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Calismanin amaci ¢iris otu (Asphodelus aestivus Brot.) yumrularinin ekstraksiyon verimlerini ve ¢oziinebilir seker
kompozisyonlarini incelemektir. Cirig yumrularinin ekstraksiyon iglemleri; 150 pL, 300 pL ve 450 uL hacimlerinde
Gluko-Amilaz, a-Amilaz ve esit oranlarda a-Amilaz&Gluko-Amilaz enzim takviyeleri 60 dk, 90 dk, 120 dk ve 180
dk siirelerinde saf'su ve 0,8 M ve 1,6 M konsantrasyonunda asetik ve siilfiirik asit takviyeleri ile yapilmistir. Bu yum-
rularda seker kompozisyonlarinin tespiti i¢in yiiksek performanslt sivi kromatografisi ve refraktif-indeks dedekto-
riit (HPLC-RID) cihazi kullanilmistir. Ciris otu yumrularinin ekstraksiyon verimleri gravimetrik yontemle tespit
edilmistir. Ciris otu yumrularinda seker kompozisyonlarinin belirlenmesi i¢in glukoz, galaktoz, ksiloz, fruktoz ve
sukroz referans olarak kullanilmig ve bunlarin kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Elde edilen sonuglara gore uygula-
nan farkli ekstraksiyon tiirleri, hem verimlerin hem de seker birimlerinin farkli oranlarda ¢ikmasina sebep olmus;
genellikle ekstraksiyon verimleri % 81-96 arasinda seyretmistir. Ancak en yiiksek ekstraksiyon verimi(% 96), enzim
veya asit takviyeleri ile yapilan metotlarin aksine, bir katkinin olmadig: saf su ekstraksiyonunda tespit edilmistir.
Ciris otu yumrular1 igerisinde glukoz, galaktoz, ksiloz, fruktoz ve siikroz seker kompozisyonlar1 belirlenmistir. Cirig
yumrularindan elde edilen sekerlerin ana bilesimleri, siikroz i¢in enzimatik metotta 2.510 pg/ml, asidik metotlarda
ksiloz i¢in 1.043 pg/ml ve galaktoz i¢in 2.180 pg/ml olarak tespit edilmistir. Baz1 seker birimleri ise ekstraksiyon
metoduna bagli olarak hidroliz edilememistir. Elde edilen sonuglardan ekstraksiyon metotlar1 oligomer veya polimer
formunda olan karbonhidratlar1 hidroliz ederek siikroz oraninin daha yiiksek ¢ikmasina sebep oldugu anlagilmistir.
Ekstraksiyona uygulanan takviyeler, siikkrozu hidroliz ederek hem glukoz, hem de fruktoz miktarinin daha fazla
¢ikmasini saglamistir. Ekstraksiyon kosullarinin daha ekstrem oldugu sartlarda ise sekerlerin hidroksimetilfurfurala
doniismesi sekerlerin tiikendigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Ciris otu (Asphodelus aestivus Brot.) Yumrulari, Ekstraksiyon metotlar1, Ekstraksiyon Verim-
leri, HPLC-RID, Seker kompozisyonlar1

Sugar compositions by HPLC of asphodel (Asphodelus aestivus Brot.)
tuber with enzymatic, acidic and water extraction methods

Abstract

The aim of this study was to investigate extraction yield and soluble sugar composition of asphodel (4sphodelus
aestivus Brot.) tubers. The tubers of asphodel were extracted with enzymatic extraction methods (150 pL, 300 pL
and 450 pL added Gluko-Amilaz, a-Amilaz and simultaneously a-Amilaz & Gluko-Amilaz enzyme), deionized
water extraction methods (60 min, 90 min, 120 min and 180 min extraction time) and acidic extraction methods
(0,8 M and 1,6 M concentration with acetic and sulfuric acid). The sugar compositions of tubers were determined
by high performance liquid chromatography and refractive index detector (HPLC-RID). The extraction yields were
also detected by gravimetric method. The glucose, galactose, xylose, fructose and sucrose were used as reference
compounds. The calibration curves were plotted based on linear regression analysis of the integrated peak areas (x)
and versus concentrations (y, pg/ml) in the reference solutions. All results were evaluated as concentration (pg/ml)
for every extraction method. Various types of extraction caused differences in both yields and sugar units. Generally,
extraction yields were determined about 81-96% for all extraction methods. However, the highest extraction yield was
found 96% for deionized water unlike the ones added enzyme or acid. At the same time, results showed that glucose,
fructose, mannose and sucrose were found in tubers in all methods. The main concentrations of sugar in the tuber
were identified as 2.510 pg/ml for sucrose in enzymatic method, 50.144 pg/ml for glucose, 21.066 pg/ml for fructose,
1.043 pg/ml for xylose and 2.180 pg/ml for galactose in acidic methods. Nevertheless, the lowest amount of glucose
and fructose were found in deionized water extraction method at 180 min. The results indicated that sucrose amount
had higher concentration in some extraction methods due to hydrolysis of carbohydrates in oligomer or polymer form.
Moreover, glucose and fructose were also determined higher amounts in some extraction methods due to hydrolysis
of sucrose. It can be understood that when the extraction conditions are more extreme, all sugar unit may convert to
hydroxymethylfurfural.

Keywords: Asphodel tubers (4sphodelus aestivus Brot.), extraction methods, extraction yield, HPLC-RID, sugar
compositions
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1. Giris

Gegmis yillardan bugiine kadar insanlar kendi
yoresinde bulunan bitki ve agaclarin ikincil me-
tabolitlerinden farkli amaglarla faydalanmislardir.
Insanlar dogadan topladiklar1 yabani bitkileri 6nce
kullanmis, sonra ise en ¢ok kullandiklarinin tari-
min1 yapmislardir (Karaogul ve ark., 2016; Alma
ve ark., 2011). Ciris otu bitkisi (Asphodelus aesti-
vus Brot.) 50-150 cm boyunda, yapraklari uzun ve
sivri, 35-45 cm boy ve 3 cm enindedir. Bitki ni-
san ya da mayis aylarinda ci¢eklenen, 7 mm bii-
yikligiinde kiiciik yesil meyvelere sahip, biitiin
sene boyunca yesil ve 6zellikle kuru, besince fakir,
kumlu, kiiltire edilmeyen topraklarda biiyiiyen
ve ayrica Afrika, Arap iilkeleri, Misir, Tiirkiye ve
Avrupa’nin bazi kesimlerinde yayilis gosteren ¢ok
yillik bir bitkidir (Davis, 1965). Ciris otu cevre
kirliligi ve toprak 1slahinda etkili olan ve toprak-
taki istenmeyen agir metaller gibi kirleticileri or-
tamdan uzaklastiran 6nemli bir bitkidir (Yagan ve
ark., 2008).

Beyaz ciris, yabani ¢iris, yalanci ¢iris ve ¢iris otu
gibi isimlerle anilan ¢iris bitkisi hemoroit, sagkiran
ve mafsal hastaliklarinin tedavisinde ve maya en-
diistrisinde, ciltgilik ve ayakkabi yapistiricist ola-
rak, deriye ve kumasa sertlik ve parlaklik vermek
maksadiyla tercih edilmektedir (Baytop, 1999;
Ugulu ve ark., 2009; Giirhan ve Ezer, 2004). Bu
bitkinin modern tipta kullanimina iliskin bilgiler
oldukca azdir (Polunin ve Huxley, 1987). Ciris otu-
nun beyaz kan hiicrelerini (WBC) fazlalastirdigi
ve dolayistyla savunma sistemimiz i¢in énemli bir
ozellige sahip oldugu rapor edilmektedir (Karatas
ve ark. 2011; URL-I). Ciris otunun antimikrobial
ozelligi ile ilgili caligmalar yapilmis ve etkili an-
timikrobial 6zellige sahip oldugu goézlenmektedir
(Oskay ve ark., 2007; Tosun ve ark., 2004). Ciris
otu antioksidan dzelligi de gdstermektedir (Peksel
ve Imamoglu, 2009). Ciris otu ve yumrusu glu-
tatyon, C ve B3 vitamini ag¢isindan yiiksek orana
sahiptir (Karatas ve ark., 2011). Imamoglu (2010),
¢irig otunun yiiksek oranda flavanoidlere, karate-
noidlere, antosiyanin ve pirolin miktarlarina sahip
oldugunu tespit etmistir. Ayn1 arastirmada farkl
radikal siipiiriiciiler ile antioksidant aktivite ¢alis-
malar1 da yapilmis ve bitkinin ytliksek oranda anti-
oksidant 6zellikte oldugunu belirtilmistir.

Tablo 1’de ¢iris otu yumrusunun tam kuru agirliga
gore kimyasal kompozisyonu verilmektedir. Besin
degerleri agisindan yumru; nisasta, ¢oziilebilir se-
kerler, proteinler, vitaminler, lif ve mineral agisin-
dan zengin goziikse de, koyunlarda yapilan bir ¢a-
lismada ¢iris otu yiyen koyunlarda siddetli sinirsel
sendromla birlikte yogun ndronal pigmentasyon
tanimlanmaktadir (Birincioglu ve ark., 2005).

Ciris otu bitkisinin yumrular1 ile ilgili 6nceki ¢a-
lismalarda bitkinin yumrusundaki kimyasal kom-
pozisyonlar1 bulunmaktadir. Hatta vitamin igerigi,
protein ve prolin oranlari, toplam flavanoid ve an-
tosiyanin miktarlari ile bitkinin biyolojik aktivitle-
ri de mevcuttur. Ancak ¢irig otu yumrusunun ige-
risinde, yiiksek oranda karbonhidrat var olmasina
ragmen, simdiye kadar seker birimlerinin hangi
kompozisyonlardan olustugu lizerine bir ¢alisma
bulunmamaktadir. O yiizden bu c¢alismanin ana
amaci, simdiye kadar yapilmamis olan ¢iris otu
yumrusunun farkli ekstraksiyon metotlar1 ile ve-
rimlerini belirlemek ve ekstraksiyon sonrasi igeri-
sindeki seker bilesimlerini incelemektir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

Kullanilan  numuneler = Kahramanmaras ili
37°34°37.1” kuzey paraleli ve 36°51°00.4” dogu
meridyeni koordinatindan temin edilmistir. Top-
lanilan 6rnekler Kahramanmaras Siitgii Imam
Universitesi’nde Botanik Uzmani Ogr. Gor. Tolga
OK tarafindan teshis edilmistir. Ekstraksiyonda
kullanilan o-Amilaz ve Gluko-Amilaz enzimle-
ri Novozymes marka olup Danimarka’dan temin
edilmis ve Sigma Aldrich marka referans sekerleri
kullanilmistir.

2.2. Yontem
2.2.1. Ekstraktlarin hazirlanmasi

Ciris otu yumrulari toplandiktan sonra lizerlerinde
bulunan topraklarindan arindirildi ve sonra
golgede hava ortaminda kurutulmus kurutulan
yumrularin kabuklar1 soyulmus ve 6gttilmiistiir.
Elekte 60 mesh ve altinda kalan 6giitiilmiis yumru
orneklerinden 2 g tartilarak 200 ml su ile 100°C
sicaklikta ekstraksiyon yapilmistir. Ciris otu
yumrularinin ekstraksiyonislemi; farklihacimlerde

Tablo 1. Ciris otu yumrusunun tam kuru agirliga gére kimyasal kompozisyonu (Polycarpos, 2009)
Table 1. Chemical composition of Asphodel tubers by dry weight (Polycarpos, 2009)

Maddeler Nisasta

Coziinebilir sekerler

Protein Lif Kiil

Miktar (%) 53,3 15,8

3,7 23,7 3,5
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enzim varliginda (Gluko-Amilaz, o-Amilaz
ve o-Amilaz & Gluko-Amilaz birlikte), farkli
ekstraksiyon siirelerinde, hidrolizi destekleyici bir
katk1 olmaksizin su ile (60 dk, 90 dk, 120 dk ve
180 dk) ve degisen konsantrasyonlarda kuvvetli
(Stulfiirik Asit) ve zay1f asit (Asetik asit) varliginda
(0,8 M ve 1,6 M) gerceklestirilmistir. Enzim ve asit
varliginda yapilan ekstraksiyonlar 60 dk boyunca
sabit tutularak yapilmistir. Ekstraksiyon islemleri
bittikten sonra silipernatantin elde edilmesi igin
her bir 6rnek 10 dk siireyle 5.000 rpm devirde
santrifiijde bekletilmis ve 0.45 um partikiil capinda
milipurdan siiziilerek seker analizine hazir hale
getirilmistir. Hazirlanan 6rnekler analiz yapilana
kadar buzdolabinda (+4°C) bekletilmistir. Ciris otu
yumrularinin ekstraksiyonu 3 tekrar ile yapilmis
ve bu yumrularin verimleri asagidaki esitlikten
faydalanilarak hesaplanmistir ki esitlikte;, EV:
Ekstraksion verimi; Wo: Numune agirligi (g) ve
W1: Ekstraksiyon sonrasi ¢dziinmeyen yumru
miktar1 agirhigidir (g).

o—Wi1

w
EV (%) = x100

2.2.2. Referans kimyasallarin hazirlanmasi

Referans kimyasallar olarak glukoz, galaktoz, ksi-
loz, fruktoz, arabinoz, mannoz ve siikroz sekerle-
ri kullanilmig; bu seker standartlart yiiksek per-
formansli sivi kromatografisi ve refraktif indeks
dedektoriinde (HPLC-RID) tanitilmak amacryla
farkli konsantrayonlarda hazirlanmistir. Tablo 2°de
her bir seker standardi konsantrasyonlarinin lineer
araliklar1 ( pg/ml) bulunmaktadir.

100,00

95,00
o
é
g
£ 90,00
-
g
=
2 85,00
E ,
2 81,72 81,57
53]
0,00
75,00

2.2.3. Yiiksek performansh s1ivi kromatografisi
(HPLC-RID) sartlar:

Ciris otu yumrularinin seker i¢eriginin belirlenmesi
icin yiliksek performansli sivi kromatografisi LC-
20AD model (HPLC) ve refraktif indeks dedektorii
RID 10A model (RID) Shimadzu marka cihaz
kullanilmistir. Kullanilan kolon HyperREZ Pb++
marka olup 250 x 4,6 mm uzunlugundadir ve
partikiil capinin boyut genisligi 8um’dir. Tastyict
faz olarak 0,25 pm partikiil ¢apinda milipurdan
siiziilmiig ultra saf su kullanilmistir. Akis hizi
biitiin seker birimlerinin daha iyi ayrilmasi igin
0,2 ml/dk olarak belirlenmis, kolon 80°C sicakliga
getirilmis ve siringanin enjeksiyon hacmi 20 pl
olarak ayarlanmistir.

3. Bulgular
3.1. Ekstraksiyon verimleri

Ciris otu yumrularinin ekstraksiyon sonrasi
verim miktarlart hesaplanmis olup Tablo 2’de
agirlikca hesaplanan yiizde verim miktarlar:
gosterilmektedir. Farkl ekstraksiyon tiirlerine gore
ekstraksiyon verimleri degisiklikler gostermekte
ve genel olarak ekstraksiyon verimleri % 81 ile
% 96 arasinda seyretmektedir.

Enzim takviyesi esliginde yapilan ekstraksiyonlar
birbirleri arasinda degerlendirildiginde, ¢oziicii i¢i-
ne eklenen enzim miktarinin artmasi ekstraksiyon
verimini hem Gluko-Amilaz i¢in, hemde a-Amilaz
icin olumsuz etkilemistir. Her iki enzimde de kul-
lanilan 150 uL hacimdeki enzim varligi en yiiksek
ekstrakt verimine sebep olmus; en diigiik ekstrakt

96,78

150pL 300 450puL{150pL 300pnL 450puL|150pL 300uL 450uL) 60 dk 90 dk 120 dk 180 dk| 0,8M  1,6M [ 0,8M 1,6M

Gluko Amilaz ile
ekstraksiyon

a-Amilaz ile
ekstraksiyon

ekstraksiyon

a-Amilaz & Gluko

Asetik asit | Siilfirik asit

Saf su ekstraksiyonu
Amilaz ile ile ile

ekstraksiyon | ekstraksiyon

Sekil 1. Ciris otu yumrularinin ekstraksiyon sonrasi agirlik¢a yiizde (%) verimleri
Figure 1. Yield of Asphodel tubers by weight after the extraction (%)



verimi ise en yiiksek oranda kullanilan enzim hac-
mi varliginda ortaya ¢cikmistir. Enzimler kendi ara-
sinda karsilastirildiginda ise a-Amilaz en yiiksek
ekstrakt verimi sergilemis; en diisiik ekstrakt veri-
mi de 450 pL a-Amilaz ile ekstraksiyon igleminde
ortaya ¢ikmistir. Enzimlerin sinerjik etkisinin eks-
traksiyona olan etkisi incelendiginde esit hacimler-
de karisim olarak ¢oziicii i¢ine eklenen a-Amilaz
ve Gluko-Amilaz konsantrasyonlarinin artmasi
ekstrakt verimlerini de artirmis; fakat enzimlerin
ayri ayri uygulanmasina gore verimler ¢ok daha
diisiik degerler vermigtir. Muhtemelen enzimler
arasi sinerji etkilesim ekstraksiyon verimine olum-
suz yanstyarak hidrolize takviye edici bir etki gos-
termemistir.

Herhangi bir katkinin olmadig (saf su ile) ekstrak-
siyon islemi kendi i¢inde degerlendirildiginde, eks-
traksiyon siiresinin 60 dk’dan 180 dk’ya uzatilmasi
ile verim % 81,90’dan % 96,79’a artmistir. 60 dk
saf su ekstraksiyonunda her iki enzimin de ortam-
da olmasi verimi pozitif etkilemistir. Ancak enzim
veya asit olmaksizin 120 dk ve 180 dk siirede saf su
ile ekstraktraksiyon, biitiin ekstraksiyon tiirlerinin
en istiinde verim gostermistir. Verim agisindan de-
gerlendirildiginde saf su ile ekstraksiyon yapilmasi
bir bagka katki yapilmasina gerek olmaksizin ye-
terli gdzikmiistiir (Sekil 1).

Ciris otu yumrularinda ekstraksiyon verimini hid-
roliz ederek artirmak igin asit katalizli ortamda
ekstraksiyon yapilmis ve bu maksatla yumrular
farkli konsantrasyonlarda kuvvetli ve zayif asitli
ortamda hidroliz edilmigtir. Verim agisindan de-
gerlendirildiginde, asitlerin konsantrasyonunun
0,8 M’dan 1,6 M’a artmasi ile asetik asit i¢in verim
% 81,00°’den % 86,86’ya; siilfiirik asit i¢in ise ve-
rim % 88,96’dan % 91,43’ yiikselmistir. Siilfiirik
asitli ortamda asetik aside gore verimin daha yiik-
sek olmasinin nedeni, yumru liflerinin kuvvetli
asit ile hidroliz derecesinin yiiksek olmasidir. Asit
konsantrasyonunun artmasi oligomer veya polimer
formunda bulunan kompozisyonu da hidroliz etmis
ve bu durum ekstraksiyon verimini yiikseltmistir.

Polycarpos (2009), ciris otu yumrularinin suda
¢Oziinebilme miktarlarint % 76,30 olarak tespit
etmis; lif icerigini ise % 23,70 olarak yorumlamis-
tir. Calismamizda ise ekstraksiyon verimi % 81 ile
% 96 arasinda belirlenmis ve ¢alismada kullanilan
¢irig otu yumrularinin 6giitme ve ekstraksiyondan
once kabuklarinin soyulmus olmasi ger¢ek yumru
kompozisyonunu gdstermistir. Literatiirde ¢6ziine-
bilir degerin diisiik ¢gikmasinin nedeni ise muhte-
melen kabuklarindan arindirilmadan ekstraksiyon
islemlerinin yapilmasidir. Literatiirden ¢ikan so-
nuglar gercek yumru kompozisyonunu yansitma-
maktadir. Elde ettigimiz sonuglara gore ¢iris otu
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yumrusunun suda ¢dziinebilir yapisi en yiiksek
oran i¢in % 96 olarak tespit edilmis olup bu sonug
lif oranlarinin da ¢ok diisiik degerde oldugunu gos-
termektedir.

Tablo 2. Ciris otu yumrularinin agirlik olarak ytlizde
(%) verimleri
Table 2. Yield of Asphodel tubers by weight (%)

Ekstraksiyon tipi Ekstraksiyon verimi

(%)

150 pLt 87,77 +2,27
Gluko-Amilaz ile
ekstraksiyon 300 uL 81,72 +1,58

450 uL 81,57 +2,24

150 uL 91,46 +3,49
o-Amilaz ile
ekstraksiyon 300 uL 82,39 +2,34

450 uL 79,51 +1,37
w-Amilaz & 150 uL 81,93 +2,26
Gluko-Amilaz ile 300 uL 82,72 +2,26
ekstraksiyon 450 L $3.26 139

60 dk? 81,90 +1,58
Saf'su 90 dk 89,60 + 1,43
ekstraksiyonu 120 dk 95,64 + 1,46

180 dk 96,78 +1,47
Asetik asit ile 0,8 M? 81,03 +3,19
ekstraksiyon L6 M 86,86 +142
Siilfirik asit ile 0.8 M 88,96  +£2,30
ekstraksiyon L6 M 91,42 +143

'Ekstraksiyon ¢6ziiciisiine eklenen enzimin hacmi, *Ekstraksi-
yon siiresi (dakika), *Ekstraksiyon ¢oziiciisiine eklenen asidin
konsantrasyonu (Molarite),

3.2 HPLC-RID analiz sonuglari

Ekstrakte edilen ¢iris otu yumrularinin igerisin-
de hangi seker birimlerinin var oldugunun tespit
edilebilmesi icin ilk olarak referans kimyasallar
farkli konsantrasyonlarda analiz edilmis ve her bir
seker standartlarinin HPLC cihazina enjeksiyonu
yapilarak alikonma zamanlar1 belirlenmistir. Tablo
3’te her bir seker standardinin alikonma zamanla-
1 (dk) ve kalibrasyon egrileri igin hazirlanan se-
ker konsantrasyonlarinin lineer araliklar1 ( pg/ml)
bulunmaktadir. Tabloda kalibrasyon egrilerinden
olusturulan denklemler ve bunlarin regresyon esit-
likleri de mevcut olup her bir seker standartlarinin
olgiilebilir en alt sinir (LOD), Kabul edilebilir has-
sasiyet sinirinda en diisiik konsantrasyon (LOQ),
belirsizlik orani ve ayni konsantrasyonun tekrar
enjesiyonu ile geri kazanim yiizde orani (Kesinlik)
degerleri de verilmistir. Referans kimyasallarin



alikonma zamanlarini tespit etmek igin sekerler
karisim halinde ¢6zelti olarak hazirlanmais olup Se-
kil 2’de referans kimyasallarin alikonma zamanla-
rin1 gosteren bir HPLC diyagrami bulunmaktadir.

Ciris otu yumru ekstrelerinin bilesiminde bulu-
nan seker birimi konsantrasyonlarinin tespiti igin
HPLC-RID ile analizler yapilmis; kromatogram-
lardan olusturulan kalibrasyon egrilerinin denk-
lemlerinden faydalanilarak ¢iris otu yumrularinin
seker birimleri ve konsantrayonlar1 tespit edilmis-
tir. Elde edilen sonuglarin giivenilirlik seviyesinin

yiksek oranda oldugunu gosteren veriler Tablo
2°de belirtilmistir. Yiiksek regrasyon, diisitk LOD
ve LOQ degerleri, yliksek geri kazanim orani ve
tekrarlanabilirliginde diisiik belirsizlik ile olustu-
rulan denklemlerden ¢iris otu yumrularinin seker
birimleri pg/ml cinsinden hesaplanmistir.

Amilaz enzimleri (Gluko-Amilaz ve a-Amilaz)
nisastanin hidrolizine takviye a¢isindan dnemli bir
yere sahiptir; bu enzimler nisastanin a-1,4 ve kar-
bonhidratlarin pB-1,4 glukozidik baglarini hidroliz
ederek parcgalayabilmektedir (Ozdemir ve Sidal,

Tablo 3. Seker standartlarinin kalibrasyon egrilerinin degerleri ve giiven araliklar1
Table 3. Values and confidence intervals of calibration curves of sugar standards

° Seker Alikonma  Lineer Kalibrasyon Regrasyon ka(z}:rrlim U
~ tiirleri zamant aralik denklemi (R») Lopt - Lo* (Kesinlik) (‘%;))53
(dk) (ng/ml) %)

1 Glukoz 39,1 100-400  y=0,0013x-9,2182 0,9983 37,8 133,4 100,21 2,23
2 Galaktoz 46,9 130-1000  y=0,001x-6,6472 0,9999 29,2 102 96,28 2,60
3 Ksiloz 42,1 120-1100  y=0,0011x-21,089 0,9992 34,1 147,2 100,24 6,03
4 Fruktoz 58,7 150-950  y=0,001x+46,308 0,998 90,9 1816 97,13 3,00
5 Siikroz 32,8 250-2000  y=0,0024x+0,333 0,9999 50,8 153,5 101,51 2,07

'Olgiilebilen en alt sinir (ug/ml), 2Kabul edilebilir hassasiyet ve sinirda en diisiik konsantrasyon (nug/ml), *Belirsizlik orani

2013). Ciris otu yumrusu i¢erisinde yiiksek oranda
nisasta olmasi, ¢0ziicii igerisine bu enzimlerin ek-
lenerek ekstraksiyon isleminin yapilmasini gerek-
tirmis ve etkileri incelenmistir. Hatta enzimlerin
sinerjik etkisinin ekstraksiyon sonrasi seker oranla-
rina tesirinin anlagilmasi i¢in esit oranlarda karigim
halinde a-Amilaz ve Gluko-Amilaz birlikte de kul-
lanilmis olup Sekil 3’te enzim ekstraksiyonu ile ¢i-
rig yumrularinin seker miktarlar1 gosterilmektedir.

Ekstraksiyon islemlerinde enzim takviyesi yapilan
¢irig otu yumrulariin seker bilesimleri kendi i¢in-
de degerlendirildiginde, ¢6ziicii igerisinde Gluko-
Amilaz ve a-Amilaz enzim miktarlarinin artmasi
sitkroz konsantrasyonunu her iki enzim tiirii i¢in de
pozitif etkilemistir. En diistik (411 pg/ml) siikroz
konsantrasyonu 150 pL hacim ile Gluko-Amilaz
enzimi varliginda iken; en yiiksek (2120 pg/ml)
sitkroz konsantrasyonu 450 pL hacim ile a-Amilaz
enzimi varliginda tespit edilmistir. Nisastanin hid-
rolizinde takviye olarak kullanilan enzimler ¢iris
yumrusu i¢erisindeki nigastanin hidrolize ugrama-
st ile siikroz konsantrasyonunun artmasina sebep
olmustur. Enzimlerin sinerjik etkisinin incelendigi
ekstraksiyonda konsantrasyonun artmasi, siikroz
oranini 1.028 pg/ml’den 2.510 pg/ml’ye artirmistir
ki bu oran enzim muamelesinde siikroz konsantras-
yonunun en yiiksek degeridir. Sonuglara gore siik-
roz konsantrasyonunda enzimlerin sinerjik etkisi,
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ayri ayri uygulanan enzim ekstraksiyonu islemin-
den daha etkili ¢ikmistir. Nisastanin hidrolizinde
enzimlerin ayni ortamda beraber olmasi siikroz
konsantrasyonunu olumlu etkilemistir (Tablo 2).

Yumrularin glukoz konsantrasyonlar: ise Gluko-
Amilaz miktarlarinin artmasi ile 353 pg/ml’den
377 pg/ml’ye kismi oranda artmis; ancak a-Amilaz
enziminin artmasiyla glukoz miktari1 441 pg/ml’den
376 pg/ml’ye diismiistiir. Lee ve Nagy (1990)e
gore, seker birimleri 1sil isleme maruz kaldigin-
da hidroksimetilfurfurala (HMF) donismektedir.
Wahlborn ve Hagerdal (2002)’in calismalarinda,
seker birimlerinin HMF doniislimii, baz1 enzimler
ile inhibe edilebilmistir. Gluko-Amilaz miktarinin
artigina bagli olarak glukoz konsantrasyonunun da
yikselmesi, HMF doniisiimiinii engelledigini gos-
termekte ve hidrolizi destekleyici bir enzim olarak
goziikmektedir. Fakat a-Amilaz miktariin artma-
st ile glukozun azalmasi, HMF inhibisyonunu en-
gellemedigini ve glukoz birimlerinin bu HMF’ye
doniismesinden dolay1 azaldigin1 gostermistir.

Her iki enzimin beraber kullanildigi ekstraksi-
yonda ise glukoz miktart 223 pg/ml’den 863 ng/
ml’ye onemli bir seviyede ylikselmistir. Enzimle-
rin sinerjik etkisi hem glukoz konsantrasyonunun
artmasinda nisastanin hidrolizini takviye etmis,
hem de HMF olusumunda 6nemli bir inhibisyon



sergilemistir. Ciris yumrulariin galaktoz konsan-
trasyonunda enzimlere bagli olarak lineer bir degi-
sim gostermedigi anlasilmistir. En yiiksek galak-
toz miktar1 300pL hacim ile Gluko-Amilaz enzimi
varliginda 1054 pg/ml olarak tespit edilmis; ayrica
enzim ile muamelede ksiloz konsantrasyonu goz-

mv(x10)

lenebilmistir.

Ciris otu yumrularindaki fruktoz konsantrasyon-
lar1 Gluko-Amilaz miktarlarinin artmasi ile 4643
pg/ml’den 1103 pg/ml’ye azalmis ve o-Amilazin
artmasiyla 505 pg/ml’den 391 ug/ml’ye diigmiistiir.

Mannoz 53,14. dk

Glikoz 39,1. dk

Laktoz
36,8. dk

Fruktoz 58,7. dk

10 30

40 50 60 min

Sekil 2. Referans sekerlerin alikonma zamanlar1 ve HPLC diyagrami
Figure 2. The retention time for reference sugar and HPLC diagram

Enzimlerin beraber oldugu ortamda ise fruktoz
miktarinda azalmanin aksine, 570 pg/ml’den 1261
pug/ml’ye artmistir. Batu ve ark. (2014), fruktozun
HMF’ye donisimiiniin diger sekerlere gore
daha dayaniksiz ve daha fazla meyilli oldugunu
belirtmislerdir. Bu ¢aligmada ise enzimlerin ayri
ayri kullanildigi durumlarda fruktoz miktarinin
dayaniksiz oldugu ve HMF’ye doniisiimden dolay1
fruktoz konsantrasyonun azaldig1 yorumlanmistir.
Ancak enzimlerin sinerjik etkisi fruktozun hem
silkrozdan hidrolizinde daha etkili olmasini
saglamig, hem de HMF’ye doniisiim direncini
pozitif etkilemistir. Ayrica fruktoz miktar1 en
yiksek oranda 150pL hacim ile Gluko-Amilaz
enzimi varliginda tespit edilmistir.

Ciris yumrularinin saf su ile ekstraksiyon
isleminde, seker birimlerinin  ekstraksiyon
siirelerine bagli olarak degistigi gdzlenmistir.
Elde edilen sonuglara gore, farkli ekstraksiyon

siireleri seker birimi oranlarinin 6nemli oranda
farklilagsmasina sebep olmus ve yumrular iginde en
yliksek siikroz orani1 90dk ekstraksiyon siiresinde
1371 pg/ml olarak tespit edilmistir. Ekstraksiyon

69

siiresinin uzamasi, yumrularin daha fazla 1s1
ile temas etmesine ve 90dk’dan sonra siikrozun
monomerlere pargalanmasina sebep olmustur.
Bu yiizden glukoz ve fruktoz konsantrasyonu
ekstraksiyon siiresi 120dk’ya kadar glukoz i¢in 244
pg/ml’den 3197 ug/ml’ye ve fruktoz igin 1082 pg/
ml’den 1835 pg/ml’ye siirekli yiikselmistir (Sekil 4).

Glukoz ve fruktoz acisindan optimum siire ise
120dk olarak tespit edilmistir. Stikrozun hidroli-
zine bagli olarak glukoz ve fruktoz konsantrasyo-
nunun artimi degerlendirildiginde, glukoz miktar1
fruktoza gore daha ¢ok artmistir. Bunun sebebi ise
fruktozun HMF’ye doniisiimiiniin glukoza gore
daha dayaniksiz olmasidir. Elde edilen sonug-
lar Batu ve ark. (2014) ile ortiigmektedir. 180dk
ekstraksiyon siirecinde ise biitiin seker birimleri
onemli bir seviyede azalmistir. Biitiin seker kon-
santrasyonlarinin 6nemli seviyede diismesi ise 180
dk siirenin HMF doniisiimil igin en yiiksek seviye
oldugunu goéstermistir. Sonuglara gére 180 dk bu
ekstraksiyona uygun degildir. Odun sekeri olarak
bilinen ksiloz, diger ekstraksiyon metotlarinda go-
rinmemesine ragmen, 180 dk ekstraksiyon meto-



Tablo 4. Farkl1 ekstraksiyon metotlarina gore ¢iris yumrularinin pg/ml cinsinden seker oranlari
Table 4. Sugar rates of Asphodel tubers in pg/ml by different extraction methods

Ekstraksiyon tipi Siikroz Glukoz Ksiloz Galaktoz Fruktoz
(ng/ml) (ng/ml)  (ug/ml)  (ug/ml) (ng/ml)
150 uL 411,91 353,19 - 94,57 4.643,90
Gluko-Amilaz ile 300 uL 642,94 356,36 . 1.054,34 2.929,95
ekstraksiyon
450 uL 1.313,25 377,50 - - 1.103,99
150 uL 1.707,78 441,36 - - 505,01
o-Amilaz ile 300 uL 1.873,95 384,56 - 82,67 407,28
ekstraksiyon
450 uL 2.120,08 376,44 - - 391,94
, 150 uL 1.028,60 223,94 - 600,35 570,00
o-Amilaz & Gluko-
Amilaz ile 300 uL 1.849,34 557,75 - 86,46 931,04
ekstraksiyon
450 uL 2.510,03 863,17 - 18,96 1.261,82
60 dk 168,99 244,77 . - 1.082,33
Saf su 90 dk 1.371,76 323,44 - - 1.365,97
ekstraksiyonu 120 dk 435,10 3.197,86 - - 1.835,01
180 dk 262,58 45,95 14,09 - 74,84
Asetik asit ile 0,8 M 720,00 2.142,85 - - 21.066,62
ekstraksiyon 1,6 M . 1.407,48 . - 4.256,50
Siilfirik asit ile 0,8 M 505,75 50.144,27 104396  2.031,00 5.786,78
ekstraksiyon L6 M - 2.329,68 - 2.180,11 4.493 88

dunda 14 pg/ml olarak ortaya ¢ikmistir. Bu sekerin ~ Ciris otu yumrularinin hidrolizini takviye agisin-
gbziikmesinin nedeni ise uzun siire 1stya maruz ~ dan ekstraksiyonda siirecinde kullanilan solven-
kalan yumru, i¢cindeki az miktarda da olsa bulunan  te, farkli konsantrasyonlardaki zayif (Asetik asit
odunsu yapilar1 hidroliz etmesidir (Sekil 4). 0,8 M ve 1,6 M) ve kuvvetli (Siilfirik asit 0,8 M

W siikroz B glukoz
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ekstraksiyon

Coziciiye eklenen enzimlerin hacimleri (pl)

Sekil 3. Enzim ekstraksiyonu ile ¢iris yumrularinin seker oranlari
Figure 3. Sugar rates of Asphodel tubers in enzymatic extraction
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Sekil 4. Ciris otu yumrularinin farkli siirelerde saf su ekstraksiyonu sonrasi seker oranlari
Figure 4. Sugar rates of Asphodel tubers after deionized water extraction

ve 1,6 M) asit eklenmistir. Asit muamelesinde di-
mer, oligomer veya polimer formunda bulunan bes
veya alt1 karbonlu sekerlerin hidrolizi amaglanmis;
bu hidroliz neticesinde seker birimlerinin 6nemli
bir seviyede degistigi gdzlenmistir. Yumrunun bi-
lesiminde bulunan siikroz miktar1 hem asetik asit-
le muamelede (720 pg/ml), hem de silfirik asitle
muamelede (505 pg/ml) diger ekstraksiyon metot-
larina gore en alt seviyede tespit edilmistir. Stikroz
orani zayif aside gore kuvvetli asitte, hidroliz dere-

60000
50000
40000
30000
20000

10000

Konsantrasyon (ppm, pg/ml)

0 I

0,8 Molar 1,6 Molar

Asetik asit ile ekstraksiyon

cesinin daha yiiksek olmasindan dolay1 azalmaistir.
Her iki asitte de konsantrasyonun artigi silkrozun
tamamen hidroliz olup bitmesine sebep olmus-
tur. Siikrozun hidrolizi glukoz konsantrasyonunu
da artirmistir. Hidroliz derecesinin siilfirik asitte
diger asite gore daha yiiksek olmasi, glukoz mik-
tarinin en yiiksek oranda olmasina neden olmus;
hatta biitlin ekstraksiyon yontemleri karsilastiril-
diginda en yiiksek glukoz 0,8 M siilfirik asitli or-
tamda 50.144 pg/ml olarak tespit edilmistir. Her iki

W siikroz H glukoz

galaktoz u fruktoz

1,6 Molar

0,8 Molar

Siilfirik asit ile ekstraksiyon

Asitlerin konsantrasyonlar1 (M)

Sekil 5. Zayif ve kuvvetli asit ile hidroliz edilen ¢iris yumrularinin seker miktarlar
Figure 5. Sugar amounts of Asphodel tubers in acidic method
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asitte de konsantrasyonun artist glukoz miktarinin
asetik asit i¢in 2.142 pg/ml’den 1.407 pg/ml’ye ve
stilfiirik asit i¢in 50.144 pg/ml’den 2.329 ng/ml’ye
diismesine sebep olmustur. Bu sonuglar asit kon-
santrasyonunun glukozu HMF’ye doniistiirdiiglini
ve bu yilizden glukoz oraninin azaldig1 seklinde yo-
rumlanmistir (Sekil 5).

Fruktoz miktar1 da, glukozdaki gibi, siikrozun hid-
rolizine bagl olarak asit takviyesi ile yiiksek se-
viyede tespit edilmistir. Ancak asidin konsantras-
yonunun artmasi ile fruktoz miktar1 zayif asit i¢in
21.066 pg/ml’den 4.256 pg/ml’ye ve kuvvetli asit
icin 5.786 pug/ml’den 4.493 ng/ml’ye biiyiik oranda
diisiis gostermistir. Asite bagl olarak fruktoz mik-
tarinin glukoza gore daha ¢ok diismesi, muhteme-
len HMF direnci agisindan fruktozun aside daha
dayaniksiz oldugunu gostermistir. Zayif asit ile
ekstraksiyonda ¢iris yumrular1 igerisindeki odunsu
yapilar tam anlamui ile hidroliz edilememistir. Ciin-
kii odunsu yapilarin hidrolizinden gelen galaktoz
ve ksiloz bu metotta saptanamamig; ancak kuvvetli
asitte bu iki seker birimi de tespit edilebilmistir.
Yumrudan galaktozun elde edilmesi i¢in kuvvetli
asit konsantrasyonu dnemli bir rol oynamis; hatta
asit konsantrasyonunun artigina bagli olarak galak-
toz miktar1 2.031 pg/ml’den 2.180 pg/ml’ye yiik-
selmistir. Ksiloz miktari ise 0,8 M siilfiirik asit ile
1.043 pg/ml olarak tespit edilebilmistir (Sekil 5).

4. Tartisma ve Sonuc¢

Calismada ¢iris otu yumrularinin ekstraksiyon
verimleri ve ¢oOziinebilir seker kompozisyonlari
incelenmistir. Bu amagla ekstraksiyon islemin-
de 150pnL, 300 pL ve 450 pL hacimlerinde enzim
ekstraksiyonlar1 (Gluko-Amilaz, a-Amilaz ve esit
oranda beraber a-Amilaz & Gluko-Amilaz enzim-
leri), saf su ekstraksiyonlar1 (60 dk, 90 dk, 120 dk
ve 180 dk) ve asidik ekstraksiyonlar (0,8 M ve 1,6
M konsantrasyonunda asetik ve siilfiirik asit) ile ¢i-
rig otu yumrularinin hidrolizleri ve ekstraksiyon-
lar1 yapilmistir.

Ekstraksiyon tiirlerinin farklilasmasi verim mik-
tarlarinin da 6nemli oranda degismesine sebep
olmus; genel olarak ekstraksiyon verimleri % 81-
96 arasinda tespit edilmistir. Coziicli iginde enzim
miktarinin artmasi ekstraksiyon verimini artirmis;
ancak enzimlerin sinerjik etkisi ekstraksiyon ve-
rimlerinde etkili olmamistir. Asitler de hidroliz
verimini artirmak i¢in ¢dziicii igine takviye edil-
mistir. Elde edilen verilere gore, asit konsantras-
yonlarinin artmasi ile ekstraksiyon verimleri yiik-
selmistir. Ancak silfiirik asit, asetik aside gore,
verimi daha ¢ok artirmistir ki sebebi yumru lifleri-
nin kuvvetli asit ile hidrolize ugramasidir. Aslinda
enzim ve asit takviyeleri ile ekstraksiyon metotla-
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rinin aksine, bir katkinin olmadig: saf su ekstrak-
siyonunda en yiiksek verim belirlenmistir. Verim
acisindan saf su ekstraksiyonu yeterli ve en etkili
metot olarak tespit edilmistir.

Ciris otu yumrularinda glukoz, galaktoz, ksiloz,
fruktoz ve siikroz seker kompozisyonlart HPLC-
RID cihazi kullanilarak tespit edilmistir. Yum-
rulara uygulanan farkli ekstraksiyon tiirleri tespit
edilen sekerlerin oranlarini 6nemli seviyede etki-
lemistir. Kromatogramlardan elde edilen sonugla-
ra gore en yiiksek siikroz orani 450 pL hacimde
esit oranda beraber kullanilan a-Amilaz & Gluko-
Amilaz enzimleri varliginda 2.510 pg/ml olarak
belirlenirken, hem kuvvetli hem de zayif asidin ol-
dugu 1,6 M ortamda siikroz tamamen tiikenmistir.
En fazla glukoz miktar1 0,8 M kuvvetli asidin ol-
dugu ortamda 50.144 pg/ml olarak belirlenmistir;
glukozun en az oldugu ekstraksiyon ise 180 dk saf
su ekstraksiyonu ile gozlenmistir. Ksiloz miktari
neredeyse biitiin ekstraksiyon tiirlerinde gozlen-
memesine ragmen; 0,8 M kuvvetli asidin oldugu
ortamda 1.043 pg/ml konsantrasyonda hidroliz
edilebilmistir. Galaktoz ise ekstraksiyon metotlari-
nin hemen hemen yarisinda hidroliz edilememistir.
Galaktozun en fazla hidroliz edilebildigi metot ise
1,6 M kuvvetli asidin oldugu ortamda 2.180 pg/ml
olarak belirlenebilmistir. Yumruda bulunan fruk-
toz miktar1 biitiin ekstraksiyon metotlarinda glu-
kozda oldugu gibi gozlenebilmistir. En fazla fruk-
tozun oldugu ekstraksiyon metotdu ise 0,8 M zay1f
asidin oldugu ortamda 21.066 ug/ml olarak tespit
edilmistir. Fruktozun en disiik miktar1 ise 180 dk
saf su ekstraksiyonu metodunda ve tespit edilebilir
sinir konsantrasyonun altinda bir deger vermistir.

Tesekkiir

Bu calisma ¢ercgevesinde, ¢iris otu yumrularinin
nereden temin edilecegi hakkinda ve bitki teshi-
si hususunda yardimlarini esirgemeyen Ogr. Gor.
Tolga OK’a tesekkiirlerimi sunarim.
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