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ÇAYIR MER'A ve YEM BiTKiLERiNDE
YAPıSAL OLMAYAN KARBONHiDRATLARIN AN:ALiz METODLARI

İbrahim MANGAl

ÖZE T

çayır mer'a yem bitkilerinden 20-30 bitki analiz için
kökleriyle sökülür. Analizi y.apılacak kısım kesilir,Yı

kanır, kurutulur, elenerek kutulara konur.
Şimdiye dek yapılan analizlerde; hidrolizde, % BOJ

lik ethanol, soğuk su, sıcak su, 0.005Jten O.B N'e dek de
,ilişen H2 S04 solusyonları; sakkarijikasyonda ·Clarase,
Diazyme gibi enzimler veya bunların karışımları kul~

lanılmıştır.

Asitlerle tamamen hidrolize edilmediği içinyedek
karbonhidratları nişasta şeklinde depo eden yem bitki~

lerinin analizinde enzim metodu kullanılmaktadır.

Asitler,. jrüktozanları lJ.idrolize edebilmektedir. An
ca.k, 0.02N'den daha kuvvetli RıSO", solusyonları jruk
tozanları tahrip etmektedirler.

Hidrolize veya sakkarijiye edilmiş eriyikler Shat
fer-Somogy metoduyla «Reagen 50» ayıracı yardımıyla

glikoza dönüştürüldükten sonra titre edilerek örnekler
deki yapısalolmıyan karbonhidtatlar (T!,!C) glikoz cin
sinden saptanmaktadır.

GiRiş

Weinmann (1947) bitkilerde·
ki toplam elverişli karbonhidratJ,a
rm tayini için ilk defa ortaya bir
metod koyan kişidir.

Gen:el olarak, serin mevsim
yem bitkilerinin yedek besin mad·
delerini früktozanlar ,ılık mevsim
bitkilerinin yedek besin maddeleri.
ni früktozanlar, ılık mevsim bitki·
lerinin ,ise nişasta teşkil etmekte·

(1) AtaL.ür)c Üniversitesi Zir.Fak. Tarla Bitkileri Böllimü Doçenti.
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dir. Bu iki polissakkarit, enerji kay
nağı olarak aynı şekilde rol oynar
lar. Ancak analizlerinde değişik

yol izlenmesi gereklidir·

A. Örneklerin Alınması ve
Analiz için Hazırlanması:

Wolf ve arkadaşları (1962). Dob
renz ve Massengale (1962) Co0

per ve Watson (1968)'un belirttik
leri üzere her işlemin bütün te
kerrürlerinden 20-30 bitki kazma
veya sivri uçlu bellerle' çıkarılır.

Analiz yapılacak kök bölgesi veya
taç kısmı kesi,lip ayrılır. Genelli k
Ile bakllagil köklerinin toprak yüze~

yine yakın 15 cm'lik kısrmları a
naıı.z edilir. Bu kök bölgesinin se
çilme nedeni baklagillerde bu kı

sımda daha fazla yedek besin
maddeleri ihtiva etmesidir.

Nitekim Bryant (1967) 4, 16:
2B aylık yonca köklerinin 0-5 cm.,
5-10 cm. 10-20 cm. ve 30-60 cm.'lik
kısımlarının ihtiva ettiği ,karbon
hidrat oranları bakımından çok ö
nemli farklılıklar olduğunu, en
yüksek karbonhidrat - miktarının

0-5 cm. ve 10·20 cm. iık kök kısım

Iannın teşkil ettiğini belirtmekte
dir.

Yıkanıp, temizlenen kökler so
I,unum kayıplıarını önlemek ve so·
lunumdaki enzim faaliyetini dur

durmak üzere 100·C de, iki saat

ve geri kalan kurumayada 24 saat

70·C de devam, edilir. Kuruyan

kökler öğütüıür. 0.42 mmlik elek

ten elenerek analiz yapılmak üze

re aliminyum kutulara konulur.
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a. KuI.Janılan Karbonhidrat
Tayin Metodunun Seçimi:

çayır mer'a ve yem bitkileri
nin köklerindeki toplam elverişli

karbonhidratların (TAC) miktar ola
rak tayin edilebilmesi için yapısal

karbonhidratların minimum, yapı-

salolmayan polisakkaritJerin, sak
karaz, früktoz ve glükozun ise a
zami seviyede depolanan dokular
dan çıkarılarak früktozun tahrip e
dilmeksizin hidrolizine ihtiyaç var
dır (Greub ve Wedin, 1969).

Poli ve disakkaritlerin bIr de
ğerli şekerlereı dönüştürülmeleri

sakkarıfiye veya hi,drolize ile temin
edilebilir, Sakkarifikasyon'da Cla
rase, Diazyme gibi enzimler veya
bunların karışımları; hidrolizde
% 80'lik ethonoI. soğuk su, sıcak

su, 0,005'ten -O·B N'e kadar değfşerı

H ıS04 kullanılmaktadır. Sakkarifi
ye veya hidrolize edilmiş şekerler

jse kağıt kromotoğrafisi, polari
metre, spektrophotometre veya
çeşitli kimyasal ayrraçlarla belirli
şekerlere çevrildikten sonra mik·
tarları tayin edilmektedir. Nitekim
Loomis (1935) Früktoz, glikoz ve
sakkaroz'un % BO'lik ethonol ile
ayn zamanda ekstrake edilebile
cegini, daha sonra nişasta kısmı

nın enzim sakkarifikosyonu (Gra
ber 1927, Loomis 1935) veya asit
hidrolizi (Hassid ve Nevfeld 1964)

ile bir değerli şekerlere dönüştü

rülebileceğine işaret etmişlerdir.

Bazı araştırıcılarda HzSO, so

lusyonları Kullanarak bir operas

yonla karbonhidratları ekstrake ve



hidroiize etmeye teşebbüs etmiş

lerdir (Reynolds ve Smith 196.2;
Smith ve arkadaşları 1964):. Bunun
la beraber Grotelueschen ve Smith
(1967), Loomis (1927) gi,bi araştırı

cılar nişastanın hidrolizinin sak
karoz ve frül<tozanlardan daha güç
olduğunu belirtmişlerdir.

Burris ve ad<adaşları (1967)
tarafından, bitkilerin ihtiva ettiğ,i

(TAC) seviyeleri dikkate alınmak

sızın, (TACl'nin ekstraksiyonların

da HıS04 solLIsyonları, su, alpha
amyfase ve clarase 900 metodla
ri,yle ömekte şekere dönüşebilen

nişasta miktarı bulunmuştur.

Grotelueschen ve Smith (1967)
yonca kökleri' ve kelp kuyruğu göv
~esindeki yapısa'! olmıyan karbon
hidratları ekstrake etmek için ta
kadiase, soğuk su, sıcak 0.005,
0.02, 0.2 ve 0.8 N H2S04 kuJlanllmış

ve estraklar kağıt kromotoğrafisi

ve titrasyon La değerlendirildiğin

de soğuk su ile yonca köklerinden
maltoz, rafinoz ve bazı dekstrin'le
rin ekstrake edildiğini; takasdiase
ekstraksiyonu sonacunda suda ka
lan artığın esas olarak glikoz ol
duğunu sıcak 0.005 N HZS04 ile
bütün früktozanların sakkaroz, gli
koz ve frü'ktoza dönüşmesine rağ

men; kuvveti i as itlerin yaptığı gi
bi nişasta veya ham sellülozu hid
rol.ize etmediğini 0.02 N H2S04'te~

kuvvetli asitlerin früktozu tahri,p
ettığıni, O aN HZS04 ile dahi nişas

tanın tamamının glikoza hidrOiize
olmadığını bildirmektedirier. Yine
Smith ve arkadaşları (1964) yapmış

olduklan araştırmada yem bitkileri
türlerinde yapısalolmıyan karibon-

hidratlardan nişastanın 0.2 N HZS04
le tamamen gliıkoza dönüştürQ.le

mediği, daha yüksek konsantras
yonların ise früktozu tahrip ettiği

ne işaret etmektedirler.

Bundan dolayı Greub ve We
din (1969) iki ticari enzim olan
Clarase 900 ve Diazyme 160 kulla
narak baklagil köklerinde karbon
hidratların ekstraksiyon ve sakka
rifik"syonunun asalede mukayese
sinde kullanmışlardı'r. O.2N HıS04

ekstraksiyon metoduyla yonca kök
lerinden çıkarılan (TAC) değerile·

riyle, enzim metodlar.ınııı değerini

mukayese etti,kl,erinde önemli de
recede fazla' sakkaroz ve ·önemli
derecede az nişastanın enzim me·
todlarıyla eldeedilen ekstraksi
yonlarda kaldığım görmüşlerdir. Yi·
ne aynı araştırıcı/ar, enzim kom
binasyonunun (TNCrnin nisbi' ola
rak yüksek, nişastanın başl~ca kar
bonhidrat frakSiyonu olduğu yaz
sonları ve sonbaharda 0.2N HıS04'e

nazaran 2-3 deha daha yüksek de
ğer verdiğ'ini; (TNC) seviyeleri dü
şük ol,duğu zaman ise asit metodu
nun önemıli derecede yüksek de
ğerler verdiğini; erken ilkbahar
boyunca (TNCl'nin en büyük frak
siyonunun sakkaroz olduğunu ve
bu iki tarih arasında (TNC)'nin or
ta değerde olduğu zamanlarda her
iki metoddan da birbirine benzer
değerleer elde ettiklerini ifade et
miş'lerdir.

Wolf (1969} muhtelif baklagil-,
lerin vegetatif organlarından aldığı

örnekleri, asit, su ve enzimle eks
t'raksiyonu yapılan i~;[emreri kim
yasal ayıraçlarla bir değern şeker-
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leredönüştürerek ve anthrone
ayıracı kullanarak kolorometriik me
todlarla miktar analizi yapmıştır.

Ekstraksiyon için O.OOS'den 0.8 N'e
kadar artan asitlerle hidrolizinde,
ölçülen % CHO oranını artırdığını

mamafih bir miktar artışın anthro
ne ayıracıyla yapılanda da vukua
geldiğini, O.OOSN H2S04 i~e eks
traksiyondan sonra Anthrone ayı

racıy:la miktar analizi yaprl,anların;

enz,im metoduyla yapilanlara yakın

değerler verdiğini ve bu deneme
lerin, metodların değişik olduğu

yerlerde, elde olunan sonuçların

literatür içerisinde mukayesesin,
de bir rehber olabileceğini, eks
traksiyon ve bir değerli şekerlere

dönüştürme yollarından dolayı

CHO muhteviyatlarmın geniş öt
ölçüde değişebileceğini bildirmek·
tedir.

işte yukarıda zikredilen bü-
tÜn bu münakaşaların ışığı' altında

,serin mevsim yem bitkilerinin ana
lizinde Smith (1962) Cooper ve
Watson (1968) ve diğer bir çok a
raştırıcıların belirttiği üzere (TAC)
veya (TNC)'nin tayininde hidroli

zasyon O.2N H2S04 sıcak solusyo
nu; ılık mevsim yem bitkilerinin a
nalizlerinde ise enzim i,le (Smith
1968), glikoza dönüştürme Reagent
50 ile sağlanarak titrasyon meto
duyla miktarı ölçülmektedir.

C. Düzeltilmiş Weinmann
Metoduyla örneklerden
toplam yapısalolmıyan

karboıihidratların

çıkarılması:

(1) 125 cc. ırk erlentnayer içe-
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risine 100-500 mg. örnek tartılır ve
üzerine 15 mı' saf su irave edilerek
nişastanın jelatinleşrnemesi için
1-2 dakika ocakta kaynatılır. Bir
veya iki erlenmayer'e sadece saf
su konulur (ileride yapılacak he
saplanmalarda kullanılmak uzere)._

(2) Erlenmayerler oda sıcak

lığına [18-20 OC) kadar soğut,ulur.

(3) Bu erlenmayerlerin içeri·
sine pipetle 10 mL. buffer so'lusyo
nu ve 10 ml·'de hazırlanmış enzim
solusyonundan konulur.

(4) Erlenmayerler 38' Oc de
44 saat süreyle inkübasyona tabi
tutulur. Bazı örnekler, solusyon se
viyesinin üstüne doğru tırmanırsa

kapaklı erlenmayederi çalkal'amak
kap eder.

(5) inkubasyon sonunda örnek
ler; 100 cc.lik balon jojeler içeri
sine Whatman's filitre kağıdından

süzüıür. Erlenmayer ve süzge,ç ka
ğıdı b~rkaç sefer saf suyla güzelce

. yıkanmalıdır.

(6) Her balon jojenin içerisine
% 10'luk kurşun asetaı'dan 2 mı'

ilave edilir, çalkalanır ve balon
joje çizgiye kadar saf suyla tamam
lanır.

(7) Her balon jojeden al i nan
30 mL. solusyon 50 mL. nk tüplere
konur ve 3500-4000 devirde 5 da
kikasantrifüje edilir.

(8) Santrifüje edilmiş solus
yon içerisinde 100 mg. toı r;otas
yum oksalat bulunan erlanmeyer-
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lere alınır ve Whatman's 42 filitre
kağıdı ile süzülür, ancak saf su da'
hi'ı hiçbir şey ilave edilmeden da
ha küçük edanmeyedere ahmr.

(9) Bu eriyik, yedek besin mad
deleri sakkaroz ve nişaşta ihtiva

eden ılık mevsim çayır mera yem
bitkilerinin toplam yapısalolmıyan

karbonhidr'atlarınlh hidroliz mah
su'IIÜdür. Enzim~er früktosanları hid
rolize etmez. Bunun 'içındir ki frük·
toson ihtiva eden serin mevsim
yem bitkilerinde toplam yapısalol·

mıyan karbon hidratların analizleri
(D) kısmı[lda açıklandıgı üzere asit
hidrol iz metodu analiz edilir.

(10) Nişaşta ve sakkaroz ihti
va eden bu solusyonlardaki şeker

muhteviyatı 1.0.::. 3.0 I]1g. ise, bun-
lar, doğrudan doğruya Reagent 50
ayıracı ile glikoza dönüştürülerek

örneklerdeki yapıs-al olmıyan kar
bonhidrat oranları saptanır.

D. Asit Metodu;

(1) Bünyelerinde 1.Ü'--3.0 mg.
şeker ihtiva eden örneklerden 0.5
gr. alınıp 100 cc lik ağızları kapak
Iı erlanmeyerlere~ konur.

(2) Örnekler üzerine O.2N lik
Hı S04'den SQ mı' ilave edilir.

(3) Erlanmeyerlerdeki sol us
yon bir saat 90-95°C sıcak su
banyosu üzerine geriye soğutma

cihaz'ıyla kayratılır.

(4) Sıcak solusyon Whatman's
i filitre kağıdından süı.ülerek soğu

tulur.

(5) Üzerine birkaç damla phe·
nolphtalein damlatılarak % 25 lik
NaOH ile pembe 'renk verene ka·
dar titre ediılir ve daha sonra iN
HCrden teşekJ<ül eden pembe
renk giderilene dek birkaç damla
damlatılır.

(6) Filitre edilen solusyon 250
ml. ye tamamlanır. Bu solusyon da
örnekteki şekerlerin glikoza dönüş

türülmesi için ·hazırdır·

E. Örneklerdeki. Şekerleri" He
inz ve Murneekin tarif ettiği

Shaffer Somogyi metoduyla
glikoza dönüştürülmesi:

(1) 25 x 200 mm. lik tüpfere
enzim metoduyla hidrolize edilmiş

solusyondan :15 mı' suya aSitle hid
rOlize edilenden 10 ml'. alınır ve ü
zederine 10 mi.. Reagent 50 ilave
edilir.

(2) Aynı şekilde enzim + su
+ Reagent 50, su + reagent 50;
glikoz(0.5, 1.0, 2.0. 2.5, 3.0 mg.)
+ Reagent 50 kontrol tüpler hazır

'Ianır.

(3 Su banyosu ,içerisinde ağız

ları mermer kürelerle kaplı ·tüplet
90 - 100 oC de 15 dakika kayna
tılır.

(4) Kaynamış tüpler 30 oC
den soğuk su içerisinde soğutulur.

(5) Tüpleriıı içerisinde 2 mı'

potasyum iyodür x potasyum oksa
lat eriğinden konup üıe.rlerine 10'
ar ml. IN HZS04 ilave edilir.

(6) Tüpler çalkalanır.

(7) 0.02 N sodyum thiosülfatla
nişasta indikatör. olarak kullanıla-
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rak mavi renk teşekkül edene ka·
dar titre edilir.

. (8) Titrasyonda kullanılan sod
yum throsülfat miktarı tesbit edi
li r ,_

a - Standart Grifiğin Çizilme
si: içerisinde 0.5 mg. dan 4.0 mg.'a
kadar değişik konsantrasyonlarda
saf glikoz ıhtiva eden solusyonlar-

dan 10'ar mı' örnek almarak He
inze ve Murnee-k'in tarif ettiği

Shaffer-8omogyi metoduna göre
15 d'akika kaynatılır. Soğuyan de·-

ğişik konsantrasyonlardaki çözel·

tiler örnekleri titre ettiğimiz 0.02N

thiosülfat solusyonu ile titm edi

lerek sarfedilen thiosülfat miktarı

tesbit edilerek aşağıdaki grafik çi

zilmiştir.
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Şekil: lIarcanan 'I1ıiosülfata tekabül eden gllkoı mikta
rını gösterir standa-rt graflti,

b. Enz'im metodunda örnekteki
şeker miktanmn hesabı:

Örneqin:

(a) Su + Reagent 50 solusyo
nu için 9.80 mL. sodyum thiosülfat.

(b) Su + Enzim + Reagent
50 solusyon 8,95 mı' sodyum thio
sülfat·

1-88

(G) 2.0 mg. glikoı + ~eagent

50 solusyonu için 5.10 mı' sedyum
thlosulfat.

(d) Bilinmeyen örnek solusyon
için 4.00 mı' sodY'um thiosülfat
sarfedilmiş olsun. '

a - c = 4.70

b - d = 4:95



I:riyl'kteki gl ikoz
2.0

__'-_ x4.95 = 2.11mg.

4.70

DOKulardaki % toplam yapısal 'olmıyan karbonhidratlar.

2.11 mg· x sulandırma faktörü x 100
(% TNC) -

Örnek ağır Jığı (mg)

c. Asit metodunda örnekteki
şeker miktarının hesabı:

Örnekteki şeker miktarı her
sette bl.ank (boş) örnek-için sarf e
dilen tihosülfat miktarından, bitki.
örnekleri için sarfedilen tl'liosüJ
fat miktarı çıkarılarak bulunan thi-

osü Ifat değerlerine tekabül eden
mg. cinsinden glikoz miktarları

standart grafiğinden bulunur. Bu
değerler 10 mL. örnekteki glikoz
miktarıdır. 0.5 gr. örnekteki mg.
cinsinden glikoz ve bunun % de·
ğeri ise aşağıdaki formülle bulu
nur.

lOOx

(Ya Glikoz
Öt.

100 : S-ebit Rakam
Vö. : Yarım gram örneğin tamamlandığı hacım ( 2S0 mL. )
Şö. : 10 mL. örnekteki glikoz (Standart grafikten)
Vh : Glikoz miktarı tayin edilen eriyik hacmi (10 mL.)
Öt : Tartılan örnek miktarı

F. Analizler için gerekli solus
Solusyonların Hazırlanması:

1. % 0.5 Enzim solusyonu

5 gr. Takadiastase v~a Cla
rase enzimi 1 Iltre saf su içerisin
de eritilir. içerisinde bir miktar toz

Thymol ilave edilir ve bu eriyik

Whatman's.40 filitre kağıdından sü

züıür. Süzülen bu enzim solusyonu

renkli şişelerde buz dolabında 6

hafta kadar saklanır.

2. Buffer Solusyonu:

3 hacım O. 2N Asetik asit ve
2 hacım O. 2N sodyum asetat karış

tırılarak pH'sl 4·45 olan buffer so
lusyonu hazırlanır. Solusyonda üre
yebilecek çeşitli mikroorganizma
ların önlenmesini sağlayan Thy
mol tozundan bir miktar ilave edi·
lir. Renkli şişelerde konu,lur.

3. Reagent 50 ayırıcı

Bir beher içerisine

25 gr. anhidrit sodyum karbo-
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nato 25gr. sodyum potasyum tarta-'
rat 600 mL. saf su içerisinde eriti
lir. Üzerine %10'Iı..ik bakır sülfat e
riğinden 75 mı' konur.

Diğer bir beher içerisinde
20 gr. Sodyum bi karbonat

1 gr. potasyumiyodQr ve (3.568
gr. tartılıp 1 lt. ye. tamaml'anmış)

potasyum iyodat eriğınden 200 mı

ilave edilir. SQnra her iki beherde
ki eriy~,k karıştırılarak saf suyla bir
!itreye tamamlanır. Renkıl'i şişele

re doldurulur· AğızIarl kapatıldığı

takdirde birkaç ay bozulmadan sak·
lanabilir.

4. Potasyum iyodür-pe;ttasyum
oksalat solusyonu:

Haftal.ık olarak haz.ıtlanması

gerekli bu eriyik'e 2.5 gr. potasyum
iyodür, 2.5 gr. potasyum oksalat i·
le karıştırılarak 100 mL. saf su içe·
risinde eritilir.

27 m.1' konsantre sülirik asit
saf su içerisine konularak 1 Lt. ye
tamamlanır.

6. Niş,aşta indikatörUniin ha

zırlanması:

Erlanmeyerdeki 10-15 mL. saf
su içerisine tahmloen 1 gr. e1riyehi·
lir nişasta konulup iyice karıştı·

rıllr. Daha sonra ayrı bk kapta kay
natılmış 100 mL. saf su içerisine 1
gr· borik asit kristalleri ilave edj·
lir. Dana sonra kaynamış bu saf su
içeri'sine soğuk nişasta solusyonu
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dökülür ve bir dakika ka.dar kayna·
tlllr ve daha sonra yavaş soğuma

ya bırakılır.

7. 0.02 N Sodyum Thic)sulfat :

25 gr. saf sodyum thiosülfat
saf su ile bir litreye tamamlanır

ve 19r. kadar sodyum hıidroksit ila·
ve edilerek O. i N stok solusyon
elde edilk. Karbonhidrat analizlerin
de kUII?fldlğlmlz 0.02 N eriği elde
edebilmesi için bu stok solusyo
nun asg.ari 6 saat renkli şişeler içe
risinde dinlendirilmesi ~erekir.

Dinlendirilmiş 1,Q0 mL. stok
solusyol1 saf suyla 500 mL. ye ta·
mamlanarak 00.2 N sodyum thio
sulfat eriği elde edilir.

Bu eriyik stabilolmadığından

2-3 günde bir yapılmalıdır.

O. IN sodyum thiosü'lfat eriği

nin standardizasyonu O. IN potas
yum dikromat(K2 Cr2(h} ile ya
pılır. Bunun için 110 ·C de kurutul
muş K2 Cr2-0,'den 4.9033 gr. tam
olarak tartılır ve saf suyla 1 it. ye
tamamlanır.

Bu eriyj.kten alınan 25 mL. ge·
nişçe bir beher içerisine konur ve
içerisine 3 gr. potasyum iyodür ila
ve edilerek saf suyla 500 veya 600
mı' ye tamamlanır ve 10 mı' kon
santre HCL konarak derhal elimiz·
de mevcut thiosülfat solusyonuy·
la titre edilir. Titrasyonun sonuna
d6§ru birkaç damla nişasta indika·
törü konur. Solusyon maviden en
sonunda açık yeşi i renge döner.
Eğer thiosu'lfat saf ise titrasyonda



,
25 mı' den az thiosülfat sarfedil.
miş olacaktır. Sodyum thiQsülfat
stok solusyonu O. i N:'e saf su ile
sulandınlarak getiril1ebillir. Örne
ğin, titrasyonda 24.7 mL. thiosül
fat kullanılmışsa, her 24.7 mL. thi
osülfat için 0·3 ml. su veya 975.3/
24.7 x 0.3=11.8 mL. saf su kalan
975.3 mı' thiosülfat solusyonu üze
rine ilave edilir. Su Uave edildik·
ten sonra O.lNı dikromat solusyonu
ile tekrar kontro", yapılmalıdır.
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