum teoride sonsuz ve siirekli olsa da, pratikte kisa
dalgaboyu (ytksek frekans) ucunun sinirinin Planck uzunluguna, uzun dalgaboyu (algak
frekans) ucunun sinirinin ise, evrenin fiziksel blytkligine esit oldugu disinilmektedir

(Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4 Elektromagnetik spektrum batlari ve sayisal 6zellikleri

Isin Tipi Frekans (f) Dalgaboyu (A) Enerji
Y (Gama Isinlari) 300 EHz - 30 EHz 1pm-10 pm 1.24 MeV - 124 keV
HX (Sert X-Isinlari) 30 EHz - 3 EHz 10 pm - 100 pm 124 keV - 12.4 keV
SX (Yumusak X- 3 EHz - 30 PHz 100 pm - 10 nm 12.4 keV - 124 eV
Isinlart)
EUV (Uzak 30 PHz - 3 PHz 10 nm - 100 nm 124 eV-12.4eV
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Morotesi)

NUV (Yakin 3 PHz - 300 THz 100 nm -1 pum 12.4eV-1.24eV

Morotesi)
VIS (Gorundr Isik
Arahg)
NIR (Yakin 300 THz - 30 THz 1pum-10 um 1.24 eV - 124 meV
Kizilotesi)
MIR (Orta 30THz-3THz 10 pm - 100 pm 124 meV-12.4
Kizilotesi) meV
FIR (Uzak Kizil6tesi) 3 THz - 300 GHz 100 um -1 mm 12.4 meV-1.24

meV
EHF (Asiri Yiksek 300 GHz - 30 GHz Ilmm-1cm 1.24 meV - 124 peV
Frekans)
SHF (Super Yuksek 30 GHz - 3 GHz lcm-1dm 124 peV -12.4 peV
Frekans)
UHF (Ultra Yiiksek 3 GHz - 300 MHz ldm-1m 12.4 peV - 1.24 peV
Frekans
VHF (Cok Yiksek 300 MHz - 30 MHz Im-10m 1.24 peV - 124 neV
Frekans)
30 MHz -3 MH 10 m - 100 124 neV - 12.4 neV

HF (Yuksek z z m m ne ne
Frekans)
MF (Orta Frekans) 3 MHz - 300 kHz 100 m -1 km 12.4 neV - 1.24 neV
LF (Alcak Frekans) 300 kHz - 30 kHz 1 km - 10 km 1.24 neV - 124 peV




VLF (Cok Alcak 30 kHz - 3 kHz 10 km - 100 km | 124 peV - 12.4 peV

Frekans)

VF/ULF (Ses 3 kHz - 300 Hz 100 km -1 Mm 12.4 peV - 1.24 peV

Frekansi)

300Hz-30H 1Mm-10M 1.24 peV - 124 feV
SLF (Stiper Algak ? ? m m be €

Frekans)

ELF (Asiri Algak 30 Hz -3 Hz 10 Mm - 100 Mm 124 feV - 12.4 feV

Frekans)

Gunumuzde, UV ve gorinir bolgede ¢alisan pek ¢ok ticari cihaz bulunmaktadir.
Bunlarin en basiti kiyaslamanin gozle yapilabildigi kolorimetre cihazlaridir. En karmasik
cihazlar ise, ¢ift-isin yollu kaydedicili cihazlardir. Adi gegen cihazlar, 185-3000 nm
araligina kadar genis bir spektral bolgeyi tarayabilme 6zelligine sahipler. Bu cihazlardan
birisi fotometrelerdir. Fotometreler absorbsiyon analizlerinin yapildigi basit ve fazla
pahali olmayan cihazlardir. Bir filtreli fotometrenin kullanim rahathgi, bakim kolayligi
ve saglamligi cok gelismis spektrofotometrelerde yoktur. Fotometrelerde, ¢ok yilksek
spektral safligin gerekmediginde, kompleks bir cihazda oldugu kadar dogru sonuclar

elde edilebilir.

Diger onemli «cihaz grubu ise, spektrofotometre olarak bilinmektedir.
Spektrofotometreler genel olarak gorliniir boélgede calisan cihazlar ile UV-VIS (gorinir

bolge) bolgede calisanlar olmak tizere iki gruba ayrilirlar.

2.10.2 Goriiniir Bolgede Galisan Cihazlar

Gorunir bolge (VIS) spektrofotometre cihazlari, gorinir bolge olan 380-800 nm
arasinda calisan spektrofotometrik cihazlardir. Bu limitler icinde fakat degisik

araliklarda ¢calismalaya yonelik tasarlanmis ¢ok sayida farkli cihaz bulunmaktadir.
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Gorlinilr bolge spektrofotometreleri ¢ogunlukla basit, tek-yollu, gratingi (prizma
sistemi) bulunan ve c¢cok pahali olmayan aletlerdir. Tasinabilir tipleri cok kullanihr.

Genellikle kantitatif analizlere yoénelik kullanilirlar.

Sekil 2.25'te tipik bir gorinilr spektrofotometrenin sematik diyagrami verilmistir. Bazi
cihazlarda, tungsten-filamen stk kaynagindan c¢ikan sindaki dalgalanmalar
dizenlemek amaciyla kaynaktan once bir referans fototlip konulur. Béylece lambaya
sirekli, sabit bir akim verilme zorunlulugu giderilir. iki fototlip arasindaki sinyal
ylkseltilerek 5,5 inc skalali bir 6lcme aletine gdnderilir. Skala gecirgenlik ve absorbansa

gore kalibre edilmistir.

Spektrofotometre
sanuglarn
okuntmasi
0.21
lens Silit
kaynad veva ad nuriune

Sekil 2.25 Tipik bir gorlintr spektrofotometrenin ¢alisma prensibi

Diger bazi spektrofotometrik cihazlarda kivet (6rnek hiicresi) tutucusundan cikarildig
zaman otomatik olarak 1sin ile dedektoriin arasina giren bir kapak sistemi
bulunmaktadir. Béylece %0 T ayari ve kontroli yapilabilir. Bazi cihazlarda ise, isik
kontrol sistemi V-seklinde bir yariktan olusur. %100 T ayari bu yarigin hareket

ettirlmesi ile gerceklestirlir.

“Spektronik 20” adi verilen 6zel bir VIS spektrofotometre cihazinin ¢alisma araligi 340-
625 nm’dir. Bu araligin Ust siniri bir fototlip ile 950 nm’ye ¢ikarilabilir. Cihazda 20 nm

genisliginde band elde edilebilir ve dalga boyu 6l¢imiinde ki hassasiyet 2,5 nm’dir.

“Turner” adh gorinir bolge spektrofotometre cihazinda bir tungsten filamen kaynak,
"Ebert yerlesimli" bir diizlem yansitma gratingi, ve 210-710 nm araliginda hassas bir
fototlip dedektor bulunur. Sonuglarin okundugu sistem gecirgenlik ve absorbansa gore
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kalibre edilmistir. Once, bir kapak ile lamba ve dedektériin birbiriyle iliskisi kesilerek
gecirgenlik sifira ayarlanirken i1sin yolu (lzerine solvent hiicresi konulur ve sabit 1sik
glcl gecirgenlik %100 olacak sekilde ayarlanir. Bu islemlerden sonra skalada ornegin
gecirgenligi veya absorbansi dogrudan okunur. Cihaz 9 nm kalinhginda band verebilir
ve dalga boyu 0,2 nm hassasiyetle saptanabilir. Fotometrik dogruluk ise, %0,5 A olarak

ifade edilmistir.

“Turner” cihazina uygun olarak tasarlanip hazirlanmis c¢esitli  aksesuarlar
bulunmaktadir. Ornegin déteryum lambasi ilave ederek 210 nm’ye, ilave bir fototiip ile

de 1000 nm’ye kadar 6lgmeler yapilabilir.

2.10.3 Ultraviyole - Goriiniir Bolgeyi Kapsayan Tek - Isin Yollu Cihazlar

UV-VIS spectrofotometre, bir 6rnegin ultraviyole ve gorinir isikta absorbsiyon ve
yogunlugunu 6lcer [125]. Adi gecen cihazda, UV olciimleri icin UV lambasi (d6teryum),

gorindr 151k olglimleri icin ise, VIS lambasi (tungsten halojen) bulunmaktadir (Sekil

cizik I@ UV lambas
Difrakiometre ; | \nﬂ

2.26).

e
I;izik — — ) \E
Grarinir halge
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Sekil 2.26 UV-VIS spectrofotometre cihazinin sematik goriintisi

Bu tip cihazlardan 190-210 nm alt limitlerden 800-1000 nm st limitlere kadar c¢ikan

modeller vardir. Bunlarin hepsinde degistirilebilen tungsten ve hidrojen (veya
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deutéryum) lambalar bulunur. Cogunda dedektor olarak fotomdiltipler tiipler, dagitici

olarak da grating kullanilir. Bazilarinda okuma sistemi digital, bazilarinda ise, skalaldir.

Bu tip cihazlarin performans 6zellikleri oldukca farkl oldugundan sunulduklar fiyatlar
da farklilik gésterir. Ornegin band genisligi 2-8 nm’ye, dalga boyu hassasiyeti 0,5- 2mn

ye kadar farkl cihazlar bulunur.
Bazi sistemlerde diizlem grating yerine konkav grating kullanilabilir.

ik ticari spektrofotometre cihazi 1941 yilinda pazara sunulan, ultraviyole ve goriiniir
bolgede calisabilen, tek-isin yollu “Beckman DU-2"” spektrofotometresidir. Bu cihazda

grating yerine bir Littrow prizmasi bulunur. Optik sistemi oldukca yliksek kalitelidir.

DU-2 spektrofotometrede spektrumun ultraviyole ve goriiniir bélgelerinde calisabilen
kuvartz optik sistemleri bulunmaktadir. Isin kaynaklari, kullanim amacina gore
degistirilebilen diisiik dalga boylarindaki calismalar icin déteryum veya hidrojen desar;j
tupleri, gorlnir bolge icin de tungsten filamen lambasidir (Sekil 2.25). Isin bir ¢ift ayna
ile yansitilarak ayarlanabilir bir slitten (yarik) monokromatdr bolmesine gegirilir,
buradan ise, paralellestirici ayna yardimi ile bir Litrow prizmaya gonderilir. Prizmanin
konumu ayarlanarak istenilen dalga boyundaki isik cikis slitine odaklanir. Optik sistem,
slitlerden giren ve c¢ikan demetler dik bir eksende Ust Uste bulunacak sekilde
ayarlanmistir. Cikan 1sin monokromatori giris aynasinin Ustlindeki slitten gecerek terk

eder.

Hicre bdélmesinde hiicrelerinin kondugu bir tutucu kompartman vardir. Tutucunun

konumu sabit olmadigindan hiicrelerden herhangi biri i1sin yolu Gzerine getirilebilir.

Orijinal DU-2 spektrofotometrelerde biri 190-625 nm, digeri ise, 625-800 nm araliginda
olan degistirilebilir iki dedektor kullaniimaktadir. Gilford, DU-2 cihazinda kullaniimak
Uzere, bir fotometre modernizasyon sistemi gelistirmistir. Sistemde, iki dedektoriin
(fototlip) dalga boyu araligini kapsayan tek bir fotomultiplier kullanilir. Isin
dedektorden sonra bir yiikseltici devresine gonderilerek transduser sinyali absorbansla
dogru orantili olan voltaja cevrilerek okuma digital olarak yapilir. Yine Gilford’un
gelistirdigi bir aksesuar ile hiicre tasiyici kompartman, saniyede bes devir hizla salinim

yaparak ornek ve referans hiicrelerini sirayla i1sin yolu lizerine getirir. Boylece cihaz
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absorbans degerlerini otomatik olarak okur. Dalga boyu, slit-ylritme mekanizmasi ve

bir kaydedici ilave edilerek spektrumun cizilmesi saglanabilir.

Geligtirilmis DU-2 spektrofotometrelerde yiksek kaliteli elektronik kompartmanlar
kullanilarak fotometrik hassasiyet %0,5 A’ya kadar ylikseltilebilir, slit ayarinin uygun bir

sekilde degistirilmesiyle 0,5 nm'den daha kiicik band genislikleri elde edilebilir.

Otomatik olmayan DU-2 spektrofotometreler daha c¢ok belirli dalga boylarindaki

kantitatif analitik 6lcmelerde kullanilir.

2.10.4 Tek-Isinh (Yollu) Bilgisayarl Spektrofotometreler

Tek-1sinh bilgisayarl spektrofotometreler, 190-800 nm (bir aksesuar ile 900 nm'ye
kadar) araliginda calisan bilgisayarli, kaydedicili, tek demetli cihazlardir [125]. Bu
cihazlarla 6nce, 1siIn demeti yolunda referansla bir dalga boyu taramasi yapilir. Alinan
dedektor cikisi sayisal veriye donustlrilerek bilgisayarin hafizasinda saklanir. Sonra
ornek taranir ve saklanan verinin yardimiyla absorbans hesaplanir. Spektrumun
tamami iki saniye iginde gorlntilenir. Tarama hizi 1200 nm/dak’dir. Cihaza bagli olarak
calisan bilgisayar log absorbans, gecirgenlik, tiirev alma, goriintileme, taramalarin
tekrarlanmasi, konsantrasyon hesaplari, pik konumu ve yikseklik tayinleri, ve kinetik

Olgmeler, gibi cesitli islemler yapabilir.

Daha 6nce de deginildigi gibi tek-kanalli cihazlarin ¢ikisi yiiksek enerjilidir ve glirtlti
oranlari blyulktir ve 6rnek bolmelerinde glirtilti oldukga azdir. Diger taraftan, referans
ve ornek ¢ozeltilerinden alinan dedektor cikislarini sirayla kaydetme islemi, kaynaklar
ve dedektorlerdeki Flicker giiriiltiisii nedeniyle fazla hassas olmaz. imalatgi firmalar bu
kararsizligin yeni kaynak dizayni ve fotodedektérdeki hafiza etkilerini giderebilecek yeni

bir elektronik dizaynla giderilebilecegini belirtmektedirler.

Bu cihazlarin fotometrik dogruluklari 0,005 A veya %0,3 T olarak saptanmistir; kayma
0,002A/s’den daha kiguktir. Sabit yariklarin el ile degistirilmesiyle 0,5, 1, ve 2 nm band

genislikleri elde edilebilir.
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2.10.5 Ultraviyole - Goériiniir Bolgede Calisan Cift - Isin Yollu Cihazlar

Ultraviyole-goriiniir bolgede calisan c¢ift-isin yollu degisik spektrofotometreler bulunur
(Sekil 2.27). Bu tip cihazlar tek-demetli olanlara gore daha pahalidir. Cok gelistirilmis

olan tipleri genellikle 185-3000 nm gibi genis bir araligi kapsamaktadir.

Doteryum

lambasi
Ismn 1 Tungsten
birlestirici 0 lamba
A}’llﬂlﬂl'/

Giri: T numune .
TR . Dedektol
araligy \ :
\ i
I | “

Sekil 2.27 Ultraviyole-gorinir bolgede galisan ¢ift-1sin yollu spektrofotometre cihazinin
pargalari

Cift 191k yollu UV/GB spektrofotometre

Otomasyon parametresine gore ultraviyole-goriiniir bolgede calisan cift-isin yollu
spektrofotometreler iki gruba ayrilmaktadir. Otomatik olmayan ultraviyole-gérinir
spektrofotometre cihazi digerine gére daha ucuzdur ve 1sini dagitmak ve giris slitine
gondermek icin konkav bir gratingden yararlanilir. Bir motorla dondirilen sektor
aynasl, demeti ikiye boéler; bunlardan birisi 6rnekten gecerken digeri ise, referanstan
gecer ve tekrar birleserek bir alternatif akim sinyali olustururlar. Bu sinyal blyatalir ve
P ve Poorani sekline donistiralir. Okuma bir gosterge cizelgesi vasitasiyla veya digital

olabilir, bir kaydedici bulunmasi halinde veriler grafik olarak da elde edilebilir.

Diger baska cihaz ise, yiksek performansli kaydedicili bir spektrofotometredir. Fiyati

basit cihazlara gore fiyati oldukga ylksektir.

iki cihazin performans 6zellikleri oldukga farkhdir. Otomatik olmayan cihaz igin, 220
nm'de rasgele 1sin %0,07'den az, dalga boyu dogrulugu 0,4 nm ve dalga boyu

hassasiyeti (tekrarlanabilirligi) 0,2 nm'dir. Ayni Ozellikler otomatik cihazda sirasiyla
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%0,002'den az, 0,2 nm ve 0,1 nm'dir. Otomatik olmayan cihazin potansiyometrik

dogrusalligi 0,005-0,01 A, otomatik cihazin ise, 0,0016-0,003 A seklindedir.

Ayrica otomatik cihazda sekiz (non-otomatikte Ug¢) kaydedici araligi, otomatik slit
kontroll, otomatik %0 T ayari ve konsantrasyonu digital olarak gosteren sistem de
bulunur. Bircok uygulamada, basit ve ucuz cihazlar kullanilarak yeterli sonuclar

alinabilir.

2.10.6 Cok Kanalli Absorbsiyon Cihazlari

1970'li yillarin ortalarinda literatlirde, spektrokimyasal 6lcmelerde dedekt6r olarak
silikon diot dizilerinin ve vidikon tiplerinin kullanildigi gesitli yayinlar bulunmaktadir.
Bir monokromatoériin odak dizleminde bu tip dedektorlerin bulunmasi halinde
spektrum elektronik tarama (mekanik degil) ile elde edilir; bir spektrumu tanimlayan
tim veriler ayni anda alinir. Kontrol gorevi yapan mikroislemciler gibi ¢ok kanalli
dedektorler de c¢esitli kaynaklardan saglanabilir. Bu kaynaklardan bazilari
spektrofotometre Ureten firmalardir. 1980'e kadar ultraviyole-goriiniir bodlgelerde

absorbsiyon analizine uygun elektronik ¢cok kanalli cihazlar tretilemedi.

200-800 nm araliginda absorbsiyon dlgcmelerinde kullanilan bircok kanalli (veya paralel
yollu) spektrofotometre cihazi diger ultraviyole-goriiniir absorbsiyon cihazlarinin
tersine, ornek hicresi kaynak ve monokromatoér arasina yerlestirilmistir. Spektrumun
tim elementlerinin ayni anda go6zlenebilmesi yoninden bu vyerlesim konumu

zorunludur.

Bu cihazda bir tungsten/halojen lambasi ve bir deutéryum lambasindan olusan kaynak
sisteminin konumu oldukga ilgingtir; bunlar, lamba odasi yariginda 200 nm'den 800
nm'ye kadar surekli bir 1sin demeti verebilecek sekilde yerlestirilmislerdir. Boylece
kaynagin anahtarla ayarlanmasina gerek olmaz. Diger énmeli bir 6zellik bir kaynak
elipsi ve bir spektrometre elipsi iceren cift elipsoidal optik sistemidir; Bu diizen kiresel

optiklerle elde edilenden daha yliksek bir 1sin enerjisi yaratir.

Lamba vyarigi ve ornek boélmesi bir elipsin iki odaginda, ornek bdlmesi ve
monokromatore giris sliti diger elipsin iki odaginda bulunur. Bu dizen, referans ve

ornek hucreleri arasindaki alanda g ilave ornek hiicresi ve kip kose aynalar
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konulmasina olanak verir. Buradaki bes i1sin demeti ile dort 6rnegin absorbsiyon

spektrasi 6,4 saniye gibi bir zaman icinde alinabilir.

Bu cihazin 6nemli bir pargasi, bir motor siirliciili dikey saft Gzerine yerlestirilmis bir gift
referans ve sonra da ornek hiicrelerine yonlendirir. Alttaki ayna demeti sirayla
spektrografin elipsoidal giris aynasina yansitir. Giris yariginin iki cenesinin dis yizeyleri
uygun bir sekilde aynalanarak demetin kenarlari iki bliylk alanli fotodioda yansitilir.
Demetin her zaman yarik Uzerinde odaklanmasi ayna saftinin konumu ayarlanarak

saglanir; ayarlama, bir servo mekanizmanin iki diodla kontrol edilmesiyle saglanir.

Monokromatoér, tek bir madde (zerinde yerlestirilmis iki holografik gratingdir.
Gratingler birbirine gore 3,5 derece egimdedirler; bdylece, 200-400 nm araliginda

kirilan i1sin bir dedekt6re yonlenirken 400-800 nm araligindaki diger dedektore gecer.

Dedektorlerin her birinde 211 silikon diod, depolama kapasitorleri, ve 1/1 in¢ kadar
uzunluktaki bir yariiletken cip lGizerinde olusturulmus transistor anahtarlari bulunur; her
diodun aktif ylzeyinin boyutlari 0,6 x 0,5 mm’dir (yarik gorintlisinin boyutlari ile
aynidir). Bu durumda cihazin band genisligi 200-400 nm bdlgesinde 1 nm, 400-800 nm
bolgesinde 2 nm’dir. Ciplerde, her kapasitori seri olarak yikle-yebilen devre vardir.
Yikleme akiminin integrasyonu, kuvvetlendirilmesi ve girilti dizeltmesi bir
onamplifikatorle yapilir. Sinyal bundan sonra bir analog-digital ceviriciden gecerek,
absorbans veya gecirgenligin kiguk bir katot-isini tiplinde goriintiilenmesini saglayan
16-bitlik bir mikro, islemciye gider. Veriler bir 32K RAM de saklanarak daha sonra bir
kaydediciye gonderilebilir. Mikroislemci diger bazi fonksiyonlari verebilecek sekilde
programlanabilir; konsantrasyon ve standart sapmalarin hesaplanmasi, pik
maksimalarinin  bulunmasi, standartlarla kalibrasyon icin egri yerlestirme, ve
absorblayan karisimlardaki her bir bilesenin konsantrasyonunun hesaplanmasi, gibi.
Konsantrasyon hesaplamalarinda her bilesenin standart c¢ozeltilerinin spektrumlari
onceden hafizada depolanir. Bilinmeyen bir maddenin kantitatif verileri, buna en ¢ok

benzeyen bir spektrumun saptanmasi ve hafizadaki bilgilerin senteziyle bulunur.

Tam bir spektrumun alinabilmesi ve islenebilmesi icin gerekli gercek 6l¢ciim zamani 1

saniyeden daha azdir [126]. Olciim sirasi demetin, dedektére 1sin ulasmayacak sekilde
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yonlendirilmesi sirasindaki 6lG akimin saptanmasiyla baslar. Yonlendiriciye sonra,
demeti 6rnek konumuna cevirecek sekilde komut verilir. Demetin dogru konumda
oldugu belirlendikten sonra her bir diod kapasitoriine seri halde akim ylklemesi baslar.
422 kapasitoriin yuklemesi tamamlandiginda 1sin demeti refe-rans hiicreye dondurlir
ve ayni islem tekrarlanir. Son olarak, demet tekrar 6lii konuma getirilerek tekrar bir 6li
akim &lcimi alinir. istenilirse, islem birkac kez tekrarlatilarak sinyal/giriilti oranlarini

yukseltmek icin verilerin ortalamasi alinabilir.

Fotobozunma gostermeyen (veya c¢ok az gosteren) yiksek derecede foto hassas
analitler icin bile 6rneklerin ultraviyole 1sinla temasi ¢ok kisa tutulmalidir [127]. Bundan
baska, fluoresans girisimi en dilsik dizeyde bulunmaldir; fluoresans kiiresel olarak
emitlendiginden, demet yolundaki fraksiyon cihazin gilrilti sinirindan daha az olur.
Son bir 6nemli konu da ters optik dizayninin, 6rnek ve referans ¢ozeltileriyle kaynak ve
monokromator arasina yerlestirilmesidir; boylece, spektrofotometrelerde zorunlu olan

Isik gegirmez 6rnek ve referans ¢ozelti bélmelerine gereksinim olmaz.

Buna benzer cihazlarda ¢ok bilesenli karisimlarin kantitatif analizleri, hizi orta dereceli
reaksiyonlarin ara kademeleri calismalari, kinetik incelemeler ve sivi kromatografisi
veya diger tip kolonlardan alinan bilesenlerin kantitatif analizleri yapilabilir. Cihazin
dezavantajlari, spektrofotometrik ¢alismalardaki sinirh resolisyon giicii (UV'de 1 nm,

gorinir bolgede 2 nm) ve cok pahali olmasidir.

2.10.7 Absorpsiyon Olgiimleri ile Kantitatif Analizler

Absorbsiyon spektroskopisi kantitatif analizlerde kimyacinin yararlandigi en 6nemli
yontemlerden biridir. Spektrofotometrik ve fotometrik yontemlerin dnemli 6zellikleri

asagida siralanmistir:

1. Genis uygulama alani. Daha 6nce de deginildigi gibi, pek ¢ok inorganik ve organik
madde ultraviyole ve goriiniir bolgede absorbsiyon yapar, bu sebeple de hassas
kantitatif analiz yapilabilir. Ayrica absorbsiyon yapamayan pek ¢ok madde de uygun
kimyasal islemlerle absorbsiyon 0zelligi olan maddelere doéndstirilerek analiz

edilebilirler.
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2. Yuksek hassasiyet. Uygun molar absorbtiviteler 10000-40000 arahgindadir, 6zellikle
inorganik maddelerin bazi yik transfer komplekslerinde bu deger oldukca yiksektir;
107* —107> M konsantrasyonlarda hassas analizler yapilabilir; hatta uygun islemlerle

konsantrasyon 10 ® M, 10 7 M'a kadar dusurilebilir.

3. Orta-yuksek secicilik. Bir 6rnekteki sadece absorblayan kismin tayin edilebilecegi bir
dalga boyu bolgesi saptanir ve calismalar bu boélgede yapilir. Ayrica, absorbsiyon
bandlarinin st Uste dismesi halinde baska dalga boylarinda bulunabilecek
absorbsiyon bandlari 6lciimiinden yararlanilarak gerekli diizeltmeler yapilabilir; yani

ayirma gibi bir isleme gerek olmaz.

4. Dogru veriler. Tipik spektrofotometrik veya fotometrik islemlerde konsantrasyon
olcmelerindeki relatif hata %1-3 araligindadir. Gerekli dikkat ve titizligin gosterilmesiyle

bu hatalar binde birkag seviyesine kadar disirilebilir.

5. Kolayhk ve rahatlik. Spektrofotometrik veya fotometrik 6lgmeler modern cihazlarda

cok kolay ve siiratle yapilabilir [128].

Kantitatif absorbsiyon yontemleri, sadece maddenin miktarini belirten sayisal
degerlerin bulunmasina degil, ayni zamanda c¢esitli kantitatif kimyasal bilgilerin elde

edilmesine de olanak verir.

2.10.8 Absorblayici Maddelere Uygulama

Cizelge 2.5’te bazi organik kromofor gorilmektedir. Bu gruplardan bir veya daha
fazlasini iceren herhangi bir organik maddenin spektrofotometrik analizi yapilabilir; bu

tip analizlere literatirde pek ¢cok érnek bulunabilir.
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Gizelge 2.5 Bazi organik kromoforlar

Kromofor Solvent Amax, nm €max
Alken n-Heptan 117 13000
Alkin n-Heptan 178 10000
196 2000
225 160
Karbonil n-Heksan 186 1000
280 16
Amido Su 204 41
Azo Etanol 339 5
Nitro izooktan 280 22
Nitrat Dioksin 270 12

Bazi inorganik maddeler de absorbsiyon yapabilirler ve dogrudan tayin edilebilirler;
cesitli gecis metalleri bu tip maddelerdir [129]. Ayrica, bazi bagka tip gruplarin da 6zel
absorbsiyonlari vardir. Bunlar arasinda nitrit, nitrat ve kromat iyonlari; osmiyum ve

rutenyum tetraoksit; molekuler iyod ve ozon sayilabilir.

2.10.9 Absorbsiyon Yapmayan Maddelere Uygulama

Ultraviyole veya gorinilr bolgede absorbsiyon yapmayan maddelerle reaksiyona
girerek absorblayici Uriin veren ¢ok sayida madde vardir. Bu tip maddelerin kantitatif
analizlerde basarili olmasi icin, reaksiyonun sonunda 6rnek ile renkli bir madde vermesi
gerekir. Bunlar, kendileri absorblayici maddelerdir. Ornegin, gecis-metal iyonlari gibi;
Grinin  molar absorbtivitesi, reaksiyona giren her iki maddenin molar

absorbtivitesinden de daha biyuktir.
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inorganik maddelerin tayini bilinen kompleks yapici maddelerle yapilir. Bunlar
arasinda, demir, kobalt ve molibden icin tiyosiyanat iyonu; titanyum, vanadyum ve
krom igin hidrojen peroksit anyonu; bizmut, palladyum ve tellur igin de iyodir iyonu
sayilabilir. Bu amagla kullanilabilen organik selat yapici maddeler katyonlarla kararli ve
renkli bilesikler verdiklerinden daha da énemli bilesiklerdir. Ornegin, demir icin o-
fenantrolin, nikel icin dimetilglioksim, bakir icin dietilditiokarbamat, kursun icin de

difenilditiyokarbazon kullanilir.

2.10.10 Dalga Boyu Seg¢imi

Spektrofotometrik absorbans olclimleri konsantrasyon degisikligi ile absorbans
degisikliginin en fazla oldugu absorbsiyon pikinin bulundugu dalga boyunda yapilir.
Boylece en vyiksek hassasiyetle calisiir. Bu bolgede absorbsiyon egrisi oldukca
dizgindir ve Beer kanunu ile iyi bir uyum icindedir. Ayrica cihazin dalga boyu

ayarindan kaynaklanan hatalar da él¢iimleri 6nemli derecede etkilenmez.

Absorbsiyon spektrumdan, bazi hallerde fotometrik bir analiz icin uygun filtre secimi de

yapilabilir.

2.10.11 Absorbansi Etkileyen Degiskenler

Bir maddenin absorbsiyon spektrumunu etkileyen degiskenler ¢ozliclinin yapisi,
¢Ozeltinin pH", sicaklik, yiiksek elektrolit konsantrasyonu ve girisim yapici maddelerdir.
Degiskenlerin etkileri 6nceden bilinmelidir ki, absorbansin, bu degiskenlerde olabilecek

kiigk farklihklardan etkilenmeyecegi kosullarda yapilmasi saglanmahdir.

2.10.12 Hiicrelerin Temizlenmesi ve Kullanilmasi

Dogru bir spektrofotometrik analizde kaliteli ve ayni 6zelliklerde hiicrelere gereksinim
vardir. Hicreler, zamanla 6zelliginin bozulup bozulmadigini (asinma, ¢izikler olusmasi
gibi) test etmek icin birbirine karsi kalibre edilir. Onemli bir konu da hiicreleri yikama
ve kurutmada uygun bir teknik kullanilmasidir. Ornegin, mercek temizlemede
kullanilabilecek kalitede bir kagit pargasi spektro saflikta metanol ile islatilir, hiicrenin

dis kisimlari silinir ve ylizeyde kalan metanoliin buharlasmasi beklenir.
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2.10.13 Absorbsiyon ve Konsantrasyon iliskisinin Saptanmasi

Analiz kosullari saptandiktan sonra bir seri standart ¢ozelti kullanilarak kalibrasyon

egrisi hazirlanir. Standartlar, 6rnegin konsantrasyonuna yakin degerlerde olmalidir.

2.10.14 Standart Katma (ilave) Yontemi

En ideal durum kalibrasyon standartlarinin 6rnek matriksindeki hem analit hem de
diger maddelerin konsantrasyonlarina yakin miktarlarda bilesen icermesidir. Boylece,
ornekteki diger maddelerin, Olglilen analit absorbansina etkisi en aza indirilmis olur.
Ornegin, renkli pek cok metal iyonu komplekslerinin absorbansi ortamda siilfat veya
fosfat iyonlarinin varliginda azalir. Clinki bu iyonlar metal iyonlariyla renksiz
kompleksler olustururlar. Boyle bir durumda elde edilen absorbans degeri gergek
degerinden duslik olur. Stlfat veya fosfatin matriks etkisi standartlara, bu iyonlardan
ornekte bulunduklari miktara yakin miktarlarda ilavesiyle yenilir. Ancak, topraklar,
mineraller ve fabrika killeri gibi 6rneklerin analizinde, 6rnege benzer bilesimde
standartlarin hazirlanmasi olanaksiz veya ¢ok zordur. Bu gibi durumlarda matriks

etkisini yok edebilmek icin "standart ilavesi yontemi" uygulanir.

Standart katma birkag sekilde yapilabilir. Fotometrik ve spektrofotometrik calisma-
larda en ¢ok uygulanan yontem, ayni miktardaki 6rneklere standart bir ¢ozeltiden artan
miktarlarda ilaveler yapilmasidir. ilavelerden sonra ¢ézelti sabit bir hacme tamamlanir
ve absorbanslari saptanir. Ornek miktari sinirli ise, belirli bir miktar 6érnege standart
ilavesi sira ile yapilir ve ilaveden sonra (ve orijinal drnekte) absorbans ol¢ilir. Bu

yontem voltammetrik ve potansiyometrik 6lgmelerde ¢ok kullanilir.

Bir 6érnekten ayni V« hacminde analit konsantrasyonu Cx olan birka¢ kisim alinsin ve
hacmi V: olan volumetrik balonlara konulsun. Balonlarin her birine, Vs hacmin-de Cs
konsantrasyonunda analit bulunan standarttan degisik hacimlerde ilaveler yapilsin.
Sonra renk olusturan madde konularak her ¢oOzelti ayni hacme seyreltil-sin. Beer

kanunu gecerliyse ¢ozeltilerin absorbanslari asagidaki esitlikle verilir (Denklem 2.14).
As=gbVxCx/Vt+ebVsCs/Vt (2.14)

As’ yi Vs nin fonksiyonu olarak gésteren grafik asagidaki ifadeyle goésteren bir dogrudur.
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As=a+ B Vs (2.15)
Egim B ve kesisim a,
B=ebCs/Vtve a=ebVxCx/Vt (2.16)

dir. B ve a, en kiiclik kare analiziyle saptanabilir; bu iki degerin oranindan ve Cs, Vx, ve

Vs’ nin bilinen degerlerinden de Cx hesaplanir.

A/B=VxCx/Cs (2.17)
Cx=aCS/BVx (2.18)

Cx deki standard sapmanin yaklasik degeri, Cs, Vs, ve Vt deki kararsizliklarin a ve

B’dakine gore ihmal edilebilir oldugu varsayilarak bulunur. Bu durumda (sc/Cx)% nin a

ve B’ daki degisikliklerin toplami oldugu kabul edilebilir. Yani,
(Sc/ Cc)>=(Sr/a)* + (SB / B)? (2.19)

Buradaki sr gerilemedeki standard sapmadir. Bu esitligin karekoki alinarak sc esitligi

yazilir.

Sc=Cx~/(Sr/a)>+(SB/B)? (2.20)

2.11 Giiniimiizde Gergeklestirilen Nitrat Olgiim Yontemleri

Aktif olarak kullanilan yontemlerin biylk c¢ogunlugunda orneklerdeki toplam azot

Olclimi yapilarak degisik formiilasyonlarla mevcut nitrat hesaplanir.
En ¢ok kullanilan azot 6lglim yontemlerinden bazirlari asagidaki gibidir;

Mikro Kjeldal analizi; bu yontem sayesinde genellikle 6rnekler icerisindeki total azot
miktari 6lgiliir. Olgiim almak amaciyla érnek 100 ml’lik Mikro Kjeldahl falsklarina
konulur. Daha sonra ise, tuz karisimi (50:10:1 oarninda K,SO4, CuSO4; ve metalik
selenyum) ve 3 ml konsantre H,SO, solusyonu ilave edilir. Oziimseme isleminden sonra
100 ml kadar distile su katilir ve sogumaya birakilir. Distilasyon islemi igin, sindirlilmis
ornekler Mikro Kjeldahl distilasyon aparatina doldurulur. islemin hizlandirilmasi igin 10
ml %40’lik NaOH ¢ozeltisi ilave edilir. 12 ml’lik Erlen Mayer falskinin igine 10 ml %4’k

borik asit belirteci ve 3 damla kadar indikator karisimi katilir. Bahsedilen flask
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distilasyon aparatinin yogunlastiricisin altina yerlestirilir. Titrasyon islemi igin ise, azotu

barindiran borik asit ve indikator karisimi standart HCl ¢ozeltisi ile titre edilir [130].
Ornegin azot yiizdesi miktari bu denklemden bulunur;

%N = 6rnegin titresi — Sahit titresi / érnegin agirlig1 (grX1000) X HCl normalitesi X 14
X100 (2.21)

2.12 Fosfat Olgiim Yontemleri

Gunlimuzde fosfatin olcllmesi icin basvurulan yontemlerin blylk cogunluguinda
spektorfotometrik metodlar goriliir. Fosfat oOlgim testlerinden bazilari  soyle

siralanabilir; askorbik asit yontemi, Olsen teknigi, Morgan yontemi, vs. [131].

Askorbik asit yontemi; askorbik asit yontemi genellikle su ve atik suda bulunan
ortofosfatlar (PO4™3), yogunlasmis fosfat bilesenleri (OsP-O-(POs)x-POs) (piro, meta ve
polifosfatlar), orjinal baglanmis fosfatli bilesenlerin (RO)xPQO4-x) olcilmesinde kullanilir.
Fakat ginimuizde topraktaki mevcut fosforun Olcilmesi icin de basvurulan

yontemlerden birisi olarak gosterilmektedir.

Askorbik asit yontemi soyle uygulanir; ilk basta KH,PO, veya MgPO, kullanirak stok
¢Ozelti hazirlanir. Daha sonra kalibrasyon egrisi elde etmek amaciyla bu stok ¢ozeltiden
standart sollisyon serisi hazirlanir. Dige yandan ise, belirte¢ karisimi (2,5 M sulfurik
asit, %4’luk amonyum molibdat ((NH4)sM07024.4H,0) (20 gr/500 ml su), potasyum
antimonil tartarat (K(SbO)C4H406.72H20) (1,37 gr/500 ml su), ve askorbik asit (1,76
gr/100 ml su)) 10 silfarik asit:1 amonyum molibdat:3 potasyum antimonil tartarat:6
askorbik asit orani ile karistirilarak hazirlanir. Hazirlanan 6rnegin 25 ml’si tipe alinip 4
ml belirte¢ karisimi ilave edilir. Tiplin agzi parafilmle kapatilarak iyice karismasi icin
calkalanir. 10-30 dakika kadar mavi rengin gelismesi icin bekletildikten sonra
spektrofotometre cihazinda 880 nm dalda boyunda 6rnegin absorbans degeri okunur.

Son olarak da kalibrasyon egrisi yardimiyla 6rnegin konsantrasyonu hesaplanir.

Olsen yoéntemi; 6rnegin 100 ml’sinin Gzerine 0,5 M kalsiyum bikarbonat ¢ozeltisi ilave
edilir. Yarim saat kadar magnetik karistiricida karistirildiktan sonra karigimin 15 ml’si 5

ml amonyum molibdat ile karistirilip CO, gazinin ¢ikmasina desteklemek icin elle
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yavasca calkalanmigtir. Daha sonra 1 ml SnCl, eklenip su ile hacim 25 ml'ye

tamamlanir.

50ppm’lik KH,PO4 stok ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra standart kalibrasyon ¢ozelti setleri
hazirlanmistir. Daha sonra her bir ¢ozeltiye 5 ml kalsiyum bikarbonat ile 5 ml molibdat
ilave edildikten sonra 40 ml su ile sulandirilir. Son asamada ise, 1 ml SnCl, eklenip
calkalanir. 10 dakika beklediten sonra spektrofotometrede 690 nm dalga boyunda
absorbans okunur. Sahit olarak distile su kullanilabilir. Numunenin okunan absorbans

degeri kalibrasyon egrisinin yardimiyla konsantrasyon birimine (mg/L) donustaralir.
Morgan toprak testi yontemi; bu testin gerceklstiriimesi icin toprak oOrnegi 1:5
oraninda sodyum asetat buffer (pH 4,8) ile ektraksiyonun gerceklsemesi amaciyla 15

dakika kadar bekletilir. Daha sonra fosfor miktari filtre edilen c¢o6zeltide

spektrofotometik yontemle olclir.

70



BOLUM 3

DENEYLER

Deney tasariminda baslangicta mikroorganizmalar temin edilmistir. Satin alinamayan
mikroorganizmalar ise, topraktan izole edilmistir. Bir yandan mikroorganizma kiltirleri
ve gerekli analizler yapilirken diger yandan ise, nitrat 6lcimi icin sensor tasarimi ve
yapimi gerceklestirilmistir. Buna ek olarak kompost sistemleri hazirlanmistir. Kontrol
kompostun yanisira, diger iki kompost kaplarina yukarida bahsedilen
mikroorganizmalar ilave edilerek potansiyometrik ve kolorimetrik 6lcimler
gerceklestirilmistir. Organik glibre arastirilmasi icin ise, farkh besin maddelerinden

setler hazirlanip nitrat 6lgim yapiimistir.

Son olarak 6n muameleye tabi tutulan domates g¢ekirdekleri bliyiimeye birakilmistir. Es
zamanli olarak satin alinan domates fideleri ile de pilot bir sistem kurulup bitki gelisimi

gozlemlenmistir.

3.1 Mikroorganizmalar

Deneyde azot fiksasyonu yapan mikroorganizmalar saf kdltirler halinde temin
edilirken, fosfat ¢ozen mikroorganizmalar Yildiz Teknik Universitesi Davutpasa

Kamplsi Biyomuhendislik Bolimi etrafindaki toprak érneklerinden izole edilmistir.

3.1.1 Azot Mikroorganizmalar

Azot mikroorganizmalari Azotobacter vinelandii, Azospirillum sp., Ensifer meliloti ve

Streptomyces gelaticus suslari olup DSMZ’den temin edilmistir.
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Azotobacter vinelandii, zorunlu aerobik gram negatif toprak bakterisi olup tamamen
aerobik kosullar altinda aktivite sergileyen (g farkh nitrojenaz sistemini kullanarak azot
fiksasyonunu gergeklestirir. Normalde nitrojenaz enzimleri aerobik kosullarda inaktif
olurlar. Fakat A. vinelandii bliyumesi esnasinda artan aljinat konsantrasyonunu
dolayisiyla hiicreye oksijen transferi orani azalir. Bu fenomen nitrojenaz aktivitesine

olanak saglayan daha dusuk intraselliiler oksijen konsantrasyonunu olusturur.

Azospirillum sp. [132], PGPR suslari arasindan en iyi sekilde tanimlanmis sustur.
Azospirillum serbest yasayan, azot fiksasyonu gerceklestiren diazotroftur. Bu bakteri
koklerle iletisime girerek azot fiksasyonun vyani sira bitki blylime hormonlarini

sentezler.

Ensifer meliloti [133], azot fiksasyonu yapan gram negatif rhizobium susudur. Bu
bakteriler baklagillerin kdkleri ile simbiyotik etkilesime girerek kdk nodlarini meydana

getirirler.

Streptomyces gelaticus (Waksman 1923) gram negatif bir bakteri olup azot

fiksasyonunu gerceklestirebilir.

Saf kiltirden pasajlama yapmak (izere, Azotobacter ve Azospirillum suslari icin Ashby
Mannitol (Jones 1913) (20 gr/L glukoz/mannitol, 0,2 gr/L dipotsyum fosfat (K;HPO,),
0,2 gr/L magnezyum sulfat (MgS04.7H,0), 0,2 gr/L potasyum sulfat (KH,PO4), 5 gr/L
kalsiyum karbonat (CaCOs), 15 gr/L agar; pH 7,4) besiyeri hazirlanmistir. Bununla
birlikte Azotobacter Agar (Mannitol) besiyeri (1 gr/L dipotasyum fosfat (K;HPQ,), 0,2
gr/L magnezyum sulfat (MgS04.7H,0), 0,2 gr/L sodyum Klortir (NACI), 0,01 gr/L
ferrosilfat (FeS04.7H,0), 20 gr/L mannitol, 15 gr/L agar (kati besiyeri i¢in); pH 8,3+0,2)
de hazirlanarak ekimler aseptik kosullarda yapilmistir. Besiyeri pH’larini ayarlamak igin
dijital pH metre kullaniimistir. Daha sonra 120°C'de 15 dakikada 15 Ibs basin¢ altinda
otoklavlanip steril Petri kaplarina veya Erlen Mayer camlarina dokdlmdistar.
Soguduktan sonra besiyeri kaplari kiltlr icin kullanilacaga zamana kadar +4°C’de

saklanmigtir.

Ensifer susu icin besiyeri icerigi soyledir; 0,2 gr/L NaCl, 0,2 gr/L MgS0,4.7H,0, 0,5 gr/L
K2HPQO,, 0,02 gr/L FeCls.6H,0, 10 gr/L mannitol, 0,4 gr/L yeast extract, ve 15 gr/L agar.
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Besiyerinin pH’1 7,0 olarak ayarlanmistir. Daha sonra s6z konusu besiyeri otoklavlanip

ekim icin hazirlanmistir.
Streptomyces icin ise, asagidaki besiyeri hazirlanmistir:

12,75 gr/L maltoz, 0,78 gr/L pepton, 2,75 gr/L dekstrin, 2,35 gr/L gliserol ve 15 gr/L
agar. pH ise, 7,2 olarak ayarlandi. 120°C'de 15 dakikada 15 Ibs basin¢ altinda

otoklavlanan besiyeri ekim ve pasajlama yapmak lizere uygun kaplara bosaltilmistir.

Bltln besiyerlerine ana kilturlerden ekim yapildiktan sonra 37°C’de 24 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siirecinden sonra kiiltiirler saflik bakimindan gézle

kontrol edildi.

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’ye [134] gore bazi biyokimyasal tanimlama

testleri s6z konusu suslarin kesinlestiriimesi amaciyla gergeklestirldi.

Diger yandan ekimin 24. saatinde bakteriyal kiltlrlerinin UV-VIS spektrofototmetre
cihazi kullanilarak 600 nm dalga boyunda optikal yogunluklari (Optical Density (OD))
(Cizelge 3.1) olgllmustdr.

Cizelge 3.1 Azot fiksasyonu yapan mikroorganizmalarin 6l¢tilen OD degerleri

Mikroorganizma

Mikrobiyolojide bakteriyal bliyimenin izlenmesi icin kullanilan merkezi yontemlerden
birisi, spektrofotometre yardimi ile 600 nm’de optikal dansitenin (ODeoo) Olclilmesidir.
OD degerleri 6lguldiikten sonra seri dilisyonlar (107°"a kadar) yapilir. Dilisyonu yapilan
ornek agar platelerine lic kopyali olacak sekilde ekilerek inkiibasyona birakilir. Son

olarak da CFU (colony forming unit=koloni sekillendirici birim) koloni sayisi izerinden
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hesaplanir. Her CFU, temelde bollinebilen ve inkiibasyondan sonra koloni
olusturabilme kapasitesine sahip olan bir tek canli hiicreyi ifade etmektedir. Sonug
itibariyle inklbasyondan sonra agarda sayilan koloni sayisi orjinal besiyerindeki

mikroorganizmanin CFU’sunu gosterir. CFU/ml asagidaki esitliklten bulunur (Esitlik 3.1).

CFU/ml = (# koloniler) (dilisyon faktérii) / (ekim hacmi ml (genellikle 0,1 ml olarak
kullanihir) (3.1)

Cizelge 3.2 Azot fiksasyonu yapan mikroorganizmalarin hesaplanan CFU/ml degerleri

Mikroorganizma

0,025 x 108
0,006 x 102

0,009 x 102

3.1.2 Fosfat Mikroorganizmalarinin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Fosfati ¢ézilebilir hale getiren mikroorganizmalar (PSB), Yildiz Teknik Universitesi,
Davutpasa Kampusi’'ndeki toprak 6rneklerinden izole edilmistir. Bu amacla yaklasik 20
cm derinlikten, 50 farkl noktadan toprak ornekleri steril plastik posetler icerisine alinip
laburatuara tasinmistir. S6z konusu toprak orneklerinin pH’lart 7-7,2 arasinda
degismektedir. Toprak érnekleri hava ile kurutulmaya birakilip kuruduktan sonra el ile
toz haline getirilmistir. Elde edilen drneklerin elektrik iletkenligi degeri (EC), ortalama
332 uS/cm olarak 6lgmustir. Ekimlerde kullanilmayan fazla toprak oérnekleri ise, daha

sonra kullanilmak amaciyla +4°C’de steril plastik kilitli posetlerde saklanmustir.

PSB’ler orneklerin seri dilisyonlari ve plate yayma metodu ile izole edilmistir. Bu
amacla toprak orneginden 1 gr alinarak 9 ml otoklavlanmis distile su ile karistirihp 15
dakika boyunca elektrikli calkalayicida calkalandi. Bdylece 107! dilisyonu hazirlandi.

Daha sonra bu soliisyondan 1 ml alinarak 9 ml steril distile su ile karistirilip 10™%'ye
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seyreltildi (Alexander, 1965). Seri dillisyonlar (107'-1078) yapildiktan sonra her bir
dilisyondan 0,1 ml alinip kati Pikovskaya’s agar besiyerine (PVK) [135] yayilarak ekim
yapilmistir. Literatir taramalarinda PVK besiyeri diger besiyerlerine nazaran PSB’ler igin
secici 6zelligine sahiptir. Pikovskaya’s agar besiyerinin icerigi soyledir; 0,5 gr/L yeast
extract, 10 gr/L dekstroz, 0,5 gr/L amonyum sulfat ((NH4).S04), 0,1 gr/L magnezyum
sulfat (MgS04.7H,0), 5 gr/l ¢oziinmez trikalsiyum fosfat (TCP) (Cas(PQa)2), 0,2 gr/L
potasyum klorir (KCl), 0,002 gr/L olmak lizere MnSQO4.2H,0 ve FeS04.7H,0 ve son
olarak 15 gr/L agar. S6z konusu besiyeri icerigi karistirihp pH 7’ye ayarlanmistir. Daha
sonra 120°C’de 15 dakikada 15 lbs basing altinda otoklavlanip steril Petri kaplarina
dokulmustir. Soguduktan sonra besiyeri kaplari kiiltir icin kullanilacaga zamana kadar

+4°C’de saklanmistir.

Hazirlanan besiyerlere ekim yapildiktan sonra 25°C’de 7 glin inklibasyona birakilmistir.
Bazi Petri kaplarinda kolonilerin etrafinda halkalar (halo zones) izlenmistir (Sekil 3.1).
Bu halkalar besiyeri icerginden bulunan ¢6ziinmez trikalsiyum fosfatin

mikroorganizmalar tarafindan ¢oz(iindlGgUini gosterir.

Koloniler etrafinda
izlenen temiz
halkalar

Sekil 3.1 PVK besiyerinde bulunan kolonilerin etrafindaki halkalar

Halkalar cogunlukla 48 saatten sonra 107° diliisyonlarindan yapilan yayma ekimlerine
ait Petriler'de gozlenmistir. Bunun yanisira, sayilari az olmakla beraber 107¢ ve 1077

ekimlerinde de anlatilan halkalar gériinmustar.

Yukarida anlatilan ekimlere es zamanl olarak literatiirde fosfat mikroorganizmalarinin

izolasyonu icin kullanilan birkag besiyeri daha kullanildi. Bunlar kalsiyum fosfat besiyeri
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(10 gr/L glukoz, 0,5 gr/L yeast extract, 0,1 gr/L kalsiyum klorur (CaCly), 0,25 gr/L
magnezyum silfat (MgS04.7H,0), 2,51 gr/L kalsiyum fosfat (Ca(PO4)) ve 20 gr/L agar),
nutrient agar besiyeri (5 gr/L triptofan, 2,5 gr/L yeast extract, 1 gr/L dektroz, 20 gr/L
agar), standart agar besiyeri (5 gr/L trikalsiyum fosfat, 15 gr/L agar) ve Sperber
mediumudur [136] (10 gr/L glukoz, 0,5 gr/L yeast extract, 0,1 g/L kalsiyum klorir
(CaCly), 0,25 gr/L magnezyum silfat (MgS04.7H,0) ,2,5 gr/L trikalsiyum fosfat
(Cas(PO4),) ve 15 gr/L agar) [136].

Mikroorganizmalarin  populasyon yogunlugu Alexander dillisyon yontemi ile
hesaplanmistir [137]. Buna gore her diliisyondan 1’er ml alinarak 5’li alt seyreltmeler
yapiimistir. Elde edilen en cok muhtemel sayi (Most Probable Number (MPN)) tahmini
icin 5-tlpli MPN cizelgesi kullanimistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 5-tlipli MPN ve %95’lik glivenrilik araligi

Alt Guvenirlik Alt Guvenirlik
Dillisyonlar MPN/g Limiti Diliisyonlar MPN/g Limiti

0,1/0,01 0,001 Dusiik Yiiksek 0,1/0,01 0,001 Dusiik Yiiksek
0 O 0 <1,8 - 6,8 4 0 2 21 6,8 40
0 O 1 1,8/ 0,09 6,8 4 0 3 25 9,8 70
0 1 0 1,8/ 0,09 69 4 | 1 0 17 6 40
0 1 1 3,6 0,7 104 | 1 1 21 6,8 42
0 2 0 3,7 0,7 104 | 1 2 26 9,8 70
0 2 1 5.5 1,8 1514 | 1 3 31 10 70
0 3 0 5.6 1,8 15/ 4 | 2 0 22 6,8 50
10 0 2 0,1 10/ 4 | 2 1 26 9,8 70
1|0 1 4 0,7 1004 | 2 2 32 10 70
1 0 2 6 1,8 15/ 4 | 2 3 38 14 100
1 1 0 4 0,7 12/ 4 | 3 0 27 9,9 70
1 1 1 6.1 1,8 15/4 | 3 1 33 10 70
11 2 8.1 3,4 22, 4 | 3 2 39 14 100
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Cizelge 3.3 5-tliplii MPN ve %95’lik glivenrilik araligl (devami)

6,1 1,8 15/ 4 | 4 0 34 14| 100
8,2 3,4 22, 4 4 1 40 14| 100
8,3 3,4 22, 4 4 2 47 15| 120
10 3,5 22, 4 | 5 0 41 14| 100
11 3,5 22/ 4 ' 5 1 48 15| 120
45 0,79 155 | 0 0 23 6,8 70
6,8 1,8 155 | 0 1 31 10 70
9,1 3,4 22,50 2 43 14| 100
6,8 1,8 17/ 5 | 0 3 58 22| 150
9,2 3,4 22/ 5 1 0 33 10/ 100
12 4,1 265 1 1 46 14| 120
9,3 3,4 22/ 5 1 2 63 22, 150
12 4,1 26 5 |1 3 84 34| 220
14 5,9 36/ 5 | 2 0 49 15| 150
12 4,1 26 5 |2 1 70 22| 170
14 5,9 36 5|2 2 94 34 230

15 5,9 36 5|2 3 120 36, 250
7.8 2,1 22/ 5 | 2 4 150 58| 400
11 3,5 23/ 5 | 3 0 79 22| 220
13 5,6 355 3 1 110 34 250
11 3,5 26 5 3 2 140 52 400
14 5,6 36 53 3 180 70 400
17 6 36/ 5 3 4 210 70| 400
14 5,7 36/ 5 4 0 130 36/ 400
17 6,8 40 5 | 4 1 170 58 400

20 6,8 40 5 | 4 2 220 70 440
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Cizelge 3.3 5-tliplii MPN ve %95’lik glivenrilik araligl (devami)

33 0 17 6,8 40 5 4 3 280 100 710
33 1 21 6,8 40 5 | 4 4 350 100 710
33 2 24 9,8 705 | 4 5 430 150| 1,100
3 4 0 21 6,8 40 5 |5 0 240 70 710
3 4 1 24 9,8 70 5 |5 1 350 100, 1100
3|5 0 25 9,8 70 5 |5 2 540 150, 1700
4 0 0 13 4,1 35 5|5 3 920 220 2600
4 0 1 17 5,9 36 5|5 4 1600 400, 4600

515 5 |>1600 700

Bu cizelge kullanilarak bittin farkli besiyerlerindeki populasyon yogunluklari

kiyaslanmistir (Cizelge 4.1).

MPN disinda sivi besiyerlerinin OD degerleri ekimden 24 saat sonra spektrofotometre

yardimiyla 600 nm’de 6l¢lilmistir.

Cizelge 3.4 Mikroorganizma izolatlarinin 600 nm’de 6lcilen optikal yogunluklari

Mikroorganizma

*Cizelge 4.2’de bilgileri bulunmaktadir. PSB deney sirsinda izolatlarin genel

isimlendirilmesi amaciyla kullanilmistir.

Etrafinda temiz halkalar olusan pozitif PSB kolonileri, saf kiltiir elde etmek igin bes
defa kati Pikovskaya agar besiyerinde alt kiltiire tabi tutulmustur. Daha sonra saf
kiltirlerde kolonilerin etrafinda olusan temiz halka boyutlari 1, 2, 4, 6 ve 8. glinlerde

mm olarak licer defa 6lcerek ortalamasi alinip kaydedilmistir (Cizelge 4.2). izolatlarin
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inorganik fosfati (Pi) ¢cozebilme kabiliyetlerinin kiyaslanmasi igin, PVK besiyerindeki saf
kaltirlerden 25 pl bakteriyal suspansiyon 108 CFU/ml’ye sulandirildiktan sonra kati PVK
besiyerinin ortasina damlatiimistir. Koloniler etrafinda olusan temiz halkalarin boyutu

1, 2, 4, 6 ve 8. glinlerde o6lguldu.

Saf kiltir elde ettikten sonra, kiltlirlerin sivi besiyerinde pasajlari da PVK besiyerinde

dizenli olarak gergeklestirilmistir.

3.1.2.1 Bakteriyal izolatlarin Fosfataz Aktivitesi

Toprak orneklerinin fosfataz aktivitesini saptamak amaciyla 50 mg/l 5-bromo-4-kloro-
3-indolil fosfat (BCIP) iceren kati PVK besiyerlerine sulandiriimis toprak érneklerinden
alinip ekim yapilmistir. Platelar 25°C’de 16 saat boyunca koloniler etrafinda mavi renk
olusana kadar inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra pozitif koloniler alinip saf kilttrler

elde etmek igin alt klonlamalar yapiimistir.

Bakteriyal izolatlarin fosfataz aktivitesi 1, 2 ve 7. giinlerde kolonilerin etrafindaki renk
siddetinin numaralandiriimasi ile gergeklstirildi (Cizelge 4.1). Bu amagla besiyerlerin bir
kisminda c¢o6ziinir KH,PO, bulunurken, diger besiyerlerde ise, trikalsiyum fosfat

eklenmistir.

3.1.2.2 Bakteriyal izolatlarin Karakterizasyonu
a. Morfolojik Karakterizasyon

Bakteriyal izolatlar standart proseslerine uygun olarak koloni morfolojisi, hiicre sekilleri

ve gram boyama reaksiyonlarina tabi tutuldu.

Gram boyama igin kolonilerden 6ze yardimi ile alinan 6rnekler lama vyerlestirilip
alevden (ger defa gegirilerek fiziksel fiksasyon yapilmistir. Bu sekilde hazirlanan
preparatlar bir dakika boyunca kristal viyole ile daha sonra da bir dakika siire ile lugol
ile boyandi. Yikama islemi igin ise, %95’lik etanol ve su kullanildi. Son olarak preparatlar
fuksinde 20 saniye bekletilip su ile yikatildi. Bir damla imersiyon yagi damlatildiktan
sonra preparatlar mikroskopta incelendi. Mor renkli bakteriler gram + isaretlerken,

gram - bakteriler pembe rengi ile belirlenir (Cizelge 4.2).
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b. Biyokimyasal Karakterizasyon

izolatlarin tanimlanmasi icin biyokimyasal reaksiyonlar Bergey’s Manual of Systematic

Bacteriology’ye [134] gore gerceklestirildi.

I. Jelatin Hidrolizi (Sivilastiriimasi)

Oze ile izolatlardan alinan 6érnek Jelatin agar platelerinin tek bir bélgesine nokta ekim
seklinde ekildi ve 30°C’'de 72 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Daha sonra plateler
20 dakika sureyle %12’lik HgCl, sollisyonunda yuzdirildi. Organizmanin biyudigu
bolgede bos alanin meydana gelmesi jelatinin mikroorganizma tarafindan

sivilastirldigina isaret eder.

ll. Farkli Seker Kullanimi

Sitrat testi; bazi bakteri gruplari sitrati organik karbon kaynagi olarak ve enerji elde
etmek amaciyla kullanabilirler. Bunu goézlemlemek icin Simmon’s Sitrat Agar besiyeri
(0,2 gr/l magnezyum siilfat, 1 gr/l amonyum dihidrojen fosfat, 1 gr/I dipotasyum fosfat,
2 gr/l sodyum sitrat, 5 gr/l sodyum klortr, 0,08 bromotimol mavisi, 15 gr/l agar; pH
6.8+2) hazirlanmistir. 35°C’'de yapilan ortalama 48 saat inkiibasyondan sonra sonuglar
izlenmistir. Baslangicta yesil renkli olan bromotimol mavisi indikatoril, besiyerinin

maviye donmesi haliyle pozitif sonug olarak tanimlanir.

Diger karbon kaynaklarinin kullanilmasi ile ilgili testler, “Biolog Microstation sistemi”
kullanilarak gerceklestirildi. S6z konusu sistem bir redoks sistemidir [138]. Bu amagla,
ana bakteriyal suslarindan PVK besiyerinde iki defa olmak {izere alt klonlama yapildi. ilk
ekim icin 28°C’'de 24 saat beklerken, ikinci ekim igin ayni sicaklikta 48 saat beklendi.
Steril pamuklu cubuk vasitasiyla kolonilerden, 0,01 M potasyum fosfat buffer (PPB) (pH
7,0) icinde suspansiyon hazirlandi. Diger yandan her bir karbon bileseni

konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde hazirlandi.

Gram negatif bakterilere 6zel olarak hazirlanmis Biolog ECO mikroplateleri kullanildi.
95 cukurun her birinde farkli bir karbon kaynagi bulunurken (burada 31), renksiz
tertrazolium boyasi da mevcuttur. Bir gukur kontrol olarak bos birakilir. Hazirlanan

bakteriyal hiicre siispansiyonundan her bir ¢ukur icin mikropipet yardimiyla 150 pl
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ornek ilave edilir. Mikroplatin kapagi kapatildiktan sonra 48 saat inkiibasyona birakildi.
Karbon kaynagi oksidasyona ugratildiginda renksiz tetrazolium boyasi mavimsi mor
formazana cevrilir. Ekimler Gger defa gerceklestirildi. Renk izlenmesi pozitif sonug

olarak kabul edildi.

lll. Nisasta Hidroliz Testi

Nisasta agar (3 gr/l et ekstrakti, 10 gr/l nisasta, 12 gr/l agar; pH 7,5 + 0,2) Petri’lerine
deney izolatlar ile ekim yapildiktan sonra 30°C'de 72 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyondan sonra plateler 30 dakika boyunca Lugol ile muamele

edildi. Kolonilerin etrafindaki temiz bolgeler nisastanin kullanildigini gosterir.

IV. Katalaz Testi

Genellikle aerobik ve fakiltatif anaerobik mikroorganizmalar sahip olduklar katalaz
enzimi vasitasiyla ortamdaki hidrojen peroksidi (H,0;) su ve oksijene ayristirirlar. Bu
test yardimiyla mikroorganizmanin katalaz veya peroksidaz enzimini Uretip hidrojen
peroksidi (H,0;) indirgeyebilme kabiliyeti arastirilir. Bu testi gerceklestirmek icin,
nutrient agarda ekilen izolatlar 30°C’de 24 saat inklibasyona birakildiktan sonra 1ml
%3’lik hidrojen peroksit damlatilarak hava kabarciklarinin meydana gelmesi takip

edildi.

V. Oksidaz Testi

Nutrient agarda 24 saat inkiibasyona birakilan kolonilerin Uzerine %1’lik p-
aminodimetilanilin okzalat ve %1’lik etanol iginde hazirlanmis a-naftol ¢ozeltilerinden

iki i¢ damla ilave edildi. Olusan mavi renk pozitif sonu¢ anlamina gelmektedir.

VI. Indol Uretimi

Bu test yardimiyla arastirlan mikroorganizmalarin triptofani hidrolize ugratarak indol
olusrurup olusturmadiklari anlasilir. izolatlar triptofan besiyerine 72 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi 0,2 ml Kovacs ayiraci ilave edildiginde olusan

kirmizi halka triptofanin parcalandigini gosterir.

VII. Voges Proskauer ve Metil Red Testi
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Bazi bakteriler, ortamda bulunan glukozu, asetoin, 2,3-biitilen glikol gibi no6tral
maddelere ceviriler. Bunlar arasindan, asetoin ortama bazik bir madde eklendiginde
diasetile okside olur. S6z konusu bu madde de peptondaki kreatin, arjinin veya

kreatinin ile reaksiyona girerek kirmizimsi bir renk olusumuna sebebiyet verir.

10 ml MR-VP Mediumu (glukoz fosfat besiyeri) (7gr/| pepton, 5 gr/l dektroz, 5 gr/I
dipotasyum fosfat; pH 6,9 * 0,2) hazirlandiktan sonra izolat 6ze yardimiyla eklenip 96
saat inkiibe edildi. Daha sonra besiyeri ikiye bolindi. Tiplerden birisine Voges
Proskauer testi icin 5 ml %40’lik potasyum hidroksit (KOH) ilave edilip karigtirildi. Son
olarak az miktarda toz kreatin ilavesinden sonra 15 dakika bekletildi. Olusan kirmizi

halka glukozun diasetile oksidasyonuna isaret eder.

Metil red testi yardimiyla, bakterilerin glukozdan organik asitler olusturmalari

arastirihr.

Deneyde saklanilan ikinci MR-VP besiyerinin bulundugu tlipe birka¢ damla metil

kirmizisi indikatorid damlatildi. Renk degisimi pozitif sonug anlamina gelmektedir.

VIII. Hareketlilik Testi

Hareketlilik testi icin, yas preparatlarla asili damla testi uygulanmistir. Bu amagla,
lamelin etrafina ince bir hat seklinde vazelin sirildiikten sonra ortasina bir damla
izolat konuldu. Cukur lam bu damlanin Gzerine gelecek sekilde kapatilip ters cevrildi.

Preparat mikroskobun immersiyon objektifinde incelendi.
IX. Ureaz Testi

Ureaz testi ile mikroorganizmanin iireaz enzimini iireterek ireyi amonyaga indirgeme
kabiliyetleri arastirilir. S6z konusu test icin tre besiyeri (20 gr/l tre, 9,5 gr/l dipotasyum
fosfat, 9,1 gr/l monopotasyum fosfat, 0,1 gr/l yeast extract, 0,1 fenol kirmizisi; pH 6,8 +
0,2) hazirlandi. Ekim yapildiktan sonra 37°C'de 48 saat inklibasyona birakildi. Pozitif
sonu¢ meydana geldigi takdirde bazik bir ortam olusacagindan pH indikatori olan fenol

kirmizisi yiziinden besiyeri rengi kirmiziya doner.

X. Nitrat indirgeme Testi

Bazi mikroorganizmalar nitrati, nitrit veya dah sonraki asamalara indirgeyebilirler. Bu

test icin hazirlanan besiyeri asagidaki gibidir;
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1 g/l potasyum nitrat, 3 gr/l et ekstrakti ve 5 gr/l pepton. inkiibasyondan sonra 5 N
%30’luk bir litre asetik asit icinde hazirlanan 8 gr siilfonik asit (ayirag A) ve 5 gr a-
Naftilamin ile 5 N %30’luk asetik asit (1 I) (ayira¢ B) ayiraglarindan birka¢ damla

damlatildi. Kirmizimsi boya olumlu sonug¢ anlamina gelir.

3.1.2.3 izolatlarin Biiyiime indeksleri

Biyokimyasal tanimlama testleri sonucunda secilen (¢ izolat grubunun CFU/ml
degerleri daha once anlatildigi Gizere seri dillisyonlar yapilarak hesaplanmistir (Cizelge

3.5)

Cizelge 3.5 Secilen izolatlarin hesaplanan CFU/ml degerleri

Mikroorganzima

0,066 x 102

0,087 x 108

0,057 x 108

Yukarida CFU/ml degerleri verilen izolatlarin buyime indeksi (Gl), ilk 48 saat boyunca
minimal sivi besiyerleri kullanilarak CFU/ml sayisal degerlerinin logaritmasi alinip

hesaplanmistir (Sekil 4.2 ve 4.3).

3.2 Kompost Diizenegi

Kompost hazirlamak icin kullanilan toprak Yildiz Teknik Universitesi, Davutpasa
Kampusi’'nde bulunan Biyomihendislik Bolimi’niin 6niindeki toprak olup % oranla

komposta katilabilecek atik maddelerle karistiriimistir. Attk maddelerin orani ise,
karbon kaynagi kahverenkli atiklarin, azot kaynagi yesil renkli atiklara orani 25/1
seklinde ayarlanmistir. Atiklar ortalama pargacik boyutlari 2 inch (5cm) olacak seklide

pargalanmistir. Kompostun baslangi¢ pH’si 6,5'dur.
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Ana kompost karisimi U¢ kaba (koyu renkli ve delikli) esit dagitilacak sekilde
bolinmastir (Sekil 3.3); ilk kaptaki kompost herhangi bir ekleme icermeden kontrol
olarak kullanilirken, ikinci kaba azotu fikse eden 4 farkh susun sivi besiyerlerinden
100’er ml olmak {zere ilave edilmistir. Ugilincii kapta ise, her ii¢ pozitif PSB
kiltirlerinden 100’er ml ekleme yapilmistir. Kompost, havalandirmak amaciyla giinde
iki defa karistirilarak icindeki nem miktari hygrometre ile 6l¢tilmustir. Nem orani ise
%60’i gecmeyecek sekilde ayarlanmistir. Bunun icin iki glinde bir kompost malzemeleri
Uzerine su serpistirilmistir. Kompost ana maddelerine mikroorganizma ilavesi hizli
fermentasyon compostlama isleminin termofilik evresinden sonra yani on Ucinci
glinde her 1000 g kompost malzemesine karsilik %0,5 mikrobiyal kiltirlerin her
birisinden olacak sekilde gergeklestirilmistir. Her ¢ kompost sistemi Uger defa

hazirlanip dlgiimleri alinmigtir. Degerlerin aritmetik ortalamalari kaydedilmistir.

Sekil 3.2 Baslangic kompost diizenegi

3.3 Diger Kompost Zenginlestirici Setlerin Kurulmasi

Destekleyici maddelerin arastiriimasina yonelik alti farkli deney seti kurulmustur. Bu
amacla mikroorganizmalarin yani sira deniz suyu, yogurt suyu ve karisik deney

sistemleri tasarlanmistir.

ilk Set: Kontrol kompost + Su

100ml’lik Erlen Mayer icine 5 mg kompost konuldu. 100 ml distile su ilave edilerek

calkalayici inkiibatérde 25°C’de 120 rpm ile karistiriimigtir.

84



ikinci Set: Kontrol Kompost + Deniz suyu

5 mg kompost iceren 100 ml’'lik Erlen Mayer flasklarina yirmi giin boyunca 2,5 ml
istanbul Riva sahilinden alinmis deniz suyu ilave edildi. Flask 100 ml distile su ile

doldurularak 25°C’de 120 rpm ile ¢alkalanmistir.

Uciincii Set: Kontrol kompost + Ev yapimi yogurt suyu

100 ml’lik Erlen Mayer’a 100 ml distile su ve 5 mg kontrol kompost ilave edildikten
sonra 2,5 ml/gun ev yapimi yogurt suyu katilarak 20 gin stiresince calkalanmistir.

Burada kullanilan yogurt suyunun CFU/ml degeri 0,134 X 108 seklinde hesaplanmistir.

Dordiicl Set: Kontrol Kompost + Ekmek Mayasi

Kati ekmek mayasi ilik suda ¢ozlinerek bu sividan 2,5 ml/gun alinmistir. 100 ml distile
suya 5 mg kontrol kompost ve ekmek mayasi sivisi katilmistir. S6z konusu sollsyonlar

20 giin 25°C’de 120 rpm’de galkalanmistir.

Besinci Set: Kontrol Kompost + Azot Fiksasyonu Yapan Mikroorganizma Kiltirleri

5 mg kompost 100 ml distile suya ilave edilmistir. Daha sonra 5 farkh azot fikasyonu
yapan mikroorganizma susundan 5 ml alinip bu soliisyonu katilarak 20 giin boyunca

karnistirlmistir.

Altinci Set: Kontrol Kompost + Yogurt Suyu + Azot Bakterileri

5 mg kontrol kompost, 2,5 ml ev yapimi yogurt suyu ve 5 ml bakteri karisimi 100 ml’lik
Erlenlere dolduruldu. Uzerine 100 ml ditile su ilave edilerek 20 giin 25°C’de 120 rpm’de

inklibasyona birakilmistir.
Yukarida anlatilan her setin 6lglimleri glin asir gergeklestirilerek konsantrasyon grafigi
cizilmistir.

3.4 Sensorlerin Hazirlanmasi

3.4.1 Nitrat Sensorii

Membranli elektrotlar dort asamada hazirlanmistir; kati kontaktin hazirlanmasi
amaciyla kitlece %40 (w/w) grafit, %40 (w/w) epoksi ve %20 (w/w) sertlestirici yeterli
miktarda THF ile homojen bir karisim elde edene kadar karistirildi. Elektrot gévdesini
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olusturulacak 1,0 mm’lik bakir tel karisimin igindeki THF ugurularak kaplanmak igin kati
kontakta daldirildi. S6z konusu teller 24 saat boyunca 50°C’lik etiivde kurutuldu. ikinci
asamada ise, elektrot icin membran hazirlandi. Bunun icin %4 TDDA-NOs, %68 DBP ve
%28 PVC 500 mg olacak sekilde hazirlandi. Yiizeyleri kati kontaktla kaplanmig bakir
teller, hazirlanan membran ¢6zeltisine uygun kalinlikta membran elde edecek sekilde
2-3 defa daldirilarak kaplandi. Membranin kaplanmasi esnasinda, elektrot uglarina
hava kabarciklari kalmamasina 6zen gosterildi. Sonraki asamada kaplanan elektrot
membranlari 6 saat siliresince oda kosullarinda ve karanlikta kurumaya birakildi. Son
olarak elektrotlarin kosullandiriimasi igin, hazirlanan elektrotlar 12 saat boyunca 107*M
amonyum nitrat ¢o6zeltisine daldirildi. Elektrotlar, kullanim zamanlari disinda oda
kosullarinda karanhkta tutuldu. Elektrotlar, o6lcimler baslatiimadan ©6nce dogru

calistiklarini grmek amaciyla denenmistir (Ek B, Sekil 1).

Sekil 3.3 Secici nitrat sensori

3.4.2 Amonyum Sensori

Amonyum sensoriinin bakir kati kontakt elektrotlari yukarida anlatildigi gibi hazirlandi.
Hazirlanan elektrotlarin ylzeylerinde bulunan olasi kirliliklerin temizlemesi amaciyla
THF’ye bir kag kez daldirildi. Diger yandan membran kokteyli hazirlandi. Bunun igin %29
(%w/w) PVC, %68 2-nitrofeniloktileter (o-NPOE), %1 amonyum iyonofor (nonaktin), %1
di-cyclo-hexyl-18-crown-6 [Nal], ve son olarak %1 potasyum tetrakis borattan olusan
250 mg kokteyl karisimi 3,5 ml THF yardimiyla ¢6zlldii. Homojen bir karisim elde
edildikten sonra hazirlanan kokteyl, kaplama yapilabilmesi lizere uygun viskoziteye

ulasmasi icin oda sicakliginda, karanhkta beklemeye birakildi. Son olarak, kati kontakt
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elektrotlari hazirlanan NH** secgici membran kokteyline 3-4 kez daldirilarak sensérin
kendi ekseni etrafinda dondirilmesi ile kaplandi. Sensorler karanlikta ve oda
sicakliginda 3-4 saat kadar kurumaya birakildi. Daha sonra bu sensérler, 0,1 M NH4CI
¢oOzeltisinde 10-12 saat siureyle doyurulmaya birakildi. Hazirlanan elektrotlar deney

baslatiimadan evvel kontrol edilmistir (Ek B, Sekil 2).

3.5 Olgiimler

3.5.1 Nitrat ve Amonyum Potansiyometrik Olgiimii

Kontrol kompost ve mikrorganizma ile zenginlestirildigi distnidlen kompost
orneklerindeki nitratin Olcilmesi icin kolorimetrik yontemlerden potansiyometrik
yontem kullanilmistir. Bu amacgla hazirlanan nitrat sensorii ve standart ticari referans
elektrodu yuksek empedansli kutuya baglanarak Veri Analiz Programi vasitasiyla glinlik

Olctimler alinip kaydedilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4 Potansiyometrik 6lcim diizenegi

Kompost diizenegi kuruldugu giinden itibaren nitrat 6lcimi baslanmistir.

Kompost orneklerinde bulunan nitratin Olclilmesi amaciyla standart c¢ozelti setleri
hazirlanmistir.  S6z konusu c¢ozelti grubu 0,1 M’lik amonyum nitrat (NHsNOs) stok
¢ozeltisinden, 107'-107° amonyum nitrat ¢ozelti setleri seklinde hazirlanmistir. Bu
cozeltiler vasitasiyla kalibrasyon egrisi elde edildi. 5 mg’lk saf kompost 6rnegi ile 5

mg’lik mikroorganizma ilaveli kompost érnekleri giin asiri 100°er ml’lik 1IN amonyum
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asetat ¢ozeltisinde bir saat stiresince manyetik karistiricida bekletildikten sonra stizilip
potansiyometride Ucer defa olmak lizere olcimleri alinmistir. Elde edilen degerlerin

aritmetik ortalamasi alinip glinliik deger olarak kaydedilmistir.

Elde edilen potansiyel degerlerinden Nerst Esitligi (Esitlik 2.5) yardimi ile ¢ozeltilerin

konsantrasyonlari hesaplanmistir (Cizelge 3.6 ve 3.7).

Cizelge 3.6 Hazirlanan kontrol kompost icerisindeki nitratin 60 gilinliik konsantrasyonu

Ornekler Konsantrasyon (gr/l)
Kompost-1 0,015
Kompost-2 0,015
Kompost-3 0,015
Kompost-4 0,015
Kompost-5 0,015
Kompost-6 0,015
Kompost-7 0,015
Kompost-8 0,015
Kompost-9 0,015
Kompost-10 0,015
Kompost-11 0,015
Kompost-12 0,015
Kompost-13 0,015
Kompost-14 0,015
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Cizelge 3.6 Hazirlanan kontrol kompost icerisindeki nitratin 60 giinliik konsantrasyonu

(devami)
Ornekler Konsantrasyon (gr/l)
Kompost-15 0,015
Kompost-16 0,015
Kompost-17 0,015
Kompost-18 0,015
Kompost-19 0,015
Kompost-20 0,015
Kompost-21 0,015
Kompost-22 0,015
Kompost-23 0,015
Kompost-24 0,015
Kompost-25 0,015
Kompost-26 0,049
Kompost-27 0,049
Kompost-28 0,049
Kompost-29 0,049
Kompost-30 0,083
Kompost-31 0,083
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Cizelge 3.6 Hazirlanan kontrol kompost icerisindeki nitratin 60 giinliik konsantrasyonu

(devami)
Ornekler Konsantrasyon (gr/l)
Kompost-32 0,133
Kompost-33 0,150
Kompost-34 0,201
Kompost-35 0,218
Kompost-36 0,234
Kompost-37 0,167
Kompost-38 0,133
Kompost-39 0,116
Kompost-40 0,100
Kompost-41 0,066
Kompost-42 0,049
Kompost-43 0,049
Kompost-44 0,032
Kompost-45 0,015
Kompost-46 0,015
Kompost-47 0,015
Kompost-48 0,015
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Cizelge 3.6 Hazirlanan kontrol kompost icerisindeki nitratin 60 glinliik konsantrasyonu

(devami)
Ornekler Konsantrasyon (gr/l)
Kompost-49 0,015
Kompost-50 0,015
Kompost-51 0,015
Kompost-52 0,015
Kompost-53 0,015
Kompost-54 0,015
Kompost-55 0,015
Kompost-56 0,015
Kompost-57 0,015
Kompost-58 0,015
Kompost-59 0,015
Kompost-60 0,015

Cizelge 3.7 Hazirlanan azot fikse eden mikroorganizma ilaveli kompostun icindeki
nitratin 60 glinliik konsantrasyon degerleri

Ornekler Konsantrasyon (gr/l)
NO3-1 0,015
NO3-2 0,015
NO3-3 0,015
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Gizelge 3.7 Hazirlanan azot fikse eden mikroorganizma ilaveli kompostun igindeki
nitratin 60 giinliik konsantrasyon degerleri (devami)

Ornekler Konsantrasyon (gr/l)
NO3-4 0,015
NO3-5 0,015
NO3-6 0,015
NO3-7 0,015
NO3-8 0,015
NO3-9 0,015
NO3-10 0,015
NO3-11 0,015
NO3-12 0,015
NO3-13 0,015
NO3-14 0,015
NO3-15 0,015
NO3-16 0,015
NO3-17 0,015
NO3-18 0,032
NO3-19 0,049
NO3-20 0,116
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Gizelge 3.7 Hazirlanan azot fikse eden mikroorganizma ilaveli kompostun igindeki
nitratin 60 giinliik konsantrasyon degerleri (devami)

Ornekler Konsantrasyon (gr/l)
NO3-21 0,251
NO3-22 0,319
NO3-23 0,386
NO3-24 0,471
NO3-25 0,622
NO3-26 0,622
NO3-27 0,622
NO3-28 0,791
NO3-29 0,791
NO3-30 0,875
NO3-31 0,960
NO3-32 1,010
NO3-33 1,044
NO3-34 1,145
NO3-35 1,381
NO3-36 1,466
NO3-37 1,466
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Gizelge 3.7 Hazirlanan azot fikse eden mikroorganizma ilaveli kompostun igindeki
nitratin 60 giinliik konsantrasyon degerleri (devami)

Ornekler Konsantrasyon (gr/l)
NO3-38 1,500
NO3-39 1,533
NO3-40 1,533
NO3-41 1,550
NO3-42 1,634
NO3-43 1,634
NO3-44 1,634
NO3-45 1,634
NO3-46 1,634
NO3-47 1,634
NO3-48 1,634
NO3-49 1,634
NO3-50 1,634
NO3-51 1,634
NO3-52 1,634
NO3-53 1,634
NO3-54 1,634
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Gizelge 3.7 Hazirlanan azot fikse eden mikroorganizma ilaveli kompostun igindeki
nitratin 60 giinliik konsantrasyon degerleri (devami)

Ornekler Konsantrasyon (gr/l)
NO3-55 1,550
NO3-56 1,432
NO3-57 1,432
NO3-58 1,432
NO3-59 1,432
NO3-60 1,432

Amonyum icin ise, potansiyometrik ol¢climlerin alinmasi amaciyla 0,1 M stok NH,CI
cozeltisinden 1071-107° seklinde kalibrasyon standart setleri hazirlandi. Nitratta oldugu
gibi hazirlanan kompost érneklerin potansiyelleri, elektrodun kalibrasyonu yapildiktan
sonra Ucer defa ol¢lilmustiir. Degerlerin ortalamasi alindiktan sonra kalibrasyon egrisi

cizilerek Nerst esitligi vasitasiyla amonyum konsantrasyonu elde edilmistir (Cizelge 3.8

ve 3.9).

Cizelge 3.8 Kontrol kompostun amonyum degerleri

Konsantrasyon (gr/l)

Kompost-1 0

Kompost-2 0,008

Kompost-3 0,012

Kompost-4 0,02

Kompost-5 0,07




Cizelge 3.8 Kontrol kompostun amonyum degerleri (devami)

Konsantrasyon (gr/l)

Kompost-6 0,1

Kompost-7 0,14

Kompost-8 0,16

Kompost-9 0,18

Kompost-10 0,22

Kompost-11 0,25

Kompost-12 0,27

Kompost-13 0,29

Kompost-14 0,29

Kompost-15 0,29

Kompost-16 0,29

Kompost-17 0,29

Kompost-18 0,29

Kompost-19 0,29

Kompost-20 0,31

Kompost-21 0,28

Kompost-22 0,26

Kompost-23 0,23

[e)]



Cizelge 3.8 Kontrol kompostun amonyum degerleri (devami)

Konsantrasyon (gr/l)

Kompost-24 0,23

Kompost-25 0,2

Kompost-26 0,19

Kompost-27 0,19

Kompost-28 0,16

Kompost-29 0,16

Kompost-30 0,16

Kompost-31 0,16

Kompost-32 0,16

Kompost-33 0,16

Kompost-34 0,16

Kompost-35 0,16

Kompost-36 0,16

Kompost-37 0,16

Kompost-38 0,16

Kompost-39 0,16

Kompost-40 0,16

Kompost-41 0,16
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Cizelge 3.8 Kontrol kompostun amonyum degerleri (devami)

Konsantrasyon (gr/l)

Kompost-42 0,16

Kompost-43 0,16

Kompost-44 0,16

Kompost-45 0,16

Kompost-46 0,16

Kompost-47 0,16

Kompost-48 0,16

Kompost-49 0,16

Kompost-50 0,1

Kompost-51 0,09

Kompost-52 0,05

Kompost-53 0,05

Kompost-54 0,01

Kompost-55 0

Kompost-56 0

Kompost-57 0

Kompost-58 0

Kompost-59 0

[o%e]



Cizelge 3.8 Kontrol kompostun amonyum degerleri (devami)

Kompost-60 0

Cizelge 3.9 Mikroorganizma ilaveli kompostun amonyum degerleri

Konsantrasyon (gr/l)

0,005

0,014

0,01

0,06

0,11

0,17

0,18

0,18

0,2

0,23

0,28

0,29

0,19
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Cizelge 3.9 Mikroorganizma ilaveli kompostun amonyum degerleri (devami)

Konsantrasyon (gr/l)

0,2

0,21

0,2

0,18

0,16

0,12

0,09

0,05

0,03

=

00



Cizelge 3.9 Mikroorganizma ilaveli kompostun amonyum degerleri (devami)

Konsantrasyon (gr/l)

=

01



Cizelge 3.9 Mikroorganizma ilaveli kompostun amonyum degerleri (devami)

Konsantrasyon (gr/l)

3.5.2 Fosfatin Kolorimetrik Ol¢iimii

Kompost orneklerinde bulunan organik fosfatin oOlglilmesi igin kolorimetrik
yontemlerden spektrofotometrik yontem kullaniimistir. Bu amagla Olsen Teknigi [139]
kullanarak suziilmiis kompost ¢ozeltisi tGzerine 100 ml 0,5 M kalsiyum bikarbonat
¢Ozeltisi ilave edildikten sonra yarim saat kadar shaker ile karigtirllmistir. Karigimin 15
ml’si 5 ml amonyum molibdat ile karistirilip CO, gazinin ¢cikmasi icin yavasca elle

calkalanmistir. Daha sonra 1 ml SnCl, eklenip su ile 25 ml’ye tamamlanir.

Standart kalibrasyon egrisini ¢izmek icin ise, 50 ppm KH,PO, stok c¢oOzeltisi

hazirlandiktan sonra cozelti setleri hazirlanmistir. Daha sonra her bir ¢ozeltiye 5 ml
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kalsiyum bikarbonat ile 5 ml molibdat ilave edildikten sonra 40 ml su ile dilisyon
yaptimistir. Son olarak da 1 ml SnCl, eklenip ¢alkalanmistir. 10 dakika sonra 690 nm’de
mavi rengin siddeti Olgulip kalibrasyon egrisi hazirlanmistir. Sahit olarak distile su
kullanilmistir. Numunenin okunan absorbans degeri kalibrasyon egrisinin yardimiyla

konsantrasyon birimine (mg/I) dénusturular (Cizelge 3.10 ve 3.11).

Cizelge 3.10 Kontrol kompostunun icindeki fosfatin hesaplanmis konsantrasyonu

Gunler Konsantrasyon

(mg/1)
1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
7 0
8 5,01
9 5,04
10 5,07
11 5,11
12 5,19
13 5,21
14 5,25
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Cizelge 3.10 Kontrol kompostunun igindeki fosfatin hesaplanmis konsantrasyonu
(devami)

Gunler Konsantrasyon

(mg/1)
15 5,81
16 6,23
17 6,23
18 6,64
19 6,82
20 6,82
22 6,82
23 6,91
24 7,02
25 7,25
26 8,45
27 8,99
28 9,3
29 9,92
30 10,38
31 10,67
32 10,16
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Gizelge 3.10 Kontrol kompostunun igindeki fosfatin hesaplanmis konsantrasyonu
(devami)

Gunler Konsantrasyon
(mg/1)

33 10,39

Cizelge 3.11 Deney kompostunun igindeki fosfatin hesaplanmis konsantrasyonu

Gunler Konsantrasyon

(mg/1)
1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
7 0
8 0
9 5
10 5,09
11 5,13
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Cizelge 3.11 Deney kompostunun igindeki fosfatin hesaplanmis konsantrasyonu
(devami)

Gunler Konsantrasyon

(mg/1)
12 5,22
13 5,26
14 14,3
15 14,98
16 16,26
17 17,21
18 17,7
19 17,98
20 19,58
21 20,15
22 20,44
23 23,84
24 33,66
25 33,91
26 33,99
27 34,3
28 35,92
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Cizelge 3.11 Deney kompostunun igindeki fosfatin hesaplanmis konsantrasyonu
(devami)

Glnler Konsantrasyon

(mg/1)
29 36,38
30 37,67
31 38,16
32 38,39
33 38,68

3.6 Bitki Yetistirme

Literatlrdeki bilgilere dayanarak domates (Solanum lycopersicum) tohumlari ve
domates fideleri (cv. “Almila”) farkli mikrobiyal ve organik karisimlar kullanilarak

yetistirilmeye birakildi.

3.6.1 Tohum Yetistirme (Seed Priming)

Tohumlar (cv. “Almila”) iki grup seklinde incelemeye alindi. ilk gruptaki tohumlar
(n=50), geleneksel olarak uygulanan hydropriming teknigi icin filtre kagidinin ortasina

konulup 12 saat boyunca suda bekletildi.

ikinci grup domates tohumlari, Bio-Priming islemine (Biyolojik Tohum islemesi) tabi
tutuldu. Bu amagla ilk basta 24 saatlik bakteri kati kiltlrlerinden bakteriyal hicreler
alinarak distile suda sispansiyon olusturuldu. Daha sonra hiicre slispansiyonu 6000
rom’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra olusan pelletler tekrar distile suda ¢6zuldu.
Mortensen (1992) yoéntemi takip edilerek mikroorganizmalarin son yogunlugu 108

olacak sekilde ayarlandi. Hicre slispansiyonu %0,2’lik talk pudrasi ¢ozeltisi ile 27°C

107



sicaklik altinda 150 rpm’de 6 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra hava ile

kurumaya birakildi.

Bio-priming grubundaki domates tohumlari bes esit desteye (her birinde 50 tohum
olacak sekilde) ayrilarak birine azot fikse eden mikroorganizma karisimi ilave edilirken,
digerine fosfati ¢cdzen mikroorganizmalardan katildi. Uclincii gruptaki tohumlar her iki
mikroorganizma karisimi ile islatildi. Diger grupta ise, Bio-Priming icin yogurt suyu
kullanildi. Son grup domates tohumlari da, yogurt suyu ve iki kategorideki

mikroorganizmalar ile muamele edildi.

Tohumlarin ¢imlendirilmesi icin kagit havlu yontemi kullanildi [140]. Kontrol ve deney
tohumlari kagit havluya sarilarak distile suya konuldu. Tohumlar esit uzakliklar ile kagit
havluyla sarildi. S6z konusu bu kagit havlular i1slak baska bir kagit havlu ile kapatilarak
kurumasinin 6nlenmesi amaciyla polietilen kitli posetlere konuldu. 7 giin sonra

tohumlar kontrol edilmistir.

Yukarida anlatilan s6z konusu deneylerin hepsi tger defa gergeklestirildi.

3.6.2 Fide Yetistirme

Domates fidelerini yetistirmek Uzere, derin su kiltird teknigine dayal kapali bir pilot
hidroponik sistem kuruldu. Her bir bitki yetistirme yatagi (@ 26 cm x 17 cm x 11,40 cm
yukseklik) dort fideyi kapsayacak sekilde hazirlandi (Sekil 3.5). Her bir kap 2500 ml igme
suyu (pH 7,2) veya hazirlanan hidroponik soliisyonlar ile dolduruldu. Oksijenin
saglanmasi amaciyla akvaryum hava pompalari ve hava taslari kullanildi (Sekil 3.5).
Hava pompalarinin asiri isinmasini dnlemek icin pompalar glinde iki defa 15’er dakika
kapatildi. Her bes kabin havalandiriimasi t¢ farkli hava pompasi (ortalama max. akis

hizi: 3,5 I/dakika) ile gerceklestirildi.
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Sekil 3.5 Bitki yetistirme diizenegi

Bitki yetistirme kaplarn seffaf oldugundan koklerin 1sik gdérmesini en aza indirmek
amaciyla her 5 yetistirme kabinin etrafi siyah renkli ¢op poseti ile sarildi. S6z konusu

poset sadece fotograf cekimleri sirasinda kaldirildi.

Bitiki yetistirme deneyine gecmeden once gerekli kompost ve diger maddelerin
miktarlarinin yaklasik bulunmasi icin 15 glinliik bir 6n degerlendirme sistemi kuruldu.
Bu amacla sekiz domates fidesi yetistirldi. Bitkilerde goriinen literatlirdeki kayitli
semptomlara bakilarak pilot sistemde kullanilacak maddelerin miktarlarina karar

verildi.
Fideler 5 alt grup seklinde hazirlandi.

1. Medium grubu: ilk uygulamada sadece geleneksel hidroponik soliisyon kullanild
(n=20=5 x 4). S6z konusu sollisyon icerigi soyledir: 11,9 mmol/I nitrojen (N)
(%1,8 amonyum ve %98,2 nitrat), 1,07 mmol/I fosfat (P), 5,5 mmol/l potasyum
[2], 0,91 mmol/l magnezyum (Mg), 0,013 mmol/I manganez (Mn), 0,013 mmol/I
bor (B), 0,03 mmol/l demir (Fe), ve 2,63 mmol/I kalsiyum (Ca). Bu kimyasallar

2,5 ligme suyuna karistirilarak yetistirme kaplarina doldurulmustur.

2. Kontrol grubu: ikinci alt gruptaki fideler (n=20) kontrol kompostu ile hazirlanan

hidroponik soltsyon ile beslendi.

3. Nitrat grubu: Bu gruptaki fidelerin (n=20) beslenmsini saglamak amaciyla, azot
fiksasyonu yapan mikroorganizmalarin katildigl komposttan hazirlanan soltsyon

kullanildi.

4. Fosfat grubu: Domates fideleri (n=20) fosfati ¢6zen mikroorganizmalar ile
zenginlestirilen kompost sollisyonu ile beslendi.
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5.NO3 + PO, grubu: Bu gruptaki 20 fideye azot fiksasyonunu gergeklestiren ve
fosfati ¢cozen mikroorganizmaalrin katildigi karisik kompost sollisyonlarindan

verildi.

Kompost veya mikroorganizma ilaveli kompostlar yirmi giin 6n hazirhk isleminden
gecirildi. Bunun icin 5 gr kontrol kompost 12,5 | suda 20 giin bekletildi. Bu siire¢
zarfinda s6z konusu karisim iki hava pompasi ile havalandirildi. Elde edilen sollisyonun
nitrat iyonu miktari 0,182 gr/l iken, amonyum iyonu miktari 0,019 gr/l olarak
Olctlmustlr. Fosfat miktari ise, 8 mg/I olarak hesaplanmistir. Kompost grubunun bitki
yetistirme kaplarinin her biri 2,5 I'ye tamamlanarak (nitrat iyonu icerigi 11,9 mmol) bu

hidroponik soltisyon ile dolduruldu.

Azot fiksasyonu yapan mikroorganizmalarin ilave edilecegi kompostun hazirlanmasi igin
ise, 5 gr komposta 100 ml mikroorganizma karisimi ilave edilerek 19 | suya katildi. Bu
karisimin havalandirilmasi da iki hava pompasi ile gergeklesti. Yirminci giinde 6lgllen
nitrat ve amonyum miktarlari sirasiyla soyledir: 0,242 gr/l, 0 gr/l. Fosfat miktari ise,
9,2 mg/l olarak hesaplanmistir. 10 yetistirme kabinin 5’i tamamen bu hidroponik
solisyon ile hazirlanirken (nitrat iyon miktarinin konsantrasyonu 11,9 mmol), diger 5
yetistirme kabinin yarisi (NOs; + PO,4 grubu) bu solisyon ile doldurulmustur (nitrat iyon

miktarinin konsantrasyonu 11,9 mmol).

Fosfatli kompost icin ise, 12 glin boyunca 19 | suya 5 gr kompost ve 100 ml izole edilen
mikroorganizmalardan eklenerek iki hava pompasi ile havalanmasi saglandi. Burada
Olctlen baslangic fosfat miktari 5,3 mg/| olarak hesaplanmistir. 5 yetistirme kabinin
tamami bu sollsyon ile 2,5 I'ye tamamlanirken, diger 5 yetistirme kabinin yarisi ise, bu

hidroponik sollisyon ile doldurulmustur.

Diger yandan, Medium grubu disindaki diger dort alt grubun ikincil besin elementleri,
mikronutrientleri ve esansiyel potasyum ihtiyaclarini karsilamak icin ayri bir kapta
hazirlanan istiridye kabugunun tozu ve odun kili su pompasi yardimiyla bitki
yetistirme yataklarina gonderildi. istiridye kabugu magnezyum, demir, bor, mangan,
¢inko, bakir, molibdat ve kalsiyum bakimindan zengin olup tamamen organik kaynakh
oldugundan c¢evre ve bitkiler icin tehlike olusturmamaktadir. Toplanan istiridye

kabuklari yikanip oda sicakhginda kurutuldu. Daha sonra havanda mekanik pargalama
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islemine tabi tutuldu. Her bir bitki yetistirme kabina 90 gr (1,98 mmol Mg, 1,61 mmol
Fe, 0,36 mmol B, 0,255 mmol Mn, 0,013 mmol Zn, 0,00188 mmol Cu, 0,0008 mmol Mo,
ve 10,5 mmol Ca) parcalanmis istiridye kabugu gelecek sekilde besin maddesi kabi
hazirlandi. Olasi bilylk pargalarin borularin tikanmasini énlemek igin besin kabina

konulan parcalanmis kabuk iki katli kalin bir til parcasina sarilarak suya daldirilmistir.

Kémirciden temin edilen odun kiili ise, esansiyel elementlerden olan potasyumun
karsilamasi amaciyla kullanilmistir. Ticari amacgla hazirlanan odun koémdrlerinin
potasyum icerigi genellikle 1,64 mol/kg seklinde ifade edilmektedir. Yetistirme kabi
basina 4 gr denk gelecek sekilde odun kémiiri besin maddesi kabina konulmustur.
Suyun akisini 6nlememesi amaciyla odun kéomirl suya konmadan evvel iki katli kalin

bir tilbent ile sikica sarildi.
Besin kabinini su pompasi glinde iki defa, 2 saat olmak tizere galistiriimistir.

Fidelerin fotograflanmasi haftalik olarak gergeklestirilmistir. Domates fidelerinin bitilin
olarak uzunluklari, sirgiin (govde) tabanindan strginin apikal meristemine kadar
olarak Olglilmustlir. Govde kalinhgi ise, dijital kumpas yardimiyla kékiin Gst kismindan,
govdenin baslangic noktasindan 2 cm yukaridan o6lcildi. Kok sayisi ve uzunlugu ekildigi
giinde sifir olarak kabul edildi. ilgili kok &lciimleri bitkiye zarar vermemek amaciyla
ekim kabi disinda, yetistirme kabindaki beslenme suyuna dogru gelisen kokler ile

gerceklestirldi.
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BOLUM 4

SONUC ve ONERILER

4.1 Azot Fiksasyonu Yapan Mikroorganizmalar

Azot fiksasyonu yapan mikroorganizma suslarinin siniflandirilmasini kesinlestirmek igin
bazi morfolojik ve mikroskobik testler gerceklestirildi. Bu testlerin sonuclari mevcut

suslarin dogrulugunu desteklemektedir.

4.2 Topraktan Elde Edilen Mikroorganizma izolatlari

ilk 48 saatte biyiik boyutlu temiz halka veya yogun mavi renk olusturan 18 PSB kiiltiirii
kaydeilmistir. Bazi koloniler ile ilgili veriler birbirlerine ¢cok benzediginden bilgi tekrari
olmamasi amaciyla pozitif sonuclar arasindaki 10 PSB pozitif kiltird ile ilgili sonuglar

Cizelge 4.1'de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1 izolatlarin bazi 6zellikleri

izolat No.su Morfolojik Sekii Halka 1 2 4 6 8 Fosfataz
Boyutu Gin Aktivitesi
(mm)

& Gram
Boyama

Bacillus, 22 22 22

Gram-

Bacillus, 15 16 16

Gram+

PSBIIl* Coccobacillus, 13 13 14
Gram-

Bacillus, 13 14 14

Gram+

Bacillus, 18 18 18

Gram-

Bacillus, 12 15 16

Gram-

PSBVII* ET[VES 22 22 22

Gram-

PSBVIII Bacillus, 23 23 22

Gram-

Bacillus, 13 14 16 16 16

Gram+

Bacillus, 12 13 14 15 14

Gram-

Topraktan Alexander dilisyon yontemi ile ekime hazirlanan 6rneklerin ekimi icin
literatlirde 6nerilen farkl besiyerleri kullanildi. Bunlar; standart agar, kalsiyum fosfat,

Pikovskaya’s ve Sperber besiyerleridir.
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S6z konusu kati besiyerlerindeki yayma ekim sonucu goézle kiyaslandiginda sonuglar
daha onceki calismalari destekler nitelikte olup en ¢ok pozitif temiz halka sayisi blyuk
bir farkla Pikovskaya’s Agar Besiyeri'nde gorilmistir. PVK besiyerinden sonra pozitif

sonuglar sirasiyla Sperber, standart agar ve kalsiyum fosfat besiyerinde izlenmistir.

Bahsedilen sonucun sayisal kiyaslanmasi icin dort farkli besiyerlerinin  saf
kiltirlerindeki bakteri yogunlugu Most Probable Number (Ek-1) yontemi ile
degerlendirilmistir. Bu amacgla her saf kaltirin 10™®e kadar dilisyonu yapildi. Alt
dilisyonlar ise, 5-tlplu seklinde gerceklestirildi. Kaydedilen sonuglar 5-tlipli Alexander

Cizelgesi (Cizelge 3.3) yardimiyla degerlendirilmistir (Sekil 4.1).

35

30

25

20

15 | MPN
10

5 '

-
0]
Sperber Kalsiyum Agar
fosfat

Sekil 4.1 Dort farkh besiyeri igin hesaplanan MPN degerleri ve kiyaslanmasi
*Butin besiyerlerinde hesaplanan MPN sayilarinin X102 carpanlari mevcuttur.

En buyuk MPN degeri PVK besiyerinde 35 x 10® organizma/ml olarak kaydedilmistir.
ikinci sirada Sperber besiyeri 28 x 10% organizma/ml bulunurken, standart agar ve
kalsiyum fosfat besiyerlerindeki MPN degeri sirasiyla 7 x 10® ve 0,15 x 108

organizma/ml seklinde hesaplanmistir.

Mahantesh ve Patil (2011), Pikovskaya’s ve kalsiyum fosfat besiyerlerini kiyaslarken
mikroorganizma yogunlugunun PVK besiyerinde daha fazla oldugunu gostermistir
[141]. Baruah [142], ayni islemi nutrient agar ve kalsiyum fosfat besiyerlei icin

yapmistir. Elde ettigi sonuglara gbére nutrient agarda mikroorganizmalarin MPN’leri
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kalsiyum fosfat besiyerine kiyasla ¢ok daha yliksektir. S6z konusu sonuglar burada elde

edilen sonuglar ile 6rtismektedir.

izolatlarin  kati PVK besiyerindeki inorganik fosfati ¢6zebilme kabiliyetleri
kiyaslandiginda ilk 24 saatte en biylk temiz halka, PSBI (21 mm) ve PSBVII (21 mm)

izolatlarina aittir. Bu iki izolati 15 mm ile PSBVIII takip etmektedir.

Kilturler fosfataz aktivitesi bakimindan bakildiginda ise, en glgli mavi renk PSBIII
izolatina aittir. S6z konusu izolatin ¢ozlinebilir fosfat bileseni varligindaki besiyerinde,
mavi renk ilk 168 saatte izlenmemistir. Fakat trikalsiyum fosfatli PVK besiyerlerinde ilk

24 saatten itibaren mavi renk siddetli bir sekilde goralmistar.

Daha ileri tanimlama iglemleri igin en bliyuk temiz halkayi olusturan PSBI ve PSB VII, ve
mavi halkanin en siddetli bicimde gozlendigi PSBIII izolatlari segilmistir. Cesitli biyolojik
ve biyokimyasal testler uygulanmistir. S6z konusu testler lcer defa tekrar edilmistir.
Gergeklestririlen biyokimyasal tanimlama testlerinin sonuglar Cizelge 4.2 ve 4.3'de
gosterilmistir. Ozellikle karbon kaynagi kullanim testi gram negatif bakterilerin

karakterizasyonu icin 6nem arz etmektedir [143].
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Cizelge 4.2 izolatlarin pigmentasyon ve bazi karbon kaynagi kullanimlari (CFU)

izolat No.su PSBI PSBIII PSBVII
Pigmentasyon Beyaz Krem Sari, opak
Mannitol + - +
Glukoz + + +
Sukroz + - +
Laktoz - - -
Fruktoz + - +
Maltoz + - +
Gliserol + ¥ +
Inositol + - +
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Cizelge 4.3 Segilen Ug izolatin tanimlanmasi igin yapilan bazi biyokimyasal testlerin

sonuglari
izolat No.su PSBI PSBIII PSBVII
Jelatin Hidrolizi - - -
Simmons Testi + - +
Nisasta Hidrolizi - - -
Katalaz Testi + + +
Oksidaz Testi - + -
indol Uretimi - - _
V-P Testi + - +
Metil Kirmizi Testi - - -
Hareketlilik + + +
Ureaz - - _
Nitrat indirgenmesi + - +

Biyokimyasal ve morfolojik tanimlama testlerinin sonuglari dogrultusunda da, literatiir
ve veri bankalari tarandi. Buna gore, Cizelge 4.1’de bulunan PSBI*, PSBVII* ve PSBIII
izolatlari yiksek ihtimalle sirasiyla Enterobacteriaceae familyasindan Pantoea
agglomerans* [144] ve Pseudomonadaceae familyasindan Pseudomonas putida [145]

suslarina aitttir.

Pantoea agglomerans gram negatif bir bakteri olup genellikle Enterobacter
agglomerans olarak isimlendirilir. S6z konusu bakterinin P5 susu giiniimizde bazi ticari

biyofertilizer Grlnlerinde kullaniimaktadir.
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Pseudomonas putida gram negatif c¢ubuk seklinde saprotrofik toprak
bakterilerindendir. 16S rDNA analizine gore farkh soylara siniflandirilir. Bu bakteri
diinyani ilk patentlenmis organizmasidir. Degisik metabolik reaksiyonlarda aktivite
gosterebilme kabiliyetine sahiptir. Bu 0zelligi sayesinde glinimizde biyolojik
ivilestirmede (bioremediation) olduk¢a kullanilir. Ornegin adi gecen bakteriler toluen
veya naftalin gibi organik solventleri indirgeyebildikleri i¢cin kontamine topraklarin
temizlenmesinde kullanilir. Bunun yani sira, P. putida stiren yagini biyolojik olarak
degrede olabilen plastige (PHA) cevirebildigi icin geri gonisiim islemlerinde de aktifce
kullanilir [146]. Bunlara ek olarak, biyokontrol 6zelliklerine sahip oldugundan Phytium

ve Fusarium gibi hastalik ajanlarina karsi aktif bir anatagonist olarak kullanilir [147].

Enterobacteriaceae familyasina ait suslarin topraktan izolasyonu ile ilgili literatiirde ¢ok
farkli veriler bulunmaktadir; Kim ve arkadaslari 1997 yilinda yaptiklari calismada
bugday rhizosferine ait topraktan izole ettikleri mikroorganizmanin Enterobacter
agglomerans oldugunu ifade etmisler [29]. 1997 yilinda yayinlanan bir makalede,
topraktan izolasyon yoluyla elde edilen susun Enterobacter sp. oldugu seklinde
aciklamalar bulunmaktadir [148]. Heekyung ve calisma arkadaslari (2005), topraktan
elde ettikleri izolatlarin Enterobacter sp., Klebsiella sp., ve Pantoea sp. suslarina ait
oldugunu gostermistir. 2009 yilinda ise, bir ¢calisma sirasinda ekilen ve ekilmeyen
rhizosfer orneklerinden izole edilen suslardan birisinin Pantoea agglomerans oldugu

biyokimyasal testlerin yani sira molekiler analizlerle de ispatlanmistir [136].

Yararli bakteriler, toplu olarak bitki blylimesini tesvik eden rhizibacteria (plant growth
promoting rhizibacteria (PGPR)) olarak isimlendirilir. Bu bakteri gruplari biyolojik
glibrelerin en 6nemli parcasini olusturur. S6z konusu bakteriler, bitki bluylmesini tesvik
ederken bitkinin sagligini da korur. Bu islemler besleyici maddelerin mineralizasyonu,
fitohormonlarin sentezi, patojenlerin inhibisyonu veya bu islemlerin kombinasyonu ile
gerceklestirilir [149]. Bununla beraber, PGPR mikroorganizmalarin biyoglbre olarak
performans sergilemesi hedef bolgelerin biyotik ve abiyotik kosullarindan
etkilenmektedir. Bu ylzden, bircok arastirmaci bolgesel topraklardan PGPR izolasyonu

ve islenmesi ile ilgili calismalar strdirilmektedir.
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PGPR mikroorganizmalari arasinda sirdirilebilir tarima yonelik kullanilan en biylk
gruplarindan birisi fosfati cézen bakteriler (PSB) ekstrem cevre kosullarina gosterdikleri
tolerans sebebiyle kurak ve yari kurak bélgelerde biyoglbre olarak kullanilmak tzere
ilgi cekmektedir [136]. Daha once yapilan bazi calismalarda s6z konusu bakteri
grubundan Pantoea agglomerans, Microbacterium laevaniformans ve Pseudomonas
putida suslarinin yiksek sicaklik, yiksek NaCl konsantrasyonu ve degisik pH araliklarina
(pH 5-11) tolerans gosterdikleri gosterilmistir [136]. Buna gore bu bakterilerin hepsi
yuksek sicakta hayatta kalabilmistir. 42°C ‘de bliyime indeksi (Gl) ve fosfat ¢ozme
indeksi (PSI) dusmesi bu mikroorganizmalarin yasama alanlarindaki sicak vyaz
aksamlarinda hayatlarina siirdirebilmeleri ile agiklanmigtir. Givskov ve arkadaslari
(1994) P. putida’nin 45°C’de inkibasyonundan saatler sonra da hayatta oldugunu
belirtmistir [150]. Diger bir ¢alismada ise, PSB suslarinin %2,5 NaCl konsnatrasyonun
bulundugu tarim alanlarinda bile uygulanabildigi ifade edilmistir [136]. Benzer bir
calismada, Nautiyal ve calisma arakadaslari (2000) Hindistan’daki bezelye (Pisum
sativum) rhizosphereinden izole edilen dort farkli PSB susunun biylimesi tzerindeki
pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonu parametreleri incelenmistir [151]. Burada aciklanan
sonuglara gore butln suslarin hepsi %5’lik NaCl konsantrasyonunda bile etkili bir
sekilde inorganik fosfati ¢ézebilmistir. izolatlarin birisi %10’luk NaCl ¢ézeltisinde dahi
bakteriyal kontrol grubuna gore %18 orani ile fosfati ¢ozdigu gosterilmistir. Johri ve
arkadaslari da (1999) alkali topraktan 4800 bakteri susu izole etmislerdir. Bunlar
arasindaki 875 PSB izolatinin 18’i etkili bir sekilde yliksek pH, sicaklik ve tuz oraninda
fosfati ¢ozebilmistir [152]. Son ve ¢alisma ekibi (2006) P. agglomerans susunun R-42
maksimum 1,3 gr/l fosfat c¢coebilme kabiliyeti ile optimize edilmis besiyerinde
Uretilmistir [153]. Bu sus, farkli pH araliklari (3-11), sicaklik (5-45 °C) ve %5’lik NacCl

konsantrasyonu gibi degisik cevre faktorlerine tolerans gostermistir [154].

Buna ek olarak, bu suslar meyvelerin saklanmasi sirasinda kiiflerin gelisimini dnlemek
[154], agir bitki hastaliklarini engellemek amaciyla biyokontrol ajani olarak

kullanilmaktadir [155].

Ayrica, PSB'ler sitrat, okzalat, glukonat, laktat ve suksinat gibi organik asitleri aktif bir
sekilde salgilarlar [156]. Bunun sebebi tizerinde farkli tartismalar bulunmaktadir. Fakat
lllemer ve Schinner (1995) respirasyon veya NH,; asimilasyonu sirasinda serbest
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birakilan protonlarin inorganik fosfatin ¢6zebilme mekanizmasinda ¢ok 6nemli rol

oynadigi belirtilmistir [157].

izolatlarin suslari hakkinda yaklasik bir tahmin vyiritildikten sonra segilen
mikroorganizmalarin CFU/ml degerleri (izerinden 25°C’de Biiyiime indeksleri incelendi

(Sekil 4.2 ve 4.3).
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Sekil 4.2 PSBI ve PSBVII izolatlarinin bliyime indeksi

#==|og CFU/ml

log CFU/ml
o = ] w £ un ()} ~J

Sekil 4.3 PSBIIl izolatinin biiyime indeksi

Sonug itibariyla, bu calismada ¢ok sayida PSB izolati arasinda fosfat biyoglbresi olarak

kullanilabilen iki izolat grubu segilmistir. Yukarida anlatildigi gibi bu suslarin degisik
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cevre kosullarinda dayanikli olduklari gosterilmistir. Malboobi ve arkadaslari bu suslarin

etkili bir sekilde tarla ve sera ortaminda uygulanabildigini gdstermistir.

4.3 Olgiimler

Ekin Gretimi icin arzu edilen azot formu nitrattir. Cogu sebze ekini nitrati amonyuma
tercih etmektedir [62], [9], [63]. Hidroponik soliisyonda, amonyum, nitratla karisik bir
bicimde nitrojen kaynaginin bir kismi olarak kullanilabilir. Fakat amonyum primer azot
kaynagi oldugu zaman Uriin kaybinin olasiligl oldukca yuksektir [62], [63], [64], [65],
[66]. Elverisli ve basarili bir organik hidroponik uygulamasi icin nitratin organik
kaynaklardan verimli bir sekilde Uretilmesi gerekmektedir. Bununla beraber ekim

sirasinda bu organik materyaller dogrudan hidroponik kiiltlire ilave edebilmelidir [6].

Kontrol kompostu ile azot fiksasyonu yapan mikroorganizma ilaveli kompost nitrat
miktarinin kiyaslanmasi sekil 4.4’te gosterilmistir. Analizler ve grafik gizimleri Microsoft

Excel programi, SPSS ve MedCalc Statistical Software yardimiyla hesaplanmistir.

1,8

1,6
1,4
1,2

1,0 o——o Kontrol Kompost

=—a Deney Kompostu

0,8

0,6

Konsantrasyon (g/L)

0,4
0,2

O,O T

Sekil 4.4 Kontrol kompost ve deney kompostundaki nitrat iyonu orani

Kontrol kompostunda baslangic nitrat iyonu konsantrasyonu 0,015 gr/l olarak

Olctlmustir (Sekil4.4).
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Sekil 4.4’te de goruldigu lUzere kontrol kompostundaki nitrat iyonu miktari 36. gline
kadar artmistir. Fakat s6z konusu degerde 36. giinden itibiren ani bir disis izlenmistir.
Mikroorganizma ilaveli komposttaki nitrat iyonu degeri, ilk glinde 0,015 gr/I olarak
kaydedilmistir. Bu deger mikroorganizma karisimi ilave edildikten hemen sonra 30

kiislir giin boyunca stirekli olarak arttiktan sonra sabit kalmistir

Kontrol komposttaki nitrat iyonu degerinin aritmetik ortalamasi 0,04 gr/l (SD 0; SE 0)
olarak hesaplanmistir. Azot fiksasyonu yapan mikroorganizmalar ile zenginlestirilmeye
amaclanan komposttaki aritmetik ortalama ise, 0,84 gr/l (SD 0,6; SE 0) seklinde ifade
edilebilir.

Bu iki kompost sistemi nitrat Uretimi bakimindan Repeated measures Anova yarimiyla
kiyaslandigindan ise, P < 0,0001 seklinde hesaplanmistir. Bu degere gore bu iki
kompost sistemindeki nitart Uretim farki olduk¢a anlamlidir. Boylece, kompost,
nitrifikasyonu gerceklestiren mikroorganizma ile zenginlestirildiginden orada bulunan

organik azot kaynaklarinin parcalanip nitratin sentezlendigi dne sirilebilir.

Amonyum bakimindan kompostlar incelendiginde, kontrol kompost sisteminde ikinci
glinden baslayarak amonyum miktarinin 20. gliniine kadar arttigi gézlenmistir (Sekil
4.5). Kontrol kompostta amonyum konsantrasyonu 20. glinde en yiksek seviyede
(0,310 gr/l) kaydedilmistir. Daha sonraki sekiz giinde ise, amonyum miktari azalmistir.
Fakat 28. glinden baslayarak amonyum iyonu miktari 49. giine kadar 0,160 gr/| olarak

sabitlenmistir.

Mikroorganizma katkili kompostta amonyum konsantrasyonu 13. glinde 0,290 gr/l ile
en ylksek seviyesinde kaydedilmistir. 24. giinden itibaren de amonyum iyon miktari

tekrar sifirlanmistir.

Kontrol kompost amonyum iyonu bakimindan kontrol edildiginde ortalama 0.15 gr/I
(SD 0; SE 0) iken, mikroorganizma ilaveli kompostun ortalama degeri ise, 0,03 gr/l (SD

0; SE 0) olarak ol¢tlmustr.

Bu iki kompost sistemi amonyum Ulretimi bakimindan Repeated measures Anova
yardimiyla kiyaslandigindan ise, kontrol kompostundaki amonyum UGetiminin deney

kompostuna nazaran fazlasiyla anlamh oldugu (P < 0,0001) saptanmistir.
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Sekil 4.5 Kontrol kompost ile deney komposttundaki amonyum konsantrasyonu (gr/1)

Kontrol kompost fosfat ¢ozebilen mikroorganizma ilaveli kompost ile kiyaslandiginda
bariz bir fark izlenmektedir. Her iki kompost sisteminin fosafat konsantrasyonu ilk 13
glinde hemen hemen esittir. Kontrol kompostunda fosfat iyonu kademeli bir artis
gosterdigi halde deney kompostunda 13. giinde s6z konusu iyon miktarinda ani bir
artis kaydedilmistir. Kontrol kompostundaki son hesaplanan deger 10,68 mg/I'dir.
Deney kompostunda ise, fosfat iyonu 33. giinde 38,68 mg/| olarak hesaplanmistir.
Spektrofotometrede fosfat iyonunu dlcerken 40 mg/l konsantrasyonunun ustindeki

degerlerin glivenirligi diisiik oldugundan dl¢iim alimi bitirilmistir.

Kontrol kompostunun fosfat iyonu ortalamasi 5,79 mg/l (SD 3,4; SE 0,6) olarak
hesaplanmistir. Diger yandan mikroorganizma katkih kompostun fosfat iyonu

konsantrasyonun ortalamasi 17,24 mg/I (SD 14,5; SE 2,3) seklinde ifade edilebilir.

Bu iki kompost arasindaki fosfat farki istatistiksel olarak oldukca anlamhdir (P <

0,0001).
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Sekil 4.6 Kontrol kompost ile deney komposttundaki 20 giinde fosfat konsantrasyonu
(mg/1)
Deney setlerinin yirmi giinlik élglimleri kiyaslandiginda, sadece kontrol kompostundan
olusan ilk setin nitrat iyonu ortalamasi 0,35 gr/l (SD 0,2; SE 0), deniz suyunun nitrat
konsantrasyon ortalamasi 0,17 gr/I (SD 0; SE 0), ekmek mayasi flaskindanki nitrat iyonu
ortalamasi ise, 0,16 gr/l (SD 0; SE 0) olarak hesaplanmistir. Ev yapimi yogurt suyu
iceren flaskta nitrat iyonu ortalamasi 0,44 gr/l (SD 0,2; SE 0) ‘dir. Mikroorganizma
eklenmis Erlen’deki 20 gilinlik artimetik ortalama ise, 0,64 gr/l (SD 0,3; SE 0) seklinde
degerlendirilmigtir. Son 6rnek, yani mikroorganizma ve yogurt suyu iceren flaskin nitrat

ortalamasi 0,62 gr/I (SD 0,3; SE 0) olarak ifade edilebilir.
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Sekil 4.7 Alti farkl deney setindeki nitrat iyonu konsantrasyonu (gr/l)

Sekil 4.7'de goruldigi gibi en disik nitrat iyonu konsantrasyonu ise, ekmek mayasinin
komposta katildigi Erlen’de o6lcllmistir. Deniz suyunun katildigi Erlen ise, ekmek
mayasindan sonra en disuk nitrat konsantrasyonu bakimindan ikinci sirada yer
almaktadir. Bu sonuca gore deniz suyundaki mikroorganizmalar komposttaki organik
azota nitrata cevirerek kompostta bulunan olasi mikroorganizmalara destek
vermektedir. Shinohara ve arkadaslarinin yaptigi calismada (2011) sadece deniz suyuna
herhangi bir mikroorganizma asisi katilmadigi takdirde bile nitrat Gretilmistir [6]. Bu
deneyde organik azot kaynagi olarak balik bazl ¢ozilebilir fertilizer katilmistir. Bizim

deneyimizde ise, kompost organik azot kaynagi olarak kullaniimistir.

Nitrat konsantrasyonu bakimindan en diisik Uglincli degerler kontrol kompostunun
suya katildigi Erlen’e aittir. Shinohara ve arkadaslari (2011) da sadece kompostun

bulundugu sistemlerde nitrat Gretimini rapor etmislerdir [6].

Setler arasindaki en yiksek nitrat iyon konsantrasyonu azot fiksasyon ilaveli kompost
ve yogurt suyu ile mikroorganizma destekli setlerinde kaydedilmistir (Sekil 4.7). En
ylksek nitrat iyonu konsantrasyon degeri yogurt suyunun mikroorganizma ve kompost

ile hazirlanan Erlen’de 0,99 gr/l olarak olglilmustr.
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Yogurtta bulunan Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus thermophilus bakteri
suslari probiyotik mikroorganizma grubunda olup gram + bakterilerdir. S6zkonusu
bakteriler laktik asit, asetik asit ve bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddeler lreterek
istenmeyen mikroorganizmalarin ¢ogalma hizini kontrol ederler. Buna ek olarak, bu
bakteriler farkh ekzopolisakkarit (EPS) veya seker polimerleri Uretirler [158].
Ekzopolisakkaritler tek bir seker tlriinden olusabildigi gibi farkl monosakkaritler veya
seker tirevlerinden olusabilirler. Bu polimerler su baglama kapasiteleri ve
pseudoplastik reolojik davranislari sebebiyle pihtilasma azaltici, viskozite arttirici ve
yapilastirici (texturizer) olarak gida endistrisinde oldukca kullanilmaktadir [159]. EPS
Uretimi sicakilik, pH, oksijen basinci ve karbon/nitrojen orani [160] gibi kilturin fiziksel
kosullarindan direkt olarak etkilenmektedir [161]. Degeest ve De Vuyst (1999)
yaptiklari calismada baslangic azot konsantrasyonu arttiginda sentezlenen yiliksek
molekil agirlikh ekzopolisakkaritlerin disiik molektl agirhkli EPS’lere doénustigini
rapor etmiglerdir [158]. Buna ek olarak Kubota ve ¢alisma arkadaslari (2008) yaptiklari
calismada laktik asit bakterilerinin olusturduklari biyofilm hicrelerinin ¢evresel
streslere karsi direncli olduklarini ifade etmislerdir [162]. Bizim calismamizda yogurt
suyunun mikroorganizma ve komposta katildigi Erlen’deki en yliksek nitrat iyonu
konsantrasyonun kaydedilmesi laktik asit bakterilerinin bu Ozellikleri ile
bagdastirilabilir. Buna goére laktik asit bakterilerinin sentezledigi ekzopolisakkaritler
sayesinden nitrifikasyon gerceklestirilen mikroorganizmalarin su ile etkilesimi azalmis
olabilir. Dolayisiyla da olumlu sekilde kompostun igindeki organik azot kaynaklarini

kullanarak nitrat Gretimi gergeklesmis olabilir.

En yiksek Uglinct nitrat konsantrasyonu yogurt suyunun komposta katildigi Erlen

Mayer’de gorilmustir.

Repeated measures ANOVA ile Pairwise comparison yapildiginda kontrol sistem olarak
kabul edilebilen kontrol kompostun su ile hazirlanmis Erlen’deki nitrat degerinin diger

flasklara nazarn farkliliklarinin anlamhligi cizelge 4.4 gibidir.
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Cizelge 4.4 Deney setleri arasindaki bazi istaistiksel degerler

Faktorler Ortalama Standart P Degeri 95% Cl ®

Farki Sapma

Kompost + BI=] Ty A0 0,0371to0 0,322

Su
Ekmek 0,194 0,0410 0,0022 0,0563t0 0,332
Mayasi
Yogurt -0,0886 0,0191 0,0027 -0,153 to -
0,0246
NO3 -0,287 0,0250 <0,0001 -0,371 to -
0,203
Yogurt + -0,275 0,0280 <0,0001 -0,369 to -
NO3 0,181

® Bonferroni corrected

Cl: Confidence interval (gliven araligi)

4.5 Fide Yetistirme

4.5.1 Fideler

Fideler alindiginda ortalama boylari 10,14 cm olarak 6lguldi. Ekimin yapildig ilk glinki

Olgcimler ile ilgili veriler Cizelge 4.5’de verilmistir.
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Cizelge 4.5 ilk gline ait fidelerin bazi fiziksel ézellikleri ile ilgili 6lciimler

Grup Bitki Govde Yaprak Yaprak Kok Sayisi Kok
Uzunlugu Kalinhgi Sayisi Alani Uzunlugu
(cm) (cm) (cm?) (cm)
Medium 11,1 0,67 19,1 6,1 0 0
Kontrol 7,8 0,69 18,6 5,8 0 0
Nitrat 10,0 0,58 16,8 5,6 0 0
Fosfat 8,9 0,71 16,0 6,2 0 0
NOs + PO, 12,9 0,68 20,4 5,4 0 0

Deney kisminda da belirtildigi gibi, bitki koklerinin zarar gérmesini enlellemek igin ilk

guinkd kok uzunlugu sifir olarak kabul edildi (Sekil 4.8).

Sekil 4.8 Fidelerin ilk gtin ekildikleri zamanki kokleri

Kompost ile beslenen her dort ayri grubun (Kontrol, Nitrat, Fosfat ve NOs; + PO,
gruplari) hidroponik soliisyonunda ekimin ilk otuz glniinde nitrat olgUlmustir (Sekil
4.9). Bununla beraber ilk on glinde mikrobiyal kiltir sollisyonu ilaveli gruplarin hig

birinde amonyum saptanmamistir.
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Sekil 4.9 Domates yetistirme ortamlarinda nitrat konsantrasyonu (gr/l)

Ugtincii giinde bitkilerin giinliik kontrolu sirasinda, mikroorganizma ilaveli kompostlarin
konuldugu Nitrat, Fosfat, ve NOs + POs grubundaki domates fidelerinin koklerindeki
uzama dikkat ¢ekmistir (Sekil 4.10). Sentetik kimyasallarla beslenen Medium grubu
fidelerinin hig birinde koklerde uzama gorilmemistir (Sekil 4.10 A). Kontrol grubundaki
20 domates fidesinin sadece 6’sinda kok uzamasi kaydedilmistir (Sekil 4.10 B). Fakat
s6z konusu grup Uyelerinin hi¢ birindeki kok uzunlugu, mikroorganizma ilaveli
gruplardaki fidelerin kdk uzunlugu ile kiyaslanamayacak kadar kisadir. Bununla beraber

kok sayisi da az olup ana kok lzerindeki kok tiyleri izlenmemistir.

Gozle kiyaslama yapildiginda, tglinci giinde en uzun kokler Nitrat grubundaki fidelerde
izlenmistir. Sayisal olarak bakildiginda ise, Nitrat grubu kok gelisimi gosteren fideler
bakimindan ilk siradayken (Sekil 4.10 C), ikinci ve Uclnci siralarda sirasiyla NOz + PO,
fideleri ve Fosfat grubundaki bitkiler yer almaktadir. Nitrat grubunun 20 fidesinin
hepsinde kokler ve kokcuklerin gelisimi gortlmustir. NOs + PO, grubu fidelerinin
17’sinde kokler uzamistir. Fakat ana kok Gzerindeki kiiciik kokcikler sayisal olarak
Nitrat grubuna nazaran ¢ok daha azdir (Sekil 4.10 E). Fosfat grubunun 16 fidesinde
sadece ana kok seklinde uzantilar fark edilmistir (Sekil 4.10 D).
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Sekil 4.10 Fidelerin ekildikten g glin sonraki kdkleri (devami)
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Sekil 4.10 Fidelerin ekildikten Ug¢ glin sonraki kokleri

Sekil 4.11’de her grubun kontrol yetistirme kaplarinda (fotograf ¢ekimi igin kontrol
grubu olarak secilmislerdir) bulunan domates fidelerinin ilk glinki halleri

bulunmaktadir.
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Sekil 4.11 Her grubun kontrol fidelerinin ilk glink halleri (devami)
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Sekil 4.11 Her grubun kontrol fidelerinin ilk glinkl halleri

Ekime takiben yedinici glinde yapilan 6lcimlere gére Medium grubundaki fidelerin
sirglin uzunlugunda neredeyse bir degisiklik gdzlemlenmemistir (Cizelge 4.5, Sekil
4.12). Kontrol grubu fidelerinin uzunlugu ise, = % 83 olarak artmistir. Bu sonug,
hazirlanan kontrol kompostunda bunulnan saprofitik mikroorganizmalarin atiklardaki
organik bilesenleri parcalayip fide icin gerekli besin elementlerini temin edebildigi
sekline yorumlanabilir. Zira bitkinin boyundaki gelisim koklerinin yeterli beslenmesi ile

dogru orantihdir.

Sekil 4.12'de da gorildigi Gzere en uzun fideler Nitrat grubuna (= % 116) aitken,
Fosfat uUyeleri bitki uzunlugu (= % 108) bakimindan ikinci sirada yer almaktadir. Karigim
mikroorganizma ilaveli kompostun kathdigi NOs + PO4 grubundaki siirglin uzunlugu

gelisimi = % 77 olarak hesaplanmigtir (Sekil 4.12).
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O Fide Uzunlugu

Sekil 4.12 Fide uzunluklarindaki artisin ylizde olarak ilk glin ile kiyaslanmasi

Kok uzunlugu ve sayisi bakimindan fideler kiyaslandiginda, ilk sirada Nitrat grubundaki
fideler bulunmaktadir. Buna ilaveten kok tiyleri sadece bu gruptaki fidelerde
gorilmektedir. Daha dnce Azospirillum bakterisi ile gerceklestirilen bazi ¢alismalarda
sO6z konusu bakterinin kok gelisimi ve uzamasi Uzerinde etkili oldugu ispatlanmistir
[163]. Mia ve arkadaslarinin (2000), hidroponik kosullar altinda muz bitkisi (Musa
acuminata) Uzerinde gerceklestirdikleri calismada bakteri kiltird ilavesinin primer,
sekonder ve tersiyer koklerin gelisimini (kok yogunlugu, kok kitlesi, kok uzunlugu ve
sayisi) dikkate sayan bir bicimde arttirdig ifade edilmistir [163]. Buradaki gbzlemler de

bu sonuclari dogrular niteliktedir.

NOs + PO, grubu fideler ortalama 23,7 cm uzunlugundaki kokler ile ikinci sirada yer
almaktadir (Cizelge 4.6). Ayni sekilde kok sayisi bu grubun fidelerinde ortalama 15,4 ile
goze carpmaktadir. Burada ilgi ¢ekici husus, bu grubun fideleri kok uzunlugu ve sayisi
bakimindan ikinci sirada olmalarina ragmen, siirglin gelisimi bakimindan bu fideler

Kontrol grubundan sonra yer almaktadir.

Mikrobiyal kaltirli kompostla beslenen (¢ grup arasinda daha ilimh bir gelisim
gosteren fideler Fosfat grubu fideleridir. S6z konusu grubun fidelerinin ortalama
strgiin uzunlugu 18,5 cm iken, kok uzunlugu 21,6 cm seklinde hesaplanmistir. Bu
grubun kok sayisi da mikrobiyal kiltir ilaveli hidroponik gruplari arasinda son sirada
yer almaktadir. Fakat buna ragmen, Fosfat grubu fidelerinin genel gelisimi Medium ve

Kontrol grubu liyelerine nazaran oldukga olumludur.
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Genel olarak bakildiginda, yedinci glinde en kisa kdkler Medium grubu fidelerine aittir.

Buna ek olarak en az kok sayisi da ayni grubun lyelerinde izlenmistir.

Cizelge 4.6 Fidelerin yedinci guin élglimleri

Grup Bitki Govde Yaprak Yaprak Kok Sayisi Kok
Uzunlugu Kalinhgi Sayisi Alani Uzunlugu

(cm) (cm) (cm?) (cm)
Medium 11,4 0,71 22,3 6,5 2,8 6,8
Kontrol 14,3 0,76 23,6 6,9 9,8 13,1
Nitrat 21,6 0,92 35,8 7,2 18,3 25,3
Fosfat 18,5 0,85 25,1 7,0 13,5 21,6
NOs + PO, 22,8 0,80 32,9 6,3 15,4 23,7

Bitkilerin yedinci gline ait fotograflari asagida gortlmektedir.

Sekil 4.13 Fidelerin yedi giin sonraki durumlari (devami)
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Sekil 4.13 Fidelerin yedi giin sonraki durumlari (devami)
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Sekil 4.13 Fidelerin yedi giin sonraki durumlari

ikinci hafta sirasinda kok tiyleri diger mikroorganizma ilaveli gruplarda da izlenmeye
baslanmistir. Stereomikroskop ile kokler goriintilendiginde kdok tlyleri (izerinde
mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilm katmani 6zellikle Nitrat grubu fidelerinde

rahat bir sekilde izlenmistir (Sekil 4.14).
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Kok tuyleri
Uzerinde gelisen
biyofilmler

Sekil 4.14 Nitrat grubu fidelerin mikroskop altindaki goriintiisa

Fakat en ¢ok kok tliyl gelisimi ilk haftada oldugu gibi Nitrat grubunda kaydedilmistir.
Buna ragmen geleneksel hidroponik sisteminin uygulandigi Medium grubundaki

fidelerin hic birinin koklerinde kok tlyl izlenmemistir.

ikinci haftanin sonunda fideler kékleri bakimindan kontrol edildiginde (Sekil 4.15), ilk
haftada oldugu gibi en ¢ok kdk uzamasi Nitrat grubunda (= % 78) gorilmustir. Ayni
sekilde NOs + PO, fideleri (= % 73), Nitrat grubunu kok uzamasi bakimindan takip
etmektedir. Mikrobiyal kaltlr ilaveli gruplar arasinda Fosfat grubu en az kok uzamasini
= % 64) sergiledigi fark edilmistir. Yalniz bu haftada Kontrol grubunun koklerindeki
uzama (= % 62) Fosfat grubuna yaklagsmistir. Medium grubu fidelerinin kokleri ise, en az

gelisimi gostermistir (= % 45).

Kék Uzunlugu

0 20 40 60 80

O Medium B Kontrol OO Nitrat [0 Fosfat lNO3 + PO4

Sekil 4.15 ikinci haftadan sonra farkli gruplardaki fidelerin kék uzunlugu bakimindan
kiyaslanmasi

Fide uzunlugu bakimindan ise, Medium fideleri (12 cm) en kisa fideler olup en uzun
fideler (26,6) Nitrat grubuna aittir (Cizelge 4.6). Stirgin boyunun mikroorganizma ilaveli

gruplarda uzun olmasinin olasi sebebi besin maddelerinin aliminin artisi ve dolayisiyla
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da fotosentezdeki artis ile bitki gelisiminin artmasidir. Bu sonuclar toprakh sistemlerde
gercgeklestirilen deneylerin sonuglari ile 6rtiismektedir; Hazarika ve arkadaslarinin ¢ay
bitkisi (Camellia sinensis) Gzerinde yaptiklari deneyde biyogibre ile beslenen fideler
daha hizlh bir gelisme gostermistir [160]. Rezene (Foeniculum vulgare) (zerinde
biyogibre ile yapilan calismada siirgiin uzunlugunun kontrol bitlikerine nazaran fazla
olmasi dikkat c¢ekmistir [160]. Ayni sekilde bahce nanesini (Mentha piperita)
yetistirmek icin kimyasal glibreler ile biyolojik gibrelerin etkisi kiyaslandiginda,
biyoglbreler ile beslenen bitkilerin sirglinlerinin daha uznun oldugu kaydedilmistir

[161].

ikinci haftada Medium grubu fideleri disindaki bitiin fidelerde gelisen tomurcuk
yapilari izlenmeye baslanmistir (Sekil 4.16). En ¢ok tomurcuk Nitrat grubunda
kaydedilmistir (54). Fosfat grubu fidelerinde ise, yaklasik 50 tomurcuk izlenmistir.
Tomurcuk bash dallarin mikroorganizma ilaveli kompostlu sistemlerinde fazla olusu,
kullanilan mikroorganizmalarin, fidelerin beslenmesini desteklemesinden dolayi
kaynaklanan fotosentez ve dolayisiyla da bitkinin genel gelisimindeki artis ile
aciklanabilir. Bu sonuclar Darzi ve arkadaslarinin (2006) rezene (Foeniculum vulgare)
[162] ve papatya (Matricaria chamomilla) deneylerindeki bulgular destekler

niteliktedir.

Sekil 4.16 Gelisen tomurcuklar

Daha 6nceki ¢alismalarda azotun bliylime Uzerindeki tesvik edici etkisi, 6zellikle yaprak

sayisi ve alanini arttirmasi Gelder ve Van Gelder (1998) ve Niakan (2004) tarafindan

139



rezene bitkisinde rapor edilmistir [168]. Rawia ve arkadaslarinin (2006) horozibigi
bitkisinde (Celosia argentea) yurittikleri calismada azot fiksasyonunu gerceklestiren
mikroorganizmalarin asilandigi bitkilerdeki yaprak alani genisligi ve fotosentezdeki
artisin azot emilimindeki artistan kaynaklandigi aciklanmistir [164]. Klorofil yapisinin
bir kismi (bir atom nitrojen ve doért karbon atomu klorofil halkasinin icinde yer
almaktadir) azottan olustugu icin azotun emilimindeki artisa takiben fotosentezdeki
artis da olasidir [170]. Bu deneyde de azot fiksasyonu yapan mikroorganizmalar azot
emilimini arttirdigindan (muhtemelen fotosentezi) yaprak gelisimi ve sayisini dikkate
deger bir bicimde arttirmistir. Nitrat grubu fidelerin ortalama yaprak sayisi ilk glindeki
16,8'den 14. giinde 51 olarak kaydedilmistir. Yaprak fotosentezin gerceklestigi ve
asimilatlarin Uretildigi en 6nemli bitkisel organ oldugundan oldukga 6nemli bir role
sahiptir. Bitkilerde yaprak alani ve sayisi artiginda yeteri miktarda glines enerjisinden

yararlanarak gerekli metabolitlerin tretimi ve fotosentez artar.

Azotobacter ve Azosprillium gibi azot fiksasyonu yapan mikroorganizmalarin bitki
Uzerindeki hormon indikleyici etkisinden o6tlri bitki goévdesinin morfolojisinde
dogrudan degisikliklere (govde kalinlasmasi, yaprak ve dal sayisinin artmasi,
tomurcuklu dal baslklarinda artis) sebep olabilirler. Buna ek olarak kék uzunlugu ve
sayisinda artisini uyardiklari icin suya ve besin maddelerine ulasim kolaylasir ve toprak
Usti organlar daha hizli gelisir [165]. Bu deneyin sonuglari Ribaudo ve calisma
arkadaslarinin (2006) domateste [166] ve Azzaz ve arkadaslarinin (2009) rezenede elde
etikleri bulgulari onaylamaktadir [160]. Rasipour ve Asgharzade (2007) soyada (Glycine
max) fosfat ¢c6zen bakteriler ile Bradyrhizobium japonicum’un ortaklasa etkisi tGzerinde
yaptiklari calismada, fosfat ¢6zen mikroorganizmalrin toprak Ustli bitki kisimlarinin

kuru agirhgini ve kék digimlerinin islak ve kuru agirhgini artirdigi ifade edilmistir [165].
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Gizelge 4.7 Ondordiincu ginde bitkilerin fiziksel 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Grup Bitki Govde | Yaprak | Yaprak Kok Kok Tomurcuk
Uzunlugu | Kalinhigl | Sayisi Alani Sayisi | Uzunlugu Sayisi
2
(cm) (cm) (cm?) (cm) (Gelisen

Tomurcuk)
Medium 12,0 0,75 25,5 6,7 6,5 9,9 0
Kontrol 16,2 0,82 32,3 7,5 15,0 21,2 0,7
Nitrat 26,6 1,04 51,0 91 31,7 45,1 2,7
Fosfat 20,0 0,97 41,6 8,8 25,1 38,9 2,5
NO; + 24,9 0,94 49,4 8,0 28,2 41,0 2,2
PO,

Uclincli haftada Medium grubunun bazi fidelerinin yapraklarinda sararma izlenmistir.

Bu sararma genellikle demir eksikligine isaret ettiginden her yetistirme kabina 0,12 gr

FeEDTA ilave edilmistir. Fakat sempotmlar azalmamistir.

ikici haftada oldugu gibi tclincii haftada da en ¢ok tomurcuk sayisi Nitrat grubunda

izlenmistir. Bir onceki haftada meydana gelen gelisen tomurcuklarin biyutk bir kismi

domates cicekleri olarak buyimdustur (Sekil 4.17)
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Sekil 4.17 Uglincii haftada izlenen domates cicekleri

Cizelge 4.8 Yirmibirinci glinde bitkilerin fiziksel 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Grup Bitki Govde | Yaprak | Yaprak Kok Kok Tomurcuk
Uzunlugu | Kalinhigl | Sayisi Alani Sayisi | Uzunlugu Sayisi
2
(cm) (cm) (cm?) (cm) (Gelisen

Tomurcuk)
Medium 14,3 0,79 28,6 7,0 9,6 11,2 0
Kontrol 19,7 0,88 38,1 8,0 18,9 35,3 2,4
Nitrat 41,4 1,24 56,3 10,5 45,4 69,8 6,3
Fosfat 37,8 1,11 46,4 10,1 37,2 62,0 6,1
NOs + 39,7 1,06 52,7 9,3 41,0 66,1 5,8
PO,

Bir ayin sonunda ilk domates meyvesi Nitrat grubunun kontrol yetistirme kabinda

izlenmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 ilk gelisen domates meyvesi

Cizelge 4.9 Bir ayin sonunda deney bitkilerinin bazi fiziksel 6zellikleri

Grup Bitki Govde | Yaprak | Yaprak Kok Kok Tomurcuk
Uzunlugu | Kalinhigl | Sayisi Alani Sayisi | Uzunlugu Sayisi
2
(cm) (cm) (cm?) (cm) (Gelisen

Tomurcuk)
Medium 17,0 0,82 29,5 7,7 11,0 13,9 0
Kontrol 22,5 0,94 39,0 9,4 20,1 39,7 2,7
Nitrat 44,6 1,47 57,8 13,8 47,6 72,0 6,9
Fosfat 39,1 1,32 48,2 12,9 39,5 65,4 6,4
NOs + 42,9 1,28 53,1 12,5 43,8 68,1 5,9
PO,

Genel olarak fide gelisimini ele aldigimizda, domates fideleri mikrobiyal kiltir ilaveli
hidroponik gruplarinda iyi bir sekilde yetismistir. Burada elde edilen sonuglara gore,
biyokitle Uretimindeki artis herhangi bir kimyasal ilavesi yapilmadan
gerceklestirilmistir. Bu sonuclar daha once toprakli sistemlerde yapilan calismalarin
sonuclarini teyit ettirmektedir [167]. Abdelaziz ve arkadaslari (2007) biberiyede

(Rosmarinus officinalis) azot fiksasyonu vyapan bakterilerin etkisini arastirirken,
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bitkilerde bazi makro elemnetlerin artisinin kdklerin ylizey birimindeki artisa, suyun
alimiin artmasina, fotosentez ve terlemenen artisindan kaynaklandigi agiklanmistir
[168]. S6z konusu olaylar dogrudan fizyolojik islemleri ve karbohidrat kullanimini
tetikler. Kader ve arkadaslari (2002) Azotobacter kullanimindan sonra bugdaydaki
(Triticum aestivum) azot artisinin sebebini, azot fiksasyonunun ardindan kok sisteminin
gelismesini, NO®* ve NH* alimindaki artis ve nitrat rediktaz aktivitesinin artmasi

seklinde ifade etmistir [169].

Geleneksel hidroponik solusyonu ile beslenen Medium grubu fidelerinin gelisimi ise,
oldukca yavas bir sekilde gerceklesmistir. Ortalama bitki uzunlugu ilk glinde 11,1 cm

iken, 30 giin sonrasi ortalama bitki uzunlugu 17 cm olarak kaydedilmistir.

Domates yetistirme deneyindeki en ilging hususlardan birisi, fidelerin oldukga iyi
gelismelerine karsin, biyo-organik hidroponik sistemlerin hi¢ birisinde ekimin ikinci
haftasindan itibaren amonyum ve nitrat iyonlarinin bulunmayisidir (Sekil 4.9). Buna
ragmen, geleneksel hidroponik solusyon ile beslenen fidelerde bir ay boyunca nitrat
Olcllebilmistir. Mikrobiyal ilaveli solusyonlar ile beslenen fidelerin koék yapilarinda
olusan biyofilm katmaninin varligi bir sekilde bu bulguya sebebp olabilmektedir. Buna
gore, kok vyuzeylerindeki biyofilm hidroponik solusyonda mevcut olan organik
bilesenleri 6nce amonyuma, daha sonra da nitrata cevirmektedir. S6z konusu iyonlar,

solusyona birakilmadan kdk vasitasiyla absorblanmaktadir.

Bitki yetistirme deneyimizdeki diger 6énemli bulgu ise, mikrobiyal hidroponik solusyon
ile beslenen domates bitkilerinde kok tlyleri ve biyofilm olusmasidir (Sekil. 4.14).
Geleneksel inorganik hidroponik solusyonunda yetisen bitkilerde kok tlylerinin az
sayida gelistigi daha Onceki calismalardan bilinmektedir [170]. Kokciklerin gelisim
mekanizmasi ile bilgiler az oldugundan bu konu gelecek calismalar icin dnemli bir baslik
olusturabilir. Bu calismada da gorildugl Uzere, biyo-organik hidroponik sistemi,
rhizobacteria ve kok tlyleri arasindaki iletisimin izlenmesi icin uyugun bir ortam
hazirlamaktadir. Bu iletisim toprakta da gerceklesmektedir. Fakat rhizosfer yapisina
zarar vermeden bu iliskiyi izlemek zordur. Geleneksel hidroponik sistemlerde ise,
bahsedilen mikroorganizma-kok iliskisi, mikroorganizmalarin sayisal olarak az

olusundan dolayl nadir olarak izlenebilir. Buna kiyasla, burada 6nerilen mikrobiyal
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hidroponik metodu, mikroorganizmalara veya koklere herhangi bir sekilde zarar

vermeden s6z konusu ilisikinin izlenmesi icin oldukca uygundur.

4.6 Tartisma ve Oneriler

Bu ¢alismada genel amag, bitkilerin beslenmesi igin gerekli esansiyel besin elementleri
olan azot, fosfor ve potasyumun mikrobiyal ve biyolojik kaynaklardan elde etmek
oldugundan, mevcut tanimlanmis mikroorganizma suslarinin ve rhizosferden elde
edilen izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal tanimlanmasi yeterli olmustur. Fakat daha
ileri bazi teknikler ile izolatlarin %100 olarak klasifikasyonu mimkindir. S6z konusu
yontemler, bitlin hiicrenin hicresel yag asitlerinin analizi ve 16s ribozomal DNA
(rDNA) analizi seklinde tanimlanabilir. Hiicresel yag asitlerinin analizi, Yag Asidi Metil
Esterler Yontemi (Fatty Acid Methyl Esters (FAME)) ile ve gaz kromatografisi (GC) ile
gerceklestirilir. Boylece kalite ve miktar bakimindan yag asitleri profilindeki farkhliklar
gosterilerek kayitlari mevcut olan suslar ile kiyaslanir. Benzerlik oranlarina gore biyuk

bir dogruluk payi ile dogru tahminler yapilabilir.

Molekiler tanimlama icin ise, genomik DNA izolasyonu manuel veya kit ile
gerceklestirildikten sonra Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polimeras Chain Reaction (PCR))
yardimiyla 16S rDNA amplifikasyonu gergeklestirilir. Amplikonlar sekanslamasi
gerceklestirirlir. Son olarak elde edilen sonuglar cesitli bilgisayar programlari vasitasiyla
analiz edilerek veri bankalarindaki mikroorganizmalarla kiyaslanir ve benzerlik

ylzdeleri kesinlestirilir.

Mikroorganizmalarin %100 tanimlanmasi yapildiktan sonra uyugun biyoreaktor ve
Yiiksek Hicre Dansiteli Kiltiir (High Cell Density Culture (HCHC) yontemi kulanilarak
blyuk kitle Giretimine gecirilebilir. Boylece gerekli is glicl azaltilarak stirekli ve yliksek
miktarda Gretim saglanir. Yliksek mikrobiyal tretim saglandiginda hidroponik seralarda

kullanilmak Gzere kiltirler uygun formulasyonla liyofilize toz haline getirilebilir.

Sekil 4.19’de hidroponik sistemlerde kullanilmak lzere zenginlestirilmis kompostla
beslemeyi saglarken Catia 3D Drawing Program (V5 programi) vasitasiyla

tasarlanmistir.
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Potansiyometri
Cihan

Numune
Toplama

Tnitesi ‘;,

Bitki Yatag

Sekil 4.19 Catia programi ile tasarlanan hidroponik seraya biyolojik fertilizer uygulama
sistemi

Burada da goruldigl Uzere, sistemde dolasilacak su, pompalar vasitasiyla
mikroorganizmalar ile beslenen hareketli-bélmeli kompost sekmesine aktarilacak. Bu
boélimde 7/24 bitkisel besleyici elementlerin 6lgimleri on line sistemler ile takip
edilebilecek sekilde alinacaktir. Bitkilerin ihtiyaclarina gore, sadece belli zamanlarda
mikrobiyal kiltiir solusyonu bitki yataklarina aktarilacaktir. Solusyon su tankina

gonderilmeden 6nce tekrar analizlere tabi tutularak ilgili kayitlar olusturulacaktir.
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EK-A

MOST PROBABLE NUMBER (MPN)

En Cok Oilasi Say1 (Most Probable Number) metodu mikrobiyologlar icin faydali fakat az
kullanilan bir yontemdir. Bu yontem genellikle bakteriyal sayimin ve mikrobiyal limit
testi olarak kullanilmaktadir. Bu test belli bir o6rnekte var olan canh
mikroorganizmalarin konsantrasyon tahminini gergeklestirmek icin kullanilan bir
yontem olup sivi besiyerlerinin diliisyonu ile gerceklestirilir. Ozellikle plate sayim

yontemini engelleyen partikiller iceren kiltlrlere uygulanmaktadir.

A-1 Genel Bilgiler

MPN metodunun temel konsepti D-degeri tahmininin fraksiyon negatif yontemi ile
aynidir. Besiyeri mikroorganizmalarin blylumesini destekler ve zaman iginde

bulaniklasir.

MPN testinde 6rnegin on kat dilisyon serileri hazirlanir. Daha sonra ise, her bir tlipten
1 ml 6rnek alinip U¢ kopyali besiyeri tliplerine inklibasyon yapilmak Gzere ilave edilir.
Dilisyon arttiginda besiyeri tiplerinin hehangi bir mikroorganizma ile inklibe
edilememe olasiligl artar. Sonug itibari ile, az sayida tekrarlama (replicate) tiplerinde

canli mikroorganizma inkibasyonu gézlemlenebilir.

A-2 MPN Cesitleri

Standart MPN islemlerinde en az Ug dillisyon, her dilisyon icin de 3, 5 veya 10 tlpli

inklibasyonlar gerceklestirilir. Bakteriyal dagilimin istatistik degiskenligi en iyi sekilde
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daha fazla sayida tiiple elde edilebilir. inkiibasyondan sonra pozitif veya negatif tiipler
kaydedilerek standardize edilen MPN cizelgeleri ile hacim birimindeki

mikroorganizmalarin en g¢ok olasi sayisi tahmin edilir.
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EK-B

SENSORLERIN DENENMESI

Deney sirasinda hazirlanan nitrat ve amonyum sensorleri, standart deney ¢ozelti setleri

ile denenmistir (Sekil B.1 ve B.2).

17577
10-5 M NO3
10-5 M NO3 104MNO3 oS
1700 10-4 M NO3
' 10-2MNO3 10-3 M NO3,
10-3 M NO32 10-2 M NO3
1650 -
1500-%,._ ﬁ
1550 -
Rttty 10-1 M NO3
=
E
= 1500
=3
2
2 1m0+
1400 -
1350 -
1300 -
1250 -
1213 -
507 1000 1500 2000 2500 3000 3500 3856

x0.1(s)

Sekil B.1 Nitrat sensoriiniin amonyum nitrat ¢ozelti setleri ile kontrolu
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Patansiyal-myf
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Sekil B.2 Amonyum sensorlerinin dl¢ciimlerden dnce denenmesi
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