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OZET

RENKLI MATERYALLERDE ASKORBIK ASIT (VITAMIN Cy’IN
SPEKTROFOTOMETRIK YONTEM ILE TAYINI

Oznur DULGER

Kimya Ana Bilim Dal1
Yiksek Lisans Tezi

Tez Damgmant: Prof. Dr. Mahmure USTUN OZGUR

Renkli materyallerde askorbik asit (Vitamin C)’in spektrofotometrik yontem ile tayini
icin 3 ayr1 yontem gelistirildi ve bu yontemlerden elde edilen bulgular dogruluk ve
presizyon yoninden t ve F testleri yardimiyla %95 guvenirlik dizeyinde istatiksel
olarak kargilastirildi ve uygulanan yontemler degerlendirildi. Askorbik asit igeren
meyve, sebze, meyvesuyu, toz icecek, gazli igecek, farmasétik preparat, bebek mamasi
ve bon bon geker 6rneklerinde bulunan askorbik asit tirev spektrofotometrik yontem,
fark yontemi ve modifiye spektrofotometrik yontem ile herhangi bir ayirma iglemi
uygulanmadan tayin edildi. Caligtlan numunelerden askorbik asit tayini metafosforik
asit- asetik asit (%3-%8) karigimu ile ekstraksiyon, santrifiij, uygun seyreltme ile
hazirlanan numune ekstresinde yapildi. Deneysel ¢aligmalarda kullanilan numunelerde
askorbik asit tayini i¢in geligtirilen tirev spektrofotometrik yontem icin birinci derece
tirev spektrumunda 258nm’deki minimuma ait tiirev absorbans degeri, fark yontem igin
absorpsiyon spektrumunda 269nm’deki maksimuma ait absorbans degeri, modifiye
spektrofotometrik yontem igin ise 531nm’deki minimuma ait absorbans deZeri
kullanildi.  Tirev  spektrofotometrik  yontem, fark yontemi ve modifiye
spektrofotometrik yontem igin 6lgu egrileri sirasiyla 2-10 mg.L", 2-10 mgL" ve 1-10
mg L konsantrasyon araliginda hazirland.
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ABSTRACT

DETERMINATION of VITAMIN C in COLOURED MATHERIALS
by SPECTROPHOTOMETRIC METHOD

Oznur DULGER

Department of Chemistry
MSec. Thesis

Advisor: Prof. Dr. Mahmure USTUN OZGUR

To determination of ascorbic acid (Vitamin C) in color materials, three separate
methods for the determination of the spectrophotometric method was developed and the
findings of these methods in terms of accuracy and precision with the help of t and F
tests were compared with 95% confidence level, statistically evaluated and the methods
applied. Using a modified spectrophotometric method and the difference method is
applied to ascorbic acid determination in samples of fruits and vegetables, fiuit juice,
powdered drinks, carbonated beverages, pharmaceutical preparation, baby food and bon
bon sugar any separation process were determined. Determination of ascorbic acid in
the samples was studied with the sample extracts were prepared by a mixture
metaphosphoric acid-acetic acid (3% - 8%) of extraction, centrifugation, appropriate
dilution. Samples used in the study developed for the determination of ascorbic acid
derivative spectrophotometric method for the first-order derivative spectrum of the
derivative of the absorbance value 258nm a minimum, the difference method for the
absorption spectrum of the 269nm maximum absorbance value of the modified method
for the spectrophotometric absorbance of the minimum 531nm value was used.
Derivative = spectrophotometric method, the difference method, and modified
spectrophotometric method for the measurement curves, respectively, in the range of 2-
10 mgL™, 2-10 mgL" and 1-10 mg L concentration was prepared.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Canli organizmanin saglikli bir yagsami devam ettirebilmesi i¢in karbonhidrat, lipid,
protein ve inorganik maddelerden bagka, ¢ok az miktarda, diger bazi organik besin
maddelerine de ihtiyaci vardir, bu maddeler vitaminlerdir. Vitaminin kelime anlami
"yvasam aminidir". Vitaminlerin diger besin maddelerinden farki, doku yapisina
girmemeleri ve organizmaya enerji saglamamalaridir [1]. Vicutta buyiime, gelisme,
onarim gibi bir¢ok iglevde rol alan vitaminler, diizenli olarak her giin belirli miktarlarda
alinmasi gerekir. Vitaminlerin gidalardan eksik alinmasi, emilim bozukluklar: ya da
metabolik bozukluklara neden olur.
Gidalarda vitamin analizleri; gidadaki vitamin degerini belirlemek, mevzuata
uygunlugunu aragtirmak, etiket bilgilerine uygunlugunu arastirmak Uzere yapilabilir.
Farmasotik preparatlarda, meyve sularinda, idrarda, plasmada askorbik asidin kantitatif
analizi igin ¢ecitli metodlar uygulanmistir. Bunlardan bazilar titrasyon [2, 3], HPLC [3-
6], spektrofotometri [7-16], florimetri [17, 18], tiirbidimetri [19] ve potansiyometri [20].
o(Cesitli materyallerde askorbik asit miktar tayin yontemleri Bolim 2. 7 de

siniflandiriiarak bahsedildi.

1.2 Tezin Amaci

Bu caligmada amacimiz askorbik asit analizi i¢in gelistirilen tirev spektrofotometrik
yontem, fark yontemi ve modifiye spektrofotometrik yontemin askorbik asit igeren

renkli ve renksiz olmak tizere farkli numuneler (meyve, sebze, meyvesuyu, toz icecek,

1




gazh igecek, farmasotik preparat, bebek mamasi ve bon bon seker) de askorbik asit
tayinine uygulanabilirliginin incelenmesidir. Deneysel caligmalarda renkli ve renksiz
olmak ftzere farkli numuneler secerek askorbik asit analizi igin gelistirdigimiz
yontemlerin kullanilabilirliginin ortaya konmasi amaglanmistir. Standart yontem olarak
kabul edilen 2,6-DCIP titrasyon yontemi ile 6rnekteki vitamin C miktarinin saptanmasi
icin yapilan titrasyon c¢aligmasinda Ornegin renginin pembe olmast durumunda
titrasyonun doniim noktasi tam olarak saptanamamaktadir. Ozellikle renkli numunelerde
yapilan titrasyon c¢aligmasinda titrasyonun bitisinde titrantin mavi renginin pembe
renge doniisimii ile sonlanmasi standart yontem olarak kabul edilen 2,6-DCIP titrasyon
yontemin kullamilabilirligini zorlagtirmaktadir. Bu caligmada askorbik asit tayini igin
titrasyon yonteminin kullanilabilirligin gii¢ oldugu durumlarda askorbik asit tayini igin

hizly, kolay, pratik ve kullanilabilir yéntemlerin geligtirilmesi amaclanmusgtir.

1.3 Bulgular

Bu calismada renkli ve renksiz olmak tizere farkli numuneler secerek askorbik asit
analizi i¢in gelistirdigimiz yontemlerin kullanilabilirliginin ortaya konmasi amaglandi.
Bunun icgin askorbik asit miktari tayin edilecek numuneler (meyve ve sebze, bebek
mamasi, bon bon seker, farmasotik Uriin) den askorbik asidin ekstraksiyonu igin
metafosforik asit- asetik asit (%3-%8) kangitminin iyi bir ekstraksiyon ¢ozeltisi oldugu
gorildi. Numunelerden askorbik asit ekstraksiyonu icin karigtirma siiresinin numunenin
icerigi sert ve yumusak dokuya sahip olmasiyla degistigi gozlendi ve karigtirma siiresi
icin optimum sire uygulanmasi gerektigi ongorildii. Standart askorbik asit ¢ozeltisi
ekstraksiyon cozeltisi ile hazirlandt ve hazirlanan stok ¢ozeltinin bozunma stresi
Cizelge 6.1 de gorildignh gibi ginasirt yapilan 6lgim sonuglarina gore 7 giin olarak
belirlendi. Bu nedenle numunede askorbik asit analizi esnasinda tayin edilecek askorbik
asidin bozunmasinin Onlenmesi amaciyla numune ekstratlarinin toplam hacmine
tamamlanmasinda tamamlama ¢ozeltisi olarak metafosforik asit- asetik asit (%3-%8)

¢oOziich karnsiminin kullanilmasinin uygun oldugu goriildi.

Renkli &rneklerde titrasyon yonteminin uygulanmast konusundaki literatiir

caligmalarinin  [21-24] incelenmesi ile ulagilan bilgilere gore bazik ortamda mavi

renkli olan titrantin (2,6-DCIP) askorbik asit ile reaksiyonunda rengin gittigi ve daha
2




fazla ilavesiyle ortam asidik oldugu icin olusan pembe rengin ¢ekilebilecegi titrasyonun
bu sekilde sonlandirilabilecegi veya organik fazla ¢ekilen pembe rengin
spektrofotometrik olarak olgiilerek askorbik asid tayininin mimkiin olabilecegi
belirtilmektedir. Bu bildirilerden yararlanarak gelistirilecek modifiye spektrofotometrik
yontemin temelini olusturmak icin sudan daha az yogunluga sahip organik ¢oziciilerin
DCIP ekstrasyonu icin daha etkili oldugu gorildi. Numune ¢ozeltilerinde modifiye
spektrofotometrik yéntem ile askorbik asit tayini i¢in belirli hacimde alinan 6rnegin
hacmine tamamlanmasinda tamamlama ¢o6zeltisi olarak pH4 tampon ¢ozeltisi
kullanilmasinin uygun oldugu gorildi. Bunun sebebi numune ekstresinin kendi rengini
koruyarak eter fazina cekilen rengin titrant 2-6 DCIP ¢ozeltisinin asidik ortamda

olusturdugu pembe renkten geldigini gostermektir.

Fark yonteminin gelistirilmesinde yapilan literatir caligmasinda bircok antosiyanin
rengi pH derecesine gore degisir. pH yiikseldikge renk zayiflar. Bunun sonucu
renklerini kaybeder veya renk agilir. Dusiik pH degerlerinde mor-kirmizi, daha yuksek
ise yesil-mazi bir renk alir. Antosiyaninler asit ortamda agik kirmizi, nétr ortamda mor,
alkali ortamda mavi-yesil-menekse, yiksek alkali ortamda mavi renk alir [25]. Numune
ekstresi ¢ozeltilerinde askorbik asit tayini igin belirli hacimde alinan Ornegin son
hacmine tamamlanmasinda tamamlama ¢o6zeltisi olarak pH2 ve pHS5 tampon

cozeltilerinin kullanilmasinin uygun oldugu gorildi.




BOLUM 2

GENEL BILGI

2.1 Vitaminler

Vitamin sdzcigi Polonyali biyokimyaci Casimir Funk tarafindan 1912'de kullanilmustir.
Vita Latince, hayat demektir, -amin son eki ise amin sézciguni kastetmektedir. [1].

Vitaminler, hiicre ve organlarin normal iglevleri ve saglikli geligsim igin gereksinim
duyduklari, diyet yoluyla belirli diizeyde alinmasi gereken, yuksek biyolojik etkinlige
sahip organik bilesikler. Insan organizmasi, viicudun gereksinim duydugu miktarm gok
altinda trettigi bazi vitaminler diginda vitamin tretemediZi i¢in, vitaminlerin digaridan
alinmalan zorunlu. Yeteri kadar vitamin alimamadigt durumlarda, hiicre ve dokularinin
islevlerinde bozulmalar ve sonugcta saglik sorunlari ortaya ¢ikiyor. Vitaminler meyve,
bitkisel, hayvansal kaynakli ya da vitamin katkilt hazir gidalar yoluyla viicuda
alintyorlar. Vitaminlerden herhangi biri viicuda alinmazsa, o vitaminin yardime: oldugu
kimyasal reaksiyon yirimeyeceginden dolay1r biyimede ve vicut calismalarinda

aksamalar olabilir [26].

Vitaminlerin vicut caligmasindaki etkileri, biyokimyasal etkileri, biyokimyasal
reaksiyonlarin diizenlenmesiyle ilgilidir. Vitaminlerin insan saghigina etkisini ii¢ grupta
toplayabiliriz;

1. Biyimeye yardim

2.Sagliklt nesillerin olugmasina yardim

3.Sinir ve sindirim sistemlerinin normal ¢alismasi, besin Ogelerinin elverighi olarak

kullanilmas: ve viicut direncine yardim [26].




Vitaminlerin ¢ok az miktarlarda alinmas: wvicut igin yeterli oldugundan gesithi
yiyeceklerle, dengeli beslenen kisilerde vitamin eksikligi gorilmez. Olagan kosullarda
yiyeceklerdeki ile yetinmeyip gereginden ¢ok vitamin almanin hicbir yaran yoktur,
ciinkii vitaminlerin ¢ogu viicutta depolanmaz ve ginlitk gereksinimden fazlasi idrar ile

digart atihir [27].

Bazi vitaminlerin kendilerinden baska 6n maddeleri de organizmaya girerler ve burada

vitaminlere ¢evrilirler. Bu 6n maddelere provitamin denir [26].

Vitaminler gidalarda farkli miktarlarda bulunur ve farkli dagilimlar gosterir. Bazi
gidalar bir veya birka¢ vitamince oldukg¢a zengin olmalarina ragmen bazi vitaminleri
eser diizeyde igerir. Gidalarin vitamin degerleri miktar: gr/100gr ,USP tunitest veya I.U.
olarak ifade edilebilir [26].

Vitamin ailesinde iki ana grup altinda 13 vitamin yer aliyor. Vitaminlerden birinci
grupta yer alanlar yagda ¢oziinen vitaminleri (A. D. E ve K), ikinci grupta yer alanlarsa
suda ¢6ziinen vitaminleri (B-kompleks grubu ve C vitamini) kapsiyor. B-kompleks
grubu icinde, B1 (tiamin), B2 (riboflavin), B3 (niasin), B5 (pantotenik asit), B6
(pridoksin) ve B12 (kobalamin) vitaminleri, biyotin ve folik asit yer aliyor.
Yagda ¢oziinen vitaminlerin, sindirim kanalindan emilip (absorbsiyon), viicut tarafindan
kullanilabilmeleri i¢in belirli miktarda yagla birlikte alinmalari gerekiyor. Bu grupta yer
alan vitaminlerin ginliik olarak gerekenden fazlasi, viicutta depolamyor. A ve D
vitaminleri i¢in karaciger dokusu, ana depo durumunda. E vitaminiyse viicutta yag
dokusunda depo ediliyor. K vitamini, viicut tarafindan dusiik diizeyde depo edilebiliyor.
A ve D vitaminleri agint dizeyde alindiklarinda viicut igin zehirli (toksik) etkiye neden
oluyorlar. B-kompleks grubunda yer alan vitaminler ve C vitamini viicutta depo
edilemediklerinden, gereksinim duyulan miktarlarinin giinlitk olarak digaridan diyetle
alinmalari gerekiyor. Esas beslenme faktorii olan vitaminlerden bazilarmin 6n formlar
(pro-vitamin A ve D) vicutta Gretilebiliyor. Nikotinamid de, ihtiyaci yeterli diizeyde
karsilamasa da, viicut tarafindan bir miktar triptofan tizerinden (aminoasit) tiretilmekte.
Vitaminler sadece insan sagligi acisindan degil, 6nemli besin kaynagimiz olan ¢iftlik ve
kiimes hayvanlarinin saglhigi agisindan da 6nemli. Ancak diger canlilarin vitamin

gereksinimleri insanlardan bazi yonlerden farklilik gostermekte. Ornegin, C vitamini




insan, maymun ve kobaylarin digindaki canlilar tarafindan, karacigerde uretiliyor. Cift
tirnakls ¢iftlik hayvanlari B-kompleks grubunda yer alan vitaminleri iiretme yetenegine
sahipken, kuglar K vitaminini ya hi¢ ya da yeterli diizeyde iuretemediklerinden, bu
vitaminin eksikligine karst oldukca duyarhlar. Insanlar vitaminleri uzun siire ihtiyag
duyulan miktarm altinda alirlarsa, vitamin yetmezligine baglh hastaliklar ortaya ¢ikiyor.
Vitamin yetmezligi daha ¢ok dinyanin yoksul bolgelerinde yasayan insanlarda
goriliyor ve protein yetmezligiyle benzer goruntimler sergilediginden, goguniukla bu
durumla kangtiriliyor. Tek bir vitamin yokluguna bagl olarak gelisen tabloya
"avitaminoz", normal kabul edilen en disik dizeyin altinda vitamin alimina ise
"hipovitaminoz" deniyor. Birden ¢ok vitamin eksikligi durumu "polihipovitaminoz",
agin  dizeyde vitamin alimi  da  "hipervitaminoz" olarak adlandiriliyor.
Insan organizmasinda yagda ¢oziinen vitaminler daha ¢ok hiicre duvart yapilarinda,
suda ¢oziinen vitaminlerse daha c¢ok enzimlerin iglevlerini diizenleyen ko-faktorler

olarak islev goriiyorlar.

2.1.1 Vitaminlerin Kesfi

Ik olarak beslenme bozuklugu ile ortaya ¢ikan gece korligiiniin pisirilmis karaciger
yedirilmesiyle ortadan kalktigi daha miladi yilin baglamasindan 1500 yil 6nce tespit
edilmigtir. Sonraki yillarda cesitli arastiricilar, ¢ogu hastaligin taze meyve ve sebze
yenilmesi ile onlenebilecegi belirmiglerdir. 1800°1i yillarda pellegra hastaligmin misir
gibi yiyeceklerde ortadan kalktig1 Italyanlar tarafindan ortaya atilmistir. Yine bazi
aragtiricilar, skorbit, riketsia, pellegra ve beriberi gibi 6nemli hastaliklarin vitamin
yetersizliklerinden kaynaklandigint daha o yillarda bildirmiglerdir. 1950 1i yillarda
Ingiltere’de bilyiime ve gelisme igin gerekli olan ve vitaminler olarak adlandirilan
onemli faktorlerin siitte mevcut oldugu belirlenmistir. Beslenme uzmani olan birgok kist
vitaminleri vital aminler veya biyiime faktori olarak tanimlamiglardir. 1948 yilinda ise
B vitaminin izolasyonu ile bu konuda 6nemli bir agama kaydedilmigtir. Vitaminler
,insan ve hayvanlarin saglikli buyiimesi , gelismesi ve Gremesi i¢in az miktarda (giinlik
olarak, mcg-mg arasi) gerekli olan, organizma tarafindan sentez edilemedigi i¢in

besinler ile disaridan alinanan ve degisik koenzimlerin esasini olusturan organik
maddelerdir [28].




Vitaminlerin, insan ve hayvan saghigini koruyucu &6zellige sahip olmasindan dolay: kesfi
ile birlikte biyokimya ve saglikla ilgili bazi konularla yetersiz beslenmeden dolay1

meydana gelen hastaliklarin tedavisinde basarilar saglanmigtir [28].

Makro besinlerden olan karbonhidrat, lipid ve proteinlere fazla miktarda ihtiyag vardir.
Cunkii bu maddeler vicut icin gerekli olan enerji sentezinde ve yapi tast olarak
kullanilir. Buna karsilik vitaminlere olan ihtiyag ¢ok az miktarlardadir. Enzimler gibi
vitaminlerin de inaktif sekilleri dokularda c¢ok az miktarlarda bulunur. Vitamin
noksanhginda degisik bozukluklar goriiliir. Hafif derecedeki vitamin yetersizliklerinde
hipovitaminoz, agir derecedeki yetersizliklerde avitaminoz, zarar verecek sekilde fazla
alinmasinda ise hipervitaminoz goriuliir. Herhangi bir vitamin yetersizligini veya
fazlaligint belirtmek i¢in o vitaminin bas harfi yukaridaki kelimelerin basina getirilir

[28]. (A hipotavitaminoz, A avitaminoz gibi)

Insan ve birgok hayvan tirlerinin diizenli bir bigimde biiyime ve metabolik
fonksiyonlarim strdiirebilmeleri igin gerekli 13 tane farkli vitamin bilinmektedir. Insan
Jhayvan, bitki ve mikroorganizmalarin  timiinde vitaminlerin varhigt ve aym
biyokimyasal fonksiyona sahip oldugu bilindigi halde besinlerle alinmas: gerekli olan
vitamin miktar: heniiz bilinmemektedir. Omegin, insan ve bazi hayvanlar glikozdan
vitamin C sentez etmek i¢in gerekli enzime sahip degillerdir. Bazi vitaminlerin
fonksiyonlart 1930’lu yillarda anlagtlmustir. 1935’de Alman biyokimyact Warburg,
hiicredeki enzim katalizleri sirasinda oksidasyon ve rediksiyon olaylarinda gerekli olan
Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat diye adlandirilan ve koenzim olarak bilinen bu

yapiy1 izole etmeyi ve tanimlamay1 bagarmistir [29].

Hastaliklarin tedavisinde diyetin yeri ve Onemi, diyetle hastaliklar arasinda kurulan
iligki, antik ¢aglara kadar uzanir. Hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda diyetin yeri ve énemi
tarih boyunca insanlarin ilgisini ¢ekti ve onlart arayiglara yoneltti. "En 1yi doktor
diyettir", "Can bogazdan gelir" gibi ifadelerin zamanimizda da halk arasinda
kullanilmasi, toplum hafizasindaki diyetin énemini ¢ok giizel agikliyor. Her ne kadar
vitaminler konusundaki bilimsel bilgi ve arastirmalar 20. yizy:l 6ncesinden baslamig
olsa da, kimyasal yapilariin ve biyolojik 6nemlerinin ortaya ¢tkmast 20. yiizyilin
bagindan ortalarina kadar gecen doénemi kapsar. Bu yizden de biyolojik bilimlerin

tarihinde bu déneme bazi aragtirmacilar “vitamin ¢agr” adim vermisler. Bu dénemde




onlarca arastirmaci ve bilim adami, basarili vitamin arastirmalarindan 6ttrii Nobel Odii-

la aldilar [29].

1950 yillardan sonra vitamin aragtirmacilary, vitaminlerin insan ve hayvan
sagligindaki bilinen énemlerinin yaninda, mikroorganizmalar igin de beslenme faktori

oldugunu ortaya cikardi [29].

Onceleri, besinlerle insanlarin gereksinim duyduklar: tim vitaminleri alabildikleri ve
saglikli bireyler i¢in fazladan vitamin takviyesine ihtiyag olmadigi gorisia agrhktaydi.
Zamanimizdaysa, bu goriis degiserek insanlar eskiye gére daha ¢ok vitamin tikketmeye
basladilar. Bu nedenle, diger besinsel faktorlerin (mineraller gibi) yaninda vitamin
uretimi de, ilag Gretiminde onemli bir sektore dontgti. Vitaminlerin gerek tekli, gerekse
de ¢oklu hazirlanan preparatlari, 6zellikle de ekonomik ve teknolojik agidan geligmis
olan iilkelerin ilgili bilimsel kuruluglarinin RDA (giinlik alinmasi gereken) onerileri
dogrultusunda kitlelerin yogun kullanimina sunuldu. Zamanimizda vitamin sektoru, ilag
endistrisi icinde 6nemli bir yer isgal etmekte ve saglik harcamalarindaki payr da
gittikce artmakta. Son 15-20 yil i¢inde oOzellikle vitaminlerin, yaglilik, kronik ilag
kullanimi ve birgok hastaligin tedavisine olan olumlu katkilar1 bilimsel aragtirmalara

konu oldugu gibi, insanlarin da yogun ilgisini ¢ekiyor [29].
2.1.2 Vitaminlerin Onemi [30]

Vitaminler, gegmiste ve giiniimiizde birgok meslegin ilgi alanina girdi. Bu meslek
gruplan icinde tip ve kimya ile ugrasan aragtirmacilar, biyokimyacilar, fizyologlar,
beslenme bilimcileri, farmakologlar yer aliyor. Ozellikle son yillarda yaslanma
bilimcileri (geriatristler), estetik tip alamyla ilgilenen arastirmacilar, gida ve ilag
sanayinde c¢alisan aragtirmacilar da vitaminlerle ilgileniyorlar. Vitamin konusundaki
bilgilerimiz antik ¢aglara kadar gitmesine ve ozellikle de 19. yluzyilin ikinci yarist ve
20. vyizyilin baglarindan itibaren yogunluk kazanmasina, kimyasal yapilar,
metabolizmalart ve hastaliklarla olan iligkileri Gizerinde sayisiz arastirma ve kesiflerin
ortaya konulmus olmasina karsin, vitaminler, insanliin ilgisini hi¢ bir zaman giiniimiiz
diinyasinda oldugu kadar cekmedi. Ozellikle son yillarda beslenme ve degisik
hastaliklarla vitaminlerin iligkisini iceren on binlerce arastirma ve makale, bunu

kanithyor.




Ayrica Internet ortaminda her yoniiyle vitaminler konusundaki bilgilere kolaylikla
ulasilabilecek site sayisinin giin gegtikge artiyor olmasi da bu disiincenin diger bir
kanit sayilabilir. Gegmiste vitamin eksikliklerinin birgok hastalikla olan iligkisi ortaya
konulmug olmasina karsin, giinimiizde bu iligki tekrar degisik boyutlarda ve yeni
yaklagimlarla gindeme tagimyor. Zamammizda insanlarin saglklt ve uzun yasama
istegi, tedavisi miimkiin olmayan baz1 hastaliklar kargisinda hasta ve hekimlerin ig¢inde
bulunduklar1 psikoloji ve arayislarin da vitaminlere olan ilginin artmasina katk:
sagladig1 distniilebilir. Vitaminler konusunda giinimiizde en ¢ok ilgt duyulan konu

basliklar: sunlar:

- Kanserden korunma ve degisik kanser tirlerinin tedavisinde vitaminlerin yeri ve
onemi

-Vitaminler ve ilaglarin etkilesimi

- Dogustan metabolik bozukluklarin dnlenmesinde vitaminlerin yeri ve dnemleri. Coklu

(multi) yada yitksek (mega) doz vitamin kullanimi

- Saglikli yasamak igin alinmast gerekli giinlik vitamin dazeyleri: yaslilikta,
hamilelikte, emzirme doneminde, menopoz sonrast doneminde vitamin alinmasinin
onemi.

- Merkezi sinir sistemi hastaliklari, fel¢, kalp-damar hastaliklarina karg (hipertansiyon)

korunmada ve psikiyatride vitaminlerin koruyucu rolleri

- Kronik alkoliklerin tedavisinde, siirekli ilag kullananlarda ve yatalak hastalar icin

vitaminlerin tedaviye katkilari

- llag bagimlihd, sigara tiryakileri ve siki vejeteryen diyet uygulayanlar, radyasyon ya

da kemoterapi alanlarin fazladan vitamin almalarinin gerekliligi

- Ozellikle sindirim kanaliyla ilgili olarak ameliyat gegiren hastalar, hemodiyaliz

hastalar1, yiiksek kan kaybina ugrayanlar igin vitamin aliminin ne kadar 6nemli oldugu

- Genel anlamda hastaliklara (grip ve soguk alginlig1 basta olmak tizere) karst savunma

giicimiizin (bagisiklik) artirilmasinda vitaminlerin yeri
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- Cevre kirliligi ve tiketilen sebze, meyve ve tahillarla aldigimiz tanimsal ilag

kalintilarina kargi viicudumuzun korunmasinda vitaminlerin bir éneminin olup olmadig:

- Vitamin kullaniminda suistimal konusu ve vitaminlerin yiksek dozda alinmalar

durumunda zararli (toksik) etkileri

- Estetik tipla ilgili konularda vitaminlerin yeri ve dnemi

Kuskusuz, yukarida siralananlarin disinda daha birgok hastalikla vitaminler arasindaki

iligkiden s6z edilebilir.

Zengin lkelerde, ekonomik ve sosyal refahin ve yagam standardinin yitksek olusunda
insanlara saglanan saglik hizmetlerinin pay1 olduk¢a 6nemli olup, saglik harcamalarinda
vitamin harcamalarinin pay: giin gectikce artiyor. Ozellikle eriskin ve saglikli insanlar,
bu tlkelerde aligveris merkezlerinde kombine ve ¢ok degigik bicimlerde hazirlanmig
vitamin ve mineral tabletlerin satildigi reyonlar yoluyla vitamin ve mineral takviyesine
adeta zorlaniyorlar. Bizde de biiyiik sehirlerde aligveris merkezlerinde bu tip vitamin ve
mineral tabletlerinin satildig1 reyonlara rastlanilmaya baslandi. Ancak bireylerin hekim
kontrolii olmadan recetesiz olarak aldiklar: bu vitamin ve mineral preparatlarindan nasil
yararlanacaklari konusunda, hi¢ olmazsa temel bazi bilgilere sahip olmalari gerekmekte.
Bu konuda yeterli bilgiye sahip olmadan gelisigiizel ve bilingsiz vitamin kullaniimasi,
yarar yerine saglik sorunlarina da yol agabilir. Yalnizca hastaliga yakalandiktan sonra
degil, hastaliklara karst viicudun savunmasint giiclendirmede de vitaminlerin yeri ve

onemi konusunda bilgi sahibi olmak, ¢agimizda artik bir zorunluluk.

2.1.3 Vitaminlerin Adlandirilmasi [31]

Vitaminlerin adlandirilmasi, ilk olarak B vitaminin izole edilmesiyle basglamig ve
bulunan bu ilk vitamine, Beri Beri hastalifim tedavi edici 6zelliginden dolay: bu
hastaligin bag harfi verilmis. Bundan sonra bulunan vitaminler igin de, Oncelik A
harfine verilecek sekilde, alfabetik sira izlenmig. Bu simiflandirmaya uymayan K
vitamininin adrysa kan pihtilagmasindaki roliinden geliyor. K harfi, pithtilagma anlamina

gelen terim olan “koagiilasyon” kelimesinin bag harfi.
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B vitaminleri, 6nceleri tek bir vitamin olarak disiiniildigi igin, onlara da alt indislerden
olusan numaralar verilmis. Gunimiizdeyse artik cogu B vitaminin 6zel adlart var:
tiamin (B1), riboflavin (B2), niasin (B3), pantotenik asit (B5), piridoksin (B6), biyotin,

folik asit, vs. Diyeceksiniz ki arada neden B4 yok.

Bir kisim bilesikler, énceden B grubu vitaminlerden olduklart disiinildigi i¢in, daha
once bu grupta yer aliyorlarnus. Ornegin, ilk izole edildiklerinde B4 vitamini olarak
adlandirilan adenin ve B8 vitamini olarak adlandirilan adenilik asit. Bu bilesiklerin artik
B vitamini grubuna ait olmadiklari biliniyor. Dolayisiyla da bu gruplandirmadan
¢ikarilmis durumdalar. Bu nedenle de gruplandirmanin o basamaklarinda bogluklar

bulunuyor.

Grupta ayrica, bizim adlarina alisik oldukianmizin disinda vitaminler de bulunuyor.
Omegin tavuklarda titylenme faktérii olan paraaminobenzoik asit B10, yine tavuklarda
bir biiyiime faktort olan folasin pterilheptaglutamik asidi B11, siganlar icin ¢nemli bir
bilesik olan orotik asit B13, pangamik asit adli bilegik B15, bununla iligkili diger bir
madde olan dimetilglisin de B16 vitaminleri olarak adlandirilirlarken, laetril ve

amigdalin bilesikleri de baz1 aragtirmacilarca B17 vitaminleri olarak kabul ediliyorlar.

2.1.4 Vitaminlerin Simiflandirilmas:

Vitaminler,yagda eriyen vitaminler ve suda eriyen vitaminler olarak 2 gruba ayrilir. Bu
tip siniflamada fizyolojik olarak vitaminler arasinda bir iligki yoktur,fakat organizmada
emilmemeleri,dagilislart ve depolanmalart bakimindan birbirlerine benzer olanlar bir
arada gruplandirilmistir bu simflamaya gore yaglarla alinan ve safranin etkisi ile

bagirsaklardan emilen vitaminlere yagda eriyen vitaminler denmektedir.

Vitaminler, koenzim fonksiyonu olan vitaminler ve koenzim fonksiyonu olmayan
vitaminler diye de siniflandirilabilir. Bu gruplarin diginda bir de vitamin benzeri etki

yapan maddeler var.

2.1.5 Yagda Coziinen Vitaminler

A, D, E ve K vitaminleri yagda c¢ozindiiklerinden dolayi, yagda ¢6ziinen vitaminler
olarak amlirlar. Saglik icin gerekli olmakla birlikte her birinin viicutta ¢ok Gnemli

fonksiyonlar: vardir. Yagda ¢6ziinen vitaminler yaglarla birlikte barsaklardan dolasima
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emilirler. Yag emilimini etkileyen her hastalik veya bozukluk bu vitaminlerin
eksikligine neden olur. Dolasima gegtikten sonra karaciger dokusuna tasimrlar. Bu
vitaminler baglica karaciger ve yag dokusunda depolamirlar. A, D ve K vitaminleri
karacigerde depolanirlarken, E vitamini viicudun yag dokularina dagitilir. Bu vitaminler
cesitli oranlarda depo edilebildiklerinden dolayi, kisa donemde eksikliklerinin ortaya
¢ikmasi, suda eriyenlere gore daha az muhtemeldir. K vitamini istisna olmak tizere,
yagda ¢oziinen vitaminler suda ¢6ziinenlere gore viicuttan daha yavas elimine edilirler.

Vitamin A ve D viicutta birikebilir ve toksik etkilere neden olabilirler [32].

2.1.6 Suda Coziinen Vitaminler

Suda ¢ozinen vitaminler bagirsakta emildikten sonra kullanilacaklari dokuya kan
dolasimi ile taginir Her birinin suda ¢6zinurlik dereceleri farklidir [33]. Bu farklilik
viicuttaki dagilimlarinida etkiler Bu vitaminler gereginden fazla alinirsa, dokularda

belirli bir 6lgiide depolandiktan sonra disart atilir [34].

B vitamini serbest halde etkinlik gostermez. Viicuttaki iglevlerini yerine getirebilmesi
icin pek cok kimyasal siregten gegmesi gerekir. Baska maddeler ya da molekul

parcalarinin eklenmesiyle koenzim islevini yerine getirir [34].

C vitaminin fizyolojik iglevieri iyi bilinse de, metabolizma mekanizmast ¢ok agik
degildir. Vitamin C dig ve kemiklerin buyiimesi, yaralarin iyilesmesinde gereklidir.

Viicuda yararli daha bir¢ok etkisi vardir [34].

P vitaminin baglica etkisi kapiler duvarlarinin gecirgenligini azaltmasidir. Boyle bir
madde ilk  defa bir tiir kirmizi biberde (paprika) kesfedildigi ve kapiler duvarlarin
gecirgenligi (permeabilitesi) Gizerine etki ettigi i¢in buna P vifamini, sentetik C vitamini
ile iyilegmeyen kapiler kanamalarinin limon 6zsuyu ile iyilesmesi dolayisiyla da sitrin

ad1 verilmigtir P vitamininin eksikligi insanda gorilmemisgtir [26].
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Vitamin
A vitamini
(Retinol)

Beta Karoten
E vitamini
(Tokoferol)
B1 vitamini
(Tiamin)
B2 vitamini
(Riboflavin)

B8 vitamini
(Biotin)

B9 vitamini
(Folik asit)

C vitamini
(Askorbik asid)

Viicuttaki fonksiyonlar:
Dis ve kemiklerin biyimesi, cilt
giizelligi ve miikoz membranlar igin.

A vitamini prekirsoridir.  Oksijen
radikallerini inhibe eder, yaglanmayi
yavaglatir.

Antioksidandir, kas ve sinir dokularinin
saglikli kalmasina yardimci olur.

Sinir  sisteminin  vitaminidir. Vicut
dokularinin  saglikli  olmasimi  ve
biiylimesini saglar.

B vitaminlerinin ana tyesidir. A vitamini
ile birlikte etki yapar.

Hiicre ihtiyaclarina cevap verir. Saglikli
cilt ve sag i¢in gereklidir.

Anti-anemiktir ve ozellikle yenidoganlar
ve hamileler i¢in 6nemli olan kirmizi
hiicrelerin yapimina yardimeci olur.

insan organizmasinmn dogal direncini
stimule eder.
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Cizelge 2.1 Baz1 Vitamin Kaynaklar: ve Fonksiyonlar11

Dogal Kaynak
Tereyagi,yumurta
sarisl.

Cig havug ve havug
rengi meyveler.

Yag, margarin,
karaciger

Domuz eti, sebzeler
ve kurutulmug
meyve

Hububat,balik,
meyve.

Sebzeler, cikolata,
ceviz, fistik.

Kuskonmaz,
havugrengi sebze
ve meyveler.
Turuncgiller
(portakal, limon)
sebzeler, sakatat.
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2.2 Askorbik Asit (Vitamin C)

o
CH,OH /
HO 2
HO ——
° | |
o HO memrmnemn o]
N
HO =g H
HO OH OH
Sekil 2.1 L- Askorbik asit (A¢ik Formuilii)
Kapali formil: CsHgOs Molekiil agirligi: 176.12g.mol™

Askorbik asit ve vitamin C, L-ksiloaskorbik asidin giinimiizde yaygin olarak kullanilan
iki ismidir. Bununla beraber tarihsel geligimi sirasinda cevitamik asit, antiskorbutik
vitamin, heksuronik asit, skorbutamin ve redoxon olarak adlandurtlmustir. Diger
kimyasal isimleri; L-Askorbikasit 3-Oxo-L-glufuranolaktonel(enolform), L-3-

ketotreoheksuronikasitlakton’dur [35].

C vitamini oda sicakliginda renksiz kokusuz tadi tam eksi (E.N 192° C) suda kolay
coziinen kristaller halindedir. Su ile karigabilen organik ¢ozicilerde iyi ¢oziniirler.

Diger organik ¢oziiciilerde ¢oziinmezler [36].

C vitamini ¢esitli izomerleri olan bir bilesik olup dogal formu, L-askorbik asittir. Hem
asit hem de kuvvetli indirgen ozelliktedir. Sudaki ¢ozintrlugi yiksektir. Bu o6zellikleri,
lakton halkasindaki karbonil grubu ile konjuge olan enediol yapidan kaynaklanmaktadir

(192

[37]. C vitamin’inin “+” ve “-” olmak tizere iki formu vardir.”+” olan “D-askorbik asit”,

“.” olan ise “L-askorbik asit” olarak tanimlanir [38]. D izomeri, L izomerinin yaklagik
%10’u diizeyinde bir aktiviteye sahiptir [37]. Diger bir izomer olan D-izo-askorbik asit

(eritorbik asit) ise, vitamin aktivitesine sahip degildir. Fakat bircok gida redoks

14




sistemlerinde L-askorbik asit gibi davrandifi igin gidalarda antioksidant olarak

kullanilmaktadir [39].

HO =g

/O
HO -——i O‘
B

HQ s o s O
OH HO s
L-askorbik asit D-askorbik asit

Sekil 2.2 Askorbik asidin izomerleri

2.2.1 Askorbik Asidin Tarihcesi

Askorbik asit kimyasal olarak taminmadan o6nce hastaliklarla iligkisi bilinmekteydi.
Askorbik asidin yetersizligine bagli skorbiit hastaliim1 Hipokrates 450 yillarinda dig
etlerinin kangreni dis kaybi1 ve askerlerin ayaklarinda siddetli agrilar gibi belirtilerle
tanimlanmustir. Iskogyali bir doktor olan James Lind 1753’ de portakal ve limonla
askerlerdeki skorbit hastaliginin 6nlendigine dair deneme ve gozlemlerini yaymlamigtir

[35].

Askorbik asit tzerine ilk bilimsel aragtirmalar 1907°de Holst ve Frolich tarafindan
yapilan deneylerle baglar. Holst ve Frolich birgok besin maddelerinin, 6zellikle yesil
sebze ve meyvelerin skorbiit hastaligini 6nleyici etkileri oldugunu bulmuslardir. C.
Funk 1912°de skorbiit hastaliginin besinlerde bulunan bir faktériin eksikligi sonucu
olustugu dusincesini ortaya koymus ve bu maddeye “Antiskorbiitik vitamin”adint
vermistir. Daha sonra Drummond 1920°de antiskorbiitik vitamin i¢in “Vitamin C” adini
kullanmugtir. Zilva ve ¢alisma arkadaglari limondan antiskorbutik faktorii yogunlastirma
iizerinde calismuglar ve hemen hemen saf askorbik asit bazi fiziksel ve kimyasal
ozellikleri belirlenerek izole edilmigtir [35]. Zilva bu calismalart esnasinda 2,6-
diklorofenolindofenoliin (2,6-DCPIP) vitamin ¢6zeltisi tarafindan indirgendigini de

bulmustur.

15




Zilva deneylerini sturdirirken Szent-Gyorki 1928 vyilinda portakal, lahana ve
hayvanlarin adrenal bezlerinden askorbik asidi ayirmig fakat 1932 yilina dek bu
maddenin antiskorbiit vitamini oldugunu anlayamamistir. Bulusunu yayimlamadan
King bu aragtirmadan habersiz heksuronik asit ile ayni oldugunu kabul ettikleri kristal
maddenin limon suyundan izolasyonunu bildirmigtir. Bundan sonra bir¢ok bagimsiz
aragtiricilar ozellikle Tillmans, Vedder, Nelson, Harris ve Von Vargha vitaminin
kimligini saptamiglar ve glikozdan sentezini gerceklestirmislerdir. Askorbik asit ismi

Szent-Gyorki'e izafeten verilmistir.
2.2.2 Askorbik Asidin Genel Ozellikleri [40]

Askorbik asit bir monosakkarit tirevi olup yapica glikoza ve diger alti karbonlu
monosakkaritlere benzer. Renksiz, beyaz, dikdértgen kristallerdir. Cok hafif 6zel bir
kokusu vardir. Eksi tatta ve asit reaksiyondadir. Optikce aktiftir. Polarize 15181 saga
cevirir. Asetonda c¢ok zor ¢6ziinir. Eter, petrol eteri, benzen, kloroform ve yaglarda

¢cOzinmez.

C vitamini kimyasal olarak askorbik asidin 15181 sola donduren enantiyomeridir. Ticari
C vitamini genelde askorbik asit kristallerinden veya askorbik asidin kalsiyum veya

sodyum tuzlarindan olugmaktadir.

C vitamini (askorbik asid) omurilik, akciger ve goz gibi pek ¢ok hayvansal dokunun
sulu boliimlerinde oldukca yitksek yogunlukta (milimolar ve sti) bulunur. Bazi
meyveler yizde 1'den fazla (~6 mM) igerebilir. Insan kan1 plazmasinda normal olarak
0,1 mM diizeyinde bulunur. Cogu organizma C vitaminini sentezleyebilmesine ragmen,
insanlar dahil birkagi onu diyetle almak zorundadirlar. Enediol yapisindan 6tird, hayli
dustk bir ilk pKa sergiler (4,2 civarinda) ve buna bagli olarak da ¢ogu dokularda
monoanyon olarak varolur. 3- pozisyonundaki hidrojendeki en asidik olamdir, tek

elektronlu oksidasyon reaksiyonlarinda ¢ikarilan hidrojen atomudur.

C vitamininin kesin 6lgiimii hem onun biyokimyasal hem de farmakokinetik zellikleri
i¢cin zorunludur. Biyolojik sistemlerde askorbik asidin roli, 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
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biyokimyasal 6zellikleridir. Ikincisi, bagirsakta emilmeyi, serum konsantrasyonunu,

hiicresel dagilimi, kullanim ve digart atilimint iceren farmakokinetigidir.
2.2.3 Askorbik Asidin Fiziksel Ozellikleri

Askorbik asit bir monosakkarit tiirevi olup yapica glikoza ve diger altt karbonlu

monosakkaritlere benzer. Renksiz, beyaz ve dikdortgen kristallerdir. Cok hafif ve 6zel

bir kokusu vardir, eksi tatta ve asit reaksiyondadir

Erime noktasi: 189-192 °C* dir.

Optikge aktiftir ve polarize 15181 saga ¢evirir.

[OC]ZO ,+23° (suda)

{0(«]23 , +48° (metanol’de) dir.

Sudaki  ¢ozimiirliigi.  33g/100g; etanoldeki c¢ozunurlugn 2g/100g; Gliserindeki
cozinurligi 1g/100g’dir. Asetonda ¢ok zor ¢ozuniir. Eter, petrol eteri, benzen
kloroform ve yaglarda ¢oziinmez [35].

UV Spektrumu: Ultraviyole absorpsiyonu pH ve ¢ozictuye baghdir. Asidik ¢ozeltilerde

245 nm’de, notral ¢ozeltilerde 265nm’de metanolde 244 nm ve etanolde 245 nm’de

maksimum gosterir [35].

IR Spektrumu(KBr disk ile): 3510,3405,3306 cm” OH band1;1755,1670 cm™’de C=0;
1025 cm™de C-O-C bantlar goriiliir [35].

2.2.4 Askorbik Asidin Kimyasal Ozellikleri

Kimyasal adi 2-ox0-L-therero-hexeno-1,4-lactone-2,3-enediol veya L-3
hetothreohexuoronic acid lactone’dur [38]. Hidroksil gruplari ve oksijen atomlar
yaptya erime noktast kazandirir. Ayrica yapimn su gibi polar molekiillerde
¢oziinebilmesini saglar [39]. Vitamin C’nin asit karakteri en-diol gruplarindan ileri gelir
ve tek degerli bir asittir. Yani en-diol grubunun tek hidrojeni dissosie olur [41]. C
vitamini kimyasal olarak askorbik asidin 15181 sola dondiiren enantiyomeridir. Ticari C
vitamini genelde askorbik asit kristallerinden veya askorbik asitin kalsiyum veya

sodyum tuzlarindan olugmaktadir. Askorbik asit, serbest oksijeni gidadaki okside
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olabilen yapilardan daha once yakalayarak koruma saglarlar. Askorbik asidin en énemli
kimyasal 6zelliklerinden birisi de redoks potensiyeli olup, indiren ajan ve serbest
radikal yakaliyicisi olarak davranmasina neden olur ve bir H iyonu vererek serbest

radikal zincirini inhibe eder.

HOHC
/:L%H’/j:} “‘x?:g‘:;i:? ) HO
H':} '!,,'m ; + 2"“
Pt ot
HG OH
azcorbic sod delipdrosssarthie aoid hopdvogen peromds

Sekil 2.3 Askorbik asidin oksidasyon reaksiyonu

2.2.5 Askorbik Asidin Sentezi

Piyasada yalniz sentezle elde edilmig askorbik asit vardir. Bugln genis oOlgekte
uygulanmis yontem Reichstein ve arkadaglari tarafindan bulunmustur. Bu sentez
yonteminde D glikozdan yola ¢ikilir, bunun katalitik hidrojenlenmesiyle aldehit grubu
primer alkol grubuna indirgenerek D sorbid meydana gelir. Bunun Acetobacter xylinum
ile biyokimyasal yukseltgenmesiyle L —sorboz olusur. Bu madde C5 ve C6 atomlarinda
L-askorbik asit bigimlenmesindedir. Bunun platin katalizérti ile birlikte dogrudan
dogruya oksijenle veya diaseton tirevinin alkali ortamda potasyum permanganatla
yukseltgenmesiyle, diaseton 2 keto-L-gulonik asit meydana gelir. Bunun suda
isitilmasiyla aseton ayrilir, serbest 2-keto —Lgulonik asit meydana elir. Ayn1 madde L-
gulonik asidin kromik asid veya vanadyum katalizorii ile birlikte kloratlarla segimli
olarak yiikseltgenmesiyle de elde edilir. Bunun da seyreltik anorganik asitlerle

kaynatilmasiyla laktonlagma ve enollesme meydana gelir [42].
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Sekil 2.4 Askorbik asidin sentez reaksiyonu

2.2.6 Askorbik Asidin Metabolizmas:

Askorbik asit metabolizmasi, alim yoluna, alinan miktara ve beslenme gibi cesith
faktorlere baglidir. Insanda askorbik asit gastrointestinal sistemde enerji gerektiren
sodyum bagimh aktif transport mekanizmas: ile absorbe edilir. Aktif transport sistemi
insanda ve kobaylarda doygunluga ulasabilir ve alimi arttik¢a absorbsiyon azalabilir.
Hamster ve sicanlarda ise askorbik asit konsantrasyona bagimli olarak bagirsak
duvarindan pasif difiizyon ile gegebilmektedir. Yaklasik ayn1 Km degerine sahip, insan
ve kobay bagirsagindaki vitamin C transportu, iki tirde de benzer transport
mekanizmas: oldugunu gostermektedir. Insanlarda bu transport sisteminin aktivitesi en
yiksek jejenumda, kobaylarda ise ileumdadir. Ayrica ince bagirsak duodenal ve
proksimal duvari da kobaylarda absorbsiyon bélgest olarak bildirilmistir [43]. Askorbat
iyonu kiiciiktiir ve renal glomerular filtrelerin porlarindan rahatlikla geger. Serum
konsantrasyonu 1.6 mg/dl’ye ulasinca tubuler reabsorbsiyon doyuma ulagir ve bu deger
bireysel farkliliklar gostermekle birlikte 2.5 mg/dl’ye ulastiginda askorbik asit idrarla
atilmaya baglar. Lokosit ve dokulardaki vitamin C konsantrasyonu serum
konsantrasyonuna bagli olarak artig gosterir [44]. Askorbik asit, vicudun spesifik

dokularinda yitksek diizeylerde bulunmaktadir. Oregin adrenal bezler, hipofiz, timus,
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korpus luteum ve retina konsantrasyonlari plazmadan 100 defa daha yiiksek, beyin
testis, troid, ince barsak mukozasi, lenf bezleri, akciger, karaciger, dalak, akyuvarlar,
pankreas ve tikriik bezlert ise 10-100 kat daha yitksek oldugu birgok arastrmayla

belirlenmistir [45].

2.2.7 Askorbik Asidin Fonksiyonlar:

Diyette L-askorbik asit eksikliginde, insan, kobay gibi viicutlarinda askorbik asiti
sentezleyemeyen canlilarda skorbiit belirtileri ortaya c¢ikmaktadir. Bunlar diginda
kollajen olusumunda, yag asidi metabolizmasinda, beyin fonksiyonlarinda bazi
bozukluklar, enfeksiyona duyarlilik ve yorgunluk hissi gibi etkiler de gozlenmektedir
[46]. Askorbik asit molekiiler oksijen gerektiren karigtk fonksiyoniu oksidasyon
reaksiyonlarinda 6nemli rol oynar. Hidroksilasyon yapan enzimlerin aktif bolgelerinde
klasik kofaktor benzeri rol oynar. Metal iyonlarinin gecisi ile iliskisi, indigeyici 6zelligi
ve oksijenin serbest radikal tiirevieri ile reaksiyonu, biyolojik fonksiyonlarinin temelini

olusturur [47].

L-askorbik asit uzun zincirli yag asitlerinin mitokondriye taginmasinda gerekli olan
karnitinin lizinden sentezlenmesinde veya g-butiro betainin hidroksilasyonu sonucu
olusumunda etkili bir vitamindir. L-askorbik asit eksikliit ile karnitin sentezi azalir ve
kanda 20 trigliserid birikimi, fiziksel yorgunluk, halsizlik ve skorbiit belirtilerinin
gozlenmesi bu yiuzdendir [48]. Ketakolamin biyosentezinde, dopaminin norepinefrine
maksimum hidroksilasyonunun saglanmasinda ve tirozin metabolizmasinda askorbik
asite gereksinim vardir. Ayrica askorbik asit ve kolesterol metabolizmasi arasinda da
ilisgki oldugu, kobaylarda kronik askorbik asit yetersizliginin kolesterolin safra
asitlerine katabolizmasinda azalmaya neden oldugu ve kolesteroliin hidroksilasyonu ile
safra asitlerine doniigiimii arasinda askorbik asite gereksinim oldugu belirlenmistir [45].
Ayrica yapilan arastirmalar kolesterolden steroid hormonlarm biyosentezinde de
vitamin C varliinn etkili oldugu gosterilmistir [45, 49, 50]. Askorbik asit, iyonlarin
vicut iginde gecislerini azaltir. L-askorbik asit eksikligi dalaktan demirin
mobilizasyonuna zarar verir ve demir yiikleme tedavisinde ilave L-askorbik asit demirin
vicut depolarindan mobilizasyonunu artirir. Bu nedenle askorbik asit aneminin

tedavisinde de 6nemli bir vitamindir [46].
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Lokositlerdeki yiksek askorbat konsantrasyonu ve bunun enfeksiyon ve fagositoz
sirasinda  hizla harcanmasi, vitaminin immun sistemde de etkili oldugunu
gostermektedir. Soguk alginligi  belirtilerinde 16kosit ve plazma askorbik asit
diizeylerinin 6nemli 6lgtide azaldigr ileri siirilmektedir. Askorbik asitin diisik dozlarda
soguk alginligini 6nleme 6zelligt vardir ancak yiiksek miktarlarda ¢nemi biyuktir.
Alman askorbik asitin mikart arttik¢a koruma 6zelligi de artar [46, 51]. Askorbik asit
kollajen, proteoglikanlar ve kemik, deri, kapillar duvar ve diger bag dokularin hiicre i¢i
matriksinin organik bilesenlerinin sentezinde 6nemli rol oynar. Vitamin- C, demir ve
oksijenle beraber kollajen sentezi sirasinda, lizin ve prolinin hidrolizasyonu i¢in
gereklidir [52, 53]. C-vitamini eksikliginde anormal kollajen ipliklerinin olusumuna
neden olur ve kollajen demetler anstabl 21 ve kolay degrade olduklarindan derinin
gerginligi ve kapiller frajilite azalir [54] Klinik olarak diseti kanamalari, immun
yetmezlik ve kirik ve yaralarda iyilesmede gecikmeler gozlenir [55, 56]. A vitamini
gibi, Cvitamini de yangisel cevab1 uyarir ve eksikliginde konakcinin infeksiyonlara
direnci diiger. Ayrica kollajen tiretiminde askorbik asit notrofillerin fonksiyonunu [S1],
anjiogenezisi arttirmasinin [57] yaninda gligli bir antioksidan olarak gorev yapar.
Vitamin eksikligi olmayan hastalarda bu vitaminin ek olarak verilmesi yara
iyilesmesinde hizlanmaya neden olmaz [58], ancak ozellikle agir yanik yaralarinda
ginde [-2gr. C-vitamini verilmesi yaygin bir pratik uygulamadir [59]. L-askorbik asitin
6nemli biyolojik fonksiyonlarindan biri de oksijen tiirevi olan hidroksil, singlet oksijen,
siperoksit gibi serbest radikallerin harabiyetinde rol oynamasidir. Askorbik asit
fizyolojik strese karst yamitta da etkili oldugundan operasyon aninda ve postoperatif
olarak gereksinim vardir {60]. Travma ve cerrahi yaralarda dusiik plazma askorbik asit
diizeylerinin dahi fizyolojik anti-stresdr olarak etkili oldugu gozlenmistir [61]. Yapilan
aragtirmalar asinn ekzersiz sonucu olusan fizyolojik stresin antioksidan savunma
sistemini harekete gegirdigini ve benzer sonuglarin yaralarda da gozlendigini, bu
nedenle vyara iyilesmesinde doku antioksidan miktarindaki artiglarin  faydali

olabilecegini gostermistir [62, 63, 64].
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2.2.8 Askorbik Asit Kaynaklan

2.2.8.1 Bitkisel Askorbik Asit Kaynaklar

Askorbik asit butiin canli dokularda bulunur. Dogada ¢ok yaygin sekilde bulunan bu
vitamimin en zengin kaynaklarini taze meyve ve sebzeler olusturur. Meyveler arasinda
en ¢ok askorbik asit igerenler; limon, portakal, greyfurt, kivi, ananas, ¢ilek ve frenk
tziimidir. Elma, armut ve erik ise bunlara gore daha az miktarda askorbik asit igerir.
Bu meyvelerden 6zellikle sitrus meyveleri (limon, greyfurt, portakal), kivi ve domatesin

dis kisimlart (kabuk) askorbik asit bakimindan zengindirler [35].

Sebzeler, 6zellikle kugburnu, karnabahar, lahana, ispanak, kuru sogan, turp, maydanoz
ve yer elmasi askorbik asit bakimindan en zengin kaynaklardir [35]. Asagidaki tabloda

baz1 bitkisel kaynakli yiyeceklerin vitamin C oranlari belirtilmigtir.

Cizelge 2.2 Baz bitkisel kaynakli yiyeceklerin vitamin C oranlari

Meyve ve sebze adi Miktari Meyve ve sebze adi Miktar
'mg/100g mg/100g
Kusburnu 450 Kizilcik 55
Maydanoz 180 Portakal 50
Salgam yapragi 130 Limon 22
Asma yapragi 120 Lahana 43
Yesil biber 100 Greyfurt 43
Kara lahana 94 Mandalina 30
Kivi 90 Seftali 28
Karnabahar 80 Domates 23
Ispanak 50 Ahududu 22
Olgun ¢ilek 17 Bogurtlen 20
Ham ¢ilek 148 Kuru igde 3
Kirmiz1 biber 93 Limon(bekletilmis) 58
Portakal 25 Portakal(bekletilmis) 18

2.2.8.2 Hayvansal Askorbik Asit Kaynaklar:

1920’li yillarda parga etlerin ve baliklarin da insanlar i¢in vitamin C kaynagi oldugu

anlagilmigtir. Asagida bazi hayvansal gidalarin vitamin C oranlart verilmistir [65].
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Cizelge 2.3 Bazi1 hayvansal besinlerde bulunan vitamin C miktarlar

Hayvansal 100 gr hayvansal Hayvansal 100 gr hayvahSal

Gida gidada bulunan vitamin gida gidada bulunan
miktari(mg) : vitamin miktar: (mg)

Dana cigeri 36 Tavuk cigeri 13

Kegi siitii 2 Sigir cigeri 31

Kuzu cigeri 12 Sigir eti 0

Istiridye 30 Kuzu yiiregi 11

Kuzu dili 6 Kuzu beyni 17

Domuz cigeri 23 Domuz sirtt 0

Morina balik 17 Insan siitii 4

yumurtasi

2.2.9 Askorbik Asidin Kullanim Alani

Askorbik asidin viicutta bircok kimyasal tepkimenin normal olarak yirimesi igin
gerekli olugu, dig etkenlerin bu vitamin dokulardaki durumunu etkilemesi bireyin
gereksinimini arttirmaktadir. Askorbik asidin dokularda doymusg diizeyde bulunmasi
gebelik, emziklilik, zehirlenme, bakteri toksikleri veya enfeksiyonlari, soguk,
yaralanma, hirpalanmalar gibi streslere karst konulmasi i¢in Onemlidir. Ayrica
sporcularin normalden daha fazla askorbik aside ihtiyaclart oldugu bildirilmistir [66].
Aym sekilde yanik ve ameliyatlarda giinliik gereksinimin arttiriimasi gerekir. Agizdan
dogum kontrol haplari alinmasi, hamilelik, sigara icilmesi gibi durumlarda da
gereksinim artabilmektedir [67]. Asagida yas ve cinse gore gunliik vitamin C ihtiyaglari
gosterilmistir [67].
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Cizelge 2.4 Yas ve cinsiyete gore ginliik askorbik asit ihtiyaci

CINS YAS GUNLUK
THTIYAC(mg)
M'MCocuk 1 yagin altinda 30 b
| 13 35
§ 4-6 50
7-9 60
E 10-12 75
Kiz cocuk f 13-20 80
Erkek cocuk 13-20 - g
Erkek 2 19 100
Kadin Orta derecede aktif 70
Hamile,ikinci donem 100
Laktasyon donemi 150

Askorbik asit besin ve igeceklerin vitamince zenginlestiriimesinde kullamlir [35].
Askorbik asit oksijen tutma ozelligine sahip olmasi 6zelliginden dolay1 antioksidan
olarak kullanilir. Yaglarin ve yagli besinlerin uzun siire saklanabilmesi, beyaz renkteki

sebze ve meyvelerin kararmasini 6nlemesi i¢in kullanilir [68].

Ayrica cabuk sogutularak dondurulmug meyveler erime sirasinda dogal renk ve
kokularimi yitirirler. Bunlara dondurmadan once saf askorbik asit katmakla bu
sakincalar Onlenebilmektedir Oksijen hosa gitmeyen degisiklikleri yapmadan Once
askorbik asit tarafindan tutulur. Bu sekilde dondurulmus kayisi, seftali, elma, Giziim,
muz, armut, ananas gibi meyvelerde 20 yildan beri askorbik asit antioksidan olarak
kullamlmaktadir [67, 69]. Askorbik asidce zengin besinler , indirgen ortamdan &turi
teneke kutularda daha iyi saklanabilmektedir.Teneke kutularda saklanan meyve
sularinin askorbik asidi hi¢ eksilmezken, plastik kutularda saklanan meyve sularinda

fazla miktarda askorbik asid kayb1 saptanmigtir [70].
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2.2,10 Askorbik Asidin Viicuttaki Rolii

2.2.10.1 Metabolizmadaki Rolii

Vitamin C ‘nin koenzim sekli yoktur, vitamin sekliyle etkisini gosterir. Oldukca giiclia
bir asittir ve glg¢hi bir indirgendir, anyon halinde indirgeme glici kat kat artar. Bu
nedenle metabolizmada “antioksidan” olarak etkindir. Yiikseltgenmis sekli olan L-
Deoksiaskorbik asitte bu etki ¢ok zayiftr. C vitaminin prolinden hidroksiprolin,
lizinden hidroksilizin olusumunda ve kalsiyum metabolizmasinda etkin oldugu
kamtlanmigtir. Bagisiklik sistemini  giclendirici  etkisi vardir. Bitin bunlarin
mekanizmast tam olarak bilinmemekle birlikte, bu reaksiyondaki enzimlerin

koenzimlerine “elektron saglayict” olarak etkidigi sanilmaktadir .

2.2.10.2 Farmakelojik Etkisi

Besinlerdeki askorbik asit viicuda alindiktan birkag saat sonra ince bagirsaktan kana
emilir. 100 mg ve daha az vitamin alindiginda bunun % 80-90’min emildigi
belirtilmistir. Bu esnada kandaki dizeyi kisa siire igin yikselir. Kan dolagimi ile
dokulara tagimir ve fazlasi bobreklerden idrarla digari atilir. Gereginden fazla alinan
askorbik asidin bir bolimi de monosakkaritlerde oldugu gibi karbondioksit ve suya
okside olur. Son yillarda yapilan arastirmalar, askorbik asidin bag dokularindan olan
kollajen sentezinde gorev aldigini ortaya koymustur. Askorbik asidin steroid
hormonlarinin sentezinde de gorev aldig: bildirilmistir. Askorbik asit yetersizliginde,
adrenalin bezi % 270 oraninda buyime gostermektedir. Askorbik asit bazi toksik
ogelerin etkisini azaltmaktadir. Ornegin viicuda alinan nitritlerin kanser yapici
nitrozoma doniisimini  Onlemektedir. Askorbik asidin efinefrin ile yara ve
iltihaplanmaya kars1 etkinlik gosteren steroidlerin sentezinde rolii oldugu belirlenmistir

[35].

2.2.10.3 Bilinen Bazi Fonksiyonlar [71]

Vitamin C’nin viicudun birgok biyolojik isleminde fonksiyonlar: vardir.
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Kollajen: Kollajen,; kas, deri, kemik, kikirdak, dis, kirisler gibi bag dokularinin kan
damarlari, sklera ve kornea tabakast gibi dokularin yapisinda bulunan bir fibréz protein
¢esididir. Kan damarlarina, diglere, kemiklere, kaslara, deriye, kirislere, gbz korneasina,
kikirdaklara destek yapt saglayip, onlarin korunmasinda gérev alir (20). Vitamin C,
prokollajen igerisinde, prolin ve lizin amino asitlerinin, prolin hidroksilaz ve lizin

hidroksilaz enzimleri ile hidroksillenmesi igleminde kofaktor olarak gérev yapar.

Kan hiicreleri: Kan, basta insanlar olmak {izere birgok canlmin yasam sivisidir.
Dokulara oksijen ve besin, akcigere karbondioksit, bobreklere iire taginimin dstlenir.
Igerisinde kirmizi ve beyaz kan hiicreleri bulunur. Vitamin C, kanamalarda ve yaralarin

hizli iyilegmesinde kirmizi kan hiicreleri olusumunu saglar.

Antioksidan: Vitamin C, viicudun ¢ok giicli, suda c¢oziinebilen antioksidanlaridir.
Oksidatif hasara karst viicudu koruyan etkendir. Kan stvist veya hiicre sivisinda olugan
zarar verici reaksiyonlari notralize eder. LDL uzerindeki kolesteroli, yag asitlerini,
lipidleri, serbest radikal hasarina karst korur. Vitamin C’nin bu antioksidan islevi kalp

ve strast ile butiin viicut dokulariin sagliginin korunmasina saglar.

Hormonlar: Vitamin C, adrenalin hormonu sentezinde biiyiik rol oynar.

Kardiyovaskiiler Sistem: Vitamin C, Lkaracigerde kolesterol uretiminde ve

kolesterollerin viicuttan atilabilir asitlere doniigmesinde rol oynar.

Sinir Sistemi: Vitamin C, triptofan’in, norotrasmitér olan serotonin’e, dopamin’in,
norepinefrin’e donisiminde kofaktor olarak rol oynar. Ayrica noradranilin ve adranalin

sentezinde de gereklidir.

Akcigerler: Vitamin C’nin solunum sisteminde de birgok roli oldugu disiinilmektedir.
Bu diisiince vitamin C ‘nin oksitleyici etkenlere kargi antioksidan etki gostermesinden
kaynaklamir. Vitamin C  akcigerlerin gelismesinde, beyaz kan hicrelerinin

fonksiyonlarimin artmasinda ve solunum stresinin disirilmesinde biytiik rol oynar.

26




Katarakt: Birgok calisma vitamin C’nin goz saghgini korudugumu ispatlamistir.
Vitamin C sagliklt gz lenslerinde, kan sivisina oranla 60 kat daha fazla oranla bulunur.

Vitamin C, g6z lenslerini oksidatif hasara kargt korur.

Diyabet: Diyabet hastalarinda fazla vitamin C tiketiminin, dolagimi diizenleyici etkisi
vardir. Ayrica tip 2 diyabetlerde yeterli vitamin C tikketiminin basincin diisiiriict etkisi

ile tansiyon diizenleyici etkisi vardir.

DNA: Kalitsal bilgiyi tagiyan molekiil olarak bilinen DNA, ¢esitli reaksiyonlarla hasara
ugrayabilir. Bu reaksiyonlardan biri de dichloromethane extracts of valerian (DEV) ile
olur. Vitamin C, DEV konsantrasyonunu en aza indirgeyerek, DEV sebebi ile olusan

DNA hasarint en aza indirger.

Endotel Fonksiyonlar: Vitamin C, yitksek derecede egzersiz yapan kisilerde olugan

endotel fonksiyonlarin bozukluklarini tamir eder.

Hepatit C: Kronik hepatitlere vitamin C verilmesi halinde, interferon (IFN) ve

Ribavirin (RBV) beraberliginde karaciger enzimlerini normalize eder.

Diger Fonksiyonlari:

% Vitamin C, deriyi giines 15181 hasarlarina kars1 korur.

< Vitamin C, yiyeceklerdeki demirin suda ¢o6ziinir hale donisiip viicut tarafindan
absorplanmasina yardimet olur.

< Vitamin C, viicudu kadmiyum, bakir, vanadyum, kobalt, civa ve selenyum’un toksik
etkilerine karst korur.

% Vitamin C alimi, viicutta mangan absorpsiyonunu arttirir.

% Vitamin C, yag asitlerinin mitokondriyve transferinde, dolayisiyla enerjinin
mitokondriye transferinde rol oynayan karnitin sentezi i¢in gereklidir.

¢ Vitamin C, minerallerin emilimine {(6zellikle demir) yardimer olur.

2.3 Askorbik Asidin Insan Saghg Uzerine Etkileri

2.3.1 Askorbik Asit ve Kanser
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Dr. Pauling, vitamin C’nin soguk alginligi ve kalp rahatsizlifina iyi gelmesinin yanisira
kanser vakalarina da iyi geldigini savunmugtur [25]. Dr. Pauling, vitamin C ve kanser
mekanizmasini soyle agiklamigtir; Vitamin C, kollajen sentezinin artigina neden olarak
tiimérlerin bitigik hiicrelere yayilmasim engeller. Bu sayede vitamin C kanser hiicreleri
ile savasir [72]. Birgok aragtirmact da vitamin C ve kanser mekanizmasmin séyle
igledigini 6ne siirer; Serbest radikaller DNA’ya zarar vermeden Once vitamin C
tarafindan deaktive edilir. Boylece yeni timér olusumlart engellenir [73]. Mekanizmast
ne olursa olsun, vitamin C kanser tedavisinde kullanilabilecek ¢ok giizel bir

antioksidandir [74].

2.3.2 Vitamin C ve Ateroskleroz

Ateroskleroz gelisiminde LDL kolesterolii, lipid peroksidasyonu ve lipidlerin oksidatif
modifikasyonu 6nemli etki yapar. Vitamin C, LDL kolesteroliiniin, yag asitlerinin,
lipidlerin oksidasyonunu engeller. Bu sayede vitamin C ile ateroskleroz geligimi

yavaglatilabilir [71].

2.3.3 Askorbik Asit ve Yaralarm Iyilesmesi

Vitamin C, yaralarin iyilesmesinde ve tamirinde kollajen sentezine yardimci olarak
dnemli rol ustlenir. Giinliik 500-1000 mg vitamin C tiiketiminin yaralarin iyilesmesini
hizlandirdigi savunulmaktadir [71].

2.3.4 Askorbik Asit ve Soguk Algmmhg

Askorbik asidin soguk alginligi onleyici 6nemli bir etkisi vardir. Askorbik asit
bagisiklik sistemini gii¢lendirir. Bu sayede soguk alginlig1 gibi rahatsizliklan iyilestirir.

Dr. Pauling, giinde 1-2 g askorbik asit tiketiminin soguk algmligini iyilestirdigini

savunur [71].
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2.3.5 Askorbik Asit ve Skorbiit

Vitamin C, kollajen sentezinde prokollajen i¢inde yer alan prolin ve lizin amino
asitlerinin, prolin hidroksilaz ve lizin hidroksilaz enzimleri ile hidroksillenmesinde
kofaktor olarak gorev yapar. Vitamin C eksikliginde prolin ve lizin hidroksillenemez,
dolayist ile kollajen lifleri capraz bag olusturamaz. Meydana gelen lifte gerilme kuvveti
oldukc¢a az olur. Sonug olarak skorbiit hastaligi meydana gelir. Bu hastalik genel olarak

dig eti kanamalart ile kendini gosterir [71].

2.3.6 Askorbik Asit ve Hamilelik

Hamile kadinlarda C vitamini eksikliginin damar sertligine yol agarak preklampsiye
(tansiyon artisiyla tre yiukselmesi) yol acabildigi saptanmigtir. Uzun zamandan beri C
vitamininin preklampsi riskini azalttifinin bilindigini ammsatan, fareler tzerinde
yapilan deneylerden alinan sonuglari agiklayan uzmanlar, hamilelerde C vitamini
eksikliginin damarlarda esnekligi yok ettigini, hamile olmayanlarda ayni sonucun ortaya
citkmadigini bulmuglardir (25). Preklampsi geciren kadinlarin, hamilelikten sonra da
bazi hastaliklara yakalanma riski tasidiklarina isaret eden uzmanlar, risk grubunda
ozellikle 25 ve 35 vyas civarinda yiksek tansiyon, seker hastaligi ve bobrek

rahatsizliklarinin goriilebilecegini soylemiglerdir [75].

2.3.7 Askorbik Asit ve Alzheimer Hastali1

Vitamin C, koruyucu rolii olan bir antioksidandir ve serbest radikallerin beyine verdigi
hasar1 engeller. Normal hiicre fonksiyonlari serbest radikal denilen yan driinleri
olusturur ve bu serbest radikaller hiicre yapisina ve genetik metaryallere zarar
vermektedir. Serbest radikallerin verdigi bu zarar oksidatif stres yaratarak, alzheimer
hastaliginin ilerlemesine sebep olmaktadir. Boyle bir durumda ilk bakilmasi gereken
vitamin C’nin etkinligidir. Sinirlt da olsa vitamin C ilging sonuglar verebilir. Bununla
birlikte vitamin C ve vitamin E kombinasyonlarinin kullaniminin bireylerde alzheimer
hastaliginin ilerleyigini azalttifn goriilmektedir. Birgok aragtirma sonucu vitamin C’nin

alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilabilecegi ortaya konmustur [76].
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2.4 Askorbik Asidin Taninma ve Tayin Yontemieri

2.4.1 Taninma Yontemieri

Askorbik asidin  tammnmast ilk olarak  1927°de Tillmans tarafindan 2,6
diklorofenolindofenol (2,6-DCIP) ile yapilmistir. Sonraki caligmalarda ¢esitli
belirteclerle renkli tirevler olusturdugu saptanmustir.

Cizelge 2.5 Askorbik asidin taninmasinda kullanilan belirtegler

Belirteg Tillmans Emmergie- Benedict Nessler Paladyum Fesfomolibdik
Engel kloriir Asit

Renk Pembe Kirmizi- Kirmizi  Siyah Siyah Mavi-gri
kahve

Kaynak |[21] [23] [35] [35] [35] [24]

no

Askorbik asidin taninma ve miktar tayini yontemleri ¢oklukla yiksek indirgeme
yetenegine dayanir. Bu yontemlerde bir metal iyonunun reditksiyonu ile kararlt bir
renkli ¢ozelti olusumu (potasyum ferrasiyaniir, feri trikloroasetat) metal iyonunun
askorbik asit tarafindan rediksiyonu ve kelat yapici bir bilesik ilavesiyle renkli bir
kompleks olusumu s6z konusudur. Taninma igin tirevlendirme reaksiyonlarnn da
kullantlmigtir. Bu alanda ilk calismalar Schmall ve arkadaglar tarafindan askorbik
asidin diazolanmig 4-metoksi-2-nitroanilin ile olusturdugu mavi renkli {Uriinden
yararlanilarak yapilmuigtir. Sonralart diazolanmig p-aminobenzoik asit, diazolanmig p-
nitroanilin redoks tiirev belirteci olarak kullanilmistir. Askorbik asidin taninmasinda
ince tabaka kromatografisi ve gaz kromatografisi-kiitle spektrofotometrisi yontemleri de
kullanimustir [35].

2.4.2 Miktar Tayin Yontemleri

Askorbik asit analizlerinde genellikle kimyasal yontemler kullanilir. Biyolojik

yontemler uzun ve pahali oldugundan kullanilmaz.

Kimyasal yontemler, askorbik asidin indirgenme yetenegine dayanir. Bunlardan en ¢ok

uygulananlar; 2 6-diklorofenolindofenol (2,6-DCIP), M-bromosiiksinimd (MBS) ve
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iyot ¢ozeltisiyle oksidimetrik titrileme, diazolanmis 2-nitroalinin ve 2,4-dinitro fenil

hidrazin ile yapilan kolorimetrik yontemdir,

Oksidimetrik titrileme yontemi cabuk ve kolay olarak taze meyveler ve sebzelerde
kullanilir. Fakat bu yontem askorbik asitten bagka maddeler de oldugundan pek dogru

SONUG vermez.

Diazolandirilmis 2-Nitroanilin ile yapilan analizde, alkali c¢ozeltide meydana gelen
kirmizi-mavi boyar madde kolorimetrik olarak belirlenir.2,4-dinitro fenil hidrazin ile
yapilan analizde, askorbik asit dehidroaskorbik aside yiikseligenir ve bu reaktifle
verdigi kirmizi boyar madde 6lgiliir. Bu son yontemde askorbik asit ve dehidroaskorbik
asidin toplami belirlenir. Birincisinden titrilemeden, ikincisinde renk reaksiyonundan
once asitli ortamda dehidroaskorbik asit kikiirtlii hidrojen ile indirgemekle askorbik

aside doniigur [71].

Askorbik asit tayin yontemleri hakkinda yapilan ¢aligmalarin bir kismi 6zetlenmis olup,

diger caligmalar Tablo 6’da derlenmisgtir.
2.4.2.1 Titrimetrik Yontemler

Askorbik asidi titre edebilmek icin ¢ok ¢esitli kimyasal maddeler kullanilmaktadir.2,6
diklorofenolindofenol (2,6-DCIP) askorbik asidi titre etmek igin kullanilan en yaygimn
maddelerden biridir. 2,6-DCIP’nin kullanildigi yontemde,2,6-DCIP asidik ortamda
askorbik asidi yikseltger.2,6-DCIP nin renkli olmasindan dolayi renk kaybolmayincaya
kadar titrasyon yapilir. Yani kullanilan titrant aym zamanda indikatordir. Bu yontem

¢ok kullanilan yontem olmasina ragmen, Sn(Il), Cu(l), SO», 82032“ gibi maddeler

iceren numunelere uygulanmast zordur. Bu yontemin uygulanmas: i¢in bu gibi

maddelerin numunelerde bulunmamasi gerekir [77].
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HO~—C——H HO == C——H
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2,6 diklorofenolindofenol  Askorbik asit Indirgenmis belirteg Dehidroaskorbik asit ;
(alkali ortamda mavi, (loko tirevirenksiz)

asitli ortamda kirmizi)

Sekil 2.5 2,6 diklorofenolindofenol’iin kullanildigi yontem

1960 Ii yillarin basinda, N-bromosiiksinimid, askorbik asit titrasyonunda nisastanin
indikator olarak kullanildig: bir ortamda titrant olarak kullamilmaktaydi. Demir tuzlari
bu titrasyona girisim yapmazlar. Fakat meyvesularinda koruyucu olarak kullanilan
bisiilfit iyonu sonuglara tam ulagiimasina engel olmaktadir. Bununla birlikte, bisilfit

iyonu ortamdan asetonla ¢ekilerek tayindeki girisim giderilmis olur [77].

O==C—] 0=C— o |
Ho——(l: o] g ==C O /(l;l
HO———-l(|3 + HZT/ N Br —s Omcl; . H2(|3 >\IH + HBr
H______(::_______ HZC\C} H__.__(::_____ Hzc:\C |
HO—C—H g HO—C—H (ll
CH,OH CH,OH
L-askorbik asit =~ N-bromosiksinimid L- Dehidroaskorbik asit ~ Suksinimid

Sekil 2.6 N-bromosiiksinimid’in kullanildig: yontem.

Bagka bir caligmada icerisinde kloramin T bulunan asidik KBr veya KI karigimi

askorbik asit titrasyonu i¢in 6ngorilmustir. Titrasyonun déniim noktas: ise, nigasta-iyot
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arasindaki mavi rengin clugmasi veya bromun metilen kirmizisi renginin ortaya ¢ikmast

ile anlagtlmaktadir [77].

Tetraklorobenzokinon askorbik asit igin tavsiye edilen bagka bir titranttir.
Tetraklorobenzokinonun kullamldig: titrasyon, hem indikatdér hem de girisim yapan
metallere maskeleme yaptigi i¢in etilendiamintetraasetik asitli (EDTA) ortamda
yapilmaktadir. Titrasyonun bitisi ortaya ¢ikan altin sarist renkten anlasilmaktadir. Bu
yontem sitrik asik, oksalik asit, tartarik asit, glukoz, sukroz, maltoz gibi maddelerin
girisiminden etkilenmektedir. Fakat tiyol benzeri, sistein, o-merkaptobenzoik asit ve 3-
merkaptopropiyonik asit gibi maddelerin girisimine ugramamaktadir. Bununla birlikte
girigim yapan bu maddelerin etkisi akrilamid gibi bir madde ile maskelenmek suretiyle

giderilebilir [78].

C vitamininin potansiyometrik titrasyonu i¢in N-bromofitalimid veya N-bromosakkarin
maddeleri kullamlmistir. Kumar ve Indresenan’mn yaptigi ¢alismalarda, sadece askorbik
asidin bulundugu ¢ozeltide titrant olarak N-bromosakkarin’i kullanarak askorbik asidin

mikro tayinini gergeklestirmiglerdir [79].

O-iyodobenzoat ve o-diasetooksibenzoatda askorbik asit titrasyonunda kullamlmaktadir.
Indikator olarak ise KI’nin fazlast ve leuso-2,6-diklorofenol indofenol kullaniimaktadir.

Titrasyonun déniim noktast ortaya ¢ikan mavi renk ile anlagilmaktadir [80].

Talyum(Il) perklorat ve bakir(Il) siilfat asidik ortamda askorbik asit titrasyonu icin
kullantlmig  titrantlardir. Ancak bu maddeleri kullanmak i¢in azot atmosferi
gerekmektedir. Titrasyonun donim noktast ortamdaki rengin pembeden renksiz hale
gelmesi ile anlagilmaktadir. Bu titrasyonda talyum(IIl)’ {in tayin edilmesiyle askorbik

asit dolayl sekilde tayin edilebilir [81].

Seryum(IV) siilfat, askorbik asit tayini i¢in ¢ok uzun zamandan beri kullanilan bir
maddedir. Asin eklenen seryum(IV) siilfat ¢ozeltisinin askorbik asit ile tepkimeye
girmeyen kismu Fe(Il) ile geri titre edilerek askorbik asit miktari belirlenmektedir.

Indikator olarak ise difenilbenzidin, N-feniltantrolikasit veya Rodamin 6G kullanilir.
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Potasyum hekzasiyanoferrat ise hafif bazik ortamda askorbik asit icin kullanilan bir

titranttir. Bu titrasyonda ise indikatér olarak 2,6-DCIP kullamilmugtir [82].

Ferri triklorasetatin titrant olarak kullanildigi dogrudan titrasyon yontemi ile de
askorbik asit tayini yaptlmaktadir. Sivi askorbik asit numunesi izerine tampon ¢ozelti
ve kloroform eklendikten sonra ferriyum triklorasetat ile dogrudan titre edilir.

Titrasyonun sona erdigi a¢ik mavi rengin ortayla ¢ikmast ile anlagilir [83].

2.4.2.2 Elektrokimyasal Yontemler

Bir¢ok polarografik yontem o-fenilendiamin ile dehidro askorbik asidin kondenzasyonu
sonucu ortaya ¢ikan yiikseltgenme dalgasini kullanarak uygulanmaktadir. Esit ya da
diguk derigimli o-fenilendiamin, dehidroksi askorbik asit i¢in kuvvetli dalga verir. Bu
yontemde askorbik asidi yiikseltgemek igin glimis nitrat, 2,6-DCIP ve buna benzer

yikseltgenler kullamlmig ve portakal suyunda askorbik asit tayini yapilmistir [77].

Bagka bir ¢alismada L-askorbik asit ve D askorbik asit es zamanli olarak alternatif akim

polarografik yontem ile ayr1 ayri tayin edilmistir [77].

Askorbik asit tayini i¢in bir amperometrik sensor, askorbat oksidaz enziminin kollajen
zar veya glutaraldehit Gizerine immobilize edilmesi ile hazirlanabilir. Bu elektrod D-
askorbik aside de duyarlidir. Askorbik asit tayini 1,15 V da hazirlanan bu elektrod
kullanilarak potasyum dikromat ile amperometrik titrasyon ile yapumustir [77].

Bir baska calismada gecirgen karbon elektrot ve askorbatoksidaz igeren eletktrod
kullanilarak kulometrik olarak askorbik asit tayini yapilmigtir. Askorbik asit tayini i¢in
¢ok sinirlt uygulama alani olmasina ragmen, belli miktar askorbik asidin platin elektrod
yuzeyinde yiikseltgenmesi ile yapilir. Fakat ¢ozeltide sadece askorbik asit bulunmasi
gerekir [77].

Sahbaz ve Somer yaptiklari ¢aligmalarda, bazi sebze ve meyvelerde uygun destek
elektrolit kullanmak suretiyle L-askorbik asit tayinini polarografik olarak

gerceklestirmiglerdir [83].
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Bir diger caligmada, askorbik asidin 2,0X10‘6 - 6,0x10-3 M arasindaki derisimleri FIA
sistemde kare dalga voltametrisi ile olgilmektedir. C vitamini, o-fenilendiamin ile
muamele edildikten sonra degisik iceceklerde bu yontem ile askorbik asit tayini
gergeklestirilmistir [84]. Askorbik asidin voltametrik analizinde gesitli elektrolit tir ve
pH’larinin voltamogramlar Gzerine etkist hem ¢iplak Au, Pt ve camsi karbon elektrodu
tizerinde hem de poli(3-metiltiyofen) elektrodu tzerinde incelenmigtir. Kare dalga
voltametri parametreleri optimize edilerek, cesitli vitamin tabletlerinde ve taze meyve

sularindaki miktarlari analiz edilmisgtir [85].

Paim APS ve arkadaslari, 1030 ile askorbik asidi tepkimeye sokarak ortaya ¢ikan I'yi

iyon se¢ici elektrod kullanarak belirlemigler ve potansiyometrik titrasyon ile askorbik

asit miktarini tayin etmiglerdir [86].
2.4.2.3 Kemiliiminesans Yontemler

Askorbik asit tayini i¢in Cu(Il)-liminol, Ce(IV)-rodamin 6G, Fe(Il)-liminol, KMnOy4 -
luminol gibi bir ¢ok sistem mevcuttur. Bu sistemler ya askorbik asidin yikseltgenmesi

ile ortaya cikan yada yiikseltgenmeden arta kalan maddelerin liminesan olusturucu

maddelerle etkilesmesi ile yapilmaktadir [87].

Bir kemiliminesans reaksiyonda elektronik olarak uyarilmis tirin temel duruma
donerken vyaydigi iginlardan yararlamlir. Reaksiyon kosullari kemiliminesansin
olugsmasinda 6nemli etki yapar. Kemiliminesans 1sinin siddeti, kimyasal reaksiyonun
hizina, uyarimig durumun olusma etkinligine, uyardmis halin kemiliiminesans yayma
etkinligine baghdir. Bu yontemin tercih edilmesinin sebepleri, duyarligin yiksek
olmasi, tespit sirlarinin oldukga dusiik seviyelere inebilmesi ve cevabinin hizli
olmasidir. Kemiliminesans yontemlerde cogunlukla liminolin (5-amino,2,3-

dihidrofitalazin) Oy, HyO» veya diger kuvvetli oksitleyicilerle verdigi kemiliminesans

tepkimeleri esas alinir [88].
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NH- 0 NH;

coo
NH -
+2OH+02"‘>N2‘|'2H20+ +h\2
NH _
CO0
0
Luminol 3-aminofitalat

Sekil 2.7 Luminoliin Kemiliiminesans Reaksiyonu

2.4.2.4 Kinetik Yontemler

Vitamin C tayini i¢in, Tang B ve arkadaslari, askorbik asidin 1,5-bis (p-
hidroksibenzaiden) tiyokarbazon bilesiginin H»O» ile horseradis peroksidaz enziminin
tepkimesine inhibitor etki gosterdigini bulmuslardir. Askorbik asidin derigimi bu
tepkimenin hizina gére, enzimatik inhibasyon teknigi ile, askorbik asit miktarini tayin

etmiglerdir [89].

2.4.2.5 Florimetrik Yoéntemler

Florimetrik yontem, insan kan serumu, meyve ve sebzelerde bulunan askorbik asit
icerigini tayin i¢in kullanilan bir yontemdir. Floresans tir, dehidro askorbik asit ile
floresans yapan tiriin tepkimesi sonucu olusan maddedir. O-fenilendiamin floresans
yapict maddeler arasinda en ¢ok kullanilamidir. Bu yontemin uygulanabilmesi i¢in ilk
olarak askorbik asidin uygun bir madde ile yiikseltgenerek dehidro askorbik aside
donugtirilmesi gerekmektedir. Askorbik asit yiikseltgendikten sonra uygun bir madde

ile floresans tiir olugturularak tayin gergeklestirilmektedir [77].

Baska bir c¢alismada askorbik asit yikseltgendikten sonra 1,2-diamino-4,5-
dimetoksibenzen ile tepkimeye sokulmus ve floresans tiir olusturulmustur. Olusan tiir

florimetrik yontemle tayin edilerek askorbik asit miktarina ulagilmistir [77].
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2.4.2.6 Diger Tayin Yontemleri

Yebra ve arkadaslari, askorbik asidi tayin etmek icin asidik ortamda asir1 miktarda
Cr(VI)'y1 askorbik asidin oldugu ¢ozeltiye eklemiglerdir. Cr(VI)'min askorbik asit ile
tepkimesi sonucu Cr(VI), Cr(Ily’ e donigmektedir. Olusan c¢ozelti selatlandirict
poli(amino fosforik asit) reginesinden gecirildiginde Cr(III) recinede tutunmakta Cr(VI)
ise tutunmadan gecmektedir. Tutunmadan gegen Cr(VI)'yt alevli atomik absorpsiyon

spektrometresi ile tayin ederek askorbik asit miktarina ge¢mislerdir [90]

Diger bir ¢alisma da askorbik asit tayini i¢in Yebra ve arkadaslari, asidik ortamda agir
miktarda Mn(VII)’y1 askorbik asidin oldugu ¢ozeltiye eklemislerdir. Mn(VII)’ nin
askorbik asit ile tepkimesi sonucu Mn(VII), Mn(Il)’ye dontgmektedir. Olusan ¢6zelti
selatlantirict poli(amino fosforik asit) recinesinden gegirildiginde Mn(Il) recinede
tutunmakta Mn(VII) ise tutunmadan ge¢mektedir. Tutunmadan gecen Mn(VII)y1
FAAS ile tayin ederek askorbik asit miktarina ge¢mislerdir [91].

Norozifar ve arkadaslari, askorbik asit iceren ¢ozeltiyi silikajel Gzerine tutturulmus iyot
iceren kolondan gecirmislerdir. Askorbik asit iyot kolondaki iyot ile tepkimeye girip
yikseltgenir. Kolondan ¢ikan ¢ozeltinin 245 nm de absorbansmi olgmiglerdir.Daha
sonra baglangigta hazirlanan ayni ¢oézelti iyot tutturulmamig kolondan gecirerek
kolondan ¢ikan ¢ézeltinin absorbansint yine aymi dalga boyunda élgerek ilk degerden
cikarmiglar ve net absorbans degerinden yararlanarak askorbik asit miktarimi tayin

etmiglerdir [92].

Themelis ve arkadaglari, akisa enjeksiyon sistemde (FIA) askorbik asit bulunan ortama
Fe(Ill) katmuglar, Fe(Ill) ile askorbik asit tepkimeye girerek askorbik asit miktar ile
orantili Fe(IT) olusturmustur. Olusan Fe(I1)’yi 2,2-dipridin-2-pridihidrazon ile kompleks
haline getirip bu kompleksin degisimini UV ile belirleyerek askorbik asit miktarini tayin

etmiglerdir [93].
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2.4.2.7 Farmakolojide Kullanilan Yontemler

1.2,6-diklorofenol-indofenol ile titrasyon yontemi,

2 Iyot veya kloramin ile titrasyon yontemi,

3 N-bromosiiksinimid ile titrasyon yontemi,

4.Sodyum 1,2-naftokinon-4-siilfonat ile titrasyon yontemi,
5.Hekzamin kobalt(IIT) trikarbonatokobalt(I1l) ile titrasyon yontem,
6.Kompleksometrik yontem,

7 Mikroflorimetrik yontem,

8.Diazolanmis 4-metoksi-2-nitroanilin ile spektrofotometrik tayin yontemi,
9.Diazolanmig p-nitroanilin ile spektrofotometrik tayin yontems,
10.4-nitrobenzen diazonyum floroborat ile fotometrik tayin yontemi,
11.3,4-dinitrobenzoik asitle kolorometrik tayin yontemi,

12 Fosfomolibdato kompleksi ile kolorometrik tayin yontemi,
13.2,3,5-trifenil tetrazolium klorir yontemi,

14 Potasyum ferrisiyaniirle fotometrik tayin yontemi,

15.pH=8 tamponu ile polarografik tayin yéntemi,

16.pH=5,2 tamponu ile polarografik tayin yontemi,

17 Iyotla potansiyometrik titrasyon yontemi,

18.Bakir siilfatla potansiyometrik titrasyon yontemi,

19.Kagit kromatografisi ile izolasyondan sonra tayin yontemi,
20.Ince tabaka kromatografisi ile tayin yéntemi,

21.Gaz kromatografisi ile tayin yontemi.

2.4.3 Meyve ve Sebzeler I¢in Kullamilan Yéntemler

1.2,6-diklorofenol-indofenol ile titrasyon yontemi,

2.Spektrofotometrik yontemler

3.Indofenol-ksilen dziitleme yontemi [94]
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Cizelge 2.6 Askorbik asit tayini i¢in kullanilan diger spektrofotometrik ¢aligmalar

Analit

Sebzeler, Meyveler

Meyvesuyu, Katki
maddeleri, Urin

Katki maddeleri,
Urin

Mlaglar

Katki maddeleri,
Siit, Urin, Sebzeler

Meyveler,
Sebzeler,
Meyvesular

Yiyecekler, Ilaclar

Taglar

Katk: maddelert,
Yiyecekler

Meyvesuyu,
Kirmizi garap,
Katki maddeleri

Vitamin C
tabletleri

Tanimlama

3. derecede tiirev UV
spektrofotometri, 259,4 nm- 276,2
nm,227 nm- 237 nm

Kati faz UV pektrofotometri,
Fe(III) komplekslerinin ferrozin ile
indirgenmesi

Kati faz UV spektrofotometri,

2. derecede tiirev UV spektrofotometr
nm-272nm, Alternatif olarak,
TLC ile 260nm

n-biitanol ile ekstraksiyon yapilarak
Fe(Ill)  iyonlarmin  Fe(ID-4-(2-
piridilazo) kompleksine indirgenir
2675 nm’de 2. derece tiirev
spektrofotometri, 1.0 M HCl ile
ekstraksiyon yapilir.

Iki kat1 fazl reaktorler;

1. Reaktor-%30 katt I,

2. Reaktor silikajel

Cis SPE kolonunda ¢6ziillmiis rutin
ve askorbik asidin 262 nm de
olciimii yapilir.

Fe(III) tiyosiyanat kompleksinin
Fe(IT) kompleksine askorbik asid
yardimiyla indirgenmesi, 462nm de
Olglim yapilir.

Cu(I) nin Cu(l) e2,9-dimetil
1,10-enantrolin-Cu(I) yardimiyla

indirgenmesi, 450nm de dl¢iim

yapilir.
Askorbik asit ve OPD nin
kondenzasyon  reaksiyonu ile

pH=9.4 te 360nm ve 440 nm de

absorbans 6lgiimii yapilir,
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RSD: %0.53-2.45

RSD: %0.91

RSD: 0.74
DL: 0.05 pug/ mL™

RSD: %2 .4
2.derece tiirev
RSD: %0.6

CV: %29
Gerikazanim:
%97-102

DL:42x100M

RSD: %1.0-5.0

RSD: %0.7

DL: 0.36 mg mL™
RSD: %2.0

RSD: %3

DL: 0.006 pg/mL
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BOLUM 3

ARASTIRMA CALISMASINDA KULLANILAN YONTEMLER
HAKKINDA GENEL BILGILER

3.1 Tiirev Spektreskopisi

3.1.1 Tiirev Spektroskopisi Hakkinda Genel Bilgi

Turev spektroskopisi, UV-VIS spektroskopisinin nispeten yeni bir uygulamasidir.
1950°li yillarda absorpsiyon spektrumlarinin ayrintilarinin belirginlesmesi amaciyla
ortaya konmus ancak analitik kimyada uygulamasi 1970’li yillarda analitik cihazlarda
caligilmaya baglanmasi ile baslamistir(57). Turev spektrofotometrisinde klasik
absorpsiyon spektrumlarinin yerine, tiirev spektrumlari ile iglem vyapilir. Tirev
spektrumlarindaki  matematiksel islemler  spektrofotometredeki  bilgisayarda
yapilmaktadir(57). Bu fonksiyonun herhangi bir noktasindaki tirevi dy/dx dir.
Absorpsiyon spektrumlarinda ise tirev dA/d/Adir. Spektrumun herhangi bir
noktasindaki tiirev degeri hesaplanip, dalga fonksiyonu olarak grafik elde edildiginde 1.
tirev absorpsiyon spektrumu elde edilir. Buna benzer sekilde d'A/dA™ d"A/d\
derecesinde tirev spektrumlan elde edilir(57). Absorpsiyon spektrumlarinda herhangi
bir dalga boyunda A=ebc esitligi gecerlidir, n. Derecede tirev spektrumlarinda tirev
absorbans1 “D” ile konsantrasyon arasindaki iliski formila yazilabilir(57). Absorbans
molar absorptivite ile dogru orantili oldugu i¢in: "D =d"A/d\" =d"e/d\"bc yazilabilir.
Gorildigia gibi tirev absorbans degerleri ile konsantrasyon arasinda dogrusal iligki

vardir. Tiirev spektroskopisi ile kantitatif analiz yapdabilir. (57)
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3.1.2 Spektroskopide Kullanilan Céziiciiler

Spektroskopide kullanilacak ¢oziiciilerde aranan baglica 6zellikler sunlardir:
1)Spektrumu alinacak maddeyi ¢ozmeli

2)Spektrumu alinacak maddenin absorplama yaptig: alanda absorplama yapmamali
3)Polar olmamal:

4)Cozdiugn maddelerle reaksiyona girmemeli

Absorplama alanlari ayni ve spektrumu alinacak maddeyi ¢ozen iki ¢oziiciden polar
olmayamt tercih edilmelidir. Cunkii, daha once sdylendigi gibi polar ¢ozicilerde

spektrumun incelikleri kaybolur. Ultraviyole alaninda ¢ok kullanilan ¢o6ziiciiler agagida

verilmistir(58).
Cizelge 3.1 UV alanda en ¢ok kullanilan ¢oziiciiler
Su 180 nm’den sonra absorplama yapmaz.
Hekzan ) 200 nm’den sonra absorplama yapmai
Siklohekzan  200 nm den sonra absorplama yapmaz
| Iéloréfdfﬁl: - 300 nm den sonra absorplama yapmaz’

Karbontetrakiorur 260 nm’den sonra absorplama yapmaz .

Métanoi 290 nm den sonra absorplama yapmaz

Etanol ; 1: .  '220 nm’deﬂ scnra absarplama yapmazf{
“Propan-z ol 245 nm’den sonra absorplama yapmaz’
‘ASeiQnit’ﬂl . ; ’755 nm den sonra absorplama yapmazf

Dimetilstilfoksit 300 nm den sonra absorplama yapmaz

Dl()ksan . i290 nm den sonra absorplama yapmaz
Etil asetat 3 10 nm den sonra absorplama yapmaz
Aseton 330 nm’den sonra absorplama yapmaz

Spektrum almirken kiivetlerin 15in gegen yiizlerine elle dokunulmamasina, ¢ozelti iginde

parcaciklarin ve hava kabarciklarinin bulunmamasina dikkat edilmelidir.
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3.1.3 Ultraviyole Spektroskopisinde Absorpsiyon Degerleri

Ultraviyole cihazlarinda absorpsiyon 3’e kadar 6l¢iilebilir. Ama, en iyi sonuclar 0,2-0,9
absorbans degerlerinden alinir. Absorplamayi bu aralifa getirmek i¢in ¢ozelti duruma

gore seyreltilir veya derigtirilir(59).

3.1.4 Slit Araliginin Spektruma Etkisi

Bir spektrumun miimkin oldugu kadar dar slit araligiyla alinmas: gerekir. Aksi halde
spektrumun birgok karakteristik yonleri kaybolur. Asagidaki sekilde (B)'de bir
maddenin genis slit araligiyla, (C)'de dar slit aralifiyla alinmig spektrumlar:
gorilmektedir. Genis aralikta spektrumun bazi o6zellikleri kaybolmaktadir.
Monokromatik 1sin demeti elde etmek i¢in sadece monokromatorin slit araliklarinin da

miimkiin oldugu kadar dar olmasi gerekir(58).

LY

?—‘?. i[kﬁs

Sekil 3.1 Spektrumun slit araliklaria bagliligi. B’deki aralik C’dekinden daha biyuk.
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3.1.5.Ultraviyole Spektroskepisinden Saglanan Yararlar

Ultraviyole spektroskopisinden ¢esitli yonlerinden yararlanilir. Bunlar baslica sunlardir:
D)Kalitatif analizde
2)Kantitatif analizde
3)Titrasyonda
4)Molekiil agirligi tayininde
5)Yik aktarma kompleksi olusumunda
6)Asit ve bazlik sabitleri tayininde

7) Kompleks stokiyometrisinin ve sabitinin bulunmasinda

3.1.5.1. Kalitatif Analiz:

Bilinmeyen bir madde saflastirildiktan sonra UV spektrumu alinir. Bu spektrum, her
yoniyle daha once alinmis olan spektrumla karsilastirilir. Bilinmeyen maddenin
spektrumu daha onceki spektrumlardan hangisine uyuyorsa, bilinmeyen madde,

spektrumun kendisininkine uyan maddedir.

Kalitatif analizlerde maddenin maksimum & degerinin de biyik 6l¢iide dikkate alinmasi

gerekir. Dalga boyu degeri absorplama katsayisi degeriyle desteklenmektedir(58).

3.1.5.2.Kantitatif Analiz:
Isinin absorplamasi iizerine kurulmus olan tayin metodlart analitik kimyaci igin ¢ok
yararli ve gicli metodlardir. Bu metodlarin klasik metodlara baslica tstinlikleri

sunlardir.

1.Sonug ¢abuk alinir ve ¢aligmaci fazla yorulmaz.

2. Dogruluk derecesi oldukga yiksektir. %1-3 hatayla sonu¢ alinabilir. Tedbir olarak
hata binde 1-2 ye kadar indirilebilir.

3 .Her maddenin kendine 6zgil bir absorplama piki oldugundan seciciligi yuksektir.

4 Molar absorplama katsayist 10000°den biiyik olan maddelerin 107 M

konsantrasyonlart bile tayin edilebilir.
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5.Uygulama alani1 da oldukga genistir. Su kromofor gruplarindan bir veya birkagint

iceren maddeler kolaylikla tayin edilir.

Cifte baglar Karboksil grubu
Uglii baglar Karbonil grubu
Nitro grubu Amid grubu

Nitrozo grubu Fenol grubu
Azo grubu Renkli iyonlar veya

renklendirilebilen iyonlar.

Kantitatif analiz i¢in ilk gart, tayini yapilacak maddeyi bilmektir. Bundan sonra birtakim
islemler yapmak gerekir. Bunlar: goyle 6zetlemek miimkiindir(58).

1.Tayini yapilacak maddeyi saflagtirmak

2.Tayinin yapilacag: dalga boyunu segmek

3.Tayinin sicakligini ayarlamak

4.Tayin i¢in uygun ¢oziici segmek ve pH’1n1 ayarlamak

5.Tayin i¢in ¢aligma grafigini ¢izmek

Maddeyi Saflagtirmak: Tayini yapilacak maddenin saflastirilmasi, kristalizasyon,

destilasyon, siiblimasyon, kromatografi gibi ¢esitli metodlarla yapilir.

Dalga Boyunu Se¢mek: Tayin icin maddenin spektrumunda en siddetli absorpsiyon

pikinin bulundugu dalga boyu segilir. Bunun basglica nedenleri sunlardir:

1)Dusiik konsantrasyonlarda bile oldukga biiyiik absorpsiyon degerinin okunabilmesi.
2)Absorpsiyon piklerinin tepeleri olduk¢a diz oldugundan, dalga boyu segiminden

gelen hatanin minimuma indirilebilmesidir.
Sicakhigmmi Ayarlamak: Bir maddenin absorplamas: sicaklia da bagli oldugundan,

molar absorplama katsayis1 hangi sicaklikta tayin edilmigse, kantitatif analiz de o

sicaklikta yapilmalidir
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pH Ayarlanmasi: pH ayarlanmasi kompleks olusumunda ¢ok o6nemli bir rol
oynadigindan pH’min iyi ayarlanmast gerekir. Ayarlanma tampon ¢ozeltiler
kullamilarak yapilirsa daha iyi olur.

Calisma Grafigi Cizmek: Kantitatif tayinler, her ne kadar literatiirde verilen molar

absorplama katsayilarini kullanarak (Lambert-Beer Kanunu)

A=ebc 3.1

bagintisiyla yapilirsa da, hatah cihazlarin ve caligmacilarin bulunabilecegi disiincesiyle,
bir ¢aligma grafiginin ¢izilmesi ¢ok daha yerinde olur.Caligma grafii icin tayini
yapilacak maddeden elde ayrica saf olarak bulunmalidir. Bu saf maddeden hazirlanan
cesitli konsantrasyonlardaki c¢ozeltilerin absorpsiyonlart olgiilir, bir konsantrasyon-
absorpsiyon grafigi ¢izilir. Bundan sonra tayini yapilacak maddeden c¢aligma
grafigindeki sartlar aynen yerine getirilerek bir ¢ozelti hazirlanir ve absorpsiyon olguliir.

Olgiilen bu absorpsiyondan konsantrasyon hesaplanir(58).

3.1.5.3. Molekiil Agirhig: Tayini

Cok o©zel sartlarda bir maddenin molekil agirligr spektrofotometrik olarak tayin

edilebilir. Bunun i¢in maddenin,

v'Saf olmasi,
v'Iyi bir ¢oziiciiniin bulunmast,

v"Absorplama siddeti belli izole bir fonksiyonel grup icermesi gerekir.

3.2 Tiirev Spektroskopisi Yontemi

Yontemin ilkesi saf referans askorbik asidin ekstraksiyon ¢ozeltisinde (metafosforik
asit- asetik asit (%3-8) c¢ozeltisi) hazirlanmig konsantrasyonu bilinen degisik
¢ozeltilerinin, maksimum absorbsiyon yaptigt dalga boyunda, ekstraksiyon ¢ozeltisine
kargi, gida Ornegiyle karsilagtirilmast esasina dayanir. Tarev Spektroskopisi prensibi
klasik absorbsiyon spektrumlarinin yerine tiirev spektrumlarinin kullanilmasidir. Temel
amag¢ ayirim giiciinii arttirarak iyi ayirt edilemeyen pikleri ayit etmek ve degisik

ozelligi olan zemin spektrumunun etkisini diusirmektir. Bandin genigligini disirip

45




daha keskin bir hale doniistirdiginden bantlarin daha iyi ayrilmasina sebep olur ki bu
da bantlarin kalitatif ve kantitatif tayinini kolaylastirir.

Tarev Spektroskopisi ile analiz edilecek olan maddelerin, belirli dalga boylarn arasinda
dalga boylarina karsi gelen absorbans degerlerinin birinci ve daha yitksek tirevleri
kaydedilerek grafige gecirilir. Normal spektrumda ¢ok kiigiik olan pikler bile tiirev
spektrumunda buyik pikler haline gelir. Bilindigi gibi bir fonksiyonun herhangi bir
noktasindaki tiirevi dA/dx’tir. Absorbsiyon spektrumlart séz konusu oldugunda ise
tirev dA/d\A olacaktwr. Spektrumun her bir noktasindaki tirev degerleri hesaplanip
dalga boyunun fonksiyonu olarak grafik edildiginde birinci tirev absorbsiyon
spektrumu elde edilir. Buna benzer sekilde 2., 3., ..., n. Turev spektrumlan sirastyla
d2A/d2x, d3A/d3A, ..., dnA/dn) degerleri ile dalga boyu arasinda olusturula orijinal
spektrumda absorbsiyonun maksimum bulundugu dalga boyunda 2. tirev spektrumda
bir minimum, 4. tirev spektrumunda bir maksimum ortaya ¢ikmakta, 1. ve 3. derece

tirev spektrumlari ise bu dalga boyunda sifirdan gegmektedir (Sekil 2.1).

Tirev derecesi arttikga piklerin keskinlesmesi ve daralmasiyla rezoliisyon artmaktadir.
Bundan spektrumlarin ince yapisinin aydinlatimasinda yararlanilir ki bu durum saflik
testleri ve tanimlamada 6nemlidir. Basit bir absorbsiyon bandimin 1 ..... 4. turevleri
Sekil 1’de goruldagn gibi pikin birinci derece tirevi alindiginda yiikselen bolgeler
pozitif, inen bolgeler negatif pikler olusturmakta, doénim noktalarinin bulundugu
dalga boylarinda ekstremumlar olugmakta, orijinal pikteki ekstremumlarm karsiligi
olan dalga boylarinda ise tiirev egrisi sifirdan gegmektedir. 1. tirev her dalga
boyunda konsantrasyon ile orantilidir. dA/dA nin u¢ degerlere sahip oldugu yerdeki
Olgimlerde hassasiyet en fazladir. 2. tirev, tdrevin sifir oldugu noktalarda
konsantrasyon ile orantihidir. 2. tirevin de ug degerlerinde hassasiyet daha fazladir

[106].

3.2.1 Tiirev Spektrumunun Alinmasi:

Tirev spektrumu degisik yontemlerle elde edilebilir.  Cikis sinyalinin elektronik veya
niimerik olarak diferansiyelinin alinmasi veya elektronik takometrelerle isleme tabi
tutulmasi, yayimda ¢ift dalga boyu sinyal taramasi veya dalga boyu modilasyonu

yapabilen 6zel optik sistemi olan spektrofotometreler ile optik tiirev spektrumu elde
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edilir. Bu tekniklerin her birinde avantaj ve dezavantaj vardir. Pratikte elektronik
farklilagtirma ile cift dalga boyu taramast ve 1. turev alinarak diger tirevlerin
elektronik hesabt en ¢ok kullanilan tekniklerdir. Elektronik farklilagtirma ile tiirev alan
cihazlarin daha ucuz olusu ve istenen dereceden turevi aminda verebilmesi gibi

ustinlikleri vardar,

Her iki teknikte uygulamaya iki degisken katar, tiirev derecesi (n) ve spektrumun
uygulanacag dalga boyu araligi. Dalga boyu modilasyonu, gazlarin tek 1ginhi
spektrumuna uygundur ve 1sitk kaynagimin digik frekans giiriltisinin yarattig
sinyal/glrtltii orani agisindan tstiinliik saglar. Elektronik yontem ise ozellikle ¢ift 15inh
UV-VIS spektrofotometresinde biyokimya, klinik, gevre ve ila¢ analizlerinde stvi
ornekler i¢in uygundur. Turev hesap birimi, dedektor, elektronik birimi ile kaydedici,
basici, ekran gibi gosterge birimleri arasinda yer alir. Turev spektrumunda hem (+),
hem (-) sinyaller alacagindan kaydedici birimin x ekseni skalanin ortasinda yer
almalidir [106].

A/\/\/\4

Sekil 3.2 Cesitli sekillerdeki Gauss Diyagramlarinin tiirev spektrumlari(40)

a. Gauss diyagraminin temel, 1, 2, 3, 4. tirevleri
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b. Esit olmayan iki gauss diyagraminin temel spektrumu

c. Ust iiste cakisnus ve esit olmayan iki Gauss diyagraminn temel, 1, 2, 3, 4. tirrevier

3.2.2 Tiirev Spektrumuna Etki Eden Faktérler:

Tirev uygulamasinin teorik fonksiyon egrisi tizerinde degil, gercek bir optik elektronik
spektrum tizerinde yapilmasi nedeniyle gelecek olan pik kaymasi ve sekil bozulmalart
g6z Oniine alinmalidir. Optik ve elektronik guriltilerin verdigi piklerin gercek
spektrum pikleri ile benzer Ozelliklere sahip olusu spektrumun genelde
detaylandiriimasina bagli olarak, biyiimelerine ve yanlis degerlendirmelere yol
acabilir. Gergek piklerin tirev egrilerinin dalga boyu ekseni dogrultusunda
carpimalarinin, sekil degistirmelerinin tirev derecesi ile artacagi gbz Oniine
alinmahidir. Gurilta pikleri, spektrum ortalamalarinin alinip degerlendirilmesi ile yok
edilir. Sadece 1. tiirev egrisi dogrudan optik olarak elde edilebilir. Diger tiirevler ise
bu veya orijinal spektrumdan elektronik olarak elde edilebilir. Uygulamada bilinmesi
gereken temel iligki ayni cihaz programinda 2. turevin 1.sine gore daha detayli bilgi
ve daha iyi duyarlilik ile ayirim giicii sagladigi buna kargilik sinyal- tiirev derecest

artig1 ile giirilti orant azalisa ve band kaymasi olusudur [106].

3.2.3. Tiirev Spektrumunun Degerlendirilmesi:

Birinci ve ikinci tirev spektrumunda ordinat degisimleri normal spektrumdaki
ordinat degerinin buyukligi ile degil, egim degisimi ile iliskili olusu nedeniyle
tirev egrisinin absisteki konumu ile doniim noktalarinin birbirine karst durumlari
karakteristik olur. Nicel analizlerde yalnizca bitisik, pespese ekstrumum noktalar
degerlendirilerek bu iki noktanin mutlak deger olarak farki olgilir. Birkag

ekstrumum nokta varsa ordinat farkinin en yiiksek oldugu bir bitisik ¢ift segilir [106]

Tirev spektrumlarinin degerlendirilmesinde ti¢ yontem vardir.
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Sekil 3.3 Tirev Spektrumlarinin Degerlendirilmesi [106]
t: Egim yontemi
p : Pikten-pike 6lgim

z : Stfir-pik maksimumu yontemi

Pikten Pike Ol¢iim Yontemi: Yan yana olan maksimum ve minimum fark:

olgiilerek, ozellikle bulanik orneklerde saydam standardlara karsi nicel analiz kolay

yapilir.

Teget Yontemi: Pegpese gelen iki maksimum {izerinden gegirilen tegetin iz diigiimii
noktasinda, arada kalan minimuma uzakligi veya iki minimumdan gegen tegetin
aradaki maksimuma iz diigim noktasindaki uzakligi olgiliir. Ozellikle geri zemin
absorbsiyonunun belirlenemedigi bulanik oOrneklere uygulanir. Uzaklik yine

standardlarin esdeger piklerine gizilen tegete karsi degerlendirilerek sonuca gidilir.

Pikten Sifira Olgiim Yontemi: Olgiimii yapilacak olan pikin maksimumu ile sifir
arast veya minimumu ile sifir aras1 uzakhig: olgiliir. Ozellikle apsise gore simetrik
sinyaller igeren yiiksek derece turevler igin st iuste cakigan egrilerden biri
sifirdan gegctiginde kullanilir. Bulanik 6rneklerde bulaniklik genellikle spektrumun
kisa dalga boyu tarafina dogru artar. 1. ve 2. tirevde nicel analiz i¢in kullanilan

yukaridaki yontemler bu artigin etkisini ortadan kaldirir.

Tirev spektofotometresi ile tek boya igeren numunelerdeki boyanin kantitatif
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tayininde bir karigimda tirev alma yoluyla bilegenlerden birine ait bir pik elde
edilmesi durumunda, aym bilesene ait bir dizi standard ¢ozeltiden hareketle, elde
edilen aymi tirev dereceli spekturumlarinda, aym pik degerlendirilerek ¢izilmig
kalibrasyon dogrular1 yardimiyla karigimdaki séz konusu bilegenin nicel analizi

yapilmaktadir.

Tiurev spektrofotometresi ile ¢ift boya iceren numunelerdeki boyanin kantitatif
tayininde analizi yapilan numune iki boya maddesi igeriyor ve bu maddelerden
birinin absorbsiyon yaptigi bélgede oteki yapmuyorsa, maddeleri ayirmaksizin yan

yana tayin etmek mumkindir [106].
3.2.4 Tiirev Spektroskopisinin Uygulama Alanlar

Amax '1n belilenmesi: Orijinal spektrumda, maksimum absorbsiyon dalga boyunda 1.

tirev egrisini sifirdan geciyorsa, bu dalga boyu daha dogru bir sekilde saptanabilir.

Rezoliisyondaki artis: Turev spektrumlarinda, orijinal spektrumda zor goriilebilen ince
yapt ortaya ¢ikar, yani rezoliisyonda artig meydana gelir. Bunun icin ¢ift sayili tiirev
spektrumlari daha avantajlidir. ¢inki orijinal spektrumda bulunan maksimum ve
minimumlar, bu spektrumlarda yine ayni dalga boylarinda birer ekstermum halinde

ortaya ¢ikar.

Identifikasyon: Ozellikle absorbsiyonu gérinir bolgede olan renkli maddelerin
absorbsiyon spektrumlari genis bantlar halinde oldugu i¢in, bu spektrumlar maddenin
taninmasinda 6nemli degildir. Buna kargin orijinal spektrumdaki yan ¢ikintinin tiirev
spektrumlarinda, 6zellikle yiiksek dereceli olanlarda ekstremum haline doniigmesi,
piklerin sayisinin artmast ve keskinlesmesi ile spektrumun ince yapisi ortaya cikan

infrared spektrumlarina benzeyen spesifik durumlar elde edilir.

Bulanik Cozeltiler Kantitatif Analiz: Bulanik ¢ozeltiler ve iginde siispanse ya da
emiilsifiye kati veya sivi maddeler olan cozeltilerle spektrofotometrik oOlgiimlerin
yapilmas: zordur. Ozellikle UV alanda 1sin sagilmasi sebebi ile analitin spektrumu

kuvvetli ya da zayif absorbsiyonu ile ¢akigir. Turev spektrumundaki uygun pik-pik
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uzakliklart degerlendirilerek, bulamikligin spektrum tizerindeki bu olumsuz etkisi

giderilebilir.

Matriks etkisinin giderilmesi: Tirev spektrumlart alinmasi ile orijinal spektrumdaki
keskin spektral ozellikler kuvvetlenmekte ve keskinlesmekte, buna karsin genis ve
yaygin bantlar daha da basiklagmaktadir. Boylece analit piki ile ¢cakisan degisken zemin

absorbsiyonu etkisi giderilebilir.

Saflik keontrolii: Tirev spektrumlarindaki spektral aynntilar, maddelerin saflik
testlerinde de avantajlidir. Eser miktardaki safsizliklarin kiigik absorbsiyon pikleri,
tiirev spektrumlarinda daha kolay saptanabilen pikler haline doniigtir. Bu spektrumlarin,
saf maddenin ayni kosullarda kaydedilen tirev spektrumlar karsilastirilmasi ile saflik

kontroli yapilabilir.

Eser madde analizi: Ilag maddesi, besinler v.b. maddelerdeki eser miktardaki
safsizliklarin saptanmasit ve miktarinin tayin edilmesi de tiirev spektrofotometrisinin bir
baska uygulama alanmidir. Buna 6rnek olarak, etanolde eser miktarda bulunan benzenin
tayini gosterilebilir.

Karsimlarin simultane amalizi: Tirev spektrofotometrisinin oldukga yaygin bir
uygulama alan1 da absorbsiyon bantlart ile cakisan ve bir sebeple absorbsiyon
spektrofotometrisi ile bir 6n ayirma yapilmaksizin tayin edilemeyen karigimlarin
simultane analizidir. Bu konuda yapilmis ¢aligmalar, kombine ila¢ preparatlarinda ve
besinlerdeki katki maddelerinin analizinde yogunlagmustir. Bu analizlerde pik-sifir, pik-

pik ve pik/pik oram Olgiimleri uygulanmistir.

3.2.5 Tiirev Spektroskopisinin Avantajlar: ve Dezavantajlar

Avantajlari

e Tirev caligmasi orijinal spektrumun egimleri hakkinda bilgi verir ve bunun
omuz noktalart ile donim noktalarinin daha belirgin hale gelmesine
neden olur. Boylece bir bilesik daha kolay ve kesin olarak tanmabilir

e Cogunlukla orijinal spektrumda elde edilen egriler bir ¢ok pikin st uste
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gelmesi ile meydana gelmistir. Tirev alma ile bu absorbsiyon egrileri daha
sekle girer ve boylece bir arada bulunan piklerin tek tek gorillmesi saglanir.
Spektrofotometrede bulanik ¢ozeltiler ile caligilirken ¢6kme hizi, tanecik
buytkligi gibi etkenlere bagli olarak biiyikk oranda hata yapilirken, tirev
egrilerinin hazirlanmasi ile bulanikligin olusturdugu bu  olumsuz  etki
ortadan kaldirilabilir ve bulanik ortamlarda da calisilabilir.

Birden fazla maddenin karigim halinde bulundugu ortamlarda ekstraksiyon ve
kromatografi gibi her hangibi bir ayiwrma islemine bagvurulmaksizin tek tek
miktarlar1 tayin edilebilir.

Reaksiyon ortamindan kaynaklanan girtltii piklerinin yok edilmesini saglar.

Dezavantajlar

Kullanimi ¢ok kolay olmasina karsilik pahali spektrofotometrelere ve oldukga
karmagik bir elektronik yapiya ihtiya¢ vardir.

Tirev spektrumlarinda ¢ok sayida uydu pikleri gorilir. Bu pikler, bir karigim
ile galistlir iken bagka bilegenlerin de varligim gosterir. Tiirev derecesi arttikga

bu cins piklerin sayis1 da artacagi i¢in karigiklik daha da fazla olacaktir [106]

3.3 Fark Yontemi

Karigimlarda yer alan cesitli maddeleri kantitatif olarak analiz etmeyi ya da gevre

kosullart nedeniyle kigiik degisimlere ragmen hassas bir 6lgiim saglar. Fark yontemi ile

spektrofotometrik analizlerin dogrulugu ve segiciligi belirgin bir bigimde geligtirilmistir.

Fark yonteminin esas onemli ozelligi esit kiitlelere sahip ¢ozeltilerin farkli formlarini

elde etmektir. Diger absorban maddelerin varhiginda fark spektrumlarinin uygulama

kriterleri sunlardir.

a)Bir ya da daha fazla belirte¢ eklenmesi Ornegin spektrumda tekrarlanabilirligini

azaltir.

b)Girigim yapan bilesenlerin absorbanslart belirte¢ eklenmesi ile degismez.
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Ornegin spektral ozelliklerinin degisimi asit, baz ve tampon sulu ¢ozeltilerinin
eklenmesi ile yapilir. Birgok ornegin Ultraviole-Gortiniir bolge absorpsiyon spektrumu
ionize olabilen fonksiyonel gruplar igermektedir. Ornegin fenol, aromatik karboksilli
asit ve aminler gibi. Fonksiyonel gruplarin iyonize olma degerleri ¢ozeltinin pH’ larina
baglidir [110].

Eger 6rneklerin Agsic ve Apaz lart konsantrasyonlari ile orantili ise AA’da Lambert-Beer

yasasina uyar ve esitligin tiirevi;

AA=Aabc (3.2)

Girisim yapan bilegenlerin etkisini azaltmak ve absorbansin degismesini engellemek
icin AA prosediriniin segiciligi pH degerlerinin dogru se¢imine baglidir. Analitin AA
degerlerinin uygun ve tatmin edici olabilmesi i¢in 0.1M HCI ve 0.1M NaOH
kullanilmasi gerekir. Béylece girisim yapabilecek bilesenlerin absorbans etkileri en aza
indirilir [110].

3.4 Modifiye Spektrofotometrik Yontem

2,6-Diklorofenolindofenol askorbik asidin titrasyonunda en ¢ok kullanilan en énemli

reaktiftir. Bu yontemin temeli askorbik asit ile 2,6-DCIP’un asidik ortamda reaksiyona

girmesine dayanir. Askorbik asidin taninmasi ilk olarak 1927°de Tillmans tarafindan

2,6-DCIP ile yapildig: i¢in (1) Tillmans Reaktifi de denir [111].

Bundan baska askorbik asit tayininde iyot/brom igeren ¢esitli titrimetrik reaktifler

kullaniimigtir.

1.1960’lardan dnce, askorbik asit tayini igin N-Bromosiiksinamid reaktif, nigasta ise

indikator olarak kullanilmigtir [112].

2.1yot, potasyum iyodat, potasyum bromat ve iyot monoklorur ile askorbik asit
tayininde nisasta indikator olarak kullanilmugtir.

3 Kloramin T [113, 114] asitlenmis potasyum iyodiir veya potasyum bromiir varliginda
askorbik asit tayini i¢in kullanilmigtir. Titrasyon son noktasi nisasta-iyodinin mavi

rengiyle tayin edilmigtir.
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4.Cesitli 6rneklerde, notral pH’larda o-iyodobenzoat [115] ve o-diasetoksiiyodobenzoat
[116] ile vitamin C’nin titrimetrik tayininde 16ko 2,6-DCIP ve potasyum iyodir

indikator olarak kullanilmistir.

3.4.1 ke

2,6-DCIP ile titrasyon, calismalarda en c¢ok kullanilan yontemdir. Farkli 6rneklerde
kullamilan standart yontemdir. Ayrica kolorimetrik  yontemin de temelini
olusturmaktadir. Mavi renkli olan 2,6-DCIP askorbik asit varliginda indirgenerek
renksiz bigime dontgir.

Ornegin 2,6-DCIP (boya) ¢ozeltisi ile titre edilerek ornekteki askorbik asit
miktarini  hesaplanmasi prensibine dayanir. 2,6-diklorofenolindofenol
cOzeltisi titrasyon esnasinda askorbik asit tarafindan indirgenirken, asitin kendisi
okside olarak dehidroaskorbikasit olusur. Titrasyonun son noktasinda, ortamda askorbik
asitin tamamen bitmis olmasi nedeniyle artik reaksiyona girmeyen 2,6-DCIP’ nin
verdigi pembe renk gorilir. Boylece titrasyonun sonlanma noktasi, asit ¢ozeltisinde
indirgenmemis boyanin fazlasi pembe renk verdiginde tesbit edilir. Ozellikle kirmizi-
mor renkli numunelerde askorbik asit tayininde temel problem, titrasyonun pembe
renkli sonlanma noktasinin numunenin renkli ekstresi tarafindan maskelenmesidir. 2,6-
DCIP ‘nin titrant olarak kullamldigi bu yontemde titrasyon isleminde indirgenmemis
boyanin fazlasi eter yardimiyla ¢ekilir. Bu yontem modifiye spektrofotometrik yontemle

renkli ekstredeki askorbik asit tayini i¢in geligtirilmigtir [117].

3.4.2 Standardizasyon [26,118,119,120]

Boliim 5.1 de anlatildigr gibi hazirlanan boya ¢ozeltisi, her giin kullanilmadan 6nce
mutlaka bir defa ayarlanmalidir.
e 50 ml’'lik bir erlene 5 ml askorbik asit ¢ozeltisi alinir, Gzerine % 3’lik
metafosforik asitten 5 ml eklenir.
e 10 ml’lik bir biirete doldurulmug olan 2,6 diklorofenol indofenol ¢ozeltisiyle
titre edilir.
e Titrasyon, son bir damla boya c¢ozeltisi eklenince 15 saniye sireyle

kaybolmayan hafif pembe bir renk olusana kadar stirdarilur.
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e Harcanan ml boya ¢ozeltisi, 1 mg askorbik asite egsdegerdir. Buna gore 1 ml 2,6
diklorofenol indofenol ¢ozeltisinin esdegeri olan askorbik asit miktari, yani
¢oOzeltinin faktort F, agsagidaki gibi bulunur;

Boya c¢ozeltisinin faktorii, F = (Harcanan boya ¢ozeltisi,ml)™
3.4.3 Tanik Deneme [26,118,119,120]

Askorbik asit diginda diklorofenolindofenol ¢ozeltisini indirgeyebilen diger maddelerin
etkisini ortadan kaldirmaktir. Diklorofenolindofenol ¢6zeltisinin ayarlanmasi (tanik
deneme) sirasinda harcanan ortalama diklorofenolindofenol ¢ozeltisi miktarindan, tanitk
deneme i¢in harcanan ortalama miktar cikarilarak, her 1 ml diklorofenolindofenol

¢ozeltisinin ka¢ mg askorbik asite esdeger oldugu hesaplanir.

3.4.4 Numunenin Titrasyonu [26,118,119,120]

a)Deney numunesinden 25 ml alinarak tGizerine 25 ml MFA ¢ozeltisi konur.

b)lyice kanistirilir ve filtre edilir.

c¢)Filtrattan 5 — 10 ml alinarak buiretteki diklorofenolindofenol ¢ozeltisi ile agik pembe
renge kadar titre edilir.(Olugan renk en az 15 saniye kalict olmali1 ve titrasyon iglemi
olabildigince ¢abuk tamamlanmalidir.)

d) Harcanan miktar (V2) kaydedilir.

P

= ‘L F e V'a A L
Askorbik asit(mg/lt) =——=——x1000
(V;-V,)xm

(3.3)

Vo = Tanik denemede harcanan boya ¢6zeltisi miktar: (ml)
V, = Standardizasyonda harcanan boya ¢ozeltisi miktari (ml)
V,= Numunenin titrasyonunda harcanan boya ¢ozeltisi miktari (ml)

m = Titre edilen numune ¢ozeltisindeki madde miktar1 (ml) (2,67,68,69).

55




3.5 Yontem Dogrulamas: (Validasyon)

Analitik yontem dogrulamasi, yontemin amaglanan analitik uygulamanin tim
gereklerini kargiladiginin, laboratuvar caligmalar: ile kanitlanmas: iglemidir.

Dogrulamanin vapilmasi gereken durumiar:

e Taninma testleri
e Safsizliklarin miktar tayini
e Safsizliklarin limit testleri

e Bitmis tiriinde etken maddenin (ya da secilen bagka bir maddenin)kantitatif analizi

Analitik véntem parametreleri:

e Ozgiinlitk

e Dogrusallik

e Konsantrasyon aralifi

e Dogruluk

e Kesinlik
¥'Giin i¢inde tekrarlanabilirlik
¥'Giinler arasi tekrarlanabilirlik
v'Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik

e Deteksiyon limiti(LOD)

e Kantitatif tayin limiti(LOQ)

e Saglamlik(Robustness)

e Sistem uygunluk testt

3.5.1 Ozgiinliik

Validasyonun en oOnemli parametresidir,metod gelistirilirken ilk yapilmasi gereken
testtir. Iki sekilde gergeklestirilir:
e Safsizliklar ve bozunma riinleri gibi girigim yapabilecek maddelerin standartlar:
mevcutsa gelistirilen yontemde bu maddelerin etken maddeden uygun bir ayrilma

giicti degerleriyle ayrildigr ispat edilmelidir.
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e Girisim yapanma ddelerin standartlart saglanmiyorsa, ornek; 1s1, 11k, nem, asit,
baz, oksidasyon gibi stres sartlarina maruz birakilip sonuglar referans maddeyle

kargilagtirilir.

3.5.2 Dogrusallik

Bu test, standart stok c¢ozeltisinin seyreltilmesiyle ve/veya ayri tartimlar alinarak
gercgeklestirilir. Dedektor cevabina karsilik konsantrasyon grafigi cizilir (kalibrasyon
egrisi). Egrinin dogrusalligi en kiigiik kareler yontemi ile degerlendirilir. Dogrunun

egimi, kayim degeri, korelasyon katsayisi dogrusallig: belirler.

3.5.3 Konsantrasyon Arahig:

Yontemin dogruluk, kesinlik, dogrusallik testlerini gectigi konsantrasyon aralifidir ve
dogrusallik ¢alismalarindan metodun siirlart belirlenir. Incelenen konsantrasyon aralig

yontemin kullanimina gore degisir.

3.5.4 Dogruluk

Bir yontemin dogrulugu, olciilen miktarin gercek degere yakinligt olarak tamimlanir.
Genellikle geri kazanim ¢alismasi yapilmakla beraber,bu test ¢ yontemle
gerceklestirilir:

a) Standart ile kargsilagtirma: Analiz edilecek madde karigik bir matriks icine
degilse bu yontemden yararlanilir. Saf standart madde saglayan kuruluslardan
analiz maddesinin standardi satin alinir. Farkli tartimla hazirlannug en az 3 farkls
konsantrasyondaki ¢ozeltilerden 3 defa 6l¢tim yapilir,¢ikan sonuglar bagka bir
yontemle elde edilen sonuglarla kiyaslanir ve rapor edilir.

b) Geri kazamim: Analiz edilecek madde karistk bir matriks i¢inde ise bu
yontemden yararlanilir. Placebo hazirlanir ve etken maddesinin %50, 75, 100,
125, 150'sini iceren konsantrasyonlarda c¢ozelti hazirlamir ve geri kazanim
hesaplanir.

¢) Standart katma yontemi: Analiz edilecek madde karigik bir matriks i¢inde ise ve

matriks hazirlamak imkansiz ya da ¢ok zorsa bu yontem tercih edilir. Sonuglar
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% olarak veya belirli bir giiven aralifinda bulunan degerin gercek degerden fark:

seklinde ifade edilir.

3.5.5 Kesinlik

Uge ayrilir:

1) Gin igi tekrarlanabilirlik: Metodun kisa bir zaman icerisinde ayni uygulama
kosullarindaki kesinligidir. %100 konsantrasyonda hazirlanan tek bir érnegin en
az 10 defa enjeksiyonu yapilir veya yontemin sinrlart icerisinde alinan 3
konsantrasyondan 3'er enjeksiyon yapilir.Pik alam veya pik viiksekligi
degerlerinin bagil standart sapmast hesaplanir.

2) Giinler aras1 tekrarlanabilirlik: Yontemin farkli analizciyle,farkli cihazda,farkl
giinlerde uygulanmasidir.

3) Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik:  Farkli laboratuvarda yontemin
uygulanmasidir. Pik alant veya pik yitksekligi degerlerinin standart sapmast ve

bagil standart sapmast hesaplanir.

3.5.6 Deteksiyon limiti

Deteksiyon limitinin hesaplanmasinda yontemin enstriimantal olup olmadigina gore
birka¢ yaklagim vardir.

a)Gorsel degerlendirmeye dayanan yontem: Genellikle enstrimantal olmayan miktar
tayini yonteminde kullanilir. Oregin bilinen konsantrasyonlar: hazirlanir ve giivenilir
bir sekilde dlgilebilecegi minimum konsantrasyon bulunur.

b)Sinyal/Guriltii oranina dayanan yontem: Disik konsantrasyonda hazirlanan 6rnek
cozeltisi le elde dilen sinyalin baseline giirtiltiisiine orant 3:1 olmalhidir.

c)Kalibrasyon egrisinden yararalanilarak istatiksel hesaplamalara dayanan yontem.

3.5.7 Kantitatif Tayin Limiti

a) Kantitatif tayin limitinin hesaplanmasinda yontemin enstriimantal olup
olmadigina gore birkag yaklagim vardur:

b) Gorsel degerlendirmeye dayanan yontem: Genellikle enstriimantal olmayan
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miktar tayini yonteminde kullanilir. Ornegin bilinen konsatntrasyonlart hazirlamir ve

dogru ve kesin olarak tayin edilebildigi minimum konsantrasyon hesaplanir.

¢) Sinyal/Giiriiltii oranina dayanan yontem: Disiik konsantrasyonda hazirlanan
ornek ¢ozeltisi le elde dilen sinyalin baseline giiriiltiisine oran: 10:1 olmalidir.

d) Kalibrasyon egrisinden yararalanilarak istatiksel hesaplamalara dayanan yontem.
3.6 Numune Hazirlama (Ekstraksiyon) [26,118,119,120]

Askorbik asidin cesitli materyallerden ¢ozeltiye alinmasi agagida belirtilen yontemlerle

yapilabilir.
Askorbik asit miktar: belirlenecek gida maddesi kati halde ise:

a)Yaklagik 200-300gr numune tartilarak bir blender icerisine konur

b)Uzerine tartilan numune miktar: kadar ekstraksiyon ¢ozeltisi eklenir.

c)Blender caligtirilarak homojen bir ezme haline getirilir.(Bu islem i¢in blenderin 2
dakika siireyle calistirilmasi yeterlidir). Metafosforik asit, bu iglem sirasinda askorbik
asidin enzimatik olarak okside olmasmi o¢nlemek ic¢in stabilize edici olarak
kullanilmaktadir.

d)Daha sonra blenderdeki karigimdan 10-40 gr tartilarak ekstraksiyon ¢ozeltisi yardimi
ile 100ml’lik olgii balonuna alinir ve aymi g¢oézelti ile ¢izgisi tamamlamp filtre
kagidindan siizilir.

Meyve ve sebze konserveleri veya benzer tiriinlerin titrasyona hazirlanmasi icin :
a)Tum kutu veya kavanoz igerigi blendere bogaltilir

b)Yalnizca 5-10 saniye sireyle par¢alanir.

c)Bundan 20gr kadar (1-5 mg arasinda askorbik asit igeren miktarda) tartilip 100 mL lik
bir balona aktarilir.

d)Balon ekstraksiyon ¢ozeltisi ile isaret ¢izgisine kadar tamamlanir.

e)Numune iyice kangtirildiktan sonra filtre edilir.

Konserve gibi isleme tabi tutulmus gidalarda yiiksek miktarda Fe™ bulunur. Boyayi
indirger ve hatali sonug verir. Bunu 6nlemek igin ekstrakte edici ¢ozelti olarak %8°lik

asetik asit konur.

59




Incelenecek numune, meyve pulpu, meyve suyu veya salca gibi homojen
sayilabilecek bir sivi ise:

a)Dogrudan 20gr veya 20 ml alinarak 100 ml’ lik bir balona aktarilir.

b)%3’lik metafosforik asit ¢ozeltisi ile hacmine tamamlanir,

¢)Numune iyice karigtiriidiktan sonra filtre edilir. Bu sekilde numune, titrasyon iglemine
kadar okside olmadan saklanabilir.

Analizi yapilacak meyve veya sebze iri tanelerden olusan bir hammadde ise:

Tim kitleyi temsil edebilecek sekilde numune almaya o6zen gostermelidir. Ornegin,
domates, seftali gibi meyvelerde yapilacaksa bunlarin yalnizca 1-2 tanesi 200-300gr
gelebilir.. boyle durumlarda, numunenin tim grubu temsil edebilmesi i¢cin en az 20
meyveden, her birinden sekizde veya onda biri alinarak blenderde ezme haline
getirilmesi gerekir. Ancak bu kadar ¢ok sayida meyvenin bigakla kesilerek bunlardan
parcalar alinmast sirasinda gecen sirenin, askorbik asitin 6zellikle enzimatik yolla
kaybmna neden olma olasihigi cok fazladir. Bu olasiligi ortadan kaldirmak veya
sinirlandirmak amaciyla;

a)Once blender haznesinde 200-300 gr arasinda ekstraksiyon ¢ozeltisi tartilir.

b) Sonra hazne terazi tizerinde oldugu halde, meyvelerden numune parcalar kesilir. Her
kesilen parca derhal igerisinde metafosforik asit bulunan blender haznesine atilir ve
caligtirilir.

¢)Bu iglemler i¢in 0.2 gr duyarhilikta tart1 yapabilen bir teraziye gereksinim vardir. Bu
sekilde, homojen hale getirilmis numuneden daha duyarli bir terazi yardimiyla 10-40 gr
tartilarak 100 ml’lik balona aktarilir.

d)Balon, ekstraksiyon ¢ozeltisi veya okzalik asit ¢ozeltisi ile igsaretine kadar tamamlanir.
e)lyice calkalandiktan sonra filtre edilir. Bu filtrat daha sonra boya ¢ozeltisiyle titre
edilir.

Yukarida anlatildigr gibi, aymi agirliktaki numune ayni agirliktaki metafosforik asit
cozeltisiyle kanigtirilarak ezme haline getirilmektedir.

Turuncgillerde askorbik asit tayininde numune hazirlanmasimda en iyi yol ise
sudur:

a)Litrelik bir beherde 250 gr kadar % 6’lik metafosforik asit ¢ozeltisi tartilir.

b)Analiz edilecek turuncgil meyvelerinden tiim kitleyi temsil edecek sayida meyve
secilerek bu ¢ozelti tizerinde preslenir. Bu amagla belirlenen sayidaki meyveler sira ile

ikiye bolinerek her birinden sadece bir yanmi dogrudan ¢ozelti lizerine kismen
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preslenir. Boylece elde edilen meyve suyu, dogrudan metafosforik asit ¢ozeltisi igine
alinmis olur.

c)Daha sonra beher tartilir ve 250 gr metafosforik asit iizerine alinmig olan meyve suyu
miktart belirlenir.

d)Bir cam bagetle iyice karistirildiktan sonra, bu karisimdan, dogrudan belli bir miktar
tartilir.

e) % 3’lik metafosforik asitle 100 ml. tamamlanir ve balon icerigi filtre edilir.
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BOLUM 4

KULLANILAN CIHAZLAR VE MADDELER

4.1 Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre (Shimadzu UV-2450 UV-VIS Spektrophotometer) (1 cm’lik kuarz)
Analitik terazi (Gec Avery 0,1 mg’a kadar duyarli)

Manyetik karistirict (Arex-Velp Scientifica)

Suzgec kagidi

Santrifiyj

Kapakli santrifiyj tipleri

4.2 Kullanilan Maddeler

Askorbik asit, metafosforik asit, sodyum bikarbonat, asetik asit, 2,6-
Diklorofenolindofenol, eter, sodyum hidroksit, hidroklorik asit, sodyumasetat, asetik

asit, potasyum klorir.
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BOLUM 5

DENEYSEL CALISMA

5.1 Kullanilan Cozeltiler

Ekstraksiyon cozeltisi: 15 g metafosforik asit ¢ubuklari toz haline getirildi. 40 mL
asetik asit ve 200 mL suda karistirilarak ¢6ziildi ve hacim 500mlL’ye tamamlandi. Daha
sonra siyah bandli stizgec kagidindan stzildi. Metafosforik asit suda hidrolize olarak
fosforik astde doniigtiigii igin her giin yapilan ¢aligmalarda yeni hazirlandi {35].

% 0,025’lik 2,6-Diklorofenclindofenol (2,6-DCIP) ¢ézeltisi: 50 mg 2,6-DCIP 150 mL
sicak suda ¢oziildii. Igine 42 mg sodyum bikarbonat ilave edildi, sogutuldu ve hacmi saf
su ile 200 ml’ye tamamlandi. Koyu renkli bir siseye siyah band kivrimlt siizgeg
kagidindan siizislda. Cozelti buzdolabinda en fazla bir hafta muhafaza edildi [35].
Askorbik asit Stok Cozeltisi(100pg.ml™): Askorbik asit stok ¢dzeltisinin hazirlanmasi
icin 10mg vitamin C tartddi ve 100 mL‘lik balon jojeye aktarilarak ekstraksiyon
¢ozeltisi ile tamamlandi.

Standart Cézeltiler: Standart Vitamin C ¢ozeltileri ekstraksiyon ¢ozeltisi ile hazirlanan
¢ozeltinin (100 mg.mL"™" seyreltilmesi ile 2-10 mg.mL™" konsantrasyon araliginda
hazirlandi.

2M Sodyum Asetat Cozeltisi: 27,216 g sodyumasetat tartildi vel00 mL’lik balon
jojeye aktarilarak hacmi 100 mL’ye tamamland:.

2M Asetik asit Cozeltisi: 11,42 mL asetik asit 100 mL’lik balon jojeye aktarilarak
hacmi su ile 100 mL’ye tamamlandi.

0,2M Hidroklorik asit Cézeltisi: 1,76 mL hidroklorik asit 100 mL’lik balon jojeye

aktarilarak hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.
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0,2M Potasyum Kloriir Cozeltisi: 1,49 g potasyum kloriir 100 mL’lik balon jojeye
aktarilarak hacmi saf su ile 100 mL’ye seyreltildi.

pH4 Tampon Cdzeltisi: 500 mL’lik balon jojeye 9,25 mL 2M asetik asit ¢ozeltisi ve
40,55 mL 2M asetik asit ¢ozeltisi kondu ve hacmi saf su ile tamamland:.

pH2 Tampon Cozeltisi: 100 mL’lik balon jojeye 25 mL  0,2M potasyum
klorurgozeltisi, 6,25 mL 0,2M hidroklorik asit ¢6zeltisi kondu ve hacmi saf su ile
tamamlandi.

pHS Tampon Cozeltisi: 100 mL’lik balon jojeye 6,95 mL 2M sodyum asetat ¢ozeltisi,

3,05 mL 2M asetik asit ¢ozeltisi kondu ve hacmi saf su ile tamamlandi.

5.2 Numunelerin Hazirlanmas:

5.2.1 Meyve ve Sebze Numunelerinin Hazirlanmasi

Calismamizda 10 g ¢ekirdekleri temizlenmig kirmizi biber, 10 g kizilcik ve 30 g ¢ilek
ornegi kullanildi. Mevsimi gegtigi i¢in derin dondurulmusg kizilcik ile galisildi. Tartilan
ornekler ¢ok kiigiik pargalara kesilerek bir behere kondu. Kirmizi biber, kizileik ve ¢ilek
numunelerine sirasiyla 50 mL, 30 mL ve 25 mL ekstraksiyon ¢ozeltisinden ilave edildi
ve manyetik karigtiricida 250 dev/dak hizinda 45 dakika kangstirilmasiyla askorbik
asidin numuneden ekstraksiyonu saglandi. Beher igindeki slispansiyon santrifiij
tiplerine aktarilarak 6000 dev/dak hizda 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
sizantiler 50 mL ‘lik balon jojeye aktarildi, ekstraksiyon ¢ozeltisi ile hacmine
tamamlandi ve tiirev spektrofotometrik yontem, fark spektrofotometrik yontem ve

titrasyon yontemi ile askorbik asit tayini igin kullanilds.

5.2.2 Meyvesuyu Numunelerinin Hazirlanmasi

Meyvesuyu numunelerinin her birinin toplam hacmi santrifij tiiplerine aktarilarak 6000
dev/dak hizda 10 dakika santrifiij edildi. Juss Portakal Nektari, Juss Karistk Meyve
Nekrart ve Tamek Kan Portakal meyve suyu numuneleri i¢in elde edilen siziintiilerden
sirastyla 24 mL, 20 mL, 30 mL almarak 50 mL’lik balon jojeye kondu ve ekstraksiyon

cozeltisi ile hacmine tamamlandi. Hazirlanan numuneler tiirev spektrofotometrik
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yontem, fark spektrofotometrik ydntem ve titrasyon yontemi ile askorbik asit tayini igin
kullanildi.

5.2.3 Gazh Icecek Numunelerinin Hazirlanmas:

Gazh igecek numunesi olarak C vitamini igeren soda kullanildi ve numunelerin her
birinin toplam hacmi ultrasonik banyoda 30 dakika degaze edildi. Degaze isleminden
sonra Sirma C Plus Mandalina ve Siwrma C Plus Limon numunelerinin her birinden
10mL alimarak 50 mL’lik balon jojeye kondu ve ekstraksiyon c¢ozeltisi ile hacmine
tamamlandi. Hazirlanan numuneler tirev  spektrofotometrik  yontem, fark

spektrofotometrik yontem ve titrasyon yontemi ile askorbik asit tayini icin kullamilda.

5.2.4 Toz icecek Numunelerinin Hazirlanmasi

Toz igecek numunelerinin her birinin toplam miktar1 porselen havanda homojenize
edildi. Tang Visne ve Tang Limon numunelerinin her birinden 0,9g hassas olarak
tartilip 50mL’lik balon jojeye kondu ve ekstraksiyon ¢ozeltisi ile hacmine tamamlands.
Hazirlanan numuneler tirev spektrofotometrik yontem, fark spektrofotometrik yéntem

ve titrasyon yontemi ile askorbik asit tayini i¢in kullanildi.

5.2.5 Farmas6tik Numunelerin Hazirlanmas:

Farmoskopik numunelerin hazirlanmast i¢in toplam numune adedi tablet ayri ayri
tartilip ortalama tablet aguligi bulundu. Tabletler bir arada toz edildi. Redoxor Cigneme
Tablet numunesinden ve Aspirin Plus C numunesinden sirasiyla 0,01g, 0,08g hassas
olarak tartilip 50mL’lik balon jojeye aktarilarak ekstraksiyon ¢ozeltisi ile hacmine
tamamlandi. Hazirlanan numuneler tirev  spektrofotometrik  yontem, fark

spektrofotometrik yontem ve titrasyon yontemi ile askorbik asit tayini igin kullanildi.

5.2.6 Bebek Mamast Numunesinin Hazirlanmas:

Yaklasik 25 g bebek mamasi tartildi ve bir behere kondu iizerine 40 mL ekstraksiyon
¢ozeltisinden ilave edildi ve manyetik karigtiricida 250 dev/dak hizinda 10 dakika
kanstinlmasiyla askorbik asidin numuneden ekstraksiyonu saglandi. Beher icindeki

stispansiyon santrifiij tiiplerine aktarilarak 6000 dev/dak hizda 10 dakika santrifiyj edildi.
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Elde edilen siuziinti 50 mL ‘lik balon jojeye aktarildi ve ekstraksiyon ¢ozeltisi ile
hacmine tamamland: ve tirev spektrofotometrik yontem, fark spektrofotometrik yontem

ve titrasyon yontemi ile askorbik asit tayini igin kullanildi.

5.2.7 Seker Numunesinin Hazirlanmas:

Askorbik asit igeren seker numunesinin analizi igin 15 adet seker ayri ayri tartilip
ortalama seker agirlig1 bulundu. Sekerler bir arada toz edildi ve bu karisimdan 2g hassas
olarak tartilip 50mL’lik balon jojeye kondu ve ekstraksiyon ¢ozeltisi ile hacmine
tamamlandi. Tirev spektrofotometrik yontem, fark spektrofotometrik yontem ve

titrasyon yontemi ile askorbik asit tayini i¢in kullanild.
5.3 Yontemlerin Uygulanmasi

5.3.1 Tiirev Spektrofotometrik Yontem

5.3.1.1 Ekstraksiyon

Ekstraksiyon islemi Bolim 5.2 de belirtildigi gibi hazirlanan meyve ve sebze

numuneleri ile bebek mamasi numunesi i¢in yapilmigtir.

5.3.1.2 Spektrumlarm Cizilmesi

Tiirev spektrofotometrik yontem ile askorbik asit tayininde A,'D spektrumlarimin
alinmasi ¢aligilan tiim numuneler i¢in 200nm-300nm dalga boyu araliginda 1 nm band

genigligi ve 125nm.dak™ tarama hiz: ile yapildi.

5.3.1.3.0l¢ii Egrilerinin Hazirlanmasi

Olgii erisi, ekstraksiyon ¢ozelyisi ile askorbik asidin nihai konsantrasyonu 2-10 mg. L™

oldugu aralikta hazirlandr.

Askorbik asidin ekstraksiyon c¢ozeltisindne hazirlanan standart ¢ézeltilerin Bolim
5.3.1.2° de verilen sartlarda absorpsiyon ve 1. derece tiirev spektrumlari alindi daha

sonra ¢aligtlan tiim numuneler i¢in 258nm’deki minimuma ait tirev absorbans degerleri
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olciilerek bu degerler ile kargiligr olan standart ¢ozelti konsantrasyonlari arasinda 6lgi
egrilert olusturuldu ve olgi egrilerine ait dogru denklemleri regresyon analizi ile

hesaplandu.

5.3.1.4 Olciim

Bolim 5.2 de anlatildigi sekilde hazirlanan numune ¢6zeltilerinde askorbik asit tayini

agagida anlatildig1 gibi yapilde

a) Meyve ve Sebze Numuneleri

Deneysel calismalarda Boliim 5.2 de anlatildig: sekilde hazirlanan kirmizi biber numune
cozeltisinden 0,25 mlL, c¢ilek numune c¢6zeltisinden 0,3 mL, kiziletk numune
¢ozeltisinden 0,4 mL 6rnek kullanildi. Belirtilen hacimlerdeki 6rnekler ayri ayrn 10
mL’lik balon jojeye aktaridi ve ekstraksiyon ¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi
Hazirlanan 6rnek ¢ozeltilerin A, 1D absorpsiyon spektrumlari alindi. Bu spektrumlarda

258 nm’deki minimuma ait 1D absorbans degerleri olgiilerek kaydedildi.

b) Meyvesuyu numuneleri

Deneysel ¢aligmalarda Bélim 5.2 de anlatildig: sekilde hazirlanan Juss Portakal Nektar
numune ¢ozeltisinden 0,4 mL, Juss Karigik Meyve Nektart numune ¢ozeltisinden 0,3
mL, Tamek Kan Portakal numune cozeltisinden 0,5 mL 6rmek kullanildi. Belirtilen
hacimlerdeki ornekler ayri ayrt 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve ekstraksiyon
cozeltisi ile hacmine tamamlandi. Hazirlanan 6rnek cozeltilerin A, 1D absorpsiyon
spektrumlart alindi. Bu spektrumlarda 258 nm’deki minimuma ait 1D absorbans

degerleri Slgiilerek kaydedildi.

¢) Gazli Igecek Numuneleri

Deneysel caligmalarda Boélim 5.2 de anlatildig: sekilde hazirlanan Sirma Mandalina C
Plus numune ¢ozeltisinden 0,5 mL, Sirma Limon C Plus numune ¢6zeltisinden 0,5 mL

ornek kullanildi. Belirtilen hacimlerdeki 6rnekler ayri ayrt 10 mL’lik balon jojeye
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aktarildi ve ekstraksiyon c¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. Hazirlanan 6rnek
cozeltilerin A, 1D absorpsiyon spektrumlart alindi. Bu spektrumlarda 258 nm’deki

minimuma ait 1D absorbans degerleri 6lgiilerek kaydedildi.

d) Toz Igecek Numuneleri

Deneysel calismalarda Bolim 5.2 de anlatildig: sekilde hazirlanan Tang Vigne numune
¢ozeltisinden 0,6 mL, Tang Limon numune ¢ozeltisinden 0,6 mL 6rnek kullanild:
Belirtilen hacimlerdeki oOrnekler ayri ayri 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve
ekstraksiyon ¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. Hazirlanan ornek ¢ozeltilerin A, 1D
absorpsiyon spektrumlart alindi. Bu spektrumlarda 258 nm’deki minimuma ait 1D

absorbans degerleri lcilerek kaydedildi.

d) Farmasotik Numuneler

Deneysel caligmalarda Bélim 5.2 de anlatildigt sekilde hazirlanan Redoxor Cigneme
Tablet numune ¢ozeltisinden 0,6 mL, Aspirin Plus C numune ¢ozeltisinden 0,5 mL
ornek kullanildi. Belirtilen hacimlerdeki ornekler ayri ayrt 10 mL’lik balon jojeye
aktarildi ve ekstraksiyon c¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. Hazirlanan o6rnek
cozeltilerin A, 1D absorpsiyon spektrumlart alindi. Bu spektrumlarda 258 nm’deki

minimuma ait 1D absorbans degerleri olgiilerek kaydedildi.

e) Bebek Mamasi Numunesi

Bebelac Elma Armut Piiresi: Deneysel ¢aligmalarda Bolim 5.2 de anlatildigr sekilde
hazirlanan numune ¢ozeltisinden 0,4 mL 6rnek 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve
ekstraksiyon ¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. Hazirlanan 6rnek ¢ozeltilerini A, 1D
absorpsiyon spektrumlart alindi. Bu spektrumlarda 258 nm’deki minimuma ait 1D

absorbans degerleri olgiilerek kaydedildi.
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) Seker Numunesi

Kent Olips Limon&Portakal: Deneysel caligmalarda Boliim 5.2 de anlatildigi sekilde
hazirlanan numune ¢ézeltisinden 0,6 mL 6rnek 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve
ekstraksiyon ¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. Hazirlanan 6rnek ¢ozeltilerini A, 1D
absorpsiyon spektrumlart alindi. Bu spektrumlarda 258 nm’deki minimuma ait 1D

absorbans degerleri olgiilerek kaydedildi.
5.3.1.5 Validasyon Calismalar
a) Tekrarlanabilirlik

Giinigi: 4 mg L™ ve 8 mg.L™" konsantrasyonunda standart ¢ozeltiler aym giinde 5 paralel
caligma yapilarak Tiirev absorbans degerleri ilgili dalga boylarinda 6l¢tildi.

Gunasir: 4mgL’ ve 8mgL? konsantrasyonunda standart ¢ozeltiler ginasiri
hazirlanarak 5 paralel caligma yapildi Tirev absorbans degerlert ilgili dalga boylarinda

olguldii.
b) Tayin limiti(LOD) / Ol¢iim limiti(LOQ)

LOD ve LOQ tayini i¢in 10 mg.L"' konsantrasyonunda standart cozelti aym giinde 10

paralel caligma yapilarak Tirev absorbans degerleri ilgili dalga boylarinda 6lgtlda.

5.3.2 Fark Yontem

5.3.2.1 Spektrumlarin Cizilmesi

Vitamin C analizi yapilacak numunelerde gelistirilen yontem ile askorbik asit tayininde

AA spektrumlarinin alinmasi ¢aligilan tim numuneler igin 200nm-300nm dalga boyu

araliginda arasinda 1 nm band genisligi ve 125nm.dak™ tarama hizi ile yapilds.
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5.3.2.2 Olcii Egrisinin Hazirlanmas:

Ekstraksiyon ¢ozeltisi ile hazirlanan 100 pgml” askorbik asit ¢ézeltisinden 10ml’lik
balon jojelere (2 ayrt seri) 0,2;0,4;0,6;0,8;1 mL aktanildi. 1. seri pH2 tampon ¢ozeltisi
ile 2. seri ise pHS tampon ¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. Referans hiicreye konan 1.
seri c¢ozeltilerine karsi numune hiicresindeki 2. seri cozeltilerin absorpsiyon (AA)
spektrumlari ¢izildi. 269nm’deki maksimuma ait absorbans degerleri olgiilerek bu
degerler ile karsiligr olan standart ¢Gzelti konsantrasyonlart arasinda o6lgii egrileri

olusturuldu ve 6lgii egrilerine ait dogru denklemleri regresyon analizi ile hesaplandi.

5.3.2.3 Ol¢iim

Bolim 52 de anlatildigt gibi ekstraksiyon c¢ozeltisi ile hazirlanan numune
cozeltilerinden alinan ornekler iki ayri seri 10 ar mi’lik balon jojelere aktarildi ve 1.
seri pH2 tampon ¢ozeltisi ile 2. seri ise pH5 tampon ¢6zeltisi ile hacmine tamamland:.

Boliim 5.3.2.2 de anlatildigs sekilde fark absorpsiyon spektrumlart (AA) ¢izildi.

a) Meyve ve Sebze Numuneleri

Deneysel caligmalarda Bolim 5.2 de anlatildigt sekilde hazirlanan kirmizi biber numune
cozeltisinden 0,25 mL, c¢ilek numune c¢ozeltisinden 0,3 mL, kizilcikk numune
¢ozeltisinden 0,4 mL 6rnek kullanildi. Yukarida belirtilen miktarda alinan érnekler (her
bir ¢aligma i¢in ayrt ayrt) iki ayn seri 10 ar ml’lik balon jojelere aktarildi ve 1. seri pH2
tampon ¢ozeltisi ile 2. seri ise pH5 tampon ¢6zeltisi ile hacmine tamamlandi. B6lim
5322 de anlatiddigi sekilde fark absorpsiyon spektrumlari (AA) ¢izildi. Bu

spektrumlarda 269nm’deki maksimuma ait absorbans degerleri olgiilerek kaydedildi.

b) Meyvesuyu numuneleri

Deneysel calismalarda Bolim 5.2 de anlatildigi sekilde hazirlanan Juss Portakal Nektar
numune ¢ozeltisinden 0,4 mL, Juss Karigtk Meyve Nektart numune ¢ézeltisinden 0,3
mL, Tamek Kan Portakal numune ¢6zeltisinden 0,5 mL 6rnek kullanildi. Yukarida

belirtilen miktarda alinan 6rnekler (her bir ¢aligma i¢in ayr1 ayri) iki ayrt seri 10 ar
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ml’lik balon jojelere aktarildi ve 1. seri pH2 tampon ¢ozeltisi ile 2. seri ise pH5 tampon
¢ozeltisi ile hacmine tamamlandr. Bolim 5.3.2.2 de anlatildig sekilde fark absorpsiyon
spektrumlart (AA) ¢izildi. Bu spektrumlarda 269nm’deki maksimuma ait absorbans

degerleri olgiilerek kaydedildi.

c) Gazli Igecek Numuneleri

Deneysel caligmalarda Bolim 5.2 de anlatildigi sekilde hazirlanan Sirma Mandalina C
Plus numune ¢6zeltisinden 0,5 mL, Sirma Limon C Plus numune ¢6zeltisinden 0,5 mL
ornek kullanildi. Yukarida belirtilen miktarda alinan 6mekler (her bir ¢alisma icin ayri
ayr1) iki ayri seri 10 ar ml’lik balon jojelere aktarildi ve 1. seri pH2 tampon ¢ozeltisi ile
2. seri ise pHS tampon ¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. Bolim 5.3.2.2 de anlatildigi
sekilde fark absorpsiyon spektrumlart (AA) ¢izildi. Bu spektrumlarda 269nm’deki

maksimuma ait absorbans degerleri 6l¢iilerek kaydedildi.

d) Toz Igecek Numuneleri

Deneysel ¢aligmalarda Bélim 5.2 de anlatildigr sekilde hazirlanan Tang Visne numune
¢ozeltisinden 0,6 mL, Tang Limon numune ¢ozeltisinden 0,6 mL 6rnek kullanild:
Yukarida belirtilen miktarda alinan 6rnekler (her bir ¢aligma icin ayn ayri) iki ayr seri
10 ar mI’lik balon jojelere aktarildi ve 1. seri pH2 tampon ¢ozeltisi ile 2. seri ise pHS
tampon ¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. Boliim 5.3.2.2 de anlatildig1 gekilde fark
absorpsiyon spektrumiar1 (AA) ¢izildi. Bu spektrumlarda 269nm’deki maksimuma ait

absorbans degerleri dlgiilerek kaydedildi.

¢)Farmasotik Numuneler

Deneysel ¢aligmalarda Bolim 5.2 de anlatildigi sekilde hazirlanan Redoxor Cigneme
Tablet numune ¢ozeltisinden 0,6 mL, Aspirin Plus C numune ¢ozeltisinden 0,5 mL
ornek kullanildi. Yukarida belirtilen miktarda alinan 6rnekler (her bir ¢aligma icin ayri
ayr1) iki ayri seri 10 ar ml’lik balon jojelere aktarildi ve 1. seri pH2 tampon ¢ozeltisi ile
2. seri ise pHS tampon ¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. Bolim 5.3.2.2 de anlatildig:
sekilde fark absorpsiyon spektrumlari (AA) c¢izildi. Bu spektrumlarda 269nm’deki

maksimuma ait absorbans degerleri 6l¢ilerek kaydedildi.
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d) Bebek Mamasi Numunesi

Bebelac Elma Armut Puresi: Deneysel calismalarda Bolim 5.2 de anlatildigi sekilde
hazirlanan numune ¢ozeltisinden 0,4 mL 6rnek iki ayri seri 10 ar mI’lik balon jojelere
aktarildi ve 1. seri pH2 tampon ¢ozeltisi ile 2. seri ise pHS tampon ¢ozeltisi ile hacmine
tamamlandi. Bolim 5.3.2.2 de anlatildig1 sekilde fark absorpsiyon spektrumlart (AA)
¢izildi. Bu spektrumlarda 269nm’deki maksimuma ait absorbans degerleri Olgiilerek
kaydedildi.

e) Seker Numunesi

Kent Olips Limon&Portakal: Deneysel ¢aligmalarda Boliim 5.2 de anlatildig: sekilde
hazirlanan numune ¢ozeltisinden 0,6 mL ornek iki ayr1 seri 10 ar mI’lik balon jojelere
aktanldi ve 1. seri pH2 tampon ¢ozeltisi ile 2. seri ise pHS tampon ¢ozeltisi ile hacmine
tamamlandi. B6lim 5.3.2.2 de anlatildig: sekilde fark absorpsiyon spektrumlari (AA)
¢izildi. Bu spektrumlarda 269nm’deki maksimuma ait absorbans degerleri olgiilerek
kaydedildi

5.3.2.4 Validasyon Calismalar
a)Tekrarlanabilirlik

Giinici: Ekstraksiyon cozeltisi ile hazirlanan 100 mg L™ askorbik asit ¢ozeltisinden ayri
ayri 10mI’lik balon jojeye 0,4 mL aktarildi. 1. si pH2 tampon ¢ozeltisi ile 2. si ise pHS
tampon ¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. Aymi iglem ekstraksiyon ¢ozeltisi ile
hazirlanan 100 mg. L™ askorbik asit ¢ozeltisinden ayr1 ayri 10mi’lik balon jojeye 0,8 mL
aktarildi. 1. si pH2 tampon ¢ozeltisi ile 2. si ise pHS tampon ¢ozeltisi ile hacmine
tamamlandi1. Hazirlanan standart ¢ozeltilerde olgim Bolim 5.3.2.3 de anlatildig: sekilde
ayni giinde 5 paralel ¢aligma yapilarak fark absorbans degerleri ilgili dalga boylarinda
olguldi.

Giinagiri: Ekstraksiyon ¢ozeltisi ile hazirlanan 100 mg.L™ askorbik asit ¢ozeltisinden

ayri ayrt 10ml’lik balon jojeye 0,4 mL aktarildi. 1. si pH2 tampon ¢ozeltisi ile 2. si ise
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pH5 tampon ¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. Ayni islem ekstraksiyon ¢ozeltisi ile
hazirlanan 100 mg. L™ askorbik asit ¢ézeltisinden ayr1 ayr1 10ml’lik balon jojeye 0,8 mL
aktarildi. 1. si pH2 tampon ¢ozeltisi ile 2. si ise pHS tampon cozeltisi ile hacmine
tamamlandi. Hazirlanan standart c¢ozeltilerde olgim Bolim 53.2.3 de anlatildig:
sekilde giinagirt 5 paralel galisma yapilarak fark absorbans degerleri ilgili dalga
boylarinda olgildi.

b) Tayin limiti(LOD) / Olgiim limiti(LOQ)

LOD ve LOQ igin ekstraksiyon cozeltisi ile hazirlanan 100 mg.L” askorbik asit
¢ozeltisinden ayr1 ayrt 10ml’lik balon jojeye 1 mL aktarildi. 1. si pH2 tampon ¢ozeltisi
ile 2. si ise pHS5 tampon c¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. Hazirlanan standart
¢ozeltilerde 6lgiim Bolim 5.3.2.3 de anlatildigr sekilde giinasiri 10 paralel ¢aligma
yapilarak fark absorbans degerleri ilgili dalga boylarinda 6lgildu.

5.3.3 Modifiye Spektrofotometrik Yontem
5.3.3.1 Spektrumlarin Cizilmesi

Askorbik asit analizi yapilacak numuneler icin askorbik asit stok ¢ozeltisinden, 1 mg.L’
!ile 10 mg.L™" konsantrasyon araliginda hazirlandi. Vitamin C analizi igin gelistirilen
yontem ile askorbik asit tayininde absorpsiyon spektrumlariin alinmast galigtlan tiin
numuneler igin 450nm-600nm’ler arasinda 1 nm band genisligi ve 125nm.dak™ tarama

hizt ile yapild1.
5.3.3.2.0lcii Egrilerinin Hazirlanmast:

Ekstraksiyon ¢6zeltisi ile hazirlanan stok 100pgml™ askorbik asit ¢ozeltisinden 10
ml’lik balon jojelere 0,1,0,3;0,5;0,7;1 ml ¢ozeltiler aktarildi. Hacim pH4 tampon
cozeltisi ile 10mI’ye tamamland:. Son konsantrasyondaki askorbik asidin (10mg.L™)
harcadigi 2,6-DCIP ¢ozeltisinden toplam 3mL fazla titrant her bir balon jojeye ilave
edildi ve 10 mL eter ilave edilerek 6rnekler birkag kez eter ile dondirilerek rengin eter

fazina gegmesi saglandi. Aymi kosullarda hazirlanan blank ¢ozeltiye karst hazirlanan
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cozeltilerin absorpsiyon spektrumlari ¢izildi. Bu spektrumlarda 53 1nm ‘dek: absorbans
degerleri okundu ve bu degerler ile karsiligi olan standart ¢ozelti konsantrasyonlari
arasinda 6lgii egrileri olusturuldu. Olgii egrilerine ait dogru denklemleri regresyon

analizi ile hesaplandi

5.3.3.3. Olciim

a) Meyve ve Sebze Numuneleri

Deneysel ¢aligmalarda Bolim 5.2 de anlatildig: sekilde hazirlanan kirmizi biber numune
cozeltisinden 0,25 mL, c¢ilek numune ¢ozeltisinden 0,3 mL, kizilcitk numune
¢ozeltisinden 0,4 mL ornek kullanildi. Yukarida belirtilen miktarda alinan 6rnekler ayri
ayrt 10 mL’lik balon jojeye aktarild: ve pH4 tampon ¢ozeltisi ile hacmine tamamland:.
10 mL hacme tamamlanan numuneler ayri ayrt 50 mL’lik kapakli tiiplere aktarilarak
tizerlerine 3’er mL titrant 2,6-DCIP ¢ozeltisinden kondu ve 10 ml eter ilave edilerek
ornekler birka¢ kez eter ile dondurilerek rengin eter fazina gecmesi saglandi. Ayni
kosullarda hazirlanan blank ¢ozeltiye kargi, hazirlanan numune ¢ozeltilerin absorpsiyon

spektrumu ¢izildi. Bu spektrumlarda 531nm ‘deki absorbans degerleri okundu.

b) Meyvesuyu numuneleri

Deneysel caligmalarda B6lim 5.2 de anlatildig1 sekilde hazirlanan Juss Portakal Nektar:
numune ¢ozeltisinden 0,4 mL, Juss Karigik Meyve Nektann numune ¢ozeltisinden 0,3
mlL, Tamek Kan Portakal numune c¢6zeltisinden 0,5 mL 6rnek kullanildi. Yukarida
belirtilen miktarda alinan ornekler ayr1 ayri 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve pH4
tampon ¢ozeltist ile hacmine tamamlandi. 10 mL hacme tamamlanan numuneler ayri
ayrt 50 mL’lik kapakli tuplere aktarilarak uzerlerine 3’er mL titrant 2,6-DCIP
cozeltisinden kondu ve 10 ml eter ilave edilerek o6rnekler birkag kez eter ile
dondiiriilerek rengin eter fazina ge¢mesi saglandi. Ayni kosullarda hazirlanan blank
¢ozeltiye kargi, hazirlanan numune c¢ozeltilerin absorpsiyon spektrumu ¢izildi. Bu

spektrumlarda 53 1nm ‘deki absorbans degerleri okundu.

¢) Gazh Igecek Numuneleri
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Deneysel caligmalarda Bolim 5.2 de anlatildig: sekilde hazirlanan Sirma Mandalina C
Plus numune ¢ozeltisinden 0,5 mL, Sirma Limon C Plus numune ¢ozeltisinden 0,5 mL
ornek kullanildi. Yukarida belirtilen miktarda alinan 6rnekler ayrn ayri 10 mL’lik balon
jojeye aktarildi ve pH4 tampon ¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. 10 mL hacme
tamamlanan numuneler ayr ayrt 50 mL’lik kapakli tiiplere aktarilarak tzerlerine 3 er
mL titrant 2,6-DCIP ¢ozeltisinden kondu ve 10 ml eter ilave edilerek 6rnekler birkag
kez eter ile dondirilerek rengin eter fazina gegmesi saglandi. Ayni kosullarda
hazirlanan blank ¢ozeltiye karsi, hazirlanan numune ¢ozeltilerin absorpsiyon spektrumu

cizildi. Bu spektrumlarda 53 1nm ‘deki absorbans degerleri okundu.

d) Toz Igecek Numuneleri

Deneysel caligmalarda Boliim 5.2 de anlatildigr sekilde hazirlanan Tang Visne numune
cozeltisinden 0,6 mL, Tang Limon numune ¢ozeltisinden 0,6 mL o6rnek kullanildi
Yukarida belirtilen miktarda alinan 6rnekler ayri ayrt 10 mL’lik balon jojeye aktarildi
ve pH4 tampon ¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. 10 mL hacme tamamlanan numuneler
ayrt ayrt 50 mL’lik kapakli tiiplere aktarilarak tzerlerine 3’er mL titrant 2,6-DCIP
cozeltisinden kondu ve 10 ml eter ilave edilerek oOrnekler birkag kez eter ile
dondiirtilerek rengin eter fazina gegmesi saglandi. Aynmi kosullarda hazirlanan blank
cOzeltive karsi, hazirlanan numune c¢ozeltilerin absorpsiyon spektrumu ¢izildi. Bu

spektrumlarda 53 1nm ‘deki absorbans degerleri okundu.

e) Farmasotik Numuneler

Deneysel calismalarda Bolim 5.2 de anlatildigr sekilde hazirlanan Redoxor Cigneme
Tablet numune ¢ozeltisinden 0,6 mL, Aspirin Plus C numune ¢ozeltisinden 0,5 mL
ornek kullanmildi. Yukarida belirtilen miktarda alinan 6rnekler ayr1 ayr1 10 mL’lik balon
jojeye aktarildi ve pH4 tampon g¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. 10 mL hacme
tamamlanan numuneler ayrt ayri 50 mL’lik kapakli taplere aktarilarak Gzerlerine 3’er
mL titrant 2,6-DCIP ¢ozeltisinden kondu ve 10 ml eter ilave edilerek 6rnekler birkag

kez eter ile dondirilerek rengin eter fazina gegmesi saglandi. Aym kosullarda

75




hazirlanan blank ¢6zeltiye kargi, hazirlanan numune ¢ozeltilerin absorpsiyon spektrumu

cizildi. Bu spektrumlarda 53 1nm ‘deki absorbans degerleri okundu.

f) Bebek Mamasi Numunesi

Bebelac Elma Armut Puresi: Bolim 5.2 de anlatildigi sekilde hazirlanan numune
¢ozeltisinden 0,4 mL 6rnek 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve pH4 tampon ¢ozeltisi ile
hacmine tamamlandi. 10 mL hacme tamamlanan numune ¢ozeltisi 50 mL. lik kapakl
tiipe aktarilarak Uzerlerine 3 mL titrant 2,6-DCIP ¢ozeltisinden kondu ve 10 ml eter
ilave edilerek 6rnek birka¢ kez eter ile déndarilerek rengin eter fazina gegmesi
saglandi. Aymi kosullarda hazirlanan blank c¢ozeltiye karsi, hazirlanan numune
¢ozeltilerin absorpsiyon spektrumu ¢izildi. Bu spektrumlarda 531nm ‘deki absorbans

degerleri okundu.

g) Seker Numunesi

Kent Olips Limon&Portakal: 5.2 de anlatildig1 sekilde hazirlanan numune ¢ozeltisinden
0,6 mL o6rnek 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve pH4 tampon ¢ozeltisi ile hacmine
tamamlandi. 10 ml, hacme tamamlanan numune ¢6zeltisi 50 mL’lik kapakli tiipe
aktarilarak tzerlerine 3 mL titrant 2,6-DCIP ¢ozeltisinden kondu ve 10 ml eter ilave
edilerek ornek birkag kez eter ile dondurilerek rengin eter fazina ge¢mesi saglandi
Aym kosullarda hazirlanan blank ¢ozeltiye kargi, hazirlanan numune c¢ozeltilerin
absorpsiyon spektrumu ¢izildi. Bu spektrumlarda 531nm ‘deki absorbans degerleri

okundu.
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BOLUM 6

BULGULAR

6.1 Tiirev Spektrofotometrik Yontem

6.1.1 Askorbik Asit Tayini icin Uygun Kosullarin Saptanmas:

Bolim 5.3.1.3 de anlatildig1 sekilde caligilan tirev spektrofotometrik yontem ile
askorbik asit tayini icin 2-10 mg.L™ konsantrasyon araliginda hazirlanan askorbik asit

standart c¢ozeltilerinin absorpsiyon ve 1. tirev spektrumlart Sekil 6.1, sekil 6.2 de

gorilmektedir.
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Sekil 6. 1 Askorbik asit standart ¢ozeltilerinin (2-10 mg.L ™) absorpsiyon spektrumlar
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Sekil 6. 2 Askorbik asit standart ¢ozeltilerinin (2-10 mg.L™) 1. tiirev spektrumlari

Olgii egrisine ait konsantrasyon ve karsilig1 olan 1. Tiirev absorbans ortalama ('Dey)

degerleri Cizelge 6.1 de verilmistir. (Cizelge 6.1) Ortalama 'D degerlerinden gizilen

olcii egrisi ve bu egriye ait dogru denklemi, numunelerde askorbik asit tayini igin

kullanilmigtir.

Cizelge 6. 1 Ortalama 'D degerlerinden cizilen 6lgii egrisi ve bu egriye ait dogru
denklemi

No Tl D, . 8sD . RSD - %botmiuk Gy

2 -0,00503 0,000328  0,0652 100,5 6,52

4 -0,00989  0,000280 0,0282 100,75 2,82
6 -0,01475 0,000176 0,0119 101 k19
8 -0,01945 0,000261 0,0134 100,25 1,34

10 -0,02446 0,000300 0,0123 101 1.23

‘ 'Dysy= 0,0024C+0,0002 1= 0,9999
a : Her bir konsantrasyon i¢in 6lgiimler 5 kez tekrarlanmagtir.
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Boliim 5.2 de anlatddigr sekilde hazirlanan numunelerden askorbik asit tayinini icin
Bolim 5.3.1.4 de anlatildign gibi 6lgim yapildi ve elde edilen 1. Tiirev absorpsiyon
spektrumu ve standart askorbik asit ¢ozeltilerine ait absorpsiyon spektrumlart 1. Tirev
absorbans 6l¢li egrileri st Giste alindi. Spektrumlarin karsilagtirilmasi sonucu caligilan
numunelerde askorbik asit tayini i¢in 1. Derece tiirev spektrumunda 258nm’deki
minimuma ait tirev absorbans degerlerinden yararlanilarak 6lcii egrisi ¢izildi ve pik

sifir uzunlugunun calisilan numunelerde askorbik asit tayini igin uygun oldugu saptandi.

6.1.2 Meyve ve Sebzelerde Askorbik Asit Tayini

6.1.2.1 Ekstraksiyon

Meyve ve sebzelerin askorbik asit analizlerinde en 6nemli basamak uygun 6rnek
ekstresinin hazirlanmasidir. Meyve ve sebzelerden askorbik asidin kantitatif
ekstraksiyonu igin hava oksijeni, enzim ve diger oksitleyiciler (Fe,Cu... gibi diger metal
iyonlart) tarafindan oksitlenmesinin 6nlenmesi, 6lgme kademesi igin uygun asitligin
saglanmasi ve yitksek pH’ daki bozunmasinin énlenmesi amaciyla gesitli asitler ve asit
karigimlar: kullanilmigtir. Bunlar arasinda metafosforik asit, asetik asit, trikloroasetik
asit okzalik asit, sitrik asit ve asetik asit-metafosforik asit ¢ozeltileri en ¢ok

kullaniianlardir.

Meyve ve sebzelerde tiirev spektrofotometrisi ile askorbik asit tayini igin uygun
ekstraksiyon g¢ozeltisinin saptanmasinda; okzalik asit (%5), trikloroasetk asit (%5)
metafoforik asit(%66), asetik asit(%8),sitrik asit(%65), metafosforik asit —asetik asit(%3-8
ve %1.5-4) ¢ozeltileri ile galigilmig, metafosforik asit- asetik asit (%3-8) cézeltisi ile
elde edilen meyve ve sebze ekstrelerinin spektrumlarinin saf askorbik asidinkine en
yakin olmast nedeniyle bu karigim uygun ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak saptanmustir. Bu
¢ozeltinin diger ¢ozeltilere bir Gstinliginin de bir protein ¢oktiriiciisi olmast ve bu
nedenle berrak cozeltilerin elde edildigi, ayrica metafosforik asit uygun asitligi

sagladigindan askorbik asidin oksidatif bozunma hizini azaltmaktadir.
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6.1.2.2 Meyve ve Sebzelerde (Kirmuzi biber, Cilek ve Kuzilak) Askorbik Asit
Tayini

Boliim 5.3.1.4 de anlatildig1 gibi calisilarak elde edilen absorpsiyon ve 1. Derece tirev
spektrumlar kirmizi biber i¢in Sekil 6.3, ¢ilek i¢in Sekil 6.4, kizilcik igin ise Sekil 6.5
de gorilmektedir. Bu spektrumlarin karsilagtiriimas: sonucu askorbik asit tayini igin 1.
Derece tirev spektrumunda 258nm’deki minimuma ait absorbans degerlerinden
yararlanildi. Caligilan meyve ve sebzelerde askorbik asit tayini i¢in 3 paralel ¢alisma
yapildi ve Cizelge 6.1 de belirtilen 6i¢i egri denkleminden yararlanarak hesaplama
yapildi. Analiz sonuglart kirmizi biber i¢in Cizelge 6.4, ¢ilek icin Cizelge 6.5, kizilcik
igin ise Cizelge 6.6 da verilmistir. Ug adet tayin izerinden hesaplanan ortalama (Xort),
standart sapma (S), bagil standart sapma (%S) ve %95 giiven araligi (Xortt.s/n")

degerleri verilmistir.
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Sekil 6. 3 (a) Kirmiz1 biber ekstresinin ve askorbik asit c¢ozeltisinin absorpsiyon

spektrumlari, (b) Kirmizi biber ekstresinin ve askorbik asit ¢ozeltisinin 1. tirev
spektrumlari spektrumlari
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Sekil 6. 4 (a) Cilek ekstresinin ve askorbik asit ¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari,

(b) Cilek ekstresinin ve askorbik asit ¢ozeltisinin 1. tiirev spektrumlar: spektrumlari
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Sekil 6. 5 (a) Kizilcik ekstresinin ve askorbik asit ¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari,

(b) Kizilcik ekstresinin ve askorbik asit ¢ozeltisinin 1. tiirev spektrumlari spektrumlari

83




6.1.3 Meyvesularinda (Juss Portakal Nektan, Juss Karisitk Meyve Nektan ve
Tamek Kan Portakal Nektart) Askorbik Asit Tayini

Boliim 5.3.1.4 de anlatildig: gibi galigilarak elde edilen absorpsiyon ve 1. Derece tlirev
spektrumlart Juss Portakal Nektar: i¢in Sekil 6.6, Juss Karigik Meyve Nektari igin Sekil
6.7, Tamek Kan Portakal Nektari igin ise Sekil 6.8 de gorilmektedir. Bu spektrumlarin
kargilagtirilmas: sonucu askorbik asit tayini igin 1. Derece tirev spektrumunda
258nm’deki minimuma ait absorbans degerlerinden vyararlanildi.  Caligilan
meyvesularinda askorbik asit tayini i¢in 3 paralel calisma yapildi ve Cizelge 6.1 de
belirtilen 6l egri denkleminden yararlanarak hesaplama yapildi. Analiz sonuclart Juss
Portakal Nektan igin Cizelge 6.7, Juss Karigik Meyve Nektari igin Cizelge 6.8, Tamek
Kan Portakal Nektar: i¢in ise Cizelge 6.9 da verilmistir. Uc adet tayin iizerinden
hesaplanan ortalama (Xort), standart sapma (S), bagil standart sapma (%S) ve %95

giiven araligr (Xort£t.s/n”) degerleri verilmistir.
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Sekil 6. 6 (a) Juss Portakal Nektari ekstresinin ve askorbik asit ¢ozeltisinin absorpsiyon

spektrumlari, (b) Juss Portakal Nektar: ekstresinin ve askorbik asit ¢ozeltisinin 1. tiirev

spektrumlar: spektrumlari
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Sekil 6. 7 (a) Juss Karigik Meyve Nektar1 ekstresinin ve askorbik asit ¢ozeltisinin
absorpsiyon spektrumlari, (b) Juss Karigik Meyve Nektari ekstresinin ve askorbik asit

¢ozeltisinin 1. tirev spektrumlar: spektrumlari
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Sekil 6. 8 (a) Tamek Kan Portakal Nektari ekstresinin ve askorbik asit gozeltisinin

absorpsiyon spektrumlari, (b) Tamek Kan Portakal Nektar: ekstresinin ve askorbik asit

Dalga Bowu (nm)
®)

¢ozeltisinin 1. tirev spektrumlar spektrumlar:
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6.1.4 Gazh Iceceklerde (Sirma C Plus Mandalina ve Swma C Plus Limon)
Askorbik Asit Tayini

Bolim 5.3.1.4 de anlatildigi gibi galisilarak elde edilen absorpsiyon ve 1. Derece tirev
spektrumlart Strma C Plus Mandalina icin Sekil 6.9, Sirma C Plus Limon icin ise Sekil
6.10 da gorilmektedir. Bu spektrumlarin kargilagtirilmast sonucu askorbik asit tayini
icin 1. Derece tiirev spektrumunda 258nm’deki minimuma ait absorbans degerlerinden
yararlanildi. Caligilan gazli iceceklerde askorbik asit tayini icin 3 paralel ¢aligma yapild
ve Cizelge 6.1 de belirtilen 6lgii egri denkleminden yararlanarak hesaplama yapildi.
Analiz sonuglart Sirma C Plus Mandalina i¢in Cizelge 6.10, Sirma C Plus Limon i¢in
ise Cizelge 6.11 de verilmistir. Ug adet tayin iizerinden hesaplanan ortalama (Xort),
standart sapma (S), bagil standart sapma (%S) ve %95 giiven araligt (Xortt.s/n ™)

degerleri verilmistir.
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Sekil 6. 9 (a) Sirma C Plus Mandalina ekstresinin ve askorbik asit ¢ozeltisinin

absorpsiyon spektrumlari, (b) Sirma C Plus Mandalina ekstresinin ve askorbik asit

¢ozeltisinin 1. tiirev spektrumlar1 spektrumlari
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Sekil 6. 10 (a) Sirma C Plus Limon ekstresinin ve askorbik asit ¢ozeltisinin absorpsiyon

spektrumlari, (b) Sirma C Plus Limon ekstresinin ve askorbik asit ¢cozeltisinin 1. tirev
spektrumlari spektrumlart
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6.1.5 Toz Iceceklerde (Tang Visne ve Tang Limon) Askorbik Asit Tayini

Boliim 5.3.1.4 de anlatildig: gibi caligilarak elde edilen absorpsiyon ve 1. Derece tirev
spektrumlart Tang Vigne icin Sekil 6.11, Tang Limon igin ise Sekil 6.12 de
gorilmektedir. Bu spektrumlarm karsilastirilmast sonucu askorbik asit tayini igin 1.
Derece tirev spektrumunda 258nm’deki minimuma ait absorbans degerlerinden
yararlanildi. Caligilan toz iceceklerde askorbik asit tayini igin 3 paralel calisma yapildi
ve Cizelge 6.1 de belirtilen 6l¢ii egri denkleminden yararlanarak hesaplama yapildi.
Analiz sonuglart Tang Visne i¢cin Cizelge 6.12, Tang Limon igin ise Cizelge 6.13 de
verilmistir. Ug adet tayin iizerinden hesaplanan ortalama (Xort), standart sapma (S),

bagil standart sapma (%S) ve %95 giiven araligi (Xortt.s/n™) degerleri verilmistir.
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Sekil 6. 11 (a) Tang Vigne ekstresinin ve askorbik asit ¢ozeltisinin absorpsiyon
spektrumlari, (b) Tang Visne ekstresinin ve askorbik asit ¢ozeltisinin 1. tirev
spektrumlari spektrumlart
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spektrumlari, (b) Tang Limon ekstresinin ve askorbik asit ¢ozeltisinin 1. tirev

spektrumlari
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6.1.6 Farmasotik Numunelerde (Redoxor Cigneme Tablet ve Aspirin Plus C)
Askorbik Asit Tayini

Béliim 5.3.1.4 de anlatildig: gibi calisilarak elde edilen absorpsiyon ve 1. Derece tirev
spektrumlart Redoxor Cigneme Tablet igin Sekil 6.13, Aspirin Plus C igin ise Sekil 6.14
de goriilmektedir. Bu spektrumlarin kargilagtirilmast sonucu askorbik asit tayini igin 1.
Derece tiirev spektrumunda 258nm’deki minimuma ait absorbans degerlerinden
yararlanildi. Caligilan farmasétik numunelerde askorbik asit tayini igin 3 paralel calisma
yapildi ve Cizelge 6.1 de belirtilen 6l egri denkleminden yararlanarak hesaplama
yapildi. Analiz sonuglari Redoxor Cigneme Tablet i¢in Cizelge 6.14, Aspirin Plus C i¢in
ise Cizelge 6.15 de verilmistir Ug adet tayin iizerinden hesaplanan ortalama (Xort),
standart sapma (S), bagil standart sapma (%S) ve %95 gluven aralig: (Xortt.s/n™)

degerleri verilmigtir.
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Sekil 6. 13 (a) Redoxor Cigneme Tablet ekstresinin ve askorbik asit ¢ozeltisinin

absorpsiyon spektrumlari, (b) Redoxor Cigneme Tablet ekstresinin ve askorbik asit

¢ozeltisinin 1. tiirev spektrumlar: spektrumlari
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Birinci Tiwev
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Sekil 6. 14 (a) Aspirin Plus C ekstresinin ve askorbik asit ¢ozeltisinin absorpsiyon

spektrumlari, (b) Aspirin Plus C ekstresinin ve askorbik asit ¢ozeltisinin 1. tiirev

spektrumlar1 spektrumlari
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6.1.7 Bebek Mamasinda (Bebelac Flma Armut Piiresi) Askorbik Asit Tayini

Bolim 5.3.1.4 de anlatildig: gibi caligilarak elde edilen absorpsiyon ve 1. Derece tiirev
spektrumlart Sekil 6.15 de goérilmektedir. Bu spektrumlarin karsilastirilmast sonucu
Bebelac Elma Armut Piresinde askorbik asit tayini igin 1. Derece tirev spektrumunda
258nm’deki minimuma ait absorbans degerlerinden yararlamildi. Caligilan bebek
mamasinda askorbik asit tayini i¢in 3 paralel tayin yapildi ve Cizelge 6.1 de belirtilen
olci egri denkleminden yararlanarak hesaplama yapildi. Analiz sonucu Cizelge 6.16 da
verilmistir. Ug adet tayin izerinden hesaplanan ortalama (Xort), standart sapma (S),

bagil standart sapma (%S) ve %95 giiven araligi (Xort=t.s/n") degerleri verilmistir.
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Sekil 6. 15 (a) Bebelac Elma Armut Piiresi ekstresinin ve askorbik asit ¢ozeltisinin

absorpsiyon spektrumlari, (b) Bebelac Elma Armut Puresi ekstresinin ve askorbik asit
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6.1.8 Sekerde (Kent Olips Limon&Portakal) Askorbik Asit Tayini

Bolum 5.3.1.4 de anlatildigi gibi calisilarak elde edilen absorpsiyon ve 1. Derece tiirev
spektrumlart Sekil 6.16 da goriilmektedir. Bu spektrumlarin karsilagtirilmasi sonucu
Kent Olips Limon&Portakal bon bon sekerde askorbik asit tayini igin 1. Derece tirev
spektrumunda 258nm’deki minimuma ait absorbans degerlerinden yararlanildi. Kent
Olips Limon&Portakal bon bon sekerde askorbik asit tayini igin 3 paralel tayin yapildi
ve Cizelge 6.1 de belirtilen 6l¢ii egri denkleminden yararlanarak hesaplama yapild:
Analiz sonucu Cizelge 6.17 de verilmistir. Aymi tabloda Gg¢ adet tayin iizerinden
hesaplanan ortalama (Xort), standart sapma (S), bagil standart sapma (%S) ve %95

giiven aralig1 (Xortxt.s/n") degerleri verilmistir.
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Sekil 6. 16 (a) Kent Olips Limon&Portakal bon bon seker ekstresinin ve askorbik asit
¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari, (b) Kent Olips Limon&Portakal bon bon geker

ekstresinin ve askorbik asit ¢ozeltisinin 1. tiirev spektrumlar1 spektrumlari
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6.2 Fark Yontemi
6.2.1 Askorbik Asit Tayini icin Uygun Kosullarin Saptanmas:
Boliim 5.3.2.2 de anlatildig: sekilde yapilan Fark Yontem ile askorbik asit tayini igin 2-

10 mg L™" konsantrasyon araliginda hazirlanan standart askorbik asit ¢ozeltilerinin fark

absorpsiyon spektrumu Sekil 6.17 de goriilmektedir.
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Sekil 6. 17 Standart askorbik asit cozeltilerinin (2-10 mgL™ ) fark absorpsiyon

spektrumu

Olgii egrisine ait konsantrasyon ve karsilig1 olan ortalama absorbans degerleri Cizelge
6.2 de verilmigtir. Ortalama absorbans degerlerinden c¢izilen 6lgii egrisi ve bu egriye ait

dogru denklemi, numunelerde askorbik asit tayini i¢in kullanilmigtir.
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Cizelge 6.2 Ortalama absorbans degerlerinden ¢izilen 6l¢ii egrisi ve bu egriye ait dogru
denklemi

SD  RSD  %Dogruluk Cy

2 0,12780 0,00325 0,0254 80,2 2,54

4 0,24001 0,00751 0,0313 106,75 3,12
6 0,32402 0,00684 0,0109 104,5 1,09
8 0,40336 0,00857 0,0212 102 2,12

10 0,46584 0,00464 0,0096 96,53 0.95

Dy 0,042CH0,0604 i 0,9887

a . Her bir konsantraso icin 6lgtimler 5 kez tekrarlanmugtir.

Bolim 5.2 de anlatildigi gekilde hazirlanan numunelerden askorbik asit tayinini i¢in
Bolim 5.3.2.3 de anlatildigi gibi 6lgim yapildi ve elde edilen fark absorpsiyon
spektrumu ve standart askorbik asit fark absorpsiyon Olgi egrileri ust uste alindi.
Spektrumlarin kargilagtirilmast sonucu caligilan numunelerde askorbik asit tayini igin
fark absorpsiyon spektrumunda 269nm’deki maksimuma ait absorbans degerlerinden
yararlanilarak ol¢ii egrisi ¢izildi ve ¢aligilan numunelerde askorbik asit tayini i¢in uygun

oldugu saptand.
6.2.2 Meyve ve Sebzelerde (Kirmizi Biber, Cilek ve Kizilcik) Askorbik Asit Tayini

Boliim 5.3.2.3 de anlatildigi gibi galigilarak elde edilen fark absorpsiyon ve standart
askorbik asit fark absorpsiyon spektrumlari kirmizi biber igin Sekil 6.18, ¢ilek igin
Sekil 6.19, kizilcik igin ise Sekil 6.20 de gorilmektedir. Bu spektrumlarin
kargilagtirilmasi sonucu meyve ve sebzelerde (kirmizi biber, gilek ve kizilcik) askorbik
asit tayini igin fark absorpsiyon spektrumunda 269 nm’deki maksimuma ait absorbans
degerlerinden yararlamildi. Caligilan meyve ve sebzelerde askorbik asit tayini i¢in 3
paralel tayin yapildi1 ve Cizelge 6.2 de belirtilen 6l¢ii egri denkleminden yararlanarak
hesaplama yapildi. Analiz sonuglari kirmizi biber igin Cizelge 6.4, cilek igin Cizelge

6.5, kizilcik igin ise Cizelge 6.6 da verilmistir. Ug adet tayin tizerinden hesaplanan
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ortalama (Xort), standart sapma (S), bagil standart sapma (%S) ve %95 given
(Xortt.s/n") degerleri verilmistir.
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Sekil 6. 18 Kirmizi biber ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin fark
absorpsiyon spektrumlari

1,.59512 T T T T
1.50000 |- -

/

ll ‘ll’l nmuapnuane

1

~

)

/| W
1.00000

Absorbans
R

lH |I lll ||I
0.50000 |- £ 4 | Il'
A
{f |
’ 1
j 4
4 1
7 Y §
i VY
[
ll. "“\
0,00000 |- L
-0,183851 — L = :
200,00 220,00 240,00 260,00

280,00 200,00
Dalga Boyu (nm)

Sekil 6. 19 Cilek ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin fark absorpsiyon
spektrumlari
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Sekil 6. 20 Kuzilcik ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin fark absorpsiyon
spektrumlari

6.2.3 Meyvesularinda (Juss Portakal Nektari, Juss Karistk Meyve Nektar1 ve
Tamek Kan Portakal Nektari) Askorbik Asit Tayini

Bolim 5.3.2.3 de anlatildigi gibi ¢aligilarak elde edilen fark absorpsiyon ve standart
askorbik asit fark absorpsiyon spektrumlar1 Juss Portakal Nektari i¢in Sekil 6.21, Juss
Karigik Meyve Nektari igin Sekil 6.22, Tamek Kan Portakal Nektar: igin ise Sekil 6.23
de gorilmektedir. Bu spektrumlarin karsilagtirilmast sonucu meyvesularinda (Juss
Portakal Nektar1, Juss Karigik Meyve Nektar1 ve Tamek Kan Portakal Nektarr) askorbik
asit tayini i¢in fark absorpsiyon spektrumunda 269 nm’deki maksimuma ait absorbans
degerlerinden yararlanildi. Caligilan meyvesularinda askorbik asit tayini i¢in 3 paralel
tayin yapildi ve Cizelge 6.2 de belirtilen 6lgi egri denkleminden yararlanarak
hesaplama yapildi. Analiz sonuglar1 Juss Portakal Nektari i¢in Cizelge 6.7, Juss Karigik
Meyve Nektari i¢in Cizelge 6.8, Tamek Kan Portakal Nektar i¢in ise Cizelge 6.9 da
verilmistir. Ug adet tayin iizerinden hesaplanan ortalama (Xort), standart sapma (S),

bagil standart sapma (%S) ve %95 giiven araligi (Xort+t.s/n") degerleri verilmistir.
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Sekil 6. 21 Juss Portakal Nektar1 ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin fark

absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 6. 22 Juss Karigik Meyve Nektari ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin

fark absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 6. 23 Tamek Kan Portakal Nektar1 ekstresinin ve standart askorbik asit
¢ozeltisinin fark absorpsiyon spektrumlari

6.2.4 Gazh Iceceklerde (Sirma C Plus Mandalina ve Swrma C Plus Limon)
Askorbik Asit Tayini

Bolim 5.3.2.3 de anlatildig1 gibi calisilarak elde edilen fark absorpsiyon ve standart

askorbik asit fark absorpsiyon spektrumlart Sirma C Plus Mandalina i¢in Sekil 6.24,
Sirma C Plus Limon igin Sekil 6.25 de gorilmektedir. Bu spektrumlarin
kargilagtirilmasi sonucu gazli igeceklerde (Sirma C Plus Mandalina ve Sirma C Plus
Limon) askorbik asit tayini igin fark absorpsiyon spektrumunda 269 nm’deki
maksimuma ait absorbans degerlerinden yararlanildi. Caligilan gazli iceceklerde
askorbik asit tayini i¢in 3 paralel tayin yapildi ve Cizelge 6.2 da belirtilen 6l¢t egri
denkleminden yararlanarak hesaplama yapildi. Analiz sonuglar1 Sirma C Plus
Mandalina i¢in Cizelge 6.10, Sirma C Plus Limon igin Cizelge 6.11 de verilmistir. Ug
adet tayin tizerinden hesaplanan ortalama (Xort), standart sapma (S), bagil standart
sapma (%S) ve %95 giiven araligi (Xort+t.s/n") degerleri verilmistir.
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Sekil 6. 24 Sirma C Plus Mandalina ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin
fark absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 6. 25 Sirma C Plus Limon ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin fark
absorpsiyon spektrumlari
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6.2.5 Toz iceceklerde (Tang Visne ve Tang Limon) Askorbik Asit Tayini

Bolim 5.3.2.3 de anlatildig1 gibi caligilarak elde edilen fark absorpsiyon ve standart
askorbik asit fark absorpsiyon spektrumlart Tang Visne i¢in Sekil 6.26, Tang Limon
icin Sekil 6.27 de gorilmektedir. Bu spektrumlarin karsilastirilmasi sonucu toz
iceceklerde (Tang Visne ve Tang Limon) askorbik asit tayini igin fark absorpsiyon
spektrumunda 269 nm’deki maksimuma ait absorbans degerlerinden yararlanildi.
Calisilan toz iceceklerde askorbik asit tayini igin 3 paralel tayin yapildi ve Cizelge 6.2
de belirtilen 6lcii egri denkleminden yararlanarak hesaplama yapildi. Analiz sonuglar
Tang Vigne igin Cizelge 6.12, Tang Limon igin Cizelge 6.13 de verilmistir. Ug adet

tayin tizerinden hesaplanan ortalama (Xort), standart sapma (S), bagil standart sapma

(%S) ve %95 giiven aralig1 (Xorttt.s/n”*) degerleri verilmistir.
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Sekil 6. 26 Tang Vigne ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin fark

absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 6. 27 Tang Limon ekstresinin ve standart askorbik asit g¢ozeltisinin fark

absorpsiyon spektrumlari

Askorbik Asit Tayini

6.2.6 Farmasotik Numunelerde (Redoxor Cigneme Tableti ve Aspirin Plus C)

Boliim 5.3.2.3 de anlatildig1 gibi caligilarak elde edilen fark absorpsiyon ve standart

askorbik asit fark absorpsiyon spektrumlart Redoxor Cigneme Tableti igin Sekil 6.28,

Aspirin Plus C icin $ekil 6.29 da gorulmektedir. Bu spektrumlarin karsilagtiriimast

sonucu farmasotik numunelerde (Redoxor Cigneme Tableti ve Aspirin Plus C) askorbik

asit tayini igin fark absorpsiyon spektrumunda 269 nm’deki maksimuma ait absorbans

degerlerinden yararlanildi. Calisilan farmasttik numunelerde askorbik asit tayini igin 3

paralel tayin yapildi ve Cizelge 6.17 de belirtilen 6l¢ii egri denkleminden yararlanarak

hesaplama yapildi. Analiz sonuglari1 Redoxor Cigneme Tableti i¢cin Cizelge 6.14,

Aspirin Plus C igin Cizelge 6.15 de verilmistir. Ug adet tayin iizerinden hesaplanan

(Xortt.s/n™) degerleri verilmistir.

ortalama (Xort), standart sapma (S), bagil standart sapma (%S) ve %95 giiven araligt
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Sekil 6. 28 Redoxor Cigneme Tableti ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin
fark absorpsiyon spektrumlari

1.56848 T T T T
1.50000
! ".I 6ppm AA
'.II
|
II
1,00000 |- h ||
. '
g P
B i |}
=S / 1
=T f" [[
0.50000 | § I'
¥, \
| |
HIll "‘I
|‘I ‘\‘l !
0.00000 |- Y Va
5\;%
athisuihiats
-0,21892 L L 4 L
200,00 220,00 240,00 260,00

Sekil 6. 29 Aspirin Plus C ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin fark
absorpsiyon spektrumlari
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6.2.7 Bebek Mamasinda (Bebelac Elma Armut Piiresi) Askorbik Asit Tayini

Bolim 5.3.2.3 de anlatildigi gibi ¢aligilarak elde edilen fark absorpsiyon ve standart
askorbik asit fark absorbans spektrumlari Sekil 6.30 da gorilmektedir. Bu
spektrumlarin kargilastirilmast sonucu Bebelac Elma Armut Piresinde askorbik asit
tayini igin fark absorbans spektrumunda 269 nm’deki maksimuma ait absorbans
degerlerinden yararlanildi. Bebelac Elma Armut Piresinde askorbik asit tayini i¢in 3
paralel tayin yapild1 ve Cizelge 6.2 de belirtilen 6l¢ii egri denkleminden yararlanarak
hesaplama yapildi. Analiz sonucu Cizelge 6.16 da verilmistir. Ayn1 cizelgede t¢ adet

tayin itizerinden hesaplanan ortalama (Xort), standart sapma (S), bagil standart sapma

(%S) ve %95 giiven aralii (Xort£t.s/n”*) degerleri verilmistir.
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Sekil 6. 30 Bebelac Elma Armut Piiresi ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin
fark absorpsiyon spektrumlari

111




6.2.8 Sekerde (Kent Olips Limon&Portakal)Askorbik Asit Tayini

Bolim 5.3.2.3 de anlatildig1 gibi galigilarak elde edilen fark absorpsiyon ve standart
askorbik asit  fark absorbans spektrumlart Sekil 6.31 de gorilmektedir. Bu
spektrumlarin kargilagtirilmast sonucu Kent Olips Limon&Portakal bon bon sekerde
askorbik asit tayini igin fark absorbans spektrumunda 269 nm’deki maksimuma ait
absorbans degerlerinden yararlanildi. Olips Limon&Portakal bon bon sekerde askorbik
asit tayini igin 3 paralel tayin yapild: ve Cizelge 6.2 de belirtilen 6lgii egri denkleminden
yararlanarak hesaplama yapildi. Analiz sonucu Cizelge 6.17 de sonucu verilmistir. Ayni

cizelgede ii¢ adet tayin iizerinden hesaplanan ortalama (Xort), standart sapma (S), bagil

standart sapma (%S) ve %95 giiven aralig1 (Xortt.s/n") degerleri verilmistir.
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Sekil 6. 31 Kent Olips Limon&Portakal ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin

fark absorpsiyon spektrumlari
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6.3 Modifiye Spektrofotometrik Yontem
6.3.1 Askorbik Asit Tayini icin Uygun Kosullarin Saglanmas:

Bolim 5.3.3.2 de anlatildig1 sekilde yapilan spektrofotometrik yontem ile askorbik asit
tayini i¢in 1-10mgL™ konsantrasyon araliginda hazirlanan standart askorbik asit
cozeltilerinin absorpsiyon spektrumlart  Sekil 6.32 de gorilmektedir. Absorbans
degerlerinden cizilen Ol¢i egrilerine ait dogru denklemi, numunelerde askorbik asit

tayini i¢in kullanilmustir.
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Sekil 6. 32 Standart askorbik asit cozeltisinin (1-10mgL™) absorpsiyon spektrumlari

Modifiye spektrofotometrik yontem ile askorbik asit analizi yapilirken 2,6-DCIP
cozeltisi, numunede askorbik asit analizi igin giinlik olarak hazirlandi. Numunelerde
askorbik asit tayini ic¢in kullamilan Olgii egrilerinin regresyon analizlerine ait

parametreler Cizelge 6.3 de gosterilmistir.
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Cizelge 6.3 Numunelerde askorbik asit tayini i¢in kullanilan 6l¢ii egrilerinin regresyon

analizlerine ait parametreler

Olips Kirmizi biber Cilek Tang Tang Sirma Limon
Juss Portakal Tamek Kan Visne Limon SirmaMandali Kizilcaik
Juss Karisik Portakal Redoxor na
Bebelac Mama
Aspirin Plus C
a 0.0845 0.0869 0.0909 0.0826 0.0674 0.0698 0.0618
b 0.0318 -0.015 0.0578 0.0693 -0.0028 -0.0192 -0.0816
r 0.9934 0.9935 0.9941 0.9968 0.9998 0.9981 0.9984

6.3.2 Meyve ve Sebzelerde (Kirmizi Biber, Cilek ve Kizileik) Askorbik Asit Tayini

Bolim 5.3.3.3 de anlatildigt gibi calisilarak elde edilen absorpsiyon ve standart
askorbik asit absorpsiyon spektrumlar1 kirmiz1 biber igin Sekil 6.33, cilek icin Sekil
6.34, kizilcik igin ise Sekil 6.35 de gorilmektedir. Bu spektrumlarin kargilagtirilmasi
sonucu meyve ve sebzelerde (kirmizi biber, ¢ilek ve kizilcik) askorbik asit tayini icin
absorpsiyon spektrumunda 531 nm’deki minimuma ait absorbans degerlerinden
yararlamildi. Caligilan meyve ve sebzelerde askorbik asit tayini i¢in 3 paralel tayin
yapildi ve Cizelge 6.3 de belirtilen 6l¢li egri denkleminden yararlanarak hesaplama
yapildi. . Analiz sonuglari kirmizi biber igin Cizelge 6.4, cilek icin Cizelge 6.5, kizilcik
icin ise Cizelge 6.6 da verilmistir. Ug adet tayin iizerinden hesaplanan ortalama (Xort),
standart sapma (S), bagil standart sapma (%S) ve %95 giiven aralifi (Xorttt.s/n*)

degerleri verilmistir.
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Sekil 6. 33 Kirmizi biber ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin absorpsiyon

spektrumlari
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Sekil 6. 34 Cilek ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin absorpsiyon
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Sekil 6.35 Kizilcik ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin absorpsiyon

spektrumlari

6.3.3 Meyvesularinda (Juss Portakal Nektari, Juss Karistk Meyve Nektar: ve
Tamek Kan Portakal Nektari) Askorbik Asit Tayini

Bolim 5.3.3.3 de anlatildig: gibi caligilarak elde edilen absorpsiyon ve standart askorbik
asit absorpsiyon spektrumlari spektrumlar: Juss Portakal Nektar: igin Sekil 6.36, Juss
Karigik Meyve Nektart igin Sekil 6.37, Tamek Kan Portakal Nektar1 icin ise Sekil 6.38
de gorilmektedir. Bu spektrumlarin karsilagtirilmasit sonucu meyvesularinda (Juss
Portakal Nektari, Juss Karigitk Meyve Nektart ve Tamek Kan Portakal Nektart) askorbik
asit tayini icin absorpsiyon spektrumunda 531 nm’deki minimuma ait absorbans
degerlerinden yararlanildi. Caligilan meyvesularinda askorbik asit tayini igin 3 paralel
tayin yapildi ve Cizelge 6.3 de belirtilen 6lgii egri denkleminden yararlanarak
hesaplama yapildi. Analiz sonuglar1 Juss Portakal Nektari i¢in Cizelge 6.7, Juss Karigik
Meyve Nektari igin Cizelge 6.8, Tamek Kan Portakal Nektar: i¢in ise Cizelge 6.9 da
verilmigtir. Ug adet tayin iizerinden hesaplanan ortalama (Xort), standart sapma (S),

bagil standart sapma (%S) ve %95 giiven aralig1 (Xort£t.s/n") degerleri verilmistir.
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Sekil 6. 36 Juss Portakal Nektari ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin

absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 6. 37 Juss Karisik Meyve Nektari ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin

absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 6. 38 Tamek Kan Portakal Nektari ekstresinin ve standart askorbik asit

¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari

6.3.4 Gazh Iceceklerde (Srma C Plus Mandalina ve Sirma C Plus Limon)
Askorbik Asit Tayini

Bolim 5.3.3.3 de anlatildig: gibi caligilarak elde edilen absorpsiyon ve standart
askorbik asit absorpsiyon spektrumlari Sirma C Plus Mandalina i¢in Sekil 6.39, Sirma
C Plus Limon i¢in Sekil 6.40 da goriilmektedir. Bu spektrumlarin karsilastiriimas:
sonucu gazli igeceklerde (Sirma C Plus Mandalina ve Sirma C Plus Limon) askorbik
asit tayini igin absorpsiyon spektrumunda 531 nm’deki minimuma ait absorbans
degerlerinden yararlanildi. Caligilan gazli igeceklerde askorbik asit tayini i¢in 3 paralel
tayin yapildi ve Cizelge 6.3 de belirtilen olgi egri denkleminden yararlanarak
hesaplama yapildi. Analiz sonuglari Sirma C Plus Mandalina i¢in Cizelge 6.10, Sirma C
Plus Limon icin Cizelge 6.11 de verilmistir. Ug adet tayin lizerinden hesaplanan
ortalama (Xort), standart sapma (S), bagil standart sapma (%S) ve %95 giiven araligi
(Xort£t.s/n™) degerleri verilmistir.
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Sekil 6. 39 Sirma C Plus Mandalina ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin
absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 6. 40 Sirma C Plus Limon ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin
absorpsiyon spektrumlari

119




6.3.5 Toz iceceklerde (Tang Visne ve Tang Limon) Askorbik Asit Tayini

Bolim 5.3.3.3 de anlatildig1 gibi ¢aligilarak elde edilen absorpsiyon ve standart
askorbik asit absorpsiyon spektrumlari Tang Visne icin Sekil 6.41, Tang Limon i¢in
Sekil 6.42 de goriilmektedir. Bu spektrumlarin kargilagtirilmasi sonucu toz igeceklerde
(Tang Vigne ve Tang Limon) askorbik asit tayini igin absorpsiyon spektrumunda 531
nm’deki minimuma ait absorbans degerlerinden yararlanildi. Caligilan toz igeceklerde
askorbik asit tayini i¢in 3 paralel tayin yapildi ve Cizelge 6.3 de belirtilen 6l¢ti egri
denkleminden yararlanarak hesaplama yapildi. Analiz sonuglart Tang Visne igin
Cizelge 6.12, Tang Limon icin Cizelge 6.13 de verilmistir. Ug adet tayin iizerinden
hesaplanan ortalama (Xort), standart sapma (S), bagil standart sapma (%S) ve %95

giiven araligi (Xort£t.s/n") degerleri verilmistir.
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Sekil 6. 41 Tang Visne ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin absorpsiyon

spektrumlari
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Sekil 6. 42 Tang Limon ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin absorpsiyon

spektrumlari

6.3.6 Farmasotik Numunelerde (Redoxor Cigneme Tableti ve Aspirin Plus C)
Askorbik Asit Tayini

Bolim 5.3.3.3 de anlatildig1 gibi caligilarak elde edilen absorpsiyon ve standart
askorbik asit absorpsiyon spektrumlart Redoxor Cigneme Tableti icin Sekil 6.43,
Aspirin Plus C icin Sekil 6.44 de gorilmektedir. Bu spektrumlarin karsilagtiriimasi
sonucu farmasotik numunelerde (Redoxor Cigneme Tableti ve Aspirin Plus C) askorbik
asit tayini igin absorpsiyon spektrumunda 531 nm’deki minimuma ait absorbans
degerlerinden yararlanildi. Caligilan farmasétik numunelerde askorbik asit tayini igin 3
paralel tayin yapildi ve Cizelge 6.3 de belirtilen 6l¢ii egri denkleminden yararlanarak
hesaplama yapildi. Analiz sonuglart Redoxor Cigneme Tableti icin Cizelge 6.14,
Aspirin Plus C igin Cizelge 6.15 de verilmistir. Ug adet tayin iizerinden hesaplanan
ortalama (Xort), standart sapma (S), bagil standart sapma (%S) ve %95 giiven aralif
(Xortt.s/n™) degerleri verilmistir.
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Sekil 6. 43 Redoxor Cigneme Tablet ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin

absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 6. 44 Aspirin Plus C ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin absorpsiyon

spektrumlari
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6.3.7 Bebek Mamasinda (Bebelac Elma Armut Piiresi) Askorbik Asit Tayini

Bolim 5.3.3.3 de anlatildigi gibi calisilarak elde edilen absorpsiyon ve standart
askorbik asit absorpsiyon spektrumlari Bebelac Elma Armut Piresi igin Sekil 6.45 de
gorilmektedir. Bu spektrumlarin karsilagtirilmas: sonucu bebek mamasinda (Bebelac
Elma Armut Piiresi) askorbik asit tayini igin absorpsiyon spektrumunda 531 nm’deki
minimuma ait absorbans degerlerinden yararlanildi. Caligilan bebek mamasinda
askorbik asit tayini igin 3 paralel tayin yapildi ve Cizelge 6.3 de belirtilen olgii egri
denkleminden yararlanarak hesaplama yapildi. Analiz sonucu Cizelge 6.16 da
verilmigtir. Ayni gizelgede ii¢ adet tayin iizerinden hesaplanan ortalama (Xort), standart

sapma (8), bagil standart sapma (%S) ve %95 giiven araligi (Xortt.s/n™) degerleri

verilmigtir.
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Sekil 6. 45 Bebelac Elma Armut Piiresi ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin

absorpsiyon spektrumlari
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6.3.8 Sekerde (Kent Olips Limon&Portakal) Askorbik Asit Tayini

Bolim 5.3.3.3 de anlatildigt gibi caligilarak elde edilen absorpsiyon ve standart
askorbik asit absorpsiyon spektrumlari Kent Olips Limon&Portakal i¢in Sekil 6.46 de
goriilmektedir. Bu spektrumlarin  kargilagtirilmasi sonucu gsekerde (Kent Olips
Limon&Portakal) askorbik asit tayini igin absorpsiyon spektrumunda 531 nm’deki
minimuma ait absorbans degerlerinden yararlanildi. Caligilan seker numunesinde
askorbik asit tayini i¢in 3 paralel tayin yapildi ve Cizelge 6.3 de belirtilen 6lgii egri
denkleminden yararlanarak hesaplama yapildi. Analiz sonucu Cizelge 6.17 de
verilmigtir. Ayni ¢izelgede ii¢ adet tayin tizerinden hesaplanan ortalama (Xort), standart
sapma (S), bagil standart sapma (%S) ve %95 giiven aralii (Xort+t.s/n") degerleri

verilmisgtir.
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Sekil 6. 46 Kent Olips Limon&Portakal ekstresinin ve standart askorbik asit ¢ozeltisinin

absorpsiyon spektrumlari

124




6.4 Askorbik Asit Analizi Icin Numunelere Uygulanan Yéntemlerin Elde Edilen

Sonuclara Gore Karsilastiriimasy

6.4.1 Meyve ve Sebze Numunelerine Uygulanan Yéntemlerin Elde Edilen

Sonuclara Gire Karsilastiriimasi

Kirmizi biber, ¢ilek ve kizilcik 6rneklerinde tirev spektrofotometrik yontem ile
askorbik asit tayini Boliim 5.3.1.4, fark yontemi ile askorbik asit tayini Bolum 5.3.2.3
ve modifiye spektrofotometrik yontem ile askorbik asit tayini Bolim 5.3.3.3 de
anlatildigr gibi yapildi. Kirmuzi biber, ¢ilek ve kizilcik 6rneklerinin analizi sonunda elde
edilen sonuglar sirasiyla Cizelge 6.4, cizelge 6.5 ve ¢izelge 6.6 da toplu halde
verilmistir. Askorbik asit tayini i¢in uygulanan yontemlerden elde edilen sonuglar t testi
ile ortalamalar, F testi ile presizyonlar yoniinden %95 giiven diizeyinde karsilagtirildi.
(Cizelge 6.4) Kirmizi biberde askorbik asit tayininde gelistirilen yontemlerden tiirev
spektrofotometrik yontem i¢in t degeri ilgili giiven dizeyi ve ¢ deneme icin verilen
tablo degerlerinden buyuktir. F degeri ise ilgili gliven diizeyi ve i¢ deneme igin verilen
tablo degerlerinden kiigiiktiir. Fark yontemi igin ise t degeri ilgili giiven dizeyi ve ¢
deneme icin verilen tablo degerlerinden kigiiktir. F degeri ise ilgili gliven diizeyi ve t¢

deneme i¢in verilen tablo degerlerinden biiytktiir.
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Cizelge 6.4 Kirmiz1 biberde askorbik asit tayini

a: Verilen rakam ¢esitli tiirlerin ortalamasidir.
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(Cizelge 6.5) Cilekdede askorbik asit tayininde gelistirilen yontemlerden tiirev spektrofotometrik
yontem igin hesaplanan t ve F degerleri, ilgili giiven diizeyi ve ti¢ deneme igin verilen tablo
degerlerinden kiigiiktiir. Fark yontemi igin ise t degeri ilgili giiven diizeyi ve ii¢ deneme igin
verilen tablo degerlerinden bilyilkk. F degeri ise ilgili giiven diizeyi ve i¢ deneme igin verilen
tablo degerlerinden kiiguiktiir.

Cizelge 6.5 Cilekte askorbik asit tayini

a: Verilen rakam cesitli tiirlerin ortalamasidir.
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(Cizelge 6.6) Kizilcikda askorbik asit tayininde gelistirilen yontemlerden tiirev spektrofotometrik
- yontem igin t ve F degeri ilgili giiven diizeyi ve ui¢ deneme igin verilen tablo degerlerinden
biytktir. Fark yontemi igin ise t degeri ilgili giiven diizeyi ve ii¢ deneme igin verilen tablo
degerlerinden buyiiktir. F degeri ise ilgili giiven diizeyi ve t¢ deneme igin verilen tablo
degerlerinden kiigiiktiir.
Cizelge 6.6 Kizilcikda askorbik asit tayini E
Numune = Askorbik Istatistik Tuarev Fark Modifiye
Analiz Asit Igerigi Parametreler Spektrofotometrik  Yontemi Spek.Yontem
Tarihi (mg/100 g)* n Yontem
1 78,24 56,28 93,96 E
2 78,74 54,53 89,22
3 77,87 53,66 87,10
K
et . 78,28 54,82 90,09
03.08.2011
S 0,43 133 3.51
55mg/100g
%S 0,53 2,42 3,90
Xopiat S/n'? 78,28+1,7 54,82+1,5  90,09+3,9
t testi 5,78 16,27
F testi 66,3 6,96
n;=n; =3 P= 0,05 t tablo= 2,92 Ftablo= 19

a: Verilen rakam ¢esitli tiirlerin ortalamasidir.
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6.4.2 Meyvesuyu Numunelerine Uygulanan Yontemlerin Elde Edilen Sonuclara

Gore Karsilastirilmasi

Juss Portakal Nektar:, Juss Karistk Meyve Nektari, Tamek Kan Porlakal Nektar
orneklerinde tiirev spektrofotometrik yontem ile askorbik asit tayini Bolim 5.3.1.4, fark
yontemi ile askorbik asit tayini Boliim 5.3.2.3 ve modifiye spektrofotometrik yontem ile
askorbik asit tayini B6liim 5.3.3.3 de anlatildig: gibi yapildi. Juss Portakal Nektari, Juss
Karisitk Meyve Nektari, Tamek Kan Porlakal Nektari ¢rneklerinin analizi sonunda elde
edilen sonuglar sirasiyla Cizelge 6.7, cizelge 6.8 ve cizelge 6.9 da toplu halde
verilmistir. Askorbik asit tayini i¢in uygulanan yontemlerden elde edilen sonuglar t testi

ile ortalamalar, F testi ile presizyonlar yoniinden %95 giiven diizeyinde karsilagtirildi.
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(Cizelge 6.7) Juss Portakal Nektarinda askorbik asit tayininde gelistirilen yontemlerden
tiirev spektrofotometrik yontem igin t degeri ilgili giiven diuzeyi ve G¢ deneme igin
verilen tablo degerlerinden biiyiiktiir. F degeri ise ilgili giiven diizeyi ve tig deneme igin
verilen tablo degerlerinden kiigiktiir. Fark yontemi igin ise hesaplanan t ve F degerleri,

ilgili giiven diizeyi ve ii¢ deneme i¢in verilen tablo degerlerinden kiiguktiir.

Cizelge 6.7 Juss Portakal Nektarinda askorbik asit tayini

a: Verilen rakam numune tizerinde yazan degerdir. 3
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(Cizelge 6.8) Juss Karigtk Meyve Nektarinda askorbik asit tayininde gelistirilen
yontemlerden turev spektrofotometrik yontem ve fark yontemi igin t degerleri ilgili
giiven diizeyi ve ii¢ deneme igin verilen tablo degerlerinden buyiiktir. F degeri ise ilgili

giiven diizeyi ve ii¢ deneme igin verilen tablo degerlerinden kugiiktiir.

Cizelge 6.8 Juss Karigik Meyve Nektarinda askorbik asit tayini

a: Verilen rakam numune tzerinde yazan degerdir.
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(Cizelge 6.9) Tamek Kan Portakal Nektarinda askorbik asit tayininde gelistirilen
yontemlerden tiirev spektrofotometrik yontem t ve F degerleri, ilgili giiven dizeyi ve ti¢
deneme igin verilen tablo degerlerinden kigiktiir. Fark yontemi igin t degerleri ilgili
giiven diizeyi ve ii¢ deneme igin verilen tablo degerlerinden kiigiiktiir. F degeri ise ilgili

giiven diizeyi ve ii¢ deneme igin verilen tablo degerlerinden biiyiiktiir.

Cizelge 6.9 Tamek Kan Portakal Nektarinda askorbik asit tayini

a: Verilen rakam numune tizerinde yazan degerdir.
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6.4.3 Gazh Icecek Numunelerine Uygulanan Yéntemlerin Flde Edilen Sonuclara

Gore Karsilastiriimasi

Sirma C Plus Mandalina, Sirma C Plus Limon orneklerinde tiirev spektrofotometrik
yontem ile askorbik asit tayini Bélum 5.3.1.4, fark yontemi ile askorbik asit tayini
Boliim 5.3.2.3 ve modifiye spektrofotometrik yontem ile askorbik asit tayini Boélim
53.3.3 de anlatildigi gibi yapildi. Swma C Plus Mandalina, Sirma C Plus Limon
orneklerinin analizi sonunda elde edilen sonuglar sirasiyla Cizelge 6.10, gizelge 6.11 de
toplu halde verilmistir. Askorbik asit tayini i¢in uygulanan yontemlerden elde edilen
sonuglar t testi ile ortalamalar, F testi ile presizyonlar yoniinden %95 giiven diizeyinde

kargilagtirildi.
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(Cizelge 6.10) Sirma C Plus Mandalinada askorbik asit tayininde gelistirilen
yontemlerden tirev spektrofotometrik yontem i¢im t ve F degerleri, ilgili giiven diizeyi
ve li¢ deneme igin verilen tablo degerlerinden kiigiiktiir. Fark yontemi igin t degerleri
ilgili giiven diizeyi ve ii¢ deneme igin verilen tablo degerlerinden buyiktir. F degeri ise

ilgili giiven diizeyi ve ii¢ deneme i¢in verilen tablo degerlerinden kiiguktiir.

Cizelge 6.10 Sirma C Plus Mandalinada askorbik asit tayini

Numune
Uretim tarihi Askorbik Istatistik Tirev Fark Modifiye g
Son Kullanma Asit Igerigi Parametreler Spektrofotometrik Yontemi  Spek. |
Tarihi (mg/100 mL)* n Yontem Yontem
Analiz Tarihi
1 60,9 75 66,5
2 61,0 77 63,3
Sirma C Plus 3 60,0 73 62,7
Mandalina
60,6 750 64,2
08.12.2010 - ’ ’ .
08.12.2011 S 0,55 2 2,04
60 mg/100mL :
15.09.2011 %S 0,9 26 3,18 E
Xt Sin'? 60,6+0,6 75,0423 64,2423 |
t testi 2,89 6,57
F testi 13.75 1,04
n;=n; =3 P= 0,05 t tablo= 2,92 Fiano= 19

a: Verilen rakam numune tizerinde yazan degerdir. 1
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(Cizelge 6.11) Sirma C Plus Limonda askorbik asit tayininde gelistirilen yontemlerden
tirev spektrofotometrik yontem ve fark yontemi igin t degerleri ilgili giiven diizeyi ve
ii¢ deneme icin verilen tablo degerlerinden buyiiktir. F degeri ise ilgili given diizeyi ve

ii¢ deneme igin verilen tablo degerlerinden kiigiiktiir.

Cizelge 6.11 Sirma C Plus Limonda askorbik asit tayini

a: Verilen rakam numune tizerinde yazan degerdir.
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6.4.4 Toz Icecek Numunelerine Uygulanan Yontemlerin Elde Edilen Sonuclara

Géore Karsilastirilmas:

Tang Visne, Tang Limon orneklerinde tirev spektrofotometrik yontem ile askorbik asit
tayini Boliim 5.3.1.4, fark yontemi ile askorbik asit tayini Bolim 5.3.2.3 ve modifiye
spektrofotometrik yontem ile askorbik asit tayini Bolim 5.3.3.3 de anlatildigi gibi
yapildi. Tang Visne, Tang Limon &rneklerinin analizi sonunda elde edilen sonuglar
sirasiyla Cizelge 6.12, cizelge 6.13 de toplu halde verilmistir. Askorbik asit tayini i¢in
uygulanan yontemlerden elde edilen sonuglar t testi ile ortalamalar, F testi ile

presizyonlar yoniinden %95 giiven diizeyinde karsilastirtldi.
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(Cizelge 6.12) Tang Vignede askorbik asit tayininde gelistirilen yontemlerden tiirev
spektrofotometrik yontem ve fark yontemi igin t degerleri ilgili giiven diizeyi ve g
deneme igin verilen tablo degerlerinden buytktiir. F degeri ise ilgili giiven diizeyi ve iig

deneme igin verilen tablo degerlerinden kiigtiktiir.

Cizelge 6.12 Tang Visnede askorbik asit tayini

a: Verilen rakam numune iizerinde yazan degerdir.
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(Cizelge 6.13) Tang Limonda askorbik asit tayininde gelistirilen yontemlerden tiirev
spektrofotometrik yontem igim t ve F degerleri, ilgili giiven diizeyi ve ii¢ deneme igin
verilen tablo degerlerinden kiigiiktur. Fark yontemi igin t degerleri ilgili giiven diizeyi
ve ii¢ deneme i¢in verilen tablo degerlerinden buyuktir. F degeri ise ilgili giiven diizeyi

ve li¢ deneme i¢in verilen tablo degerlerinden kugtiktir.

Cizelge 6.13 Tang Limonda askorbik asit tayini

a: Verilen rakam numune tizerinde yazan degerdir.
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6.4.5 Farmasitik Numunelere Uygulanan Yontemlerin Elde Edilen Sonuclara

Gore Karsilastiriimasi

Redoxor Cigneme Tablet ve Aspirin Plus C Omeklerinde tiirev spektrofotometrik
yontem ile askorbik asit tayini Bolim 5.3.1.4, fark yontemi ile askorbik asit tayini
Bolim 5.3.2.3 ve Spektrofotometrik yontem ile askorbik asit tayini Bolum 5.3.3.3 de
anlatildigr gibi yapildi. Redoxor Cigneme Tablet ve Aspirin Plus C 6rneklerinin analizi
sonunda elde edilen sonuglar sirasiyla Cizelge 6.14, cizelge 6.15 de toplu halde
verilmistir. Askorbik asit tayini i¢in uygulanan yontemlerden elde edilen sonuglar t testi

ile ortalamalar, F testi ile presizyonlar yéniinden %95 giiven diizeyinde karsilagtirilds.
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(Cizelge 6.14) Redoxor Cigneme Tabletde askorbik asit tayininde gelistirilen

yontemlerden tirev spektrofotometrik yontem ve fark yontemi icin t degerleri ilgili

giiven diizeyi ve li¢ deneme igin verilen tablo degerlerinden buiyuktiir. F degeri ise ilgili

giiven diizeyi ve ii¢ deneme igin verilen tablo degerlerinden kiigtiktiir.

Cizelge 6.14 Redoxor Cigneme Tabletde askorbik asit tayini

Numune
Son Kullanma
Tarihi
Analiz Tarihi

Redoxor
Cigneme
Tablet®™
12.2010
12.2012
09.09.2011

Istatistik

- Parametreler

p—

3
Xort
S
%S
Xt S/n'?
t testi
F testi

ni=n; =3

Tirev Fark Modifiye
Spektrofotometrik Yontemi

Spek. Yontem
Y ontem

mg/table % mg/table %  mg/table %

5360 1072 53815 1076 59572 11914
59875 1057 52525 1050 59572 11914
5140 1028 5170 1034 5687 11374
526,25 1053 526,80 1054 586,71 117,34

11,21 10,65 15,6
2,13 2,02 2,65
526,25+12,7 526,80+12,1 586,7117,6

5,45 5,49
1,93 2,14
P= 0,05 t =292 Fiabio= 19

a: Herbir tablet 500mg C Vitamini igermektedir.
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(Cizelge 6.15) Aspirin Plus C de askorbik asit tayininde gelistirilen yontemlerden tiirev

spektrofotometrik yontem igin t degeri ilgili giiven diizeyi ve li¢ deneme igin verilen

tablo degerlerinden buyuktiir. F degeri ise ilgili giiven diizeyi ve ti¢ deneme igin verilen

tablo degerlerinden kiigiiktir. Fark yontemi igin ise t degeri ilgili giiven duzeyi ve g

deneme i¢in verilen tablo degerlerinden buyiiktiir. F degeri ise ilgili giiven diizeyi ve ti¢

deneme i¢in verilen tablo degerlerinden buiyiiktiir.

Cizelge 6.15 Aspirin Plus C de askorbik asit tayini

Numune Istatistik Tiirev
Uretim Tarihi Parametreler ~ Spektrofotometrik
Son Kullanma Yontem
Tarihi n
Analiz Tarihi
n mg/tablett %
1 239.2 99,60
Aspirin Plus
c® 2 236,0 98.33
10.2013
16.09.201 3 2340 97,50
Xt 236,4 98,47
S 2,6
%S 1,10
XtSh'” 236,4+2.3
t testi 5,54
F testi 1,90
n{=n; =3 P= 0,05

a: Herbir tablet 240mg C Vitamini icermektedir.
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Y ontemi Spektrofotometrik
Yontem

mg/tablet % mg/tablet %
Ji467 89 929873 495

21408 30 0osi3 . o3g

51408 89 Jo4vs 03¢

2144 89, 2260 6417

0,22 1,90
0.10 0.84
214,403 226,042, 1

10,52
74.58
|
€ o= 2,92 Fouo=19 |
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6.4.6 Bebek Mamasi Numunesine Uygulanan Yontemlerin Elde Edilen Sonuclara

Gore Karsilastiriimasi

Bebelac Elma Armut Puresi érnegine tiirev spektrofotometrik yontem ile askorbik asit
tayini Bolim 5.3.1.4, fark yontemi ile askorbik asit tayini Bolim 5.3.23 ve
Spektrofotometrik yontem ile askorbik asit tayini Bolim 5.3.3.3 de anlatildigi gibi
yapildi. Bebelac Elma Armut Piresi 6rnegine analizi sonunda elde edilen sonuglar
Cizelge 6.16 da toplu halde verilmigtir. (Cizelge 6.16) Askorbik asit tayini igin
uygulanan yontemlerden elde edilen sonuglar t testi ile ortalamalar, F testi ile
presizyonlar yoniinden %95 giiven diizeyinde karsilastirildi. Bebelac Elma Armut
Piiresi de askorbik asit tayininde gelistirilen yontemlerden tirev spektrofotometrik
yontem ve fark yontem igin hesaplanan t ve F degerleri, ilgili giiven dizeyi ve g
deneme igin verilen tablo degerlerinden kugiiktiir. Buna goére Orneginin analizinde
geligtirilen yontemler arasinda gerek dogruluk gerek prezisyon yoniinden anlamh bir

fark yoktur.
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Cizelge 6. 16 Bebelec Elma Armut Piresinde askorbik asit tayini

Numune
Uretim tarihi Askorbik Istatistik Tirev Fark Modifiye
Son Kullanma Asit Igerigi Parametreler  Spektrofotometrik ~ Yontemi Spek.
o Yontem
Tan (mg/100 mL) n Yo6ntem
Analiz Tarihi
A . 36,56 39 37,25
2 35,90 38.35 36
3 3535 36,1 35
Bebelac Elma
Armut Piiresi X 35,93 37,81 36,15
i 20mg/100g
26.01.2011 S 0,60 1,52 1,03
24.03.2013
%S 1,66 4,02 2,85
15.09.2011
X it S/n'? 35,93+0,7 378117 3615+12
t testi 0,32 156
F testi 2,94 217
n;=n; =3 P= 0,05 t tablo= 2,92 Fiano= 19

a: Verilen rakam numune tizerinde yazan degerdir.

6.4.7 Seker Numunesine Uygulanan Yontemlerin Elde Edilen Sonuclara Gore

Karsilastirilmasi

Kent Olips Limon&Portakal ¢rnegine tiirev spektrofotometrik yontem ile askorbik asit
tayini Bolim 5.3.1.4, fark yontemi ile askorbik asit tayini Bolim 5.3.2.3 ve
Spektrofotometrik yontem ile askorbik asit tayini Bolum 5.3.3.3 de anlatildig1 gibi
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yapildi. Kent Olips Limon&Portakal 6rnegine analizi sonunda elde edilen sonuglar

Cizelge 6.15 da toplu halde verilmisgtir.

(Cizelge 6.17) Askorbik asit tayini i¢in uygulanan yontemlerden elde edilen sonuglar t
testi ile ortalamalar, F testi ile presizyonlar yoninden %95 giiven diizeyinde
kargilagtirildi. Kent Olips Limon&Portakalda askorbik asit tayininde gelistirilen
yontemlerden tiirev spektrofotometrik yontem ve fark yontem igin hesaplanan t degert,
ilgili giiven diizeyi ve ti¢ deneme igin verilen tablo degerlerinden buyiktir. F degeri,

ilgili giiven diizeyi ve ii¢ deneme icin verilen tablo degerlerinden kiigiiktiir.

Cizelge 6.17 Kent Olips Limon&Portakalda askorbik asit tayini
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a: Verilen rakam numune tizerinde yazan degerdir.

6.5 Validasyon Calismalar:

Tirev spektrofotometrik yonteme ait Bolim 5.3.1.4 (a) da , fark spektrofotometrik
yonteme ait Bolim 5.3.2.4 (a) da anlatildigi gibi ¢alisilarak elde edilen caligma
sonuglar1 ortalama, standart sapma, bagil standart sapma olarak hesaplanan sonuglar

Cizelge 6.18 de verilmistir.

Cizelge 6.18 Validasyon caligmasi

C (mg.L") Giinici @ Giinasin @
Tirev
Spektrofotometrik Vitamin C (‘Dasg) Vitamin C ('Dasg)
Yontem
4 4,03+0,05(2,8) 3,82+0,11(1,4)
8 8,02+0,04(1,34) 7,66+0,03(0,6)
Fark
Spektrofotometrik Vitamin C (Dz69) Vitamin C (D2¢9)
Yontem
4 4,27+0,014(3,1) 4,1£0,02(2,97)
8 8,16+0,035(2,1) 7,98+0.08(1,98)

a: Olcilen konsantrasyon+SD(RSD%), her bir konsantrasyon igin olgiimler 5 kez
tekrarlanmugtir.

Cizelge(6.18) Tiirev spektrofotometrik yonteme ait Bolim 5.3.1.4 (b) de, fark
spektrofotometrik yonteme ait Bolim 5.3.2.4 (b) de anlatildigi gibi caligilarak elde
edilen c¢alisma sonuglarindan elde edilen standart sapma hesaplandi. LOD degeri igin
standart sapmanmin G¢ kati, LOQ degeri icin standart sapmanin on kati alindi. Tiirev
spektrofotometrik yontem i¢in LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 9.10* ve 3.10°, fark
spektrofotometrik yontem i¢in LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,014 ve 0,046

bulunmustur.
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BOLUM 7

SONUC VE ONERILER

Bu caligma askorbik asit igeren orneklerde askorbik asit tayini ic¢in gelistirilmis ig
kantitatif yontem Onermektedir. Meyve ve sebzelerin askorbik asit analizlerinde en
onemli basamak uygun Ornek ekstresinin hazirlanmasidir. Meyve ve sebzelerden
askorbik asidin kantitatif ekstraksiyonu i¢in hava oksijeni, enzim ve diger oksitleyiciler
(Fe,Cu... gibi diger metal iyonlart) tarafindan oksitlenmesinin onlenmesi, olgme
kademesi i¢in uygun asitligin saglanmasi ve yitksek pH ‘daki bozunmasinin 6nlenmesi
amaciyla cesitli asitler ve asit karigimlarn kullamlmigtir. Bunlar arasinda metafosforik
asit, asetik asit, trikloroasetik asit, okzalik asit, sitrik asit, asetik asit-metafosforik asit
cozeltileri en ¢ok kullanianlardir. Caligmalarimizda ekstraksiyon c¢ozeltisi olarak
literatiirde [89,111,119] bildirilen ¢6zeltiler arasinda metafosforik asit- asetik asit (%3-
8) ¢ozeltisi ile elde edilen meyve ve sebze ekstrelerinin spektrumlarinin saf askorbik
asidinkine en yakin olmasi nedeniyle bu karisim uygun ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak
secildir. Bu ¢ozeltinin diger ¢ozeltilere bir tistiinliigu iyi bir protein ¢oktiriictisii olmast
ve bu nedenle berrak ¢ozeltilerin elde edilmesi ve ayrica metafosforik asit uygun asitligi
sagladigindan askorbik asidin oksidatif bozunma hizinida azaltmaktadir. Numuneden
askorbik asidin optimum karigtirma siiresi ile alinmasi askorbik asidin ekstraksiyonu
icin diger bir 6nemli unsurdur. Optimum karigtirma siresi sert ve yumusak dokulu
(meyve, sebze, bon bon seker, bebek mamasi) ornekler icin farklihk gostermektedir.
Calisilan numuneler (meyve ve sebze, bon bon seker ve bebek mamasi) den askorbik
asidin ekstraksiyonu igin uygun ekstraksiyon c¢ozeltisi ve optimum karistirma siirest

6nemli iki unsuru olugturmaktadir.
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Caligmalarimizda tirev spektrofotometrik yontemin uygulanmasiyla bu ortamda ayirma

ve zemin dizeltme islemlerine gerek kalmamistir.

Askorbik asit tayini i¢in geligtirilen bir diger yontem fark spektrofotometrik yontemdir.
Bu yontemin daha ¢ok ikili ve ti¢lii etken madde karigimlarinda, matriks etkisinin ¢ok
oldugu tek etken maddeli 6rneklere uygunlanan caligmalar da rastlanilmigtir. Vitamin C
tayini i¢in yapilan literatiir caligmalarinda bu konuda yapilmig bir ¢alismaya rastlanildi
[25]. Bu calismada gelisirilen yontem portakal ve domates suyuna uygulanmus,
calismada askorbik asit askorbik asit oksidaz enzimiyle dehidroksiaskorbik aside
donistiirilmils ve total askorbik asit tayini yapilmugtir. Fark spektroskopik yontemin
askorbik asit analizi i¢cin gelistirilmesinde, numune ¢ozeltisinden belirli hacimde iki seri
alinmast ve 1. seri pH2 diger serinin pHS tampon ¢ozeltileri ile hacmine tamamlanmasi
ile ¢ozeltilerde renk farki olusmakta, bu da spektrofotometrik analizde fark absorbans

degerini absorbans degerine ulagmamizi sagladi.

Modifiye spektrofotometrik yontemin geligtirilmesinde, askorbik asit tayini i¢in standart
yontem olan 2-6 DCIP titrasyon yontemi temel alinmistir. Ag¢ik renkli &rneklere
titrasyon yontemi kolaylikla uygulanabilirken, koyu renkli ekstrak veren orneklerde
askorbik asit miktar tayini yapilacagi zaman titrant 2-6 DCIP ile askorbik asidin
dogrudan  gozleme dayali titrasyonun uygulanabilir  olmamast modifiye
spektrofotometrik yontemin gelistirilmesinde etkili olmugtur. Ciinki titrasyon yontemi
ile askorbik asit tayininde, bazik ortamda mavi renkli olan titrantin (2,6-DCIP)
askorbik asit ile reaksiyonunda rengin gitmekte ve daha fazla ilavesiyle ortam asidik
oldugu i¢in pembe renk olugmakta ve titrasyonun sonlanma noktasindaki pemde renk
ekstraksiyonun rengi tarafindan maskelenmektedir. Modifiye spektrofotometrik yontem
ile renkli numunelerde askorbik asit tayininde titrant miktarinin hacmi Bélim 5.3.3.2 de
anlatildigi gibi belirlendi. Renkli 6rneklerde titrasyon yonteminin uygulanmasi
konusundaki literatiir caligmalari ile ulasilan bilgilere gore bazik ortamda mavi renkli
olan titrantin (2,6-DCIP) askorbik asit ile reaksiyonunda rengin gittigi ve daha fazla
ilavesiyle ortam asidik oldugu i¢in olusan pembe rengin ksilen veya butanol fazina [21]
eter fazina [22] veya kloroform fazina [23] cekilebilecegi titrasyonun bu sekilde

sonlandirilabilecegi veya organik fazla ¢ekilen pembe rengin spektrofotometrik olarak
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dlgiilerek askorbik asid tayininin miimkun olabilecegi belirtilmekteydi [22]. Turk
standardinda ise renkli numunelerde vitamin C ksilen [23] ile ekstraksiyon isleminden
sonra absorbans degerinin Olgilmesi ile tayin edimistir. Agir solventler ile
ekstraksiyonda, emiilsiyon olusumu yiiziinden pembe rengin organik faza cekilmesi
uzunca bir islem olusturmakta iken hafif solventler, 6zellikle etil eter bu dezavantaja
sahip degildir. Bu nedenle etil eter titrasyon sonlanmasini gdsteren pembe rengin
organik faza ¢ekilmesi i¢in en uygun organik ¢oziici olarak belirlendi ve modifiye
spektroskopik yontemin gelistirilmesinde titrasyonun sonlandigim belirten pembe renk
ayri bir faz olusturmak igin etil eterle ekstrakte edildi. Boylece numune ekstratinin koyu
rengi tarafindan maskelenen titrasyonun sonlanma noktasim belirlenememesi soz
konusu degildir. Gelistirilen modifiye spektrofotometrik yontemim renkli numunelere
uygulanabilir oldugunun gosterilmesi icin Bolim 5.2 de anlatildig: gibi hazirlanan
numune ¢Ozeltilerinden alinan belirli miktarda numune o6rneginin son hacmine
tamamlanmasinda numune ekstratinin rengini degistirmeyecek pH4 tampon ¢ozeltisi
kullanildi. Béylece numune ekstratinin kendine 6zgi rengi korunarak askorbik asit
tayini yapilmasina olanak saglandi. Antosiyaninler diigiik pH degerlerinde mor-kirmizi,
daha yiiksek ise yesil-mazi bir renk alir. Antosiyaninler asit ortamda agik kirmizi, notr
ortamda mor, alkali ortamda mavi-yesil-menekse, yitksek alkali ortamda mavi renk alir
[21]. Tampon ¢ozelti secimi esnasinda birgok antosiyanin rengi pH derecesine gore

degismesi ve pH yiikseldikge rengin zayiflamas: g6z ontine alindi.

Askorbik asit tayini i¢in yapilan deneysel c¢aligmada gelistirilen yontemlerden tlirev
spektrofotometrik yontemde, kimyasal ayirim yapilmaksizin iki veya daha fazla bilesen
igeren numunelerin simultane analizinde normal spektrofotometrik yontemden daha ¢ok
hassasiyet saglamaktadir. Numunenin vyapisindan kaynaklanan girigimler tiirev
spektrofotometrik yontem ile elimine edilmektedir. Fark yontem, karistmlarda yer alan
cesitli maddeleri kantitatif olarak analiz etmeyi ya da gevre kosullar nedeniyle kiigitk
degisimlere ragmen hassas bir olgiim saglar. Fark yontemi ile spektrofotometrik
analizlerin dogrulugu ve segiciligi belirgin bir bicimde gelistirilmigtir. Fark yontemin
esas Onemli 6zelligi esit kiitlelere sahip ¢ozeltilerin farkli formlarint elde etmektir. Fark
yontemin temelini c¢oklu karigimlarin analizinde yarar saglayan pH degisimleri
olusturur. Asidik ortamdaki askorbik asit ¢ozeltisi referans hiicresine, aym

konsantrasyondaki alkali ¢ozeltisi 6rnek hiicresine konuldugu deneme uygun ¢aligma
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diizeni olarak bulundu. Boylece askorbik asit ¢ozeltisinin pH’1  degistirilerek
absorpsiyon spektrumunda girigimlere neden olabilecek bozunma Uriinleri ve
bilesenlerin elimine edilmesi saglandi. Modifiye spektrofotometrik yontem, askorbik
asidin tayini i¢in kullanilan 2-6 DCIP titrasyon yontemi temel alinarak gelistirildi.
Titrasyon yontemi ile yalnizca L-askorbik asit (Vitamin C) tayin edilmektedir.
Titrasyon yonteminin modifiye edilmesi 6zellikle renkli 6rneklerde askorbik asit tayini
icin 6nem kazanmaktadir. Askorbik asit tayini i¢in standart yontem olarak kullamilan
titrasyon yonteminden geligtirilmesi nedenti ile diger gelistirdigimiz yontemler modifiye

spektrofotometrik yontem ile kiyasland:.

Boliim 6. 4 de askorbik asit analizi i¢in numunelere uygulanan yontemlerde elde edilen
sonuglar belirtildi. Geligtirilen yontemlerde numunede askorbik asit miktar1 ¢ adet
tayin tzerinden hesaplanan ortalama (X.q) lar, standart sapma (S) lar kapsaminda
degerlendirildi. Deneysel ¢aligmada kullanilan ¢ogu ornekte gelistirilen ii¢ yontemin
uygulanmastyla hesaplanan askorbik asit miktar1 ortalamalart ¢ok fazla farklilik
gostermemistir.  Standart sapma degerleri kiyaslandiginda geligtirilen yontemlerin

askorbik asit tayini i¢in kullamilabilirligini ortaya koymusgtur.
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