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Farkli Sabunlastirma Yontemleri Kullanarak Kan Serumunda ve

Siitte Karotin ve Vitamin A Tayini Uzerinde Cahsmalar *

Nurhayat ATASOY"' Hayati GAMAS?

Ozet

Bu ¢aliymada, soguk ve sicak sabunlasnrma yontemleri kullamlarak kan serumunda ve siltte vitamin A ile total

karotinlerin miktarlar: tayin edildi. )
Yirmi koyundan alnan kan serumunda, sabunlastrma iglemi uygulanmaksizin yapilan tayinde ortalama vitamin A

degeri 37.92 1 2.31 g/100 mi, total karotin degeri 51.57 7 2.49 Lg/100 ml; soguk sabunlagtirmada vitamin A 37.31 +239u
g/100 ml, total karotin 50.91 1 2.59 1ig/100 ml; sicak sabunlagtirmada ise vitamin A 37.87 1 2.28 pg/100 ml, total karotin de
51.06 £ 2.59 Lg/100 ml olarak bulundu.

Siitteki degerler ise 20 inek sitiniin analizi sonunda ortalama vitamin A degerleri soguk sabunlagtirma ile 54.09 £5.20
Hg/100 mi, sicak sabunlagtirma ile 54.15 7 5.17 Lg/100 ml; total karotin degerleri de soguk sabunlastirmada 71.87 1671 u

g/100 ml, sicak sabunlagtirmada 71.89 1 6.72 pig/100 ml olarak tesbit edildi.
Yapilan istatistiki hesaplamalar sonunda degisik islemlerle elde edilen degerler arasinda herhangi bir fark bulunmadi.

Anahtar Kelimeler: Vitamin A, Total karotin, Sicak sabunlagtirma, Soguk sabunlagtirma, St ve serum.

Summary
Studies on Vitamin A and Carotene Levels in Blood Serum and Milk by Using Different Saponification Methods

In this study, by using cold and hot Saponification methods, the amounts of vitamin A and the total carotene in blood
serum and milk has been determined.

The total vitamin A value in blood serums taken from 20 sheep, without using saponification method, was 37.92 +231
Jg/100 ml, the total carotene value was 51.57 +2.49 1g/100 mi; the vitamin A value in cold saponification was 37.31 2391
g/100 ml, the total cartone value was 50.91 1-2.59 1g/100 ml; as to the hot saponification, the vitamin A value was 3 7.87 £2.28

Jg/100 ml, and the total carotene was 51.06 7 2.59 1ig/100 m.
As to the values in milk; the average vitamin A values in milk taken from 20 cows, was 54.09 7 5.20 tig/100 ml in cold

saponification, was 54.15 1 5.17 Lig/100 ml in hot saponification, the total carotene values was 71.87 1 6.71 ig/100 ml in cold

saponification, was 71.89 16.72 pg/100 ml in hot saponification.
There were not found any statistically difference between values.

Key Words: Vitamin A, Total carotene, Cold saponification, Hot saponification, Milk and serum
yeni sorunlar ortaya gikarmaktadir.

Giris Vitaminler vucuttaki biiylime-gelisme ve enerji

Cagimiz modern yasam bigiminin getirdigi bir  harcama olaylarin diizenleyen, yeni dokulann yapimi
degisim igindedir. Bu degisimin etkileri saglikta ve
saghgin aynlmaz bir pargast olan beslenmede de
goriilmektedir. Bir taraftan geligen teknoloji, laboratuvar  igin gart olan maddelerdir (1). Ulkemiz, en onemli
olanaklan, yeni durumlarn belirlenmesini  proteini ve vitaminleri saglayan degisik hayvan
gerceklestirirken, 6te yandan hizli yasam nedeniyle gruplarna sahiptir. Boyle olmasina ragmen hayvan
uygulamalar ve ahskanhiklarin degismesi beslenmede  yetigtiriciliginde yeterli bilgiye sahip olunamadig1 igin

" Bu ¢aligma Yiiksek Lisans tezinden ozetlenmistir.
''Y.Y.U., Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Bolimii, VAN.
2K AU, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, KARS.
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balam ve beslemede aksakhklar ortaya g¢ikmaktadir.
Sonugta  vitamin  eksikligi  hayvanlarda  agik¢a
gozlenmekte ve bu durum onlarin et ve siitlerine olumsuz
yonde yansimaktadir. Hayvanlann aldiklari  besin
maddelerine gore verimlerinde farklh ozellikler belirir.
Nitekim tereyaginda A vitamininin ve karotinin fazla
olusuna gore yagin rengi degisik olur. Karotin
fazlahginin yag san renge, A vitamini fazlahfimin ise
vagt beyaz renge domniistirdiigii bariz olarak goriiliir.
Vitamin A yagda ¢oziinebilen ve 4 isopren molekiiliinden
kurulmus ¢ok sayida doymamis baga sahip bir alkoldiir.
Amprik formili CooH300, molekiil agirlig 286.46°dir
Q@.

Vitamin A’nin retinol, retinal ve retinoik asit
olmak iizere ti¢ biyolojik aktif seklinde olustugu
bildirilmektedir (3). A vitamini bilesiklerinin hepsi bir
trimetilsiklohekzinil grup ve dort ¢ift baglar ile alltrans
polien zinciri ihtiva ederler (4 ).

A vitamini sadece insan ve hayvanlarda bulunur
(3, 5). Insan ve hayvanlarin besini olan bitkilerdeki
provitaminler barsak yolu ile kana geger ve oradan da
karacigere gider. Burada karotinaz enzimi yardimiyla
aktiflesip vitamin A olur (2). Bitkisel gidalarda bulunan
vitamin A biyolojik olarak aktif degildir ( 6 ). Bitkisel
kaynakh besinler, vitamin A’min provitamini olan [3-
karotin, hayvansal kaynaklilar ise vitaminin uzun zincirli
yag asitleri ile verdigi retinil esterlerini igerirler ( 7).

Biyilyen ve gelisen hayvanlarda hiicreler
farklilagma yeteneklerini korurlar ve birden fazla yone
dogru farklilik gosterirler. Farklilagma iizerine vitamin A
etkisinin genel bir gézlemi, vitaminin biyiik ¢ogunlukla
haraketini bipotansiyel hicreler fizerine yogunlastirmig
olmasidir. Vitamin A eksikliginin hiicresel diizeydeki

etkileri, gastro-intestinal bolge, triner bdlge, solunum ve
agiz bolgesi epiteli olarak hizla farkhlagan dokularda

goriiliir (8, 9, 10, 11).

Ayrnica vitamin A’nin farkhilagma izerine olan
etkisi, kemik ve diglerin gelisimi ( 12, 13 ) ve embriyonal
gelisimdeki etkileri, spermatogenesis’in korunmast ( 14,
15 ) olarak agiklanmustir. Diinyada ve iilkemizde farkli
yillarda, degisik yore ve gruplarda yapilan aragtirmalar,
cesitli nedenlerden organizmanin almasi gereken giinliik
besin maddelerinin daha az miktarda alindigim
gostermektedir. Tiirkiye’de 1974 yilimn Kasim-Temmuz
aylarinda beslenme konusunda yapilan aragtirmamn
sonuclan, vitaminlerin tikketiminin yeterli olmadigini
gostermistir. Egemen ( 1) ‘in arastirmalanina gére halkin
% 3.3’ii giinde 3000-4000 IU vitamin A alirken, % 96.7
gibi biiyiik bir ¢ogunlugunun bu miktardan ¢ok daha az
aldigz tesbit edilmistir.

Beslenmedeki bu- eksiklik, kisi saghiginda ciddi
olumsuzluklar yaratmaktadir. Bu nedenle hangi
vitaminlerin hangi gida maddelerinde ne oranda var
oldugunun tespit edilip insanlann bilgisine sunulmast,
hatk saghg yoniinden 6nem tagimaktadir. Ancak bu
amagla kullanilan tayin metodlarimin hassas ve giivenilir
olmasi da ayrica ¢ok 6nem tastyan diger bir husustur.

Kan serumunda vitamin A tayini i¢in ¢ok gesitli
metodlar vardir ( 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,

26 ). Vitamin A tayinlerinde laboratuvardan laboratuvara
bityiik farklibklar oldugu gibi, aym analiz tekniginin
uygulanmasinda bile farklihiklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu
farkhiliklarin gogunlugu ara¢ ve geregte kendisini
gostermektedir. Vitamin A’nin tayininde kullamlan
metodlar gencllikle sunlardir; Vitamin A antimon
trikloriir ile fotometrik tayini ( 17, 20 ), trifloroasetik asit
(18), triklor asetik asit (19), gliseroldiklorohidrin (21)
ayiraglan ile verdigi reaksiyonlara dayanan tayinlerdir.
Ayrica retinoliin trimetilslil esterlerini yapip, gaz
kromatografisine vererek Gas chrom Q’ iizerinde SE30
kolonu ile tayini de mumkindir ( 27 ). Diger tayin
yontemlerinde ise, ayirma kromatografisi ile Sephadex
LH 20°de vitamin A, karotin, vitamin D ve vitamin
E’den aynlir ve UV  spektrofotometresinde
konsantrasyonu tayin edilir. Biyolojik metodlar da
ekseriya belli bir besinin ihtiva ettigi belli bir vitamini
tayin etmek i¢in kullamlir. Biyolojik metod zaman alici,
pahali ve masrafli bir metod oldugundan dolayr
giiniimiizde sadece  kontrol metodu olarak
kullanilmaktadir (28).

Serumda f-karotin  tayininde
cogunda, f3-karotin diger karotinoidlerle birlikte
ekstrakte edilir ve bu kansimn, vizibl sahadaki
absorbansinin  B-karotinin absorbansiu temsil ettigi
kabul edilir. Aslinda kan serunmnda total karotinoidlerle
BB-karotin arasinda yiiksek pozitif korelasyon ( r=0.99 )
mevcut oldugundan, genellikle tayin prosediirii gii¢ olan

metodlarin

B-karotin  yerine total karotinoidlerin  tayini
yapilmaktadir ( 29 ).

Materyal ve Metot

Materyal:

Van ili Bardakg¢: koyiinden yaglant 3-10 arasinda
degisen 20 bas yerli sigirdan alinan siit 6rnekleri ile, Van
ili Belediye Mezbahasinda yaslann 2-5 arasinda degisen
20 bas koyundan alinan kan serumu Ornekleri
aragtirmanin materyalini olusturdu. Kan numuneleri V.
juguiaristen alindi. Alinan kanlar, santrifiij cihazinda
3000 rpm’de 10 dakika dondiiriilerek serumlar ayrildi.
Daha sonra serumlar, agz kapakh steril tiiplere alinarak
analizler gergeklestirildi. Siit numuneleri ise steril
sartlarda alinarak -15 °C’de dipfrizde muhafaza edildi.
Iki haftabk sirede aym sit Orneklerine farkh
sabunlagtirma yontemleri uygulandi.

Metot:

Kan serumunda vitamin A ve karotin tayini:
Serum ya da serum proteinleri alkol ile ¢oktiirildi.
Karotin ve vitamin A petrol eteriyle ekstrakte edildi.
Plazma ya da serumde vitamin A’mn biiyiik bir béliimii
alkol formunda (retinol) bulundugundan sabunlagtirmaya
gerek duymaksizin dogrudan dogruya ekstrakte edildi.
Ekstraktin absorbsiyonu 450 nm dalga boyunda okunarak
karotin konsantrasyonu tayin edildi. Petrol eteri, azot
gaz1 altinda buharlagtirildi. Geride kalan tortu ilizerine
kromojen c¢ozelti, yani Carr-Price ayiraci ilave edildi.
Meydana gelen mavi rengin intensitesi 650 nm dalga
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boyunda okunarak vitamin A’mn miktan hesaplandi.
Ancak kromojen gozelti ile karotinde renk reaksiyonuna
katildigindan burada bir karotin diizeltmesi yapild: (29 ).

Siitte ve kan serumunda sofuk sabunlagtirma
ile vitamin kan serumunda A ve karotin tayini: Siitte
ve serumda vitamin A ve karotin tayini i¢in Camas ( 29 )
tarafindan bildirilen Willstaedt metodu uygulandi. Buna
gore siit yaf, potasyum hidroksit ile soguk olarak
sabunlastinild:. Sabunlagmayan kisim ekstrakte edildi.
Daha sonra san rengin 460 nm dalga boyunda; Carr-
Price ayiracin ilavesi ile meydana gelen mavi rengin de
620 nm dalga boyunda okunmas: ile spektrofotometrik
olarak karotin ve vitamin A tayini yapildi.

Siitte ve kan serumunda sicak sabunlagtzrma
ile vitamin kan serumunda A ve karotin tayini: Siit
yag1 ve kan serumu potasyum hidroksit ile sicak olarak

sabunlagtinildi. Sabunlagmayan kistm ekstrakte
edildi. Sarnn rengin 460 nm dalga boyunda;
ekstinsiyonunun  okunmas: ile karotin; Carr-Price
ayiracinin ilavesiyle olusan mavi rengin ekstinsiyonunun
okunmast suretiyle spektrofotometrik olarak vitamin A
tayini yapildi ( 29).

Bulgular
Siit ve kan serumlarina ait vitamin A ve total
karotin degerleri Tablo 1,2,3’te gosterilmistir.

Tablo 1: Soguk ve sicak sabunlastirma yontemleri sonunda siitte tayin edilen ortalama vitamin A ve total

karotin degerleri. !

Vitamin A Total karotin
Soguk sabunlagtirma Sicak sabunlagtirma Soguk sabunlagtirma Sicak sabunlagtirma
X+Sx:54.09+52 X+Sx:54.15+5.17 X+8x:71.87£6.71 X+Sx: 7189 +£6.72
T12 :0.0 Ty 1 :0.0 Ti2 :0.0 Ta1 :0.0
n: 20 n: 20 n: 20 n: 20

Tablo 2: Sabunlastirmadan, Soguk ve sicak sabunlastirma yontemleri sonunda kan serumunda tayin edilen

ortalama vitamin A dejerleri.
Vitamin A
Sabunlastirmadan Soguk sabunlagtirma Sicak sabunlastirma
X+S8x :37.92 £2.31 X4+8x:37.31 £2.39 X+Sx :37.87 +2.28
Ti2 :0.0 Ty 3 : 0.0 T13 :0.0
n: 20 n: 20 n; 20

Tablo 3: Sabunlagtirmadan, Soguk ve sicak sabunlastirma yontemleri sonunda kan serumunda tayin edilen

ortalama total karotin degerleri.

Total karotin
Sabunlagtirmadan Soguk sabunlagtirma Sicak sabunlastirma
X+Sx :51.75 +2.49 X48x :50.91 +2.59 XESx :51.06 £2.59
T12 :0.1 Tp3 :0.0 T3 1 :0.1
n: 20 n: 20 n: 20
bulunmustur.

Tartisma ve Sonug

Kan serumunda sabunlastirma iglemi
uygulanmaksizin elde edilen vitamin A degerlerinin
ortalamast 37. 92 % 231 ug/100 ml, total karotin
degerlerinin ortalamas1 ise 51.57 * 2.49 Lg/100 ml
olarak bulunmugtur.

Kan secrumunda  sofuk  sabunlagtirma
yonteminin uygulanmasindan sonra elde edilen vitamin
A degerlerinin ortalamas1 37.31 £ 239 Hg/100 ml,
karotin degerlerinin ortalama degerleri ise 50.91 £ 2.59
Hg/100 ml olarak tesbit edilmistir. Kan serumunda sicak
sabunlastirma isleminden sonra saptananan vitamin A
228  ug/100 ml,
1tg/100 ml olarak

degerlerinin ortalamas1 37.87 *
karotininki de 51.06 * 2.59

Her ii¢ yontem ile elde edilen ortalama vitamin
A ve total karotin miktarlarimin istatistiki acidan
degerlendirilmesinde, gerek vitamin A yoniinden ve

gerekse total karotin yoniinden 6nemli bir fark tesbit
edilmemistir.

Siitteki Vitamin A ve total karotin degerlerine
gelince, sofuk sabunlagtirma yonteminin uygulanma-
sindan sonra dlgiilen ortalama vitamin A degeri 54.09 £
5.20 Lg/100 mli, karotin degeri 71.87 £6.75 Lg/100 ml
olarak bulunmustur. Sicak sabunlastirmadan sonra ise
ortalama 54.15 £5.17 Ug/100 ml vitamin A, 71.89 *
6.72 11g/100 ml total karotin degerleri saptanmastir.

Kan serumunda oldugu gibi siitte de, her iki
yontemle elde edilen ortalama vitamin A ve total karotin
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degerlerinin istatistiki olarak karsilagtinlmasinda, gerek
vitamin A y6niinden ve gerekse total karotin y6éniinden
6nemli bir fark bulunamamugtir. Tablo 2 ile Tablo 3
incelendiginde, sabunlastirma islemi uygulanmadan,
soguk ve sicak sabunlagtirma isleminin uygulanmasindan
sonra elde edilen vitamin A degerleri ile total karotin
degerleri arasinda istatistiki acidan 6nemli bir farkin
bulunmadify gézlenmistir. Kromatografi yontemine
bagvurulmasinin da elde edilen sonuglan etkilemedigi
gorilmiistiir. :

Total karotin degerlerinin her ii¢ yéntem
sonunda benzer olarak ortaya ¢ikmasi esasen beklenen
bir somugtur. Zira kullamilan analiz materyalinde
karotinler serbest olarak bulunmaktadir. Oksitlenmeye
karst korundufunda materyalin igerdigi karotinlerin
hemen hemen tiimii ekstrakte edilebilmektedir. Ancak
vitamin A igin aym sey soOylenemez. Ciinkii kan
serumunda az da olsa vitamin A’min % 20 kadan
esterlesmis formda bulunmaktadir ( 17 ). Bu nedenle
retinol esterlerinin hidrolizi ile sonucun etkilenip
etkilenmeyecegi  diiginiilmiis ve  sabunlagtirma
yontemlerine bag vurulmustur. Ancak  sonugcta,
sabunlastirilarak elde edilen degerlerin, sabunlas-
tirilmadan elde edilen degerlerden farklh olmadig:
goriilmiigtiir. Gerek sabunlagtirmadan ve gerekse sabun-
lastinlarak tayin edilen degerlerin farksiz olarak ortaya
¢tkmasi, kan serumundaki % 20 kadar esterlesmis form-
da vitamin A’nin akibetini diigiindiirebilir. Sabunlagtirma
islemlerinin olduk¢a uzun ve zaman alici oldugu,
vitamin A’min okidasyona dayali bulundugu dikkate
ahmrsa, uzun siiren iglemler sonunda her tiirlii koruma
onlemlerine ragmen bir miktar vitamin A kaybinin soz
konusu olabilecegi seklinde bu durumun agiklanmasi
miimkiin gozitkmektedir.

Kaynaklann incelenmesinde de kan serumunda
vitamin A tayini yapilirken, sabunlagtirma yéntemlerine
ender olarak bas vuruldugu gozlenmektedir ( 30 ).

Tipk: kan serumunda oldugu gibi, siitte de
sabunlagtirma yontemlerinin farkh olusu, kromatografi
uygulamasimn yapilip yapilmamasi gibi farkl: iglemlerin
gerek vitamin A degerleri acisindan ve gerekse total
karotin agistndan sonuglan etkilemedigi gozlenmektedir.

Siitte vitamin A biiyilkk oranda esterlegmis
formda bulundugu igin, sabunlagtirma islemlerinin
uygulanmas1 gereklidir ( 17, 31, 32 ). Ancak gerek
zaman ve kimyasal madde sarfiyati agisindan en
ekonomik ve gerekse giivenilirlik agisindan da en hassas
ve laboratuvar olanaklarina en uygun metodun segilmesi
en biiyiik sorunu olusturmaktadir.

Bu aragtirmada, her tirli ihtimal goéz 6niinde
bulundurularak dogrudan dogruya sabunlagtiriimadan,
sicak ve soguk sabunlastirma ile, kromatografi islemi

t“uygulanarak degisik prosediirler tatbik edilmistir.

Sonu¢ olarak kan serumunda sabunlastirma
islemine bas vurulmadan, siitte ise soguk sabunlastirma
ile vitamin A ve total karotin tayinlerinin ekonomik ve
giivenilir  oldugu, kromatografi islemlerine gerek
bulunmadig1 kanaatine varilmugtir,
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