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ONSOZ

Askorbik asit (C Vitamini), énemli bir antioksidan olup birgok biyokimyasal
reaksiyonda ve fizyolojik proseslerde rol alan suda eriyebilen kararsiz bir molekilldir. C
vitamini yetersizliginin saptanmasinda yararlanilan bir biyokimyasal parametre olmasinin
yani swra son yillardaki galismalarla kanser, diyabet gibi birgok hastalikta tedavi siirecinde
rolii olduguyla ilgili cesitli goriigler bildirilmigtir. C vitaminini bu y6nden 6nemli kilan en
bitytik 6zelligi giiclit bir antioksidan olmasindan kaynaklanmaktadir. Fakat askorbik asit
kimyasal yapisi nedeniyle ortam sartlarindan etkilenip, kolayca bozunabilmektedir. Bu
ozelligi serum ve plazmada 8lgillen askorbik asitin giivenilirligi tizerinde gesitli tarigmalarm
dogmasina yol agmistir. Bu calismanin amaci plazma ve serumdaki askorbik asit diizeyine;
farkl: sicakliklardaki saklama kosullarimn ve metafosforik asit ilavesinin etkisi, askorbik asit
tayininde HPLC metodu ile spektrofotometrik yontemin karsilastirilmasi, antikoagulan olarak
heparin ve EDTA kullanilan plazma Sreklerinde askorbik asit diizeylerinin nasil degistiini

saptamaktir.

Arastirma, “Plazma ve Serumda Askorbik Asit Tayini” isimli ve SAE-09006 kodlu
proje olarak, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenerek gergeklestirilmistir.
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1.GIRES

Askorbik asidin viicutta birgok kimyasal tepkimenin normal olarak ylirlimesi i¢in
gerekli olusu, dis etkenlerin bu vitaminin dokulardaki durumunu etkilemesi bireyin
gereksinimini arttirmaktadir. Askorbik asidin  dokularda doymus diizeyde bulunmas:
zehirlenme, bakteri toksinleri veya enfeksiyonlara, sofuk, yaralanma, hirpalanmalar gibi
streslere karst direng kazanilmasi icin Onemlidir. Askorbik asidin kandaki ve idrardaki
diizeyleri almanla orantilidir. Glinliik 60-75 mg askorbik asit alanlarda serum askorbik asit
diizeyi 0,75 mg/dl olarak bulunmustur. Vitamin yetersiz alindiginda kan ve idrardaki miktarlar
azalir. Kan ve idrardaki vitamin miktarimn azh@ dokularda yeterli miktarda askorbik asidin
bulunmadifmmn isareti sayihir. Bu nedenle kanda ve idrardaki vitaminin diizeyi bireyin
askorbik asit yoniinden yeterli beslenip beslenmediginin saptanmasinda gosterge olarak almir

(Lee ve ark 1988).

Askorbik asit (Vitamin C) diyetle alinan ©nemli bir antioksidandir. Yapilan
galigmalarda  serum ve plazma askorbik asit diizeylerindeki artisin koroner kalp hastaliklar ,
kanser ve katarakt gibi bazi hastaliklara yakalanma riski ile daha diisiik olmas arasinda iligki

saptanmuistir {Chung ve ark 2001).

Vitamin C dogal olarak iki formda bulunur. Bunlar; %95 oraninda L-Askorbik asit ve

%5 oraninda okside form olan dehidroaskorbik asittir (Lee ve ark 1982).

Askorbik asit bircok farkl: biyokimyasal reaksiyonda ve fizyolojik siireglerde rol alr.
Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlar;, kollojen olusumu, detoksifikasyon ve demir

metabolizmasi gibi stire¢ler drnek olarak verilebilir (Lee ve ark. 1988).

Bazi hayvan tirlerinde, insanda, primatlarda diyette vitamin C’nin disardan
alinmasina gereksinim duyulur. Ruminantlar, domuz ve at gibi evcil hayvanlar

sentezleyebildiklerinden diyette C vitamini almim: zoruniu degildir (Me Dowell 1989).



Ozellikle vitaminler antioksidan aktiviteleri nedeniyle akeiger kanseri gelisiminde
tnemlidirler. Yapilan prospektif ve epidemiyelojik arastirmalarda diyetteki C vitamini ve

akciger kanseri gelisiminde ters bir iligki oldugu gosterilmistir (Atay ve ark 2000).

Ulusal Kanser Enstitlisit (NCI) askorbik asitin potansiyel bir kanser onleyici ajan
oldugu konusundaki epidemiyolojik aragtirmalart degerlendirmektedir. Tiim bu calismalarm
anlamli sonuclar elde edebilmesi i¢in plazma veya serumdaki askorbik asit seviyelerinin
farkli labaratuvarlarda ve farkli zamanlarda anlaml olarak karsilastirilabilmesi gereklidir

(Margolis ve Duewer 1996).

Standart mental yetenek ile kandaki vitamin C konsantrasyonu arasindaki iligki genis
capta arastirlmustir. Bazi okullarda yapilan bu arastirmalarda yiiksek doz C vitamini alan
sgrencilerde zeka oram (intelligens quotient; 1Q ), az miktarda C vitamini alanlara kiyasla
daha yiiksek bulunmustur. Bu galismanmn sonuglarina gore standart mental yetenek igin 100
ml. kanda en az 1,55 mg. C vitamininin mevcut olmas: gerektigi rapor edilmistir (Kubala ve

Katz 1960).

Vitamin C kuru halde bozunmadan korunabilir. Asit veya nétral ¢ozeltileri yalniz inert
atmosferde oldukga sabittir. Alkali ¢dzeltilerde pargalanir. Oksidasyon araglari, agir metaller

(Cu, Mn vb...) vitamin C’yi pargalar (Baykut 2000).

Yillardir kullamilan askorbik asit (AA) ve dehidro askorbik asit (DHA) analiz
metodlar: ii¢ temel kategoriye aymlabilir: 1) Ornekte AA ve DHA’min direkt olgiimii 2)
Tiirevlerinin &lgiilmesi 3) Subtraksiyon metodu. Olgiimiiniin pratik ve ucuz olmasi nedeniyle
direk AA ve DHA &l¢iimiine dayanan kolorimetrik metodlar en fazla tercih edilmistir. Ancak
zaman, pH, 151k, oksijen konsantrasyonu, divalan katyonlar, oksitleyici enzimler; serum veya
plazmadaki askorbik asit oksidasyonu ve dehidro askorbik asitin hidrolizi iizerine etkili
faktorlerdir. Bu faktorler bertaraf edilmedigi takdirde sonuclarm dogrulugu ve giivenilirligi

tartigibir (Arya ve ark1998).



Bu ¢aligmada,

1- Plazma ve serumdaki askorbik asit diizeyine; zamamn ve farkli sicakliklardaki

saklama kosullarinin etkisi,
2- Metafosforik asit (MPAY in Srneklerdeki Askorbik asit lizerine etkisi

3- HPLC (Yiiksek basm¢h sivi kromatografisi) metodu ile askorbik asitin

dehidroaskorbik asite oksidasyonuna dayanan kolorimetrik metodun karsilastinimast

4- Antikoagulan olarak heparin ve EDTA kullanilan plazma Orneklerinde askorbik

asit diizeylerinin belirlenmesi amaglanmistir.



1.1, Vitaminler

Vitaminler, yasam icin gerekli, gok kiigitk miktarlart hiicre metabolizmasinda 8nemli
tepkimeleri uyaran organik bilesiklerdir. Vitaminlerin ¢ogu vilcut tarafindan sentezlenemedigi
icin besinlerle alinmast gerekmektedir. Bu besinlerin bir kismu ¢ig olarak, bir kismi da belirli
pisirme siireglerinden gegerek soframiza gelir. Bu hazirlama ve pisirme siirecleri esnasmda
olugabilecek vitamin kayiplart insan saghigmi yakindan ilgilendirmektedir. Isi, 151k, ortamin
pH’1 gibi baz fiziksel fakirler vitamin gruplarinm yapisini etkilemektedir. O nedenle her
besin grubunun vitamin kayiplarina neden olmadan tiiketilmesi yasamin saglikli siirdiirilmesi

acisindan gereklidir (Samur 2006).

Vitamin sozciigli Polonyali, biyokimyaci Casimir Funk tarafindan 1912'de
kullanilmistir. Vita Latince, hayat demektir, -amin son eki ise amin sdzciiglinii kastetmektedir.

Zita o dénemde tiim vitaminlerin amin olduklar sanilmaktaydi. Bugiin bunun yanhs oldugu

bilinmektedir (Oz 2008 ).

Vitaminler, organizmanm koenzimleri sentezlemesinde gereklidir veya metabolizma
olaylarmm diizenli seyretmeleri igin bulunmalart zorunludur. Insaniarda her bir vitamin igin

giinliik ihtiyag 0,001-50 mg. arasinda degisir (S6zbilir ve Baysu 2008).

Vitaminler, viicutta "yakilmaz", yani vitaminlerden dogrudan enerji (kalori) elde
edilmez. Viicut, her vitaminden gerekli olan miktarin kan dolasiminda siirekli mevcut
olmasm saglar. Suda ¢oziinen vitaminlerin fazlasi viicut sivilari ile atilirken, yagda ¢dziinen

vitaminlerin fazlas ise yag dokusunda depolanir (Anonim 2008).

Vitaminler insan sagh@ginn korunmasi i¢in zorunludur. Genel Szellikleri agisindan
yagda ve suda eriyen vitaminler olarak iki grup altinda toplamir (Samur 2006):

1. Yagda eriyen vitaminler: A, D, E, K

2. Suda eriyen vitaminler: C ve B grubu

A vitamini pek c¢ok hayvan dokusunda ve karotinoidlerde bulunur. Karotinoidler,

biiyiik oranda bitkilerde bulunur ve sindirim sirasinda A vitaminine doniisiirler (Laker 1996).



D vitamini; yagda eriyen bir vitamindir. Emilimi i¢in yag ve safraya ihtiyag vardir. D
vitamini eksikliginde ragitizm goriiliir. Ragitizmde kemik ve dislerde bozukluk ve egrilik
goriiliir, disler geg ¢ikar. Kafa kemikleri yumugar ve egrilir. Eklemlerde siskinlik gortlir
(Samur 2006). D vitamini eksikligi ya da fazlahigs, kolekalsiferol ve metabolitlerinin plazma

diizeyinin dlgiilmesi ile belirlenir(Laker 1996).

Cok onemli bir vitamin olan vitamin E yagda erir, giines igimlarma ve alkali ortama
duyarhidir. Oksijen ve demir ile hemen okside olur, emilimi i¢in safra asitlerine ihtiyag vardir.
Diyette bitkisel s1vi yag miktar artiginda vitamin E’ye ihtiyag artar (Samur 2006).

Dogada tiamin hidrokloriir halinde bulunur. Tiamin en ¢ok bira mayasinda ve bugday,
piring, arpa gibi tahillarin kabuklarinda bulunur. Gerek serbest gerekse bilesik halde kalp,
karaciger, bobreklerde ve daha az miktarda olmak fizere iskelet kaslarmda ve beyinde
bulunur. Beyaz kristal bir maddedir, suda kolay ¢6zintr, 1siya dayaniklidir. Giinlik ihtiyaci

1-2 mg kadardir (Anonim 2009 ).

Karbonhidrat, protein ve yaglarin metabolizmasinda gorev alan riboflavin (B2) ise bir

diizenleyicidir (Samur 2006).

Niasin'in diger adi PP vitaminidir. Bu ad "peligra” ad verilen bir hastaligi onlemesi
sebebiyle pellegra preventive'den bas harfler alinarak verilmistir. Beyaz igne seklinde
kristaller halindedir. Isiya, asit ve alkalilere karsi dayamikhidir. En gok ette ve ozellikle
karacigerde bulunur. Bundan baska bira mayasi, yesil sebzeler, cay, kahve, ceviz, findik,

bugday, cavdar, baklagillerde bu vitamin igin birer kaynaktir (Anonim 2009).

Folik asit; amino asit ve kan hiicrelerinin yapimi i¢in gereklidir. Folik asitin viicutta
deposu yoktur ve bagirsaktaki mikroorganizmalar tarafindan da sentez edilir. Viicutta gbrev

yapabilmesi igin C vitaminine ihtiya¢ vardir (Samur 2006 ).

Pek ¢ok besin piridoksin  (Vitamin Be) igerdiginden eriskinlerdeki yetersizlifi son

derece nadirdir.( Laker 1996).



Suda kolayca ¢éziiniir, 15182 ve alkali ortama duyarlidir. Protein, yag ve karborhidrat
metabolizmasinda yardimeidir. Be vitamini ayni zamanda bagisiklik sistemi igin gereklidir

(Samur 2006 ).

Vitamin B12; hayvanlar ve bitkiler sentez edemezler. Bircok bakteri tarafindan sentez
edilebilen siyanokobalamin ¢nemli bir besin faktsriidiir. Yapisinda kobalt ihtiva eder.

Karmizi, kristalhalde bir maddedir (Anonim 2009).

Pantotenik asit karbonhidrat, protein ve yag metabolizmas: igin gerekli B grubu
vitaminlerden biridir. Sinir sisteminin, bazi hormonlarin ¢aligmasinda ve yaglarn sentezinde
etkindir. Suda erir, besinlerin pisme suyuna geger, asit ve alkalilere kargt duyarlidir (Samur

2006).

Biotin ise bazi hayvanlar icin bilylime etmeni olarak yumurta akmda bulunmustur.
Kayiplara dayanikli bir vitamindir; ancak suda ¢oziiniir. Biotin, viicudumuzda ince barsak
bakterileri tarafindan sentezlenir. Karbonhidrat metabolizmasinda gorev alir ve enerji

olusumuna katk: verir (Samur 2006).

Organizmaya bir vitamin yeteri kadar girmezse, hafif bazi bozukluklar meydana gelir,
bu duruma"hipovitaminoz" denir. Bazi vitaminlerin kendilerinden baska 6n maddeleri de
organizmaya girerler ve burada vitaminlere gevrilirler. Bu 6n maddelere "provitamin" denir (
Anonim 2009). Ayrica asirt derecede fazla alinan vitamin A ve vitamin D, agr bozukluklara
hatta slimlere neden olabilir. Fazla vitaminden ileri gelen hastalik haline hipervitaminoz adi

verilir (S8zbilir ve Baysu 2008).

1.1.1.Vitamin C Kesfi ve Tarihcesi

Zamanimizdan yaklasik 200 yil énce, Ingiliz Kasif James Cook denizcilerinin taze
sebze, meyva ve limon vermek suretiyle ilk defa hem sofuga karst hem de birtakim
hastaliklara (6zellikle skorbiit’e) kars: korumustu. Bu islem bilimsel bir kesif olarak kabul
edilmis ve Royal Society tarafindan James Cook, Copley madalyasiyla odillendirilmisti.
Esasen 1747 yilinda iskogyali dokior James Lind 12 hasta {izerinde her glin iki portakal ve
limon suyu ile yaptig:i test sonuglarinda skorbiiti tedavi ettiginin saptamus ve bu bulusunu

1753’de ‘A treatise on scurvy’ bashipi altinda yaymlamist 1497-1498°de Portekizli kagif



Vasco De Gama’min kesif seyehatlerinde 160 denizel, 1536°da Fransiz kasif Jaques Cartier’in
denizcilerinin 25’1 skorbitten 6lmiigti. O zaman kizilderililer imdada yetismis ve kendi
bulgulan olan bir agacm (Thuja occidentalis) sivri yapraklanndan yapilan gayi igirmek
suretiyle tedaviyi teklif etmislerdi. Sonradan bu agacin yapraklarmin 100 graminda 50 mg

Vitamin C mevcut oldugu saptandi (Baykut 2000).

Askorbik asit tizerinde ilk bilimsel arastirmalar 1907'de Holst ve Frolich tarafindan
yapilan deneylerle baglar. Aragtirmalanm siirdiiren Holst ve Frolich birgok besin maddesinin
ve bu arada dzellikle yesil sebze ve meyvalerin skorbiit hastaligim 6nleyici etkileri oldugunu
bulmuslardir. C. Funk 1912'de skorbiit hastaligmin besinlerde bulupan bir faktdriin eksikligi
sonucu olustugu diigiincesini ortaya koymus ve bu maddeye antiskorbutik vitamin admi
vermistir. Daha sonra Drummond 1920'de antiskorbutik vitamin i¢in Vitamin C adim

kullanmistir (Anonim 2008).

Saf vitamin C 1928°de Macar biyokimyaci ve fizyolog Nobel 6diillii Albert Szent-Gydrgyi
tarafindan elde edildi. Albert Szent-Gydrgyi, esasen bagka bir problem lzerinde caligirken
(oksidasyon olaylar)) C vitaminini bulmustur. Szent-Gybrgyi vitamin C’ yvi bobrek {istil
bezlerinden ve lahanadan izole etmis ve ilk defa bu maddeye heksuronik asit ismini vermistir.
Szent-Gyorgyi 1937°de biyolojik oksidasyon siiregleri lizerindeki ¢aligmalari ile Nobel adili
almistir. Szent-Gyorgyi Budapeste’de ilk olarak tip tahsil etmis, sonra fizyoloji ve biyokimya
{izerinde arastirmalar yapmaya baglammstir. Nitekim 1922’de Hollanda’da bazi meyvalar
fizerindeki kahverengi pigmentasyona (Srneginielma ve muz) neden olan oksidasyon
reaksiyonlarim incelemistir. Lahanalarda bu oksidasyona ve lekelere engel olan bir rediiksiyon
araci, yani oksijenle reaksiyon veren bir madde meveut oldugunu, hayvanlarin adrenalin bezlerinde
de aymi rediiksiyon araciun bulundugu fikrini ortaya atmis ve vitamin C olan bu maddeyi izole

etmistir (Baykut 2600).

Szent-Gyorgyi 1928 yilinda portakal, lahana ve hayvanlarin adrenal bezlerinden
askorbik asidi ayirmis fakat 1932 yila dek bu maddenin antiskorbiit vitamini oldufunu
anlayamamustir. Bulusunu yayimlamadan King bu arastirmadan habersiz heksuronik asit ile
ayn oldugunu kabul ettikleri kristal maddenin limon suyundan izolasyonunu bildirmistir.
Bundan sonra birgok bagimsiz arastiricilar dzellikle Tillmans, Vedder, Nelson, Harris ve Von
Vargha vitaminin kimligini saptamuslar ve glikozdan sentezini gergeklestirmiglerdir. Askorbik

asit ismi Szent- Gy6rgyi 'ye izafeten verilmistir (Anonim 2008).



1932 yilinda W .M. Haworth tarafindan ise askorbik asitin formiilii agiklanmis, kapah
formiitit C¢HgO4 olan bu maddenin ismine vitamin C denilmistir. 1933°de Prof. T. Reichtein
vitamin C sentezini yapti. Dogada bitkilerdeki fotosentetik vitamin C sentezinin simulasyonu,
ilkk defa Istanbul Universitesi Mithendislik Fakiiltesi Kimya Boluimiinde Prof. Dr. F. Baykut
ve arkadaglan tarafindan yapilmis ve ultraviyole iginlars kullamlarak bir flavonoid katalizoril

ile vitamin C sentez edilmistir (Baykut 2000).

Askorbik asit ve vitamin C, L-ksiloaskorbik asidin giniimiizde yaygin olarak
kullanilan iki ismidir. Bununla beraber tarihsel gelisimi sirasinda cevitamik asit, antiskorbutik

vitamin, heksuronik asit, skorbutamin ve redoxon olarak adlandirilmigtr.

1.1.2. Vitamin C’nin Kimyasal Yapis:

Kimyasal olarak Vitamin-C, 3-keto-1-gulon asidinin enol seklinin 4 laktonudur.
Kimyasal ismi askorbik asittir. Diger kimyasal isimleri; L-askorbik asit, 3-Oxo-L-
glufuranolaktonel (enol form), L-3-ketotreoheksuronikasitiakt olarak adlandiriimstir

(Anonim 2008).

Sekil 1.1 Askorbik asitin 3 boyutlu kimyasal yapisi (Anonim 2009)

Askorbik asit bir monosakkarit tiirevi olup yapica glikoza ve diger alti karbonlu
monosakkaritlere benzer. Renksiz, beyaz, dikdértgen kristallerdir. Cok hafif 6zel bir kokusu
vardir. Eksi tatta ve asit reaksiyondadir, optikee aktiftir, polarize 15181 saga cevirir. Asetonda
cok zor ¢bziiniir; eter, petrol eteri, benzen, kloroform ve yaglarda ¢6ziinmez. C vitamini
kimyasal olarak askorbik asidin 1s1@1 sola ddndiiren enantiyomeridir. Ticari C vitamini
genelde askorbik asit kristallerinden veya askorbik asidin kalsiyum veya sodyum tuzlarindan

olusmaktadir ( Anonim 2008).



Vitamin C’ nin asit karakteri en-diol gruplarindan ileri gelir ve tek degerli bir asittir.

Yani, en-diol grubunun tek hidrojeni dissosiye olur:
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Sekil 1.2 Askorbatin dehidroaskorbik asite irreversible dontsiim tepkimesi (Anonim 2009)

Askorbik asit kiral bir molekill olup dort adet stereoizomeri vardir. Bu kiralite yan
zincirdeki bir asimetrik karbon atomundan ve askorbik asitin 3 dimensiyonlu yapismdan ileri
gelir: LL, LD, DL ve DD. Bunlardan LL stereoizomerisi bilinen L-Askorbik asittir. DD
stereoizomerisine ise D Askorbik asit ad: verilir. Bu madde Vitamin C aktivitesi gdstermez.

LD ve DL sterecizomerleri de skorbiite etkili degildir { Baykut 2000).

C vitamininin kesin 6l¢iimii hem onun biyokimyasal hem de farmakokinetik 6zellikler:
icin zorunludur. Biyolojik sistemlerde askorbik asidin rolii, C vitamininin in vivo fonksiyon
ve gerekleri iki faktorle birlikte ele alinmalidir: Birincisi, C vitamininin hem antioksidan hem
de bir enzim kofaktorii olarak hareket etme yetenegi dahil biyokimyasal 6zellikleridir.
[kincisi, bagirsakta emilmeyi, serum konsantrasyonunu, hiicresel dagilum, kullanim ve disari
atilimint iceren farmakokinetigidir. Suda eriyebilir vitaminlerden olan askorbik asid, 6zellikle
yesil renkli taze sebze, meyva ve turunggillerde bol miktarda bulunur. Ince bagrsaklardan
kolayca emilir. Isitilmaya dayamksiz, dondurulmaya ise dayamkidir. Plazma konsantrasyonu

0.5-1.5 mg/dl kadardir (Anonim 2008).



1.1.3. Vitamin C Kaynaklar

Vitamin C, dogada hayvansal ve bitkisel hiicrelerde serbest halde, hemen hemen biitiin
bitkilerde, meyvelerde ve sebzelerde ayni zamanda Ascorbigen ismiyle proteine bagl: olarak

farkl oranlarda bulunur (Baykut 2000).

Dogada ¢ok yaygin gekilde bulunan bu vitaminin en zengin kaynaklarim taze meyva
ve sebzeler olusturur. Meyvaler arasinda en ¢ok askorbik asit icerenler; limon, portakal,
greyfurt, kivi, ananas, ¢ilek ve frenk {iztimiidiir. Elma, armut ve erik ise bunlara gbre daha az
miktarda askorbik asit igerir. Bu meyvalerden dzellikle sitrus meyvaleri (limon, portakal,
greyfurt), kivi ve domatesin dis kisimlar: (kabuk) askorbik asit bakimindan zengindir

(Anonim 2008).

Limon,portakal, mandalina gibi turuncgiller, cilek, bogtrtlen kusburnu, domates,
lahana, patates ile 1spanak,marul, yesil biber asma yaprag1 gibi yesil yaprakli sebzeler zengin
kaynaklaridir. Bu besinleri taze olarak tiiketmek, bekletmemek kayiplar: 6nlemek agisindan

onemlidir (Samur 2006).

Ornegin; portakal suyunun 100 graminda 25 mg C vitamini mevcuttur. O halde giinde
2.5 gram C vitamini alabilmek igin on kilogram portakal suyu, yani yaklasik 20-30 adet
portakal yemek gerekir. Diger y6nden bitkilerin igerdigi C vitamini pigirme sirasinda tahrip

olur. Ozellikle bakir ve diger bazi metaller bozulmay: katalize eder (Anonim 2008).
Sebzeler, 6zellikle kusburnu, karnabahar, lahana, ispanak, kuru sogan, biber, turp,

tere, maydanoz ve yer elmasi askorbik asit bakimindan en zengin kaynaklardandir. Asagidaki

cizelgeda cesitli sebze ve meyvalerin askorbik asit degerleri goriilmektedir (Anonim2008):
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Cizelgel.1 Bazi sebze ve meyvalarda askorbit asit miktariart (Anonim 2009)

Sebze-meyva Askorbik asit Sebze-meyva Askorbik asit
(g/100g) (g/100g)
Kusburnu 0,450 Limon 0,050
Maydanoz 0,180 Lahana 0,042
Salgam yapragi 0,130 Greyfurt 0,043
Asma yapragi 0,120 Mandalina 0,030
Yesil sivri 0,100 Seftali 0,028
biber
Kara lahana 0,094 Domates 0,022
Kivi 0,090 Ahududu 0,022
Karnabahar 0,080 Bogiirtlen 0,020
Ispanak 0,050 Taze 0,020
fasulye
Cilek 0,070 Patates 0,016
Kizileik 0,055 Portakal 0,050

1971-1972 yillarinda U.S. Department of Health, Education and Wolfare’ in 1 ve 74
yas arasinda diinya ylizeyinde yaptigi arastirmalarda insanlarin  yarnisiun  giinde 58
miligramdan az, 1/3° iiniin 60 miligramdan az ve yalniz %30° unun 100 miligramdan fazla,
%17’sinin 150 miligramdan fazla C vitamini aldigi saptanmigtir. Dogal olarak son yillarda bu
degerler bir miktar artmis olsa da yine yeterli degildir. Ozellikle daha gok tahil ile beslenilen

{ilkemiz insanlarinda ¢ vitamini noksanligt ¢ok dogaldir (Baykut 2000).

Fazla almdip1 takdirde idrarla atilir. ihtiyactan cok fazla alimlarda bobreklerde tas

olusumuna, ishale, deride alerjik belirtilere neden olabilir (Anonim 2009).
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Tanm gelismeden 6nce, insanlar fazla miktarda yesil bitkiler ve ilave olarak bir miktar
et ile besleniyorlardi. Bu nedenle o zaman insanlar dofada biiyiik miktarlarda vitamin C
aliyorlard: ancak tarim geligip de buglinkii beslenme sekline donistildiigi zaman besinlerden
alinan vitamin C miktar: cok azaldi. Bundan dolay: artik insan igin giinde 10- 20 mg vitamin
C’nin yetersiz oldugu, 2000 mg ve daha fazla miktarlarm gerekli oldugu ileri stirtilmiistiir.
1966 yilinda Stone bu argiimana, siganlarm askorbik asit fretimi ile yeni bir tartisma
getirmistir. Bir sican normal kosullarda bir giinde 26 mg/kg vitamin C iiretmektedir. Baska
arastiricilara gére ise bu deger giinde 58 mg/kg olarak verilmistir. Bu miktar insan agirhifina
uygulanacak olursa 70 kg aguligindaki bir insan i¢in giinde 1800-4100 mg askorbik aside
esdegerdir. Diger hayvanlar, ornegin; sigwr, fare, kegi, koyun, tavsan, kedi ve képek daha
yitksek oranda askorbik asit yaparlar ki, bu miktar 70 kilogramlik bir insana glinde yaklasik

10 grama karsilik gelmektedir (Baykut 2000).

1.2.Vitamin C’nin Biyolojik Sentez Yolu

Glikozun oksidasyonu ile D-glukuronat olugur. Sonra D-glukuronik asid glukuronat
rediiktaz enzimi ile hidrojene edilerek 1-Glonat verir ve bu da aldonalaktoz enzimi ile L
glunolakton ve L-glunclaktondan da gulonolakton oksidaz enzimi ile vitamin C’ ye doniisiir

(Baykut 2000).

Askorbik asit, memeli hayvanlarda karacigerde; kuslar, kurbagalar ve stiriingenlerde

ise bobreklerde sentezlenir (S6zbilir ve Baysu 2008).

Bilindigi gibi yesil yaprakli bitkiler, havadan karbondioksit almak suretiyle kendi
gereksinimleri olan organik karbon bilesikierini binyelerinde sentez ederler. Fotosentetik
bakteriler de aym sekilde davranir. Siyanobakteriler ise daha ileri gider ve atmosferik azotu
kullanarak biinyelerinde azotlu bilesikleri sentez ederler. Bu canlilar, bu tiir islemleri
yapabilmek igin bir takim katalizorler kullanirlar. fste bu olayda primer fotosentez olay: ile
rediiktif bir kimyasal islem yiirlir ki, bu sistemin katalizorii, gene bilindigi gibi klorofildir.
Diger yonden bitkiler bir flavonoid katalizorii kullanmak suretiyle sckonder bir fotosentez

olayim yaparak C vitaminini biinyelerinde olustururlar (Baykut 2000).
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Vitamin C, yiiksek bitkilerde ve hayvanlarda D-glikozdan sentezlenir. Insan, maymun
ve kobaylar ile baz kus tirleri askorbik asiti sentezleyemezler ve disaridan almak
zorundadirlar. Ciinkii, L-glunolakton’ un askorbik asite doniiglim reaksiyonunu katalize

edecek olan L-gluno v lakton oksidaz enzimi yoktur (Sozbilir ve Baysu 2008).

insanlarda yapilan genomik izolasyon caligmalart bu enzimin g¢ok sayida
mutasyona ugradigin ve aktivitesini kaybettigini (pseudogen) ortaya koymusgtur (Nishikimi

ve Yogi 1991).

1.2.1.Vitamin C’nin Fizyolojik Etkileri

Bir insan giinde yaklasik ¥ kg yag, karbonhidrat gibi yakitlari yakar. Baska deyimle
clektron bakimindan zengin maddelerden (besinlerden) clektronlari oksijene iletir. Bu
cksoterm reaksiyondan agiga ¢ikan enerjinin %84’ii ile viicutta ATP sentezi yapilir ve bu
ATP’yi ADP’ye gevirmek suretiyle agiga ¢ikan enerjiyi kullanr. ATP’nin hidrolizi ile serbest
kalan bu enerjiden, viicut icin gerekli 1s1, kimyasal is, adale kontraksiyonu yani mekanik is
temin edilir. Biitiin bu olaylar viicut sicakligi olan 36.5 °C’ de yapilir. Iste bu sicaklikta
kimyasal reaksiyonlar ancak katalizorlerle yiirtiyebilir. Askorbik asit bu katalizorlerden biridir

{(Baykut 2000).

Kollajen sentezi; hormon, safra asiti, serotonin, DNA molekiilil sentezinde gereksinim

vardir. Ayrica immiin sistem fonksiyonlarinda rol oynar (0z2008).

Askorbik asidin insan viicudunda etki tarzi soyledir: Once askorbik asit bir redoks
reaksiyonuna girerek dehidroaskorbik asidi olusturur. Ancak bu olay reversibldir. Bu
reversible reaksiyonda olusan dehidroaskorbik asit kuvvetli oksidasyon araci olarak rol oynar
ve rediiksiyon araglarindan iki hidrojen alarak askorbik aside doniistir. Iste askorbik asidin
rediiksiyon kuvveti ve dehidroaskorbik asidin oksidasyon kuvveti, baz1 maddelere yaptig

fizyolojik etki bakimindan insan viicudunda gok &nemli rol oynar (Baykut 2000).
Vitamin C enfeksiyonlara karsi viicut direncinin artirilmasi, kolesterolin safra

asitlerine déniisiimil, antistress etkinlik, karnitin sentezi, serbest radikallerin zararh etkilerinin

nlenmesi, interferon iretilmesi, T lenfositlerinin aktivasyonu, fagositozu gii¢lendirerek
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enfeksiyonlar azaltmast gibi etkileri yant sira kolesteroliin hidroksilasyonunun stimiilasyonu
tizerinden safia asitlerine doniistimiinii artirarak aterosklerozisin énlenmesinde de gorev alir.

(Baspinar ve Kurtoglu 2003).

insan viicudunda Snemli bir protein maddesi olan kollajenin sentezinde askorbik asit
her kademeye girer. Kollajen proteininde bulunan hidroksiprolin olugumu, ancak askorbik asit
vasttasiyla miimkiindiir. Askorbik asidi almayan veya ¢ok az alan insanlar skorbiit hastalifina
tutulur. Skorbitten olen bir insanda bu kollajen maddesinin olusumu durmustur, viicudun
baglantilar zayiflamis ve artik kikirdak ve tendonlarnm kuvveti kalmamstir. Kan damarlar
kirilip agilmus, disler dokiilmiis, dis etleri dlser olmus, tim sistem bozulmustur ( Cameron

1976).

Protokollajenin yapisinda yer alan lizin ve prolinin hidroksilasyonu igin vitamin C'nin

gerekliligi bugiin net olarak bilinmektedir (Levine 1986).

Kollajen proteini kendi agirhiginda bir ¢elik telden daha saglam yapili, beyaz liflerden
ibaret olup, sar1 renkli ve elastik doku ile beraber ve genellikle makropolisakkaritlerle bag
dokusunu olugturarak viicudu bir arada tutar. Diger proteinlere benzer tarzda kollajen bir
polipeptid zinciridir. Bu ipliksel molekiil 1000 kadar amino asit ve yaklagik 16,000 atom
icermektedir. Diger proteinlerden farkli olarak bilesiminde yalmz 2 aminoasit, glisin ve
hidroksiprolin bulunmaktadir ve -ii¢ dimensiyonlu bir yapisi meveuttur. Bu yapimin ingasinda
protein sentezi kademeli olarak yiiriir ve her basamaginda vitamin C rol oynar. Vitamin C
kollajen sentezinden dnce prokollajen sentezinde de rol oynamaktadir. Bu reaksiyon esasinda,
prolin amino asitleri polipeptid zincirini bazi yerlerinde hidroksiproline gevirir. Boylece
kollajenin ticlii heliks durumu saglanmis olur. Hidroksilasyon yolu ile lizin amino asidinin

hidroksilizine déniisiimiinden sonra tiglii heliks dokuda ¢rgii seklinde tutulur (Baykut 2000).

Protokollajen yapisinda yer alan aminoasidlerin hidroksilasyonu olmaz ise kollajen
fibrilleri arasinda capraz baglantilar olusmayacak ve kollajen dokunun biittinltigii
bozulacaktir. Bu temel bozukluk ise konnektif dokunun saghkli gorev yapmasmi clumsuz

olarak etkileyecektir (Er ve Celik 1993).

Myllyls ve arkadaslan tarafindan yapilan arastirmalarda bu hidroksilasyonda bir H, bir

OH yerine gegerken bir molekiil vitamin C harcandii saptanmistir. Insan viicudunun devamlt
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olarak bilyiimesi veya yenilenmesi i¢in ¢ok miktarda kollajen proteinine gereksinimi vardir.
Ancak kollajen sentezi reaksiyonunda vitamin C devaml olarak harcanir yani vitamin C etkisi
sadece bir kataliz reaksiyonu degildir. O halde insan viicudunun, neden bitkilerden
alabildiginden daha fazla miktarda vitamin C gereksinimi oldugu boylece ortaya cikmaktadir

(Baykut 2000).

Askorbik asidin  vilcudu enfeksiyonlardan ve bakieri toksinlerinden korudugu
yolundaki gézlemler tam olarak agikhfa kavugmamistir. Enfeksiyonlar viicut doku ve
sivilarindaki askorbik asit miktarini azaltmaktadir. Enfeksiyonlarda beyaz kan hiicrelerinde
askorbik asit.diizeyi diistiigiinden bagigiklifin zayifladigy sanilmaktadir. Normal askorbik asit
gercksiniminin kargilanmast ile dokulardaki miktann yeterli diizeyde tutulabildigi rapor
edilmistir. Bununla birlikte siddetli enfeksiyon ve bakteri zehirlenmelerinde alinan askorbik

asit miktarinm arttirilmast gerektigi gériisiinde olanlar da vardir (Anonim 2008).

Yiiksek doz C vitamini etil tire ve Sodyum Nitrit’ten meydana gelen kanserojen etil
nitrozo tirenin olusumunu Snler. Ayrica karacigerde kolesteroliin pargalanmasin temin eder.
Kandaki alkolin yikimlanmasin hizlandirr, kemik kiriklarinin ¢abuk iyilegmesini saglar,

romatizma, poliartiritis ve barsak rezorbsiyon bozukluklarma iyi gelir (Baykut 2000).

Vitamin C ile adrenal bez arasindaki iliskinin arastirildig1 ¢alismalarda 6zellikle stres

esnasinda bu bezde vitamin C' nin konsantre oldugu gézlenmistir (Kolb ve ark 1991).

Adrenal bezlerde hidroksilasyon reaksiyonu, vitamin C aracihg: ile miimkiin olur.
Tirozin amino asidinin DOPA’ya doniisiimiinde, sonra dopamine doniisiimii sonucunda
noradrenaline cevrilisinde, adalelerin aktivasyonunda ve stres aninda ¢ok Snemli etkisi olan
adrenalin hormonunun olusumunda rol oynar. Bu kritik ¢evrimde askorbik asit
semidehidroaskorbattan bir elektron transport mekanizmasi ile tekrar sentezlenir ve boylece

vitamin C sarf edilmez (Baykut 2000).

Askorbik asidin steroid hormonlarinin sentezinde de gorev aldigr bildirilmigtir.
Askorbik asit yetersizliginde, adrenal bezi %270 oraminda bliylime gostermektedir.
Askorbik asidin epinefrin ile yara ve iltihaplanmaya karsi etkinlik gosteren steroidlerin

sentezinde rolii oldugu bildirilmistir (Anonim 2008).
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Askorbik asit timn hayvanlarda karnitin biyosentezinde gbrev alan trimetil
aminobiitirik asit hidroksilaz aktivitesini artirrr. Vitamin noksanliklarinda karaciger ve iskelet

kast karnitin sé‘viyeleri diiser (Baspimar ve Kurtoglu 2003).

Askorbik asit, baz toksik &gelerin etkisini azaltmaktadis. Ornegin viicuda alinan
nitritlerin kanser vapict nitrozamine déniigiimiinii Snlemektedir. Askorbik asidin hiicre
calismasinda gdrev alan birgok 6ge ile iliskisi olmasma kargim bu iliskilerden birgogunun
gercek mekanizmasi heniiz yeterince agiklanamamistir. Bununia birlikte askorbik asidin viicut
calismasinda ¢ok yonli ve Snemli gorevieri oldufu kesin olarak bilinmektedir (Anonim

2008). .

Bir antioksidan olan C vitamininin organizmada rol aldigi reaksiyonlar su gekilde

dzetlenebilir (Baspinar ve Kurtoglu 2003):

1. Askorbik asit cok kolay okside olan bir vitamin oldugu igin hiicrede elekiron
transfer basamaklarmda énemli gdrevier yapar. Bu basamaklarda gorev yapan enzimler

askorbik asit oksidaz, sitokrom oksidaz ve peroksidazdir.

2- Vitamin C tirozin metabolizmasinda gorevli p-hidroksifenilptirivik asit oksidaz

enziminin, substrati p-hidroksifenilpiirivik asit tarafindan inhibisyonunu engeller.

3-  indirgeyici ve metal iyonlar: ile selatlar olusturmasi nedeniyle agr metal
iyoniarinm metabolizmasinda Snemli rol oynar. Gidalarda hem yapisina katilmamis formdaki
demir iyonlarimn absorbsiyonu ve midenin asidik ortaminda ferrik demirin indirgenmesi
reaksiyonlarmi aktive ederek, ferrik demirin plazma proteinlerinden ayrilarak ferritin formuna

katilmasimi saglar.

4-  Lizin ve metiyoninden demir igeren hidroksilaz enzimlerince karnitin

sentezlenmesinde askorbik asit kofakitr olarak gérev yapar.

5.  Askorbik asit, folik asitin indirgenmis depo formu olan tetrahidrofolik asite

déniisiimiinii saglar.

6-  Askorbik asitin pankreastan diizenli insiilin salinimi fizerinde de olumlu etkileri
vardir. Diyabetli hastalarda glikozdan sorbitol sentezinin artmasina bagh olarak gelisen

komplikasyonlar C vitamini ilaveleriyle engellenebilmektedir.
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7-  C vitamini organizmada nitratlarla dogrudan reaksiyona girerek nitrozaminlerin

dogal inhibit6ri gibi etkir.

8-  C vitamini seminal plazmada seruma oranla yaklasik 10 kat fazla bulunur. Bu

durum seminal plazmanin ve sperm hiicrelerinin oksidasyonlara karst korunmasinda etkilidir.

1.2.1.1.Vitamin C Emilimi

Besinlerdeki askorbik asit, viicuda alindiktan birkag saat sonmra ince bafirsaktan
emilerek kana gecer. 100 mg ve daha az vitamin abndiginda bunun %80-90mun emildigi
belirtilmistir. Bu esnada kandaki diizeyi kisa siire igin yiikselir. Kan dolagim ile dokulara

tasinir ve fazlasi bobreklerden idrarla disari atilir (Anonim 2008).

Viicuda alinan vitamin kanla dokulara tasimirken fazlasi bir kistm monosakkaritlerde
oldugu gibi karbondioksit ve suya kadar yikilir. Ruminantlarda ise agiz yolu ile alinan vitamin
C, rumenin alkali ortami ve mikroflora etkisiyle siiratle ytkimlanir. Bu nedenle vitamin C
gercksinimlerinin karsilanmasinda agiz yoluyla alman vitaminler dikkate alinmaz. Vitamin C
gelismis canlilarin tim hiicrelerinde bulunmasina karsin dokulardaki dagilimlarda farklilik
gdsterir. Endokrin bezler ve organlardaki vitamin yogunlufu, ¢izgili kaslardakinden daha
yiiksektir. Dokular iginde en fazla askorbik asit igerenler adrenal bezler ve hipofizdir. Hiicre
icinde askorbik asitin biiyiik kismu serbest formdadir fakat az oranda da olsa proteine bagh ve

indirgenme 6zelligini yitirmis askorbijen forumunda bulunur (Bagpinar ve Kurtoglu 2003).

1.2.1.3. Anticksidan Savanma Sistemleri ve Vitamin C’nin Antioksidan Etkisi

Reaktif oksijen tiirlerinin olugumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari Snlemek
icin viicutta birgok savunma mekanizmalari geligmistir. Bunlar antioksidan savunma
sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak bilinirler. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir
reaksiyonunu engelleyerek veya reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipit peroksidasyonunu
inhibe ederler. Antioksidanlar, dogal (endojen kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar
olmak tizere baslica iki ana gruba ayriabildigi gibi serbest radikalin meydana gelisini

nleyenler ve meveut olanlart etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler. Ayrica
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enzim ve enzim olmayanlar seklinde de simflandinlirlar. Hiicrelerin hem sivi hem de

membran kisimlarinda bulunabilirler (Akkus 1995).

Radikallerle olduk¢a ivedi reaksiyonlara girerek otooksidasyon/peroksidasyonun
ilerlemesini onleyen maddeler antioksidan olarak tammlamr. Bir sekilde olusturulan herhangi
bir radikal firtiniin reaktif karakterine bagl olarak biyomolekiiller ve hiicresel yapilara
saldirmasint Snlenmesi anticksidan savunma sisteminin igidir. Zincir kirma reaksiyonlarinin
her basamaginda kesinlikle az da olsa hidroperoksit olugmasi, ortamdaki friinler ve
haraplanmanin sifirlanamamast nedeniyle oksidasyon reaksiyonlari ve radikaller tamamen

yok edilemez (Diindar ve Aslan 2000). .
Antioksidanlar dért ayn sekilde etki ederler.
1-Toplayict etki (scavenging effect)
2-Bastiricr etki  (quencher effect)
3-Onarict etki (repair effect)

4-Zineir kiriei etki (chain breaking effect)

Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlarn tutma veya ¢ok daha zayif yeni bir
molekiile gevirme islemine toplayict etki denir. Antioksidan enzimler, trakeobrongial salgi,

mukus ve kiigitk molekiiller bu tip bir etki gosterirler (Akkug 1995).

Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltan veya inaktif sekle doniistiiren olaya bastiric1 etki ad1 verilir. Vitaminler, ﬂavanoidleﬁa
trimetazidin ve antasiyonoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler (Akkus 1995).

Askorbik asit kuvvetli bir indirgeyici ajandir; 280 mV'lik disik bir redoks
potansiyeline sahip olmasi onun hemen tiim diger okside olan serbest radikallerle reaksiyona

girme termodinamik potansiyelinin varoldugu anlamina gelir (Anonim 2008 ).

Baz1 biyolojik sistemlerde lipozomal metillinoat misellerinin oksidasyonunu baskilayan

antioksidan aktivitenin de vitamin C'den olustugu s6ylenmektedir (Diindar ve Aslan 2000).
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Askorbik asit tipik peroksil radikallerle suda tepkimeye girer; daha aktif
triklorometilperoksil radikaliyle 100 kat daha hizl tepkimeye girer. Askorbat mold basina
yakalanan peroksil radikallerinin sayisi, diisiik askorbat yopunluklarinda 2'den, yliksek
askorbat yogunluklarinda sifira kadar degisiklik gosterir. Bunun nedeni yiksek askorbat
seviyelerinde radikal yakalamayla rekabet eden kendi kendini sonlandiran reaksiyonlardir

(Anonim 2008 ).

Cok giiclii bir indirgeyici ajan olan askorbik asid semidehidroaskorbat radikal ara
{iriinii tizerinden kolaylikla dehidroaskorbik aside okside olur. Gigli indirgeyici
aktivitesinden dolayi ayni zamanda giiclii bir antioksidandir. Stiperoksid ve hidroksil radikali

ile kolayca reaksiyona girerek onlari temizler (Iihan 2006).

Semidehidroaskorbat da antioksidan etki gosterir. C vitamini ayrica antiproteazlarin
oksidan maddeler ile inaktive olmasim engeller, tokoferoksil radikalinin, o-tokoferole
rediiklenmesini saglar. C vitamininin bitkisel ve hayvansal yaglari, balik, margarin ve siit gibi

yag ihtiva eden yiyecekleri oksidatif bozulmaya kargt korudugu bilinmektedir (Akkug 1995).

C vitaminin diger bir ozelligi, antioksidan etkisi yaninda oksidan etki de
géstermesidir. Ciinkii C vitamini, ferri demiri ferro demire indirgeyen, siiperoksid radikali

disindaki tek selliiler ajandir (Niki 1991).

Bu yolla askorbat, proteine bagli ferri demiri uzaklastirarak ya da dogrudan ferri de-
miri indirgeyerek Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksid ile etkilesmeye uygun olan
ferrodemire doniistiiriir. Yani siiperoksid tiretimine katkida bulunur. Bu 6zellifinden dolay: C
vitamini, serbest radikal reaksiyonlarmin &nemli bir katalisti veya bir pro-oksidan olarak

degerlendirilir (Akkus 1995).

Ayrica vitamin C, tokoferol radikali haline gelmis ve antioksidan dzelligini yitirmis

vitamin E'nin tekrar aktif hale doniistiiriilmesinde de rol oynar (Diindar ve Aslan 2000).

Bazi prospektif epidemiyolojik calismalar, diyette bulunan C vitamini ile akciger
kanseri arasinda ters bir iliski oldugunu gostermistir. Akciger kanseri {izerine yapilan bir
caligmaya gdre; serum askorbik asit diizeyleri akciger kanserli hastalarda sagliklt kontrol

grubuna gore anlamh olarak diisiik bulunmustur. Serum askorbik asit diizeylerinin hastanin
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yagma ve akcifer kanserinin patolojisine bagimli olmadig ve akciger kanserli olgularda
serum askorbik asit diizeyini yiikseltecek vitamin C desteginin antioksidan savunma
mekanizmalarint giiglendirerek tedaviye katkida bulundugu sonuglarma ulasilmigtir (Atay ve

ark 2002).

Diyabet {izetine yapilan ¢aligmalarda da C vitaminin etkileri gozlemlenmistir. Bir
arastirmada DETAM Diyabet Poliklinigi'nde takip edilen 20'ser kisiden olusan iki grup
diyabetik olgu kullamilmigtir. Bu gruplardan birine C vitamini digerine plasebo verilerek
birtakim Slgtimler yapildiginda sonug olarak vitamini kullanan diyabetik hastalarda C
vitamini kullanmadan énceki duruma gore 30. giin ve 60. giin sonunda HbAlc diizeylerinde
anlamli bir azalma ve GSH diizeylerinde anlaml bir artma bulunmustur. Plasebo verilen
hastalarda her iki parametrede de anlamli bir fark gériilmemistir Sonug olarak tip iki diyabette
C vitamini verilmesinin antioksidan etkiyi arttirdig: ve nonenzimatik glikozillenmeyi azalttigi,

bu nedenle de koruyucu etkisinin oldugu kanatine varilmustir (Cengiz ve Cengiz 2000).

Son 30 yil iginde (bazi kanser cinslerinin tedavisinde) tedavide bazi gelismeler, baslica
yiiksek enerjili radyasyon kullanim ve kemoterapi sayesinde olmustur. Fakat kanserin birgok
gesidi icin teshisten somra esash olarak ne bir azalma ne de yasama siiresinin  uzadig1
kaydedilmemistir. Bu olay baz: yeni fikirlerin dogmasima gereksinim oldugunu gOstermistir

(Baykut 2000).

C vitamini immiin sistem ve bag dokusundaki islevlerinden dolay: kisinin direncini
arttirmaktadir. Hem  yiyeceklerin  hazirlanmas: sirasinda  6zellikle kOmiir  1zgarasi
uygulamalarinda, hem de organizmada olugabilecek mutajeniteyi inhibe etmektedir.
Karsinojenik nitrosaminlerin olugumunu E vitamini ile beraber engelleyebilmektedir. Diyetle
giinliik yeterli miktarda alman E ve C vitaminlerinin %30 oraninda hastalik riskini azalttig

belirtilmektedir (Aksoy 1984).

Yiiksek dozda C vitamininin hem kanseri énlemek hem de tedavi etmek i¢in kullanimi
son yillarda giindeme gelmistir. Bu amagla en onemli galigma ilk defa Dr. E. Cameron
tarafindan yapilmistir. Daha énce Leven hastanesi Vale de Lomondside, Skogya’da ve Linus
Pauling Institiite of Science and Medicine’de ayni yolda caligmalar yapilmigti. Linus
Pauling’in E. Cameron ile birlikte son 14 yil beraber yaptig1 ¢ahismalar ‘Cancer and Vit-C

(1979) kitabinda agiklanmistir (Baykut 2000).
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Vitamin C’nin yeterince alimimn bagirsak kanserlerinde koruyucu bir etki yaptig:

gosterilmistir( Willis ve Fishman 1955).

L. Pauling uzun siiren ¢aligmalar sonunda yiiksek dozda alman C vitamininin kanseri
tamamen gecirdigini, hastalarn vitamini almayr kestiklerinde ise tekrar kanserlesmenin

meydana geldigini saptamislardir (Cameron ve Campbell 1974).

' vitamininin kalp damar hastaliklarimn kontrolinde de &nemli rolii oldugu
belirtilmistir. C vitamini yardimiyla kandaki kolesterol miktart kontrol altina alinabilecedi

gosterilmistir (Ginter 1973).

1.3. Antikeagiilanlar

Birgok biyokimyasal test igin serum kullamlir, ancak pihtilagma olay1 15-30 dakikada
olugur. Plazma kullanilmasi hiicrelerin ayirimi i¢in gereken stireyi kisaltir ve bu nedenle acil
testler icin siklikla kullamlir. Bundan bagka elde edilen plazma miktar: serumdan fazladir ve
az miktarda alnan ornekler iginde plazma tercih edilmektedir. Analiz igin tam kan
gerekiyorsa tiiplerin antikoagiilan icermesi gerekir; 6. Kan gazlan ve laktat diizeyi Slglimii.
Bu amagla yaygin olarak heparin kullanilmaktadir. Heparin bir ¢ok testi etkilemez ancak kan
sayim igin uygun degildir. Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) selasyon yapan bir
maddedir ve antikoagiilan etkisi kalsiyum baglayic: etkisinden dolayidir. Kanin hiicresel
clemanlarim korudugu igin EDTA hematolojide yaygin olarak kullanilir. EDTA iki degerlikli
metalleri selasyonla uzaklagtirdig1 igin bu maddelerin analizi i¢in uygun degildir. Ayrica
EDTA, sodyum veya potasyum tuzu seklinde bulundugu igin, bu metallerin diizeyleri de
yalanc olarak yiiksek saptamr. EDTA, kofaktor olarak iki degerlikli metallere gerek duyan
enzimleri inhibe eder ve glikoz tayinlerinde kullamlir. Ancak sodyum florid antikoagiilan
olarak yeterince etkin degildir ve bu nedenle genellikle bir oksalat tuzuyla birlikte kullanilir

(Laker 1996).
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Heparin, (Yunancada hepar karaciger anlammndadir) Mast hiicreleri tarafindan tiretilen
ve kana salinan ve orada antiprotrombin IIl’e baglanarak ve stimiile ederek kanin
pilitilagmasini inhibe eden dogal bir antikoagiilandir. Bu etkilesim kuvvetli elektrostatiktir;
heparin bilinen en yiiksek negatif yitke sahip biyolojik makromolekiildiir. Saflastirtloms
heparin, klinik analiz veya kan bagist sirasinda, pihtilagmays gnlemek icin rutin olarak kan

grneklerine eklenir (Nelson ve Cox 2005).

1.4, C Vitamini Analizi

Plazma askorbat seviyesi dlctimii C vitamini eksikliginin gosterilmesinde yetersiz bir
yontemdir. C vitamini diizeyinin belirlenmesinde doku depelarindaki vitamin diizeylerinin
dleiilmesi gerekir. Lokosit askorbat diizeylerinin Slgtimil bu amagla kullamimaktadir. Bir
diger alternatif yontem ise, hastalara C vitamini verdikten sonra idrarla atilan vitamin
miktarin Slgiilmesidir (C vitamini doyguniuk testi). Skorbiit olgularinda, verilen vitamin
dokular tarafindan tutuldugundan idrarla atilan miktar azalir. Hastaneye yatirilan hastalarda,
verilecek diyete dikkat edilerek herhangi bir eksiklik diizeltilebileceginden, askorbat durumu

erken dénemde arastirilmalidir (Laker 1996).

1.4.1. C Vitamini Analizinde Kullanslan Yontemler

Bircok molekil 1s:131 belli karakteristik dalga boyunda absorbanslar, Grnegin
triptofanin 15181 280 nm’ de absorplamas: gibi. Isik absorbansimt spektrofotometriyle dl¢limii
molekiillerin saptanmasi, tanimlanmasi ve ¢dzelti igerisindeki derisimlerinin Slglimiinde

kullanilir (Nelson ve Cox 2005).

Vitamin C” nin insan viicudu igin gerekliligi genis 6l¢iide tiim diinya tarafindan kabul
edilmektedir. Bu vitamin eksikligi birgok hastaliga neden olur. Vitamin C’nin Slglimi igin bir
baska 6nemli nokta genelde spektrofotometrik yontemlerin kullanilmis olmasidir. Vitamin
C’nin spektrofotbmetrik analizi icin birgok boya kullanilmistir ve bu boyalarm i¢inde DCIP
(dimethoxydiquinone) genis kapsamli olarak kullanilmis, bu boya i¢in resmi titrimetrik

metodlar ve bircok kolorimetrik metod sunulmustur (Arya ve ark. 1998).
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Kromatografik metodlarn gelistirilmis olam HPLC veya yiiksek performans sivi
kromatografisidir. HPLC® de yitksek basmgh pompalar kullanilir ve molekiiller kolonunun
asagisina dogru hizla itilir, yiiksek nitelikli kromatografik madde bu basingh akimi ezici
kuvvetine karsi koyacak sekilde yapilmistir. HPLC® de kolondan gegis siiresi oldukea
azaltilmig, bdylece molekiil bantlarnn diflizyonel dagiimasi smilandirilabilmis ve yitksek

coziniirlikte ayrigma saglanmigtir (Nelson ve Cox 2005).

Yakin gegmiste farmasotik, yiyecekler ve biyolojik &rneklerde indirgenmis C
vitamininin 6lciiminiin onemi artrstir. Clinkit askorbik asit ve dehidroaskorbik asit redox
cifti biyolojik sistemlerde nemli bir komponenttir. Askorbik asidin ve dehidroaskorbik asidin
HPLC metodu kullanilarak yapilan simultane olgiimleri birgok aragtirmaci tarafindan farkls

laboratuarlarda tatbik edilmistir (Leubolt ve Klein 1993).

Askorbik asit icin bircok farkli enstriiman temelli prosediirler olmasma rafmen
fotometrik metodlar iclerinde en gok kullanilan metodlardandir. Kolayhigi ve rutin analizlerde
uygulanabilirligi agisindan idealdir. Fakat bazi maddelerin varhgi dzellikie matriks
komponentleri birgok seri kirlilige, parazite neden olabilir. Vitamin C i¢in tamamen spesifik

bir metod bulunamamistir (Arya ve ark 1998).

Askorbik asit 8lciimiinde standart altin metod HPLC ile yapilan Slctimdiir. Bununla
beraber bu metodu uygulamak icin yiiksek derecede uzmanlik ve teknik yetenek gerekir. Buna
ek olarak analiz 8l¢iimii zamana bagh olarak birebir oldugu igin analitin stabilitesi efer az ise
bu cesitli problemlere yol agacaktir. Bundan bagka, serum ve plazma disinda diger biyolojik

stvilarda HPLC ile total antioksidan 6l¢timil yapilamamaktadir (Choy ve ark 2000).

FRAP metodu; plazmadaki demirin indirgeyebilme 6Ozelligine dayanan, basit,
otomatiklestirilmis, antioksidan giicii olarak degerlendirilmis yeni bir metoddur. Ferric
iyonunun diisik pH seviyelerindeki reditksiyon reaksiyonu sonucu renk veren bir ferrous-
tripyridyltriazine kompleksi olugur. Diisiik PH seviyelerinde meydana gelen kompleks mavi
renk ihtiva eder ve 593 nm. dalgaboyunda monitérize edilebilir. FRAP metodu igin 3 farkh
ayirag hazirlanir; asetat tamponu (300 mM pH 3.6), TPTZ (2, 4, 6-tripyridyl-s- triazine) ve
FeCl. 620 (20mM). 100 mikrolitrelik ornekler 3 ml kadar calisma solusyonlariyla
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karistirilarak sifirinei ve dordinet dakikalarda 593 nm’de iki adet 8letim yapilir (Benzie ve

Strain 1996).

FRAP metodundaki yapilan son modifikasyonlarla beraber bu metodun ismi FRASC
olarak bilinir (Choy ve ark 2000).

Askorbat oksidaz bagh spekirofotometrik yontem, askorbik asit indirgeyicilerini
kullanan 87zel ve istisnai bir metoddur.Bu metod otomatiklestirilmis ve modifiye edilmistir ki
srnek ve reagent karsimuinin bir dakika iginde askorbik asit sonuglarim verir.Bu metod
referans olarak FRASC metoduna dayanir. Kiiclik miktarlarda plazma gerektirir, basit ve

ucuzdur (Chung ve ark 2001).

FRASC metodunun hizi, ex vivo sartlarmda ¢ok kolay bozunabilen, kararsiz
antioksidanlarin 8lgtimil igin 6nemli derecede yararhdir. Bununla beraber bu Slgtim igin
stabilizatsr kullanmak imkansizdir ciinkii analizde kullanilan askorbat oksidaz enzimi kolayca
bozulabilir. Fakat FRASC metodunda diisik PH seviyelerindeki solusyonlar kullanilarak
stabilizasyon saglanabilir (Choy ve ark 2000).

Hong Kong Polytechnic Universitesinde 2001 yilinda yapilan bir calismaya gore
FRASC metodunun uygulama bicimi; her bir test 8rneginin 100 mikrolitresi ile 40 mikrolitre
akorbik asitoksidaz ile kanstirilmasi, ardindan her bir 6megin 100 mikvolitresi ile 40
mikrolitre suyun karistirilarak birbirleriyle eslestirme yapilmas: ve bunlarmn hemen analizére
yiiklenip, reaksiyonun 37 derecede ve cobas fara santrijiijli analizorde 8l¢timiiniin yapilmasi
seklinde olmugtur. Bu ¢aligmada; 0 ile 60 saniye arasinda 593 nanometrede degisen degerler

alinmis ve paralel testler igin karsilagtirma yapilmistir (Chung ve ark 2001).
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2. GEREC VE YONTEM

2. 1. Gerec

2. 1. 1. Materyal Toplanmas: ve Orneklerin Hazirlanmas:

Bu caligmada, materyal olarak Aydin mezbahasina gelen 4-6 yaglarindaki 20 adet
sigirdan elde edilen kan Srnekleri kullanildi. Alinan kan ornekleri, EDTA ve heparin igeren
antikoagulantl tipler ile serum tiiplerine alindi. 3000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilerek
serum ve plazmalarin ayrilmas: sagland:. Orneklerin yarisina askorbik asidin oksidasyonunu
engellemek amaciyla analiz dncesinde 1:1 oramnda MPA (%10°luk) ilave edilip tekrar
santriflij edilerek supernatantlart elde edildi. Azot tankinda ve -70°C’ de beklemis serum ve

plazmalar ¢6zdiriildiikten hemen sonra iglemler uygulandz.

Askorbik asit analizleri yapilmak tizere elde edilen tiim 6mekler; oda 1sisinda 2 saat,
+4 °C’de 4 saat, stv1 azot tankinda 4 saat ve -70 °C de 24 saat ve bir aylik saklama kosullari
olmak tizere toplam 5 farkli gruba bélindil Ornekler bir hayvan igin her bir grupta MPA
iceren ve igermeyen EDTA’lL, heparinli ve serum tiipleriyle alinmig numunelerden toplam 6
adet ek olacak sekilde gruplara paylastiriidi (Cizelge 2.1). Daha sonra drneklerde HPLC

ve spektrofotometrik olarak askorbik asit Sl¢timii yapild:.

Cizelge 2.1 Karsilagtirma Gruplari

Her (Oda 1s1s1 +4o(C Sivi Azot =TGoC =70
Hayvan 2 Saat 4Saat 4saat 24saat 1 Ay

I¢in
A, MPA MPA MPA | MPA MPA | MPA | MPA | MPA | MPA | MPA

- humune ilaveli ilavesiz ilaveli | ilavesiz ilaveli | ilavesiz | ilaveli | ilavesiz | ilaveli | ilavesiz

EDTA 0 0 0 0 0 N0 N0 N
HEPARIN | 0 0 0 0 N0 O |0 0
SERUM | n 0 0 0 0 N o O |0 0
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2. 1. 2. Kullaniian Cihazlar

Analizler sirasinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyckimya
Anabilim Dali Laboratuvarmda bulunan otomatik pipetler (Isoterm 20-200 pl, Isoterm 100-
1000 pb), UV-spektrofotometre (Schimadzu UV-1601, Japan), santriftij (nf 800R niive), geri
sogutucu (elekiro-mag, isolab 150 ml.), Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi
Parazitoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda bulunan ultra low dondurucu (Sanyo ultra low,
Japan), . azot tanki (Arpege 40/ air liquide, France), Adnan Menderes Universitesi Merkez
Aragtirma Laboratuvarinda bulunan HPLC cihazi (Agilent 1100 USA), santrifiij (eppendorf
centrifuge 5415R), filtre (13 mm. Millex Syringe) kullanilmistir.,

2. 1. 3. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Analizler sirasinda kimyasal madde olarak NaxWO4 x 2H20 (Sodyum tungstat)
(Sigma-Aldrich 14304), Na,HPO4 x 2H,O  (Disodyum hidrojen fosfat) (Merck 6392020),
H2S04 (Stilfirik asit) (Fluka 84721), L Askorbik asit (CeHsO4) (Carlo erba 390604), Okzalik
asit (C,H,04) (Merck 6392020), Metafosforik asit (HsPOs) (Fluka 79613), Methanol
(CH30H) (MerckI379418), Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (CeH16N20g) (Sigma 85h00082)
Asetonitril (Sigma-Aldrich 34998) kullanilmugtir.

2. 2. Yontemler

2. 2. 1. Spektrofotometrik Yontem
Testin Yapilist

Plazma askorbik asit miktart Slciimii Kway (1978) tarafindan bildirilen y&ntemle

gergeklestirilmigtir.
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Testin premnsibis

Fosfotungstik asitin proteinleri ¢8ktiirdiikten sonra askorbik asit ile reaksiyona girerek

renkli kompleks olugturmas: esasina dayanir.

Kullaniian Ayiracmn Hazirlanmasa:

20 g Sodyum tungstat (Na2WO4 x 2H20) ve 10 g disodyum hidrojen fosfat (Na, POy
x 2H20) bir erlene aktarildr. Isitilarak 30 mli distile su ile eritildi. Baska bir beherde 15 ml
distile su ve 5 ml sﬁlﬁ;ik asit (H2804 ) kangimi hazirlandi. Hazirlanan ilk ¢ozelti 250 mi” lik
kaynatma balonuna alinarak {izerine su ve siilfirik asit karigim kiiciik porsiyonlar halinde ve
devamli karistirtlarak ilave edildi. 70 °C de 2 saat geri sogutmals 1siticida wsitrldi. Oda 1sisinda

sogutuldu.
2.2.2. Spektrofotometrik Metod icin Askorbik Asit Standartinn Hazrlanisi:

Askorbik asit stok standart ¢ozeltisi (50mg/dl) igin 50 mg L-askorbik asit (CeHsO4)
100 ml %0,5° lik okzalik asit (C2H204) ¢ozeltisinde ¢oziildii. Daha sonra askorbik asit caligma
standart ¢ozeltisi (1mg/dl) hazirlamak igin stok standart ¢ozeltisinden 0,5 ml alindi1 ve % 0,5’

lik okzalik asit cozeltisi ile 25 ml” ye tamamlandi.

Testin Yapalisa:

K&r, standart ve test olarak isaretlenmis santrifiyj tiplerine swrasiyla 1 ml distile su,
1m! ¢alisma standarti ve 1 ml plazma konuldu. Uzerlerine 1 ml renk ayiracindan ilave edildi.
Karistirild: ve 30 dakika oda 1sisinda bekletildi. Tekrar kanigtirildiktan sonra 3000 rpm’de 15
dakika boyunca santrifiij edildi. Spektrofotometrede 700 nm’de kore karsi standart ve testin
absorbanslar okundu.

Hesaplama:

Asagidaki formillden faydalanarak plazma askorbik asit diizeyi mg/dl olarak

hesaplandi daha sonra sonuglar mg/L’ye ¢evrildi.
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Vitamin C (mg/dl) = (Testin absorbans: / Standartin absorbansi) x Standartin

konsantrasyonu

2.2.3, HPLC Véntemi

Testim Yapihst

Plazma askorbik asitin HPLC .ile 8lgiimii Kand’ar ve Zakova (2008) metodunun
modifiye edilmesi ile gerceklestirilmisti. Hazirlanan askorbik asit numuneleri %10°luk
metafosforik asit ile 1:1 oraninda muamele edildikten sonra sogutmal: santrifiijde (+4°C)
3000rpm devirde supernatantlart ayrilnus ve 0,20 um naylon filtreden gecirildikten sonra

HPLC cihazina yiiklemek tizere viallere transfer edilmigtir.

2.2.4. HPLC Kosullarm

Mobil faz: PH’1 4,8 olan 25 mmol/L tampon sodyum dihidrojenfosfat ¢dzeltisi ile
Asetonitril ¢ozeltisinin 78:22 oranlarinda karistirlmast ile elde edildi.

Akag haze: 1ml/dk

Enjeksiyon miktary: 20 pl

Dedekttr: DAD (244nm)

Analiz stiresi: 7 dk (Standart), 14 dakika (Ornekler)

Kolon: PHenomenex Cis (150 mm x 4,6 mm, 3 p )

Kolon Iswsi: 35°C

Yazilims ChemStation for LC 3D Rev A 10,02 (1757)
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Hesaplama : 160 mg/ml askorbik asit stok standart ¢dzeltisinden CixVi=CaxV2
esitliginden faydalamlarak 0.25 mg/L, 0,5 mg/L, Img/L, 2mg/L. ve 4 mg/L olacak sekilde
%10° luk MPA ile sulandiriimak suretiyle bir dizi standart hazirland: ve kalibrasyon efrileri
elde edildi.

X ekseninde pik alanlart ve onlara kargilik gelen konsantrasyonlar mg/L cinsinden

Y ekseninde gésterilmistir.

% Seri1 |
g Seri2

==meee PJOGrus al (Seri 2) 1

0 50 100 150 200

Sekil 2.1 Askorbik asit standartinm kalibrasyon egrisi.

Meydana gelen denklemde pik alanlar x yerine yazilarak konsantrasyonlar hesaplandi.

DAD1 B, Sig=265,4 Ref=360,100 (VIT-CSTE\SIG10002.D) T
mAU
6
5
4]
] |
3
. Y
&go
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¢
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o4 J : ——
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.2{

0 i 2
Sekil 2.2.Vit C standart (0.5 pg/ml) kromatogrami
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7 DAD1 B, Sig=265,4 Ref=360,100 (VIT-CSTE\SI10003.D)
mAU—

04

]

T T T g T T T | T T T e T [ T e

L 1 2 3 4 5 B} . 8 mir

o -
Sekil 2.3 Vit C standart (1 pg/ml) kromatogrami .

DADA B, Sig=265,4 Ref=360,100 (VIT-CSTE\SIG10004.D)

S i e

2 3 4 5 4] mi

L 4] 1
Sekil 2.4 Vit C standart (2 ug/ml) kromatogrami

DAD1 A, Sig=265,4 Ref=360,100 (VIT-C21\SIG10018.D)
mAU ]
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. ‘ y '
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Sekil 2.5 Vit C drnek kromatogram: (H18)
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DAD1 A, 5ig=265,4 Ref=360,100 (VI1-C21\SIGT0005.D)
mAU -

L i 4 - i v - T ¥ 4 T T T T T T T T T v T
Q 2 4 6 8 10 12 mil

Sekil 2.6 Vit C ek kromatogrami (817)

DADT A, Sig=265,4 Ref=360,100 (VIT-CZ1\SIG10011.0)
mAU
2._
1.5
14
0.5+
O_.
-
0 2 4 8 8 10 12 mis

Sekil 2.7 Vit C 6rnek kromatogrami (E19)
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2.2.5, Istatistiksel Analizler

Flde edilen verilerin istatistiksel analizi amaciyla SPSS (for Windows Release 11.5
Standart Version Copyright © Spss Inc. 1989-2001) hazir paket programi kullanild:. Bagimsiz

srnekleme testi ile (independent sample test) ANOVA  kullanilarak Duncan testiyle 6nem

analizleri yapildL
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3. BULGULAR

Spektrofotometrik ve HPLC metodu ile askorbik asit konsantrasyonu Olgiilen
numuneler; EDTA’D, heparinli plazma Ornekleri ve serum srnekleri aralarmnda, saklama
kosullarina gére ve asit ilave edilenler ile edilmeyenler arasinda olmak tlizere istafistiki

hesaplamalar 9 ¢izelge halinde gosterildi.

Cizelge 3.1 Spektrofotometrik yontem ile dlgiilen MPA ilavesiz serum, heparinli plazma ve EDTA’h plazmadaki

askorbik asit diizeylerinin istatistiki degerlendirilmesi.

ab : Ayni satirda farkl harfler tagiyan degerler arasi istatistiki fark p<0,001 diizeyinde Snemii.
n Serum Heparinli plazma | EDTA’h plazma
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
X+SD X+SD X+SD

Hemen 20 5,38+0,33 5,32:0,31 4,42+0,33
+40C 4 saat 20 4.80+0,36" 5,26+0,49" 339431:0,37b
Sivi Azot 4 saat 20 4,61+0,24 4,7+0,54 3,80+0,33
-80 °C 24 saat 20 4,41+0,23 4,29+0,40 3,63+0,34
-80-C 1 ay 20 4,45+0,20° 4,33+0,30" 3370i0319b

Cizelge 3.2 Spektrofotometrik yontem ile dl¢lilen MPA ilaveli serum, heparinli plazma ve EDTA’h plazmadaki
askorbik asit diizeylerinin istatistiki degerlendirilmesi.

ab

: Ayni satirda farkl harfler tagiyan degerler arast istatistiki fark p<0,001 diizeyinde dnemli.

n Serum Heparinli plazma | EDTA’L plazma

(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)

X+SD X+SD X+SD
Hemen 20 4,03+0,38 4,63%0,58 3,61+0,53
+40C 4 saat 20 4.25+0,47° 3,42+0,48% 2,1440,41°
Sivi Azot 4 saat 20 2,64+0,41% 3,58+0,70% 1,34+0,35°
-80 °C 24 saat 20 2.46+0,35 2.28+0,42 2,07+0,53
80 C 1 ay 20 2,12+0,18% 3,00£0,31° 1,47+0,23°
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Cizelge 3.3 MPA ilave edilen ve edilmeyen serum,

diizeylerinin kargilagtrilmas:

heparinli plazma ve EDTA’lt plazmadaki askorbik asit

n Serum Heparinli plazma EDTA’h plazma
Hemen 20 P<0,05 - -
+4°C 4 saat 20 - P<0,05 P<0,05
Sivi Azot 4 saat | 20 P<0,001 - P<0,001
-80°C 24 saat 20 P<0,001 P<0,001 P<0,05
-80°C 1 ay 20 P<0,001 P<0,05 P<0,001

Cizelge 3.4 Serum, heparinli plazma ve EDTA’h plazmadaki HPLC ybntemiyle olgilen askorbik asit
duizeylerinin degerlendirilmesi.

ab : Aym satirda farkls harfler tasiyan degerler aras istatistiki fark p<0,001 diizeyinde &nemli.
n Serum Heparinli plazma | EDTA’L plazma
(mg/dl) (mg/dD) (mg/dl)
X+SD XE8D XSSP
Hemen 16 2,50+0,53° 2,31+0,42° 1,24+0,24°
+4oC 4 saat 16 1,61+0,30° 1,9+0,34" 0,60:+0,10°
S1vi Azot 4 saat 16 1,86+0,44 1,71+0,45 0,76x0,21
-80°C 24 saat 16 1,90+0,24% 1,91+0,23° 0,91i0,19b
| -80°C1ay 20 1,68+0,15° 1,93+0,27° 0,75:&0ﬁ09b

Cizelge 3.5 HPLC yontemiyle dlgiilen askorbik asit diizeylerinin saklama kosullarina gore degisimi.

ab

: Ayni satirda farkll harfler tastyan degerler arast istatistiki fark p<0,001 diizeyinde &nemli.

Hemen +4 °C 4saat Sivi azot -80 oC 24 saat | -80-C 1 ay
4saat
Serum - - - -
EDTA b ab ab ab
Heparin - - - -
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Cizelge 3.6 Spektrofotometrik yontemiyle MPA ilaveli serum ve plazmadaki askorbik asit diizeylerinin saklama
kosullarina gore degisimi.

b - Aymi satirda farkli harfler tagiyan degerler aras: istatistiki fark p<0,001 diizeyinde énemli.
Hemen +4 o 4saat Sivi azot -80°C 24 saat | -80C 1
4saat ay
Serum a a b b b
EDTA a b b b b
Heparin a a a b b

Cizelge 3.7 Spektrofotometri yéntem ile MPA ilavesiz serum ve plazmadaki askorbik asit diizeylerinin saklama
kosullarma gore degisimi.

Hemen

+4C 4saat

Sivi azot
4saat

-80 oC 24
saat

-80 -C 1
ay

Serum - - - - -

EDTA - - - - -

Heparin - - - - -

Spektrofotometrik yontem ile &lgiilen MPA ilavesiz serum, heparinli plazma ve
EDTA’I plazmadaki askorbik asit diizeyleri Sekil 3.1 ve 3.2 ile Cizelge 3.1°de gosterilmistir.
+4°C° de 4 saat ve -80°C” de 1 ay boyunca beklemis EDTA’h 6rneklerde ortalama askorbik
asit konsantrasyonu sirasiyla 3,94+0,37 mg/L ve 3,70+0,19 mg/L olarak dle¢iildi. Serum ve
heparinli plazma 6rneklerine gére EDTA’Il Srneklerde askorbik asit konsantrasyonunun

anlamli bir sekilde azaldig tespit edildi.

askorbik asit 37 -

miktari(mg./L) 24 serum
4l heparin
0 EDTA

hemen +4 4
bakilan saat

siviazot -8024 -801ay
4 saat saat

ortam sartian

Sekil 3.1 Spektrofotometrik yontem ile dlgiilen MPA ilavesiz serum, heparinli ve EDTA’h plazmadaki

askorbik asit diizeyleri.




askorbik asit
miktarmg./L}

44— ;

3+ |- serum
~|~# heparin

2 1 EDTA

| L

]

hemen +44saat siviazotd -8024 -80 1 ay

bakilan saat saat
ortam gartlan

Sekil 3.2 Spektrofotometrik yontem ile Slgiilen MPA ilavesiz serum, heparinli ve EDTA’I plazmadaki

askorbik asit diizeylerinin ¢izgi grafik ile gdsterimi.

Spektrofotometrik yontem ile Slglilen MPA ilaveli serum, heparinli plazma ve
EDTA’h plazmadaki askorbik asit diizeyleri Sekil 3.3 ve 3.4 ile Cizelge 3.2°de gosterilmigtir.
+4°C* de 4 saat boyunca bekletilen serum, heparinli ve EDTA’L plazma &rneklerinde
ortalama askorbik asit konsantrasyonu sirasiyla 4,25+0,47 mg/L, 3,42+0,48 mg/L ve
2,14+0,41 mg/L olarak belirlendi. EDTA’l1 numunelerde, serum ve heparinli plazma
drneklerine gore istatistiki agidan anlamb bir azahs saptandi. Sivi azot buharmnda 4 saat
siiresince bekletilen drneklerde ise heparinli plazma ve EDTA’lI grupta ortalama askorbik asit
seviyeleri sirasiyla 3,58+0,70 mg/L. ve 1,34+0.35 mg/L olarak Slciildi. EDTA’h 6rneklerde,
heparinli plazma 6rneklerine gére anlamli bir azalig saptandi. Benzer sekilde -80°C” de 1 ay
boyunca bekletilen heparinli ve EDTA’h plazmada sirasiyla askorbik asit ortalamalar
3,00+0,31 mg/L ve 1,47+0,23 mg/L olarak 6l¢iildii ve ortamlar arasindaki farkin istatistiksel
olarak aniamli oldugu gorilldii. Yine heparinli ve EDTA’h numuneler arasinda EDTA’L
numunelerin heparinli plazma 8rneklerine gore istatistiki agidan Snemli bir azalis sergiledigi

goriildii.
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askorbik asit
milktan{meg./L)

@ = R W B G

hemen 44 siviazot -8024 -801ay
bakilan saat 4 saat saat

ortam sartlars

Sekil 3.3 Spektrofotometrik yontem ile Slglilen MPA ilaveli serum, heparinii ve EDTA’lI plazmadaki

askorbik asit diizeyleri.

askorbik asit
miktari{mg./L)

6 ._‘ Tw —

= _+ serum
G he@aﬂn
’ EDTA
1
@ : : - . - B l

hemen +44saat siviazot4d -80 24 saat -801ay

bakian saat
ortam sartiar

Sekil 3.4 Spektrofotometrik yontem ile dlglilen MPA ilaveli serum, heparinli ve EDTA’L plazmadaki

askorbik asit diizeylerinin ¢izgi grafik ile gosterimi.

Serum, heparinli plazma ve EDTA’l plazmadaki HPLC y&ntemiyle ol¢iilen askorbik
asit diizeylerinin degerlendirilmesi Sekil 3.5 ve 3.6 ile Cizelge 3.4°de gosterilmigtir. Hemen

bakilan gruptaki numunelerde sirasiyla serum, heparinli plazma ve EDTA’l1 plazmalarda
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ortalama askorbik asit konsantrasyonu 2,50+0,53 mg/L, 2,31+0,42 mg/L ve 1,24+0,24 mg/L
olarak Sletildii. EDTA'T érneklerde, serum ve heparinli plazima &meklerine gére anlamli
olarak bir azalma saptandi. +4°C” de 4 saat bekletilen 6rneklerde; serum, heparin ve EDTA’h
plazmadaki ortalama askorbik asit konsantrasyonlart sirasiyla 1,61+0,30 mg/L, 1,940,34
mg/L ve 0,60£0,10 mg/L olarak &lclildii. Serum ve heparinli plazma orneklerine gore
EDTA’l plazmalarda istatistiki agidan anlamh bir azalma saptandi. Ayni sekilde -80°C” de 24
saat ve -80°C° de 1 ay boyunca bekletilmis gruplarda da serum ve heparinli plazma

srneklerine gore EDTA’h 6meklerde anlamli bir azalma saptandi.

2,5
21
askorbik asit 1,59 B serum
miktarni{mgJL) 1y ] heparin
0,57 £ ]
. gg Eg Dedta

hemen bakiian +4 4 saat stvi azot 4 saat -80 24 saat

ortam sartiarn

Sekil 3.5 Serum, heparinli plazma ve EDTA’Il plazmadaki HPLC ydntemiyle Slglilen askorbik asit

diizeyleri.

askorbik asit
miktar mg./L

3y e e s

e serum

— —~%— heparin
edta
1+ i
0,5
@ - - T : u' T e T i
hemen +4 4 saat siviazot -8024 -801ay
bakilan 4 saat saat

ortam sartiar

Sekil 3.6 Serum, heparinli plazma ve EDTA’I plazmadaki HPLC y&ntemiyle Olgiilen askorbik asit
diizeylerinin ¢izgi grafik olarak gosterimi.

MPA ilave edilen ve edilmeyen 6rnekler arasindaki istatistiki bulgular Cizelge 3.3 de

gosterilmistir. Genel olarak MPA ilave edilip, edilmemesi arasinda anlamli farklilik
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gézlenmistir buna ragmen hemen analizi yaptlan grupta Heparinli ve EDTA’L plazma
srneklerinde, +4°C’de bekletilmis serum numunelerinde ve sivi azot buharinda 4 saat
belletilen orneklerin Heparinli plazma &rneklerinde istatistiki agidan herhangi bir anlaml
farka rastlanilmanustir.

HPLC yontemiyle Slgiilen askorbik asit diizeylerinin saklama kosullarina gdre
degisiminin istatistiksel agidan karsilagtirilmast Cizelge 3.5 ile gosterilmigtir. Buna gbre;
yalmzca EDTA’l1 grupta, saklama kogullarina gore anlamli fark saptanmustir. Istatistiki agidan
en biyitk farklilik hemen bakilan kan &rneklerindeki askorbik asit konsantrasyonu ile 4 saat
boyunca +4°C°de bekletilmis orneklerde tespit edilmistir. +4°C’deki plazma o6rneklerinde

askorbik konsantrasyonunda anlamli bir azalis saptanmigtir.

Spektrofotometri yontemiyle MPA ilaveli serum ve plazmadaki askorbik asit
diizeylerinin saklama kosullarina gore degisimi Cizelge 3.6’ da gosterilmistir. Buna gore;
serum grubunda hemen oda 1sisinda bakilan numuneler ile 4 saat +4°C’de bekletildikten sonra
analiz edilen numuneler arasinda istatistiki acidan bir fark saptanmamstir. Fakat difer
gruplarda (siv1 azot buharinda 4 saat, -80°C’ de 24 saat ve -80°C’ de 1 ay boyunca
bekletilmis) istatistiki agidan anlaml bir fark saptanmustir. EDTA’l grupta ise; oda isisinda
hemen bakilan &rneklere gore, diger ortam kosullarmda bekletiimis Srnekler arasinda
istatistiki agidan onemli azals saptanmistir. Heparinli plazma grubunda ise; oda 1sisinda
hemen bakilan, 4 saat +4°C’de bekletilen ve sivi azot buharindaki saklama kosullart arasinda
anlaml bir fark saptanmazken, -80°C” de 24 saat ve 1 ay boyunca bekletilmis 6rneklerde ise

diger saklama kogullarina gre anlamb bir fark saptanmastir.

Spektrofotometri yontemiyle MPA ilavesiz serum ve plazmadaki askorbik asit
diizeylerinin saklama kosullarina gore degisimi Cizelge 3.7°de gosterilmigtir. Cizelgeye gire;
serum, EDTA ve heparinli grupta, ortam kosullarina gore degerlendirildiginde antaml bir fark

saptanamamigtir.
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4. TARTISMA

Askorbik asit ve askorbatin Slciimleri, hastalik ve saghk durumunda askorbatin
biyokimyasal ve fizyolojik rollerini aragtirma acisindan gok degerli Slgtimlerdir. Fakat
askorbik asit, cok kararsiz bir yap: sergilemektedir. Bunun nedeni olarak molekiiler oksiien ve
kontamine edici metallerin etkisi gosterilmektedir (Deutsch ve Kolhouse 1993).

Askorbik asit plazmada ¢ok kolay bigimde oksijen, yiiksek 1si, isik, pH, iyonik giig,
coziiciiler, oksitleyici enzimler veya in vifro demir ve bakir tarafindan oksidasyona
upramaktadir ve her biri listiine firat ve askorbatin ortak etkisi meveuttur. Askorbik asit

lciimiinde kritik nokta drnek toplama, dondurma ve ¢ozdiirditkten sonra drnek hazirlamadir

(Salminen ve Alfthan 2008).

Askorbik asit dlciimlerinde genel olarak kabul edilen ve altin standart olarak ifade
edilen yontem HPLC metodudur. Bu ydntemde uv veya elektrokimyasal dedekt6r kullanr.
HPLC yontemi kompleks bir ekipman ve yiiksek derecede teknik beceri gerektirir. HPLC’ nin
mantigt paralelden gok teker teker bir dl¢time dayanur. Herbir 6rnek analiz i¢in enjekte edilir
ve diger drege gecildiginde ilk ornek tamamlanmug olur. Ornek miktar Slglimii 6niine
gecilemez bigimde genellikle diistiktiir fakat birkag ornek ¢alisilmaya baglandiginda ornek
toplanmast ve 6lglimii arasida dikkate deger, degisken tekrarlar vardir. Bu nedenle askorbik
asit gibi tekrar problemi yaratan dayamksiz smeklerle calismak zel igleme metodlar
gerektirir. Bunlardan biri de ornege metafosforik asit eklenmesidir. Bununla beraber
metafosforik asit preperatlar;, diigiik sicakliklardaki yiiksek iyon siddeti ylizinden
cozdiriilmiis drneklerde pek de glivenilir olmayabilirler. Askorbik asit Sl¢iimiinde basit
kolorimetrik metodlar kullanishdir fakat siklikla nonspesifiktirler ve yeterli hassasliktan ve

uzaktirlar (Chung ve ark 2001, Kandar ve Zakova 2008).

Bununla beraber sigirlarda yapilan  bir calismada, heparinli plazma ornekleri
Dithiothreitol (DTE) ile sulandirilmis ve -20°C’de saklanmisgtir. Diger yanist ise DTE ile
muamele edilmemis ve aym ortam kosullarinda saklandiktan 3 veya 6 giin sonra

spektrofotometrik dedektdr igeren HPLC ile sletimleri yapilmistir. DTE ilave edilen
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plazmada -20°C°de 6 giin saklanan drneklerin askorbik asit diizeylerinde 6nemli bir degisim
bulunmazken, DTE ilave edilmeyen -20°C°de 3 giin saklanan orneklerde énemli bir azalma
bulunmustur. Plazmadaki vitamin C’nin oksidan bir ajan clmadan kolayca yikimlandigi
gorillmiistir. HPLC metoduyla sigirlarda vitamin C diizeylerini 1.49-3.33 mg/L arasinda
tespit etmislerdir. (Haiying ve ark 2003).

Bobrowicz ve ark, (2001) taze ve dondurulmus heparinli insan plazmasinda HPLC
yontemi kullanarak askorbik asit diizeylerindeki degisimleri arastirmuslardir. -25°C’de ilk
dondurmada %13.8, aymi sicaklikta ¢ozdiiriiliip tekrar dondurmada %28.24°1ik, -75 °C’de
saklanan &meklerde ise %8.91, tekrarlanan dondurma igleminde ise %22.59 bir kayip
bulmuslardir. Kuru buz alkol banyosunda saklanan plazma Srneklerinde ise bu kayibin ilk
dondurmada %3.51, ikinci dondurmada %14.68 oldugunu gérmiiglerdir. 2-14 giinlik
saklama stirelerinde askorbik asit (-25°C ve -75°C) diizeylerinde onemli bir degisim

saptamamuslardir.

Hong Kong Politeknik Universitesinde 2001 yilinda yapilan askorbik asitin
dayanmklihgun sleiildiigiy bir ¢alismada EDTA’ It Heparinli ve floridli 31 adet plazma
srnekleri farkl: kosullar altinda analiz edilmis ve EDTA’I plazma drneklerinde askorbik asit
kaybinin onemli &lgiide gergeklestigi gozlemlenmistir. Bununla beraber en yiiksek
konsantrasyonun heparinli tiiplerde elde edildigi bildirilmistir. EDTA plazma askorbik asit
slgiimlerinde genellikle kullanilan bir antikoagulanttir ki meveut bilgilere gore gegis metal
iyonlarim baglayabilen EDTA gibi maddeler stabilitenin saglanmasi igin uygun oldugu ileri
stirtilmiigtiir. Bununla birlikte EDTA demir baglayan bir redoks aktivitesine sahip oldugundan
askorbik asitin EDTA’lL 8meklerde daha az miktarda tespit edildigini ileri stirmiislerdir

(Chung ve ark 2001).

Bununla beraber askorbik asitin serum ve plazmadaki stabilitesi {izerine yapilan bagka
bir ¢aligmada ise; dipotasyum EDTA, lityum-heparin ve higbir antikoagiilant icermeyen drnek
tiiplerine toplanan kanlar dithiothreitol, EDTA ve perklorik asit igeren soliisyonlarla
deproteinizasyona maruz birakilmugtir. HPLC ile analiz edilen askorbik asit miktar, EDTA

igeren tiiplerle alinan rneklerde en yiiksek sonucu vermistir (Ching ve ark 2002)

Bazi antioksidant 8zellik gosteren maddelerin stabilitesi tizerine yapilan bir caligmada;

koruyucu olarak metafosforik asit ilave edilen heparinli plazma Srneklerinden 12, 24 ve 48 ay
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boyunca -70 °C derecede muhafaza edilerek saklanmug olanlarin askorbik asit, karetonoid,
retinol ve tokoferol diizeylerinde ilk vapilan analiz sonuglarnyla son yapilan analiz

sonuglarinda énemli bir kayibin olmadig rapor edilmistir. (Comstock ve ark 1995)

EDTA’h ve heparinli plazma orneklerinde -20 °C ve -70°C ‘de askorbik asit
miktarlarindaki degisimin arastirildig: bir caligmada plazma proteinleri Triklorik asetik asit
ile ¢oktiiriildiikten sonra plazmada askorbik asitin oksidasyonuna neden olan Fe ve Cv’la selat
yapmak igin 0,54 mol/L. EDTA ilave ederek askorbik asit diizeyleri dleiilmiistiir. 2-4 hafta
saklanan EDTA ilaveli ve ilavesiz her iki plazma 6rneklerinin askorbik asit diizeylerinde, -
70-Cde saklanan drneklere gére %40 kayip meydana gelmistir. 24 saat oda 1sisinda birakilan
tiim orneklerin total askorbik asit diizeylerinde 6nemli azalma oldugu goriilmustir. EDTA
ilave edilmeyen heparinli plazmalarda askorbik asit en dayamksiz bulunmus ve oda 1s1sinda
24 saatte hemen hemen tamamen yikimlanoustir. Arastiricilar, plazmada Askorbik asit tayini
icin TCA ile proteinleri ¢oktiiriilmils ve TCA’ya EDTA ilave edilmis plazma orneklerinin -
70°C’de hemen saklanmasmi onermislerdir. Yine aymi c¢aligmada metafosforik asit ile
coktirillen  oreklerde strekli temiz bir siipernatant Grlin elde edilememis ve
konsantrasyonlarin tahmin edilenden daha diisiik seviyelerde oldugu bildirilmistir (Salminen

ve Alfthan 2008).

izotop diliisyon &lgtim teknikleri kullamlarak, gaz kromotografisi-kiitle spektrometrisi
kullanilarak askorbik asit analizlerini yapildign bir calismada askorbik asitin sulu
cozeltilerindeki davramigi incelenmistir. Bu ¢alismaya gore askorbik asit, oksijene maruz
birakildiginda ve ¢ozelti metal iyonlan icerdiinde mzh bir bicimde dehidroaskorbik asite
déniistigi gozlemlenmistir. Ayrica ortamda bulunan etilendiamintetraasetikasit selatiin

oksidasyonu nlemedigi bildirilmistir (Deutsch ve Kolhouse 1993).

Jenab ve arkadaglarinm (2005) plazma vitamin C miktarinin analizi ile ilgili yaptiklarn
bir calismada 7 ila 11 yil boyunca -196 °C’de 6rnekler herhangi bir koruyucu madde ilave
edilmeden bekletilmis drneklerde florimetrik analiz ile askorbik asit miktan: Slgiilmiistiir. Bu
calismanin sonucuna gore; herhangi bir stabilizattr eklenmeden plazma askorbik asit
slctimleri 11 yila kadar kabul edilebilir bir giivenilirlik sergilemiglerdir. Askorbik asitin uzun
siire dayamkliliginin aragtirildigi bagka bir ¢alismada ditiotreitol ilave edilen serum ve plazma

sreklerinde askorbik asitin -70°C’en az 6 yil dayandigi, MPA ile korunan &rneklerde ise
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askorbik asitin her yil %1°den daha fazla yikima ugradig: gériilmiistiir (Margolis ve Duewer
1996).

Koshiishi ve ark (1998) MPA ve triklorasetik asit ile deproteinize ettikleri heparinli
plazma drneklerinde, askorbik asit ile dehidroaskorbik asit miktarlarm HPLC’de
slemiislerdir. Arastiricilar asidik plazma Srneklerinde askorbik asitin dayaniksiz oldugunu,
askorbik asitin transferinden saliverilen ferik iyonuyla ve plazma hemoglobiniyle katalize
edilerek okside oldugunu ileri stirmiiglerdir. Triklorasetik asitli plazmadaki askorbik asitin
transferin ve hemoglobinin her ikisiyle; metafosforik asitli plazmadaki askorbik asitin ise
yalnizca plazma hemoglobini ile dehidroaskorbik asite katalize edildigini tespit etmislerdir.
Bu nedenle ftriklorasetik asitle asitlendirilmis plazmada  dehidroaskorbik  asit
konsantrasyonunu metafosforik asitle asitlendirilmis plazmaya gore Snemli dlglide yiiksek
bulduklarin: iddia etmislerdir. Calisma sonunda asidik deproteinizasyonun biyolojik sivilarda
askorbik asit ve dehidroaskorbik asit 8l¢limii i¢in uygun olmadigmi, HPLC’de &rmege

herhangi bir islem yapilmadan analiz yapilmasimn uygun olacagini iddia etmiglerdir.

Askorbik asitin kisa ve uzun dénem stabilitesi lizerinde preanalitik faktdrlerin etkisinin
arastinldign bir ¢aligmada; antikoagiilant kullanimi, asidifikasyon, saklama sicakliklari ve
zaman parametreleri incelenmistir. Toplanan Srnekler HPLC ile analiz edilmigtir. Askorbik
asit degerleri; EDTA igeren tiiplerden alinan kanlar, sitrath tiipler, hi¢bir antikoagiilant ilave
edilmemis serum Srnekleri ve heparinli &rneklerin karsilastirildig: ¢aligmada, en yiiksek deger
heparinli tiiplerle alinan Srneklerde gozlemlenmistir. Kan 6rnekleri toplandiktan en kisa siire
icinde hizli bigimde santrifiij edilmesi ve daha sonra asitlendirilmesinin ve ~70°C’de saklanan

orneklerin 80 giin i¢inde analiz edilmesinin uygun olacagl gézlemlenmistir ( Karlsen ve ark.

2007)

Arastirmada elde ettiimiz bulgular degerlendirildiginde EDTA’l1 plazma askorbik
asit degerleri, serum ve heparinli plazma askorbik asit degerlerine gére diistik bulunmustur.
Bu diisiis her ne kadar proteinleri ¢oktiiriilmeden hemen bakilan, sivi azot buharinda 4 saat , -
80°C°de 24 saat bekletilen &rneklerle, proteinler MPA ile ¢6ktiiriildiikten sonra hemen ve -
80°C’de 24 saat bekletilen, spektrofotometrik olarak analizleri yapilan 6rneklerde, istatistiki
olarak 6nemli olmasa da, belirgin olarak goriilmektedir. HPLC yontemiyle olgiilen askorbik
asit analizlerinde de EDTA’h orneklerde benzer sonuclar elde edilmistir. Bazt arastiricilar
(Ching ve ark 2002, Salminen ve Alfthan 2008) EDTA nin askorbik asitin dehidroaskorbik

asite indirgenmesini onleyerek korudugunu, EDTA’I1 plazmada askorbik asit &l¢timlerinin
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dogru sonuclar verdigini; diger arastrmacilar (Deutsch ve Kolhouse 1993, Chung ve ark
2001, Karlsen ve ark. 2007) ise aragtirmalarinda tersi sonuglar elde ederek EDTA’mn
askorbik asiti hizla indirgedigini ileri siirmiiglerdir. EDTA’l1 &rmeklerde buldugumuz diigiik
askorbik asit diizeyleri EDTA nin askorbik asit diizeylerini azalttigim savunan aragtiricilar ile
benzerdir. Her ne kadar EDTA nin plazmadaki Fe ve Cu ile selat olusturarak askorbik asitin
bu elementler tarafindan reduklenmesini 6nledigi ileri siiriilse de EDTA’mmn kendisi de
askorbik asiti rediiklemektedir. Aragtincilarin bulgular arasmdaki bu farkhiligin plazmada

bulunan Fe ve Cu iyonlarinin kensantrasyonu ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Askorbik analiz yontemleri igerisinde, HPLC yontemi oldukea giivenilir ve gegerli bir
metod olarak kabul edilmektedir. Kolorimetrik yéntemlerde pratiklik, ucuzluk ve
yapilabilirlik agismdan en gok tercih edilen yontemdir. HPLC ve kolorimetrik askorbik asit
analizlerinin karsilastirldign bu ¢ahigmada HPLC yontemi ile elde edilen askorbik asit
miktarlari kolorimetrik yontemle elde edilen sonuglardan %50 civarinda diisiik bulunmustur.
Kolorimetrik yéntemler olgiim yapilacak maddelerin kimyasal &zelligine dayanarak renk
siddetinin Slgiilmesi prensibine dayanir. Askorbik asitin indirgeyici 6zellifine dayanarak
yapilan kolorimetrik yéntemde ortamda bulunan diger indirgeyici maddelerin sonuglar
etkilemis olabilecegi diistiniilebilir. Caligmada kullandigumz HPLC yonteminde Srnekler
metafosforik asitle ¢oktiiriildikten sonra analize tabi tutuldu. Ichoro ve ark. HPLC askorbik
asit  olciimleri sirasinda  orneklere herhangi bir Onislem yapmadan analiz yapilmas
gerektigini ileri stirmisslerdir. HPLC askorbik asit sonuglarinda buldugumuz disik degerler
asidik &rneklerden kaynaklanabilir. Ancak metod c¢alismast sirasinda  proteinlerin
coktiriilmeden yapilan 6n analizlerde kolon tikanmasina ve basincin yilkselmesine neden

oldugu igin tercih edilmemistir.

Proteinleri ¢oktiirmek amaciyla MPA ilave edilen 6rneklerin askorbik asit diizeyleri
plazma ve serum orneklerinin tamarmnda istatistiki olarak anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (Cizelge 5). MPA ilave edilerek yapilan aragtirmalarda, askorbik asit diizeyini
etkilemeyen bulgular oldugu gibi (Chomstock ve ark 1995); MPA ile proteinleri ¢oktiirmenin
askorbik asit analizleri icin uygun olmadigint iddia eden arastirma sonuglar da (Margolis ve
Duewer 1996, Koshiishi ve ark 1998) mevcuttur. Aragtirma kolorimetrik analizlerde
buldugumuz sonuclar MPA nin askorbik asit analiz sonuciarmi negatif olarak etkiledigini ne

siiren arastirmacilar desteklemektedir.
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Yapilan aragtirma bulgular degerlendirildiginde HPLC ile tayin edilen askorbik asit
diizeylerinde tiim saklama kosullarmda istatistiki 6nem bulunmarmustir. Ancak oda 1sisinda
hemen bakilan serum &rekleri baz almdiginda +4°C 4saat’de %35.5, sivi azot buharinda
425, -80°C 24 saat %24, -80°C 1 ay % 32 azalma oldugu goriilmiistiir (Cizelge 7). EDTAD
srneklerde distis daha belirgindir: +4°C 4saat’de o531 (p<0.05), s1v1 azot buharinda 4 saat
4,38, -80°C 24 saat %26, -80°C 1 ay % 39; heparinli 6rmeklerde ise +4°C 4saat’de %17, sivi
azot buharmda 4 saat %25, -80°C 24 saat %17, -80°C 1 ay % 16°diir.

Spektrofotometrik yontemle yapilan analizlerde serum ve plazma Oraeckleri oda
isisinda hemen bakilan drneklerle karsilastirildiginda proteinleri coktiirilmily drneklerde
istatistiki acidan Snem arz eden diilisler serumda siv1 azot buharinda 4 saat, -80°C’de 24 saat,
-80°C’de 1 ay bekletilen &rneklerde; EDTA’ plazmada tim srneklerde; heparinli plazmada
ise -80°C° de 24 saat ve -80°C’de 1 ay bekletilen orneklerin askorbik asit diizeylerinde
bulunmustur. (Cizelge 8 ) Bu dmeklerde % degisimler; serumda +4°C 4saat’de %6’hk bir
artig, stv1 azot buharinda 4 saatliklerde %34 (p<0,05), -80°C"de 24 saatlikte %38 (p<0,05), -
80°C’de 1 ayhiklarda % 47 (p<90,85); heparinli srneklerde +4°C’de 4saat’liklerde %26, sivi
azot buharinda 4 saatliklerde % 22, -80°C°de 24 saatlik 6meklerde %o 5O (p<0,85), -80°C 1
aylhik drmeklerde % 35 (p<0,05); EDTA’h srneklerde ise +4°C’de 4saatde %40 (p<0,85), sivt
azot buharinda 4 saatte % 62 (p<@,95), -80°C’de 24 saatte %4Z(p<0,05) , -80°C’de 1
ayhiklarda % 59 (p<8,05) oraminda azalma tespit edilmistir.

Proteinler ¢oktiiriilmeden spektrofotometrik metodla yapilan dlgiimlerde askorbik asit
diizeylerinde istasitiki énemde bir fark bulunmamistir. MPA ilavesiz ~ serumda +4°C
4saat’de %10, sivi azot buharinda 4 saat %o14, -80°C 24 saat %18, -80°C 1 ay % 17,
heparinli 6rneklerde +4°C 4saat’de % 1 s1v1 azot buharinda 4 saat %11 , -80°C 24 saat %19,
-80°C 1 ay % 18; EDTA’l orneklerde ise +4°C 4saat’de %23, stvi azot buharinda 4 saat
%14, -80°C 24 saat %17, -80°C 1 aylikta %16 oranmda azalma tespit edilmistir.

Askorbik asitin farkli saklama kosullarinda dayaniklihigimin arastinildigi calismalarda
220°Cde 1 hafia saklanan MPA’ 1 plazma drneklerinde %10-20°1ik bir azalma (Bradley ve
ark 1973), 24 saat bekletilen heparinli srneklerde %20 (Chung ve ark 2001), -70°C’de
MPA’h 6rneklerin 2 haftadan 10 yila kadar dayandigs (Deutsch ve Kolhouse 1993, Bobrowicz
ve ark., 2001, Comstock ve ark.1995, Margolis ve Duewer 1996), higbir isleme tabi

tutulmayan 6rneklerin -196°C’de 11 yil Snemli bir degisime ugramadif: (Jenab ve ark. 2005)
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goritlmiistiir, — 196°C’de higbir koruyucu ilave etmeden bekletilen dmeklerde herhangi kayip
olmadigi bildirilmesine ragmen sivi azot buharinda (~ -196°C) 4 saat beklettigimiz drneklerde
9%11-14 aras1 azalma tayin edilmistir. Yaptigimiz aragtwmada, HPLC ve spektrofotometrik
metodlarla dlciilen askorbik asit diizeyleri, en yiiksek oda 1sisinda hemen bakilan Smeklerde
bulunmustur. Tiim saklama kogullarinda askorbik asit miktarlar bir kayba ugramistir. En az

kaybin MPA ilavesiz 6rneklerde oldufu goriilmektedir.
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5.SONUC

Askorbik asitin  biyolojik &rmeklerde Oneminin anlagilmasindan  sonra metod
kargilagtirmalan ve dayaniklihi@ ile ilgili ¢ok sayida aragtirma yapibmigtir. Ancak sonuglar
halen tartigmalidir, askorbik asitin dayamklihigni artiracak cesitli Oneriler bulunmasina
ragmen bunlarmn tersi sonucu bulunan aragtirmalarda bulunmaktadir. Arastrmamizda elde
ettigimiz. bulgular1 degerlendirdigimizde serum ve heparinli plazmanmm EDTA’L plazma
srneklerine gore askorbik asit analizleri igin daha uygun olacagt sonucuna vardik. Miimkiinse
serum veya plazma drneklerinde askorbik asit analizlerinin oda 1sisinda hemen bakilmasmn
dogru sonuglar verecegi goriildi. HPLC metodunun srnegin hazirlanmas:  ve enjeksiyonu
sirasinda gecen zamamn olumsuz etkilerinin olabileceginden seri analizler igin uygun
olmadif, ancak tek tek yapilacak &lglimler igin daha giivenilir olacag: kanisindayiz.
Metafosforik asitin, askorbik asit analizi igin uygun bir protein ¢oktiriicii olmadign
diigiinmekteyiz. Epidemiyolojik ¢aligmalarda oldugu gibi cok sayida Smnekte askorbik asit
tayinin gerektigi durumlarda, serum ve heparinli plazma drneklerinin +4°C° de 4 saat, sivi
azot buharinda 4 saat proteinler ¢oktiiriilmeden saklanabilecegi, diisik bir (%1-14) kaympla
askorbik asit analizinin yapilabilecegi goriisiindeyiz. HPLC ve kolorimetrik yontemler ile elde
ettigimiz bulgular arasindaki fark gdz Oniine alindiginda aragtirma sonucunda referens
almacak ve karsilastinilacak sonuglarm mutlaka aym y6ntem kullanilarak elde edilen
sonuglarla karsilagtinilmasi gerektigi sonucuna vardik. Cahgmanin askorbik asit analizi ile
ilgili yapilacak ¢aligmalara igik tutacagi, ancak farkl: protein ¢oktiiriictilerin kullaniidags,
yalnizca bir saklama kogulunda (+4°C, -196°C gibi) kisa ve uzun siireli zamanlarda muhafaza

edilen orneklerde yapilacak kargilastirmalr ¢aligmalara gerek oldugu kanisindayiz.
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OZET

Askorbik asit (Vitamin C ), bazi hayvan tiirlerinde, insanlarda ve primatlarda diyetle
alinan, bircok biyokimyasal reaksiyonlarda ve fizyolojik stireglerde yer alan, suda eriyebilen
bir vitamin tiriidir. Son yillarda yapilan galigmalarla askorbik asitin genel saglik durumunun
bir belirteci olabilecegi, kanser ve diyabet gibi Onemli rahatsizliklarda tedavide
kullaniiabilecegi lizerinde durulmaktadir,

Vitamin C, kimyasal yapisi nedeniyle ¢ok kolay bozunabilen bir molekiildiir. Askorbik
asit en-diol grubunun tek hidrojenini vererck dehidroaskorbik asite doniigiir. Bozunmanin
nedeni olarak cevre sartlarmin (pH, 11k, oksijen konsantrasyonu, divalen katyonlar,
oksitleyici enzimler) ¢nemli bir etkisi oldugu diistiniilmektedir. Kandaki askorbik asit
miktarimn  Slciimiinde  askorbik  asitin bu  kararsiz  yapist  Slglimiin glivenilirligini
etkilemektedir. Kandaki askorbik asit Olctimlerinde, bu nedenden dolayr analiz &ncesi
faktorlerin Snemi artmaktadir.

Bu ¢alismanin amaci; serumda ve plazmada askorbik asitin lciimii igin farkli Srnek
hazirlama metodlart gelistirip, farkli ortam kosullarinda ve farkli dlgiim yontemleri
kullamlarak en saghikli lciimiin belirlenebilmesi itizerinedir. Bu amagla; askorbik asit
lciimiine zamanm, farkli sicakliklardaki saklama kosullarmm, &rneklere MPA ilavesi
yapilmasimnin, HPLC ve spektrofotometrik yontemlerin son olarak da kan aliminda kullanilan
antikoagiilanlarin etkisi arastirilmigtir.

Serum ve plazma Srnekleri, 4-6 yaglarindaki 10 adet sifirdan elde edilmistir. Serum ve
plazmalar elde edildikten sonra farkl ortam kosullarna tabi tutulmak iizere bes farkl: gruba
bolinmiis, orneklerin yarisma MPA ilave edilmis ve hem HPLC hem spektrofotometrik
yontemle analiz edilmigtir. Elde edilen sonuglar istatistiki olarak degerlendirilmistir. EDTA
antikoagiilani kullamlarak almmig kan Srneklerinde anlamli olarak azalma saptanmus, farkli
ortam kogullarinda birakilan 6rneklerin analiz sonuglannda ise genel olarak anlamli bir
degisiklik saptanmamugtir. MPA ilave edilen ve edilmeyen drneklerde ise genel olarak anlamls
farkhiliklar saptannms, MPA ilavesi yapilan numunelerde askorbik asit konsantrasyonu daha
az miktarda bulunmustur.  Spektrofotometrik  yontemle dlgiilen  askorbik asit
konsantrasyonlari ise sayisal olarak daha fazla miktarda saptanmistir.

Sonug olarak serum ve plazmada askorbik asit Slglimiiniin hemen yapilmasi ve
EDTA’lLL tiiplerden ziyade serum veya heparinli tiiplerin kullanilmas:  gerektigi
snerilmektedir. Ote yandan bu galismamn bulgular 1:1i@inda bu konu hakkinda daha fazla
srnek sayistyla calismalarin yapilmasi gerektigi degerlendirmesi yapilabilir.

Anahtar kelimeler: askorbik asit, stabilite, HPLC, serum, plazma



SUMMARY
Determination of Ascorbic Acid in Plasma and Serum: Method and Stability Studies

Ascorbic acid is a kind of vitamin which can melt in water and is taken by dietary by
primats, people and some kind of animals and takes place in many biochemical reactions and
pHysiologic processes. Recent studies show that ascorbic acid can be an indicator of general
healt condition and also can be used in the treatment with major diseases such as cancer and
diabetes. .

Vitamin C, is a molecule which can easily degregate because of its chemical structure.
Ascorbic acid converts into dehydroascorbic acid by giving one hydrogen of en-diol group. It
is tought that the reason of degregation is enviromental conditions (PH, light, oxygen
concentration, divalent cations, oxidant enzymes). In the measurement of the amount of
ascorbic acid in blood, the unstable structure of ascorbic acid effects the reability of
measurement. So the importance of pre-analytical factors is increasing in ascorbic acid
measurements.

The aim of the study is to improve different sample preparing methods by using
different measurement techniques in different environment conditions. The effects of time on
ascorbic acid measurement, storage conditions at different temperatures, adding MPA to the
samples, HPLC and spectrophotometric techniques and anticoagulants that are used at taking
blood samples are investigated.

Serum and plasma samples were obtained from 10 cattle aged 4-6. After serum and
plasma are obtained they are divided into five different groups to be exposed to different
enviromental conditionals, MPA is added to half of it and it is analyzed using both HPLC and
spectrophotometric technics. The results obtained are statistically evaluated. The blood
samples which are taken by using EDTA anticoagulant are found to be significiantly reduced.
But any significiant diffrence was detected in the samples which were left at different
environmental conditions. Important differences were detected in the samples which are
ireated and not treated with MPA. Ascorbic acid concentration is found less in the samples
which are aded MPA. Ascorbic acid concentrations which are measured by using
spectrophotometric technic were found numerically at great amounts.

As a result; quick measurement of ascorbic acid in serum and plasma and necessity of
using heparin tubes rather than EDTA tubes are adviced. On the other hand, in the light of the
findings of this study it can be said that more studies should be done with more samples.

Key words: Ascorbic acid, stability, HPLC, serum, plazma
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