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CAYIR MER'A ve YEM BITKILERINDE
YAPISAL OLMAYAN KARBONHIDRATLARIN ANALIZ METODLARI

ibrahim MANGA!

OzZET

Cayrr mer'a yem bitkilerinden 20-30 bitki analiz igin
koklerigle sdkiliir. Analizi yapilacak kisum kesilir, -
kamr, kurutulur, elenerek kutulara konur.

Simdiye dek yapilan anclizlerde; hidrolizde, % 80’
lik ethanol, soduk su, sicak su, 0.005'ten 0.8 N'e dek de-
gisen HoSO0js solusyonlary; sakkarifikasyonda -Clarase,
Diazyme gibi enzimler veya bunlarm karigtmlar: kul-
larmlmastar.

Asitlerle tamamen hidrolize edilmedigi icin yedek
karbonhidratlar: nisasta geklinde depo eden yem bitki
lerinin analizinde enzim metodu kullandmaktadir.

Asitler, friktozanlar: hidrolize edebilmektedir, An-
cak, 0.02N'den daha kuvvetli HaSO. solusyonlar: fruk-
tozanlar: tahrip etmektedirler. .

Hidrolize veya sakkarifiye edilmis eriyikler Shaf-
fer-Somogy metoduyla «Reagent 50» ayirac: yardimayla
glikoza diniigtiiriilditkten sonra titre edilerek ornekler-
deki yamsal olmiyan karbonkidratiar (TNC) glikoz cin-
sinden saptanmaktadir.

GiRiS Genel olarak, serin mevsim

' : yem bitkilerinin yedek besin mad-

Weinmann (1947) bitkilerde- delerini friktozanlar itk mevsim

ki toplam elverisli karbonhidratla- bitkilerinin yedek besin maddeleri-
rin tayini i¢in ilk defa ortaya bir ni friktozanlar, ik mevsim bitki-
metod koyan kisidir. lerinin ise nisasta teskil etmekte-

{1) Ataiiirk Universitesi Zir.Fak. Tarla Bitkileri Bolimii Dogenti.
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dir. Bu iki polissakkarit, enerji kay
nagl olarak ayni sekilde rol oynar-
lar. Ancak analizlerinde degisik
yol izlenmesi gereklidir-

A. Orneklerin  Alinmasi ve
Analiz igin Hazirlanmasi:

Wolf ve arkadaslari (1962), Dob-
renz ve Massengale (1962) Coo-
per ve Watson (1968)'un belirttik-
leri iizere her islemin biitin te-
kerriirlerinden  20-30 bitki kazma
veya sivri uclu bellerle  ¢ikarilir,
Analiz yapilacak kék bblgesi veya
tag kismu kesilip ayrilir. Genellik-
le baklagil kéklerinin toprak yiize-
yine yakin 15 cm’lik kisimlan a-
naliz edilir. Bu kék bdlgesinin se-
¢ilme nedeni baklagillerde bu ki-
simda daha fazla yedek besin
maddeleri ihtiva etmesidir.

Nitekim Bryant (1967) 4, 16,
28 aylik yonca koklerinin 0-5 cm.,
5-10 cm. 10-20 cm. ve 30-60 cm.’lik
kisimlarinin ihtiva ettigi  karbon-
hidrat oranlari bakimindan cok &-
nemli farkliliklar oldugunu, en
yiiksek karbonhidrat- miktarinin
0-5 cm. ve 10-20 cm. lik kék kisim-
larmin teskil ettidini belintmekte-
dir.

Yikanip, temizlenen kékler so-
lunum kayiplarint 6nlemek ve so-
lunumdaki enzim faaliyetini dur-

durmak (zere 100°C de iki saat
ve geri kalan kurumayada 24 saat
70°GC de devam .edilir. Kuruyan
kékler agatalar. 0.42 mm ik elek-
ten elenerek analiz yapilmak iize-
re aliminyum kutulara konulur,
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B. Kullanilan Karbonhidrat
Tayin Metodunun Secimi:

Cayir mer'a ve yem bitkileri-
nin kdklerindeki toplam elverisli
karbonhidratlarin (TAC) miktar ola-
rak tayin edilebilmesi igin yapisal
karbonhidratiarin minimum, vyapi-
sal olmayan polisakkaritlerin, sak-
karoz, friiktoz ve gliikozun ise a-
zami seviyede depolanan dokular-
dan c¢ikarilarak friiktozun tahrip e-
dilmeksizin hidrolizine ihtiyac var-
dir (Greub ve Wedin, 1969}.

Poli ve disakkaritlerin bir de-
gerli sekerlere donistirilmeleri
sakkarifiye veya hidrolize ile temin
edilebilir. Sakkarifikasyon'da Cla-
rase, Diazyme gibi enzimler veya
bunlarin - karisimlari;  hidrolizde
% 80'lik ethonol, soguk su, sicak
su, 0.005'ten 0-8 N'e kadar degisen
H.S0; kullanilmaktadir. Sakkarifi-
ye veya hidrolize edilmis sekerler
ise kagit kromotografisi, polari-
metre, spektrophotometre  veya
gesitli kimyasal ayiraclarla belirli
sekerlere cevrildikten sonra mik-
tarlant tayin edilmektedir. Nitekim
Loomis (1935) Friiktoz, glikoz ve
sakkaroz'un 9% 80'lik ethonol ile
ayni zamanda ekstrake edilebile-
cegini, daha sonra nisasta kismi-
nin enzim sakkarifikosyonu (Gra-
ber 1927, Loomis 1935) veya asit
hidrolizi (Hassid ve Nevfeld 1964)
ile bir degerli sekerlere dénisti-

riilebilecegine isaret etmislerdir.

Bazi arastiricilarda H.S0O. so-
lusyonlar kullanarak bir operas-

vonla karbonhidratlari ekstrake ve



hidrolize etmeye tesebbilis etmis-
lerdir (Reynolds ve Smith 1962;
Smith ve arkadaslari 1964). Bunun-
la beraber Grotelueschen ve Smith
(1967), Loomis {1927) gibi arastiri-
cilar nisastanin hidrolizinin  sak-
karoz ve fritktozanlardan daha glig
. oldugunu belirtmislierdir.

Burris ve arkadaslari (1967)
tarafindan, bitkilerin ihtiva ettigi
(TAC) seviyeleri dikkate alinmak-
sizin, (TAC)'nin ekstraksiyonlarin-
da H;SO, solusyonlari, su, alpha
amylase ve clarase 900 metodla-
riyle érnekte sekere ddnlisebilen
nisasta miktar1 bulunmustur.

Grotelueschen ve Smith {1967)

yonca kokleri ve kelp kuyrugu gév- -

desindeki yapisal olmiyan karbon-
hidratlari ekstrake etmek igin ta-
kadiase, soguk su, sicak 0.005,
0.02, 0.2 ve 0.8 N H280s kullaniimis
ve estraklar kadit kromotografisi
ve titrasyonla dederiendirildigin-
de sofuk su ile yonca kéklerinden
maltoz, rafinoz ve bazi dekstrinie-
rin ekstrake edildigini; takasdiase
ekstraksiyonu sonucunda suda ka-
lan artiin esas olarak glikoz ol-
dugunu sicak 0.005 N H.S50, ile
bitiin friktozanlarin sakkaroz, gli-
koz ve frilktoza dbniismesine rag-
men, kuvvetli asitlerin yaptigr gi-
bi nisasta veya ham sellilozu hid-
rolize etmedigini 0.02 N H.SO.'ten
kuvvetli asitlerin friktozu tahrip
ettigini, 0 8N H:S0Q. ile dahi nisas-
tamin tamaminin glikoza hidrolize
olmadigint bildirmektedirler. Yine
Smith ve arkadaslari {1964) yapmts
olduklart arastirmada yem bitkileri
tirlerinde vapisal olmiyan karbon-

hidratlardan nisastanin 0.2 N H.SO,
le tamamen glikoza dénistirile-
medigi, daha yiiksek konsantras-
yonlarin ise friktozu tahrip ettigi-
ne isaret etmektedirler.

Bundan dolayr Greub ve We-
din (1969) iki ticari enzim olan
Clarase 900 ve Diazyme 160 kulla-
narak baklagil koklerinde karbon-
hidratlarin ekstraksiyon ve sakka-
rifikasyonunun asitlerle mukayese-
sinde kullanmislardir. 0.2N H.SO,
ekstraksiyon metoduyla yonca koék
lerinden cikarilan (TAC) degerle-
riyle, enzim metodlarimin degerini
mukayese ettiklerinde dnemli de-
recede fazla sakkaroz ve dénemli
derecede az nisastanin enzim me-
todlariyla elde edilen ekstraksi-
yonlarda kaldigini gormiisierdir. Yi-
ne aynl arastiricilar, enzim kom-
binasyonunun (TNC)'nin nisbi ola-
rak yiksek, nisastanin baslica kar-
bonhidrat fraksivonu oldugu yaz
sonlari ve sonbaharda 0.2N H.SO.'e
nazaran 2-3 deha daha yilksek de-
ger verdigini; (TNC) seviyeleri di-
sk oldugu zaman ise asit metodu
nun 6nemli derecede yiksek de-
derler verdigini; erken ilkbahar
boyunca (TNC)'nin en blylk frak-
siyonunun sakkaroz oldugunu ve
bu iki tarih arasinda (TNC)'nin or-
ta degerde oldugu zamanlarda her
iki metoddan da birbirine benzer
degerler elde ettiklerini ifade et-
misierdir.

Wolf (1968) muhtelif baklagil-
terin vegetatif organlarindan aldig
ornekleri, asit, su ve enzimle eks-
traksiyonu yapilan islemleri kim-
yasal ayiraglarla bir degerli seker-
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lere doniistiirerek ve anthrone
ayiraci kullanarak kolorometrik me-
todlarla miktar analizi yaprmistir.
Ekstraksiyon igin 0.005'den 0.8 N'e
kadar artan asitlerle hidrolizinde,
dlcitlen % CHO oranini artirdigini
mamafih bir miktar artisin anthro-
ne ayiraciyla yapilanda da vukua
geldigini, 0.005N H.S0. e eks-
traksiyondan sonra Anthrone ayl-
raciyla miktar analizi vapilanlarin;
enzim metoduyla yapilaniara yakin
dederler verdigini ve bu deneme-
lerin, metodlarin  degisik oldugu
yerlerde,
literatir icerisinde mukayesesin-
de bir rehber olabilecegini, eks-
traksiyon ve bir degerli sekerlere
doéniistiirme  yollarindan  dolayr
CHO muhteviyatlarinin  genis ol-
Olciide degisebilecegini bildirmek-
tedir.

Iste yukarida zikredilen bii-
tlin bu munakasalarin 15181 altinda
serin mevsim yem bitkilerinin ana-
lizinde Smith (1962) Cooper ve
Watson (1968) ve diger bir ¢ok a-
rastiricilarin belirttigi Gzere (TAC)
veya (TNC)'nin tayininde hidroli-
zasyon 0.2N H.SO: sicak solusyo-
nu; 1thk mevsim yem bitkilerinin a-
nalizlerinde ise enzim ile (Smith
1968), glikoza déniistiirme Reagent
50 ile sadlanarak titrasyon meto-
duyla miktari dlctiimektedir.

C. Diizeltilmis Weinmann
Metoduyla Srneklerden
toplam yapisal olmiyan
karbonhidratlarin
cikarilmasi:

(1) 125 cc. lik erlenmayer ige-
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elde olunan sonuglarin

risine 100-500 mg. drnek tartihir ve
tzerine 15 ml. saf su ilave edilerek
nisastanin  jelatinlesmemesi igin
1-2 dakika ocakta kaynatilir. Bir
veya iki erlenmayer'e sadece saf
su konulur (ileride yapilacak he-
saplanmalarda kullantimak Uzere).

(2) Erlenmayerler oda sicak-
ligina (18-20 "C) kadar sogutulur.

(3) Bu erlenmayetrlerin iceri-
sine pipetle 10 ml. buffer solusyo-
nu ve 10 ml.-'de hazirlanmis enzim
solusyonundan konulur.

{4) Erlenmayerler 38" °C de
44 saat slireyle inkiibasyona tabi
tutulur. Bazt érnekler, solusyon se-
viyesinin Ustline dogru tirmanirsa
kapakli erlenmayerleri calkalamak
icap eder.

(5) inkubasyon sonunda &rnek-
ler, 100 cc.lik balon jojeler igeri-
sine Whatman's filitre kagidindan
glziiliir. Erlenmayer ve siizgeg ka-
gidi birkac sefer saf suyla giizelce

yikanmalidir.

(6) Her balon jojenin icerisine
% 10'luk kursun asetat'dan 2 ml.
ilave edilir, galkalanir ve balon
joje cizgiye kadar saf suyla tamam-
lanir,

{7) Her balon jojeden alinan
30 ml. solusyon 50 ml. lik tiiplere
konur ve 3500-4000 devirde 5 da-
kika santrifiije edilir.

(8) Santrifiije edilmis solus-
yon icerisinde 100 mg. toz potas-
yum oksalat bulunan erfanmeyer-



lere alimir ve Whatman's 42 filitre
kadidi ile soziliir, ancak saf su da-
hil higbir sey ilave edilmeden da-
ha kiigiik erlanmeyeriere alinir.

(9) Bu eriyik, yedek besin mad-
deleri sakkaroz ve nisasta ihtiva
eden ilik mevsim ¢ayir mera yem
bitkilerinin toplam yapisal olmivan
karbonhidratlarinin  hidroliz mah-
sultidiir. Enzimler fritktosanlar hid-
rolize etmez. Bunun i¢indir ki friik-
toson ihtiva eden serin mevsim
yem bitkilerinde toplam yapisal ol-
miyan karbon hidratlarin analizleri
(D) kisminda agiklandigt (zere asit
hidroliz metodu analiz edilir.

(10) Nisasta ve sakkaroz ihti-
va eden bu solusyonlardaki seker
muhteviyati 1.0 - 3.0 mg. ise, bun-
lar, dogrudan dogruya Reagent 50
ayiract ile glikoza doniistiriilerek
drneklerdeki yapisal olmiyan kar-
bonhidrat oranlan saptanir.

D. Asit Metodu:

(1) Binyelerinde 1.0—3.0 mg.
seker ihtiva eden 6rneklerden 0.5
gr. alhimp 100 cc lik agizlari kapak-
I erlanmeyerlere_konur.

(2) Grnekler {izerine 0.2N lik
H: SO:'den 50 ml. ilave edilir.

(3) Erlanmeyerlerdeki solus-
yon bir saat 90—95°C sicak su
banyosu (zerine geriye sogutma
cihaziyla kaynatilir.

(4) Sicak solusyon Whatman's
| filitre kagidindan slziilerek sogu-
tulur.

(5) Uzerine birkag damla phe-
nolphtalein damlatilarak % 25 lik
NaOH ile pembe renk verene ka-
dar titre edilir ve daha sonra IN-
HCl'den tesekkill eden pembe
renk giderilene dek birkag damla
damiatilsr.

(6) Filitre edilen solusyon 250
ml. ye tamamlamr. Bu solusyon da
ornekteki sekerlerin glikoza doniis-
tiriilmesi igin hazirdir

E. Orneklerdeki Sekerlerin He-
inz ve Murneekin tarif ettigi
Shaffer Somogyi metoduyla
glikoza doniistiriilmesi:

(1) 25 x 200 mm. lik tiplere
enzim metoduyla hidrolize edilmis
solusyondan 15 ml. suya asitle hid
rolize edilenden 10 ml. alinir ve -
zerlerine 10 ml.. Reagent 50 ilave
edilir.

(2) Ayni sekilde enzim + su
+ Reagent 50, su + reagent 50;
glikoz (0.5, 1.0, 2.0, 2.5, 3.0 mg.)
+ Reagent 50 kontrol tlipler hazir-
banir.

(3 Su banyosu icgerisinde agiz-
lari mermer kirelerle kapli tipler
90 — 100 °C de 15 dakika kayna-
tilir.

(4) Kaynamis tiipler 30 °C
den sogduk su icerisinde sogutulur.

(5) Taplerin igerisinde 2 ml.
potasyum iyodiir x potasyum oksa-
lat eriginden konup iizerlerine 10’
ar ml. IN H2804 ilave edilir.

{8) Tupler calkalanir-

(7) 0.02 N sodyum thiosiilfatla
nigasta indikatdr olarak kullanila-
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rak mavi renk tesekkil edene ka-
dar titre edilir.

(8) Titrasyonda kullamlan sod-
yum thiosiilfat miktart tesbit edi-
lir.

a — Standart Grifigin Gizilme
si: Icerisinde 0.5 mg. dan 4.0 mg.'a
kadar degisik konsantrasyonlarda
saf glikoz ihtiva eden solusyonlar-
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©® 2N Thiosiilfat (M1)

dan 10'ar ml. &rnek alinarak He-
inze ve Murneek'in tarif ettigi
Shaffer—Somogyi metoduna gore
15 dakika kaynatilir. Soguyan de--
gisik konsantrasyonlardaki gozel-

tiler drnekleri titre ettigimiz 0.02N

- thiosilfat solusyonu ile titre edi-

lerek sarfedilen thiosiilfat miktar

tesbit edilerek asadidaki grafik ci-
zilmistir.

i

Sekil: Harcanan Thiosiilfata tekabiil eden glikoz mikta-
riny gisterir standart grafigi.

b. Enzim metodunda drnekteki
seker miktarmmin hesabi:
Ornegin:

(a) Su + Reagent 50 solusyo-
nu igin 9.80 m!l. sodyum thiosllfat.

(b) Su + Enzim + Heagent‘

50 solusyon 8.95 ml. sodyum thio
siiifat-
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(c) 2.0 mg. glikoz + Reagent
50 solusyonu igin 5.10 ml. sedyum
thiosiilfat,

(d) Bilinmeyen &rnek solusyon

igin 4.00 ml. sodyum thiosiilfat
sarfedilmis olsun.

a—c¢c = 4.70

b—d = 495



2.0
Eriyikteki glikoz ———e—oe
4.70

x4.95 = 2.11mg.

Dokulardaki % toplam yapisal olmiyan karbonhidratiar.

211 mg- x sulandirma faktérii x 100
(% TNC) =

Ornek agirhg: (mg)

c. Asit metodunda ®rnekteki
seker miktarinin hesabu:

oslilfat degerlerine tekabiil eden
mg. cinsinden glikoz miktarlan
standart grafiginden bulunur. Bu
degerler 10 ml. &rnekteki glikoz
miktaridir. 0.5 gr. drnekteki mg.
cinsinden glikoz ve bunun % de-
geri ise asagidaki formiille bulu-

Ornekteki seker miktari her
sette blank (bos) ornek igin sarf e-
dilen tihosiifat miktarindan, bitki.
ornekleri icin sarfedilen thiosiil-

fat miktar1 cikarilarak bulunan thi- nur.,
Val Se.
g~ . 1
Vh.
% e = = olesdo e
O-.

100 : Sebit Rakam

Vs. : Yarim gram Ornegin tamamlandif hacim ( 250 ml. )
§6. : 10 ml. ornekteki glikoz (Standart grafikeen)
- Vh : Glikoz mikrart rayin edilen eriyik hacmi (10 ml.)

O¢ : Tartilan Srnek miktan

F. Analizler i¢gin gerekli solus-
Solusyonfarin Hazirlanmasi:
1. % 0.5 Enzim solusyonu

5 gr. Takadiastase veya Cla-
rase enzimi 1 litre saf su igerisin-
de eritilir. igerisinde bir miktar toz

Thymol ildve edilir ve bu eriyik
Whatman's. 40 filitre kagidindan s
zilGr. Stzilen bu enzim solusyonu
renkli siselerde buz dolabinda 6
hafta kadar saklanir.

2. Buffer Solusyonu:

3 hacim 0. 2N Asetik asit ve
2 hacim 0. 2N sodyum asetat karis-
tirtlarak pH’s1 4-45 olan buffer so-
lusyonu hazirlanir. Solusyonda iire-
yebilecek cgesitli mikroorganizma-
larin 6nlenmesini  saglayan Thy-
mol tozundan bir miktar ilave edi-
lir. Renkli siselerde konulur.

3. Reagent 50 ayirct
Bir beher igerisine

25 gr. anhidrit sodyum karbo-
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nat. 25gr. sodyum potasyum tarta-

rat 600 ml. saf su icerisinde eriti-
lir. Uzerine %10'Iik bakir siilfat e-
riginden 75 ml. konur.

Diger bir beher igerisinde
20 gr. Sodyum bi karbonat

1 gr. potasyum iyodir ve (3.568
gr. tartilp 1 It. ye tamamlanms)
potasyum iyodat eriginden 200 ml
ilave edilir. Sonra her iki beherde-
ki eriyik karistirilarak saf suyla bir
litreye tamamlanir. Renkli sisele-
re doldurulur- Adizlari kapatiidig
takdirde birkac ay bozulmadan sak-
lanabilir.

4. Potasyum iyodiir-potasyum
oksalat solusyonu:

Haftalik olarak hazirlanmasi
gerekli bu eriyik’e 2.5 gr. potasyum
iyodiir, 2.5 gr. potasyum oksalat i-
le karistirilarak 100 ml. saf su ice-
risinde eritilir.

5. 1. ON H:80, :

27 ml' konsantre siilirik asit
saf su icerisine konularak 1 Lt. ye
tamamlanir.

6. Nisasta indikatoriinin ha-
zirlanmasa:

Erlanmeyerdeki 10-15 ml. saf
su icerisine tahminen 1 gr. eriyebi-
lir nisasta konulup iyice karisti-
"rilir. Daha sonra ayri bir kapta kay-
natilmis 100 ml. saf su igerisine 1
ar- borik asit kristalieri ilave edi-
lir. Daha sonra kaynamis bu saf su
icerisine soguk nisasta solusyonu
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dokilir ve bir dakika kadar kayna-
tilir ve daha sonra yavas soguma-
va birakilir.

7. 0.02 N Sodyum Thiosulfat :

25 gr. saf sodyum thiosilfat
saf su ile bir litreye tamamlamir
ve 1gr. kadar sodyum hidroksit ila-
ve edilerek O. | N stok solusyen

- elde edilir, Karbonhidrat analizlerin

de kullandigimiz 0.02 N erigi elde
edebilmesi i¢in bu stok solusyo-
nun asgari 6 saat renkli siseler ige-
risinde dinlendirilmesi gerekir.

Dinlendirilmis 100 ml. stok
solusyon saf suyla 500 ml. ye ta-
mamlanarak 00.2 N sodyum thie-
stlfat erigi elde edilir.

Bu eriyik stabil olmadigindan
2-3 gunde bir yapilmalidir.

0. IN sodyum thiosilfat erigi-
nin standardizasyonu O. IN potas-
yum dikromat (K:Cr0;) ile va-
pilir. Bunun igin 110 °C de kurutul
mus Kz Cr2Q0s'den 49033 gr. tam
olarak tartilir ve saf suyla 1 It. ye
tamamlanir.

Bu eriyikten alinan 25 ml. ge-
nisce bir beher igerisine konur ve
icerisine 3 gr. potasyum iyodir ila-
ve edilerek saf suyla 500 veya 600
ml. ye tamamlanir ve 10 ml. kon-
santre HCL konarak derhal elimiz-
de mevcut thiosilfat solusyonuy-
la titre edilir. Titrasyonun sonuna
dogru birkac damla nisasta indika-
torit konur. Solusyon maviden en
sonunda agik yesil renge dbner.
Eger thiosilfat saf ise titrasyonda



25 ml. den az thiosiilfat sarfedil-
mis olacaktir. Sodyum thiosiilfat
stok solusyonu 0. | N'e saf su ile
sulandirilarak  getirilebilir. Orne-
gin, titrasyonda 24.7 ml. thios(l-
fat kullanilmissa, her 24.7 ml. thi-
os(lfat icin 0.3 ml. su veya 975.3/
247 x 0.3=11.8 ml. saf su kalan
975.3 ml. thiosilfat solusyonu (ize-
ring ilave edilir. Su ilave edildik-
ten sonra O.IN dikromat solusyonu
ile tekrar kontrol yapilmalidir.
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