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Ozet

Bu calismada, degisik konsantrasyonlarda hazirlanan standart askorbik asit (C vitamini) c¢ozeltileri ile
maydanozdaki (Petroselinum sativum) askorbik asit miktarlarinin zamana bagh olarak degisimi Yiiksek
Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile belirlendi. Degisik konsantrasyonlarda 0.5 pg/mL, 1.0 pg/mL, 2.0
pug/mL ve 4.0 pg/mL hazirlanan standart askorbik asit ¢ozeltileri ile kiyilmig taze maydanoz yapraklarinin suda
¢oziilen kismindaki (maydanoz suyu) askorbik asit miktarinin zamana bagli olarak azalmasi (oksidasyonu)
belirlendi. Bu amagla ¢6zeltilerin hazirlandig1 andan itibaren 1’er saat ara ile ilk 8 saat siire icerisinde analizler
yapildi. Tiim ¢aligmalar oda sicakliginda gergeklestirilmis olup, derisimi 0.5 ug/mL olan standart askorbik asit
¢ozeltisi 4. saatin sonunda HPLC’nin tayin sinirinin altinda oldugu i¢in belirlenemedi. Diger standart stok
askorbik asit ¢ozeltilerinde (1.0, 2.0 ve 4.0pug/mL) ise azalma devam etmis, HPLC’nin tayin sinirinin iizerinde
olduklar1 i¢in belirlenmislerdir. Standart askorbik asit ¢ozeltilerinde oksidasyonun derisimle ters orantili oldugu
gozlenmistir. Maydanoz suyundaki askorbik asit oksidasyonunun 8. saatte yaklasik % 37 oldugu belirlenmistir.
Ayrica derisik ¢ozeltilerdeki askorbik asit derisimleri ile HPLC’nin kromatogramlarindaki pik alanlar1 arasindaki
korelasyonun bozuldugu da gozlenmistir. Tiim bu sonuglardan; 1) Askorbik asidin kantitatif analizlerinde
orneklerin saklanma ve analizlenme siirelerinin 6nemli oldugu, 2) Yiiksek askorbik asit derisimlerinde
kromatogramlardaki pik alanlar1 ile konsantrasyon arasindaki lineerligin bozuldugu, 3) Askorbik asit
analizlerinde uygun seyreltmeler ile analizlerin en kisa siirede gergeklestirilmesinin gerekli oldugu sdylenebilir.
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Investigation the degradation of the ascorbic acid in the Petroselinum
sativum the depend of time

Abstract

In this study, according to time the prepared in the various concentrations of ascorbic acid (vitamin C) standard
as well as the amount of ascorbic acid in parsley (Petroselinum sativum) were determined by using high
performance liquid chromatography (HPLC). Various concentrations of 0.5 mg/mL, 1.0 mg/mL, 2.0 mg/mL and
4.0 mg/mL ascorbic acid solutions and minced fresh parsley leaves (parsley juice) were prepared. Than, it was
found that the amount of ascorbic acid shown a decrement at time dependly. After solution prepared, for this
purposed all analysis were performed within eight hours began interval of one hour. All of the studies were done
at room temperature. Standard ascorbic acid solution (0.5 mg/mL) was not determined because of being under
detection of limit of HPLC at end of four hour. The other standards ascorbic acid solutions (1.0, 2.0 and
4.0mg/mL) continued to be a decrease. It was observed that the oxidation of ascorbic acid in the parsley solution
was around 37%. Also, we observed that when concentration of ascorbic acid increased, there was no correlation
between peak area in chromatogram of HPLC and ascorbic acid concentration. All of these result taken together;
1) the quantitative analysis of ascorbic acid and storage time of the samples in analysis are an important, 2)
linearity was lost at HPLC chromatogram in presence of higher of concentration of ascorbic acid versus peak
area, 3) it was assumed that after appropriate dilution analysis of ascorbic acid should be determined as soon as
possible short time.
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1. Giris plazmasinda ve hiicre zarinda bulunan, zari
gegebilen suda ¢oziinebilir diisik molekiil

Askorbik asit (C vitamini), kapali formiili  agirlikli major antioksidanlardan biridir [1,2].
CeHgOs olan bir ketolakton olup, insan  Askorbik asidin demir emilimini arttirdigi [3],
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kalp krizi ve felg riskini azalttii, immun
sistemin kuvvetlenmesine yardimci oldugu,
soguk alginliginin semptomlarini hafifletebildigi

belirtilmektedir  [4-7]. Ayrica kemik, kan
damarlar1 ve yara iyilesmesinde koruyucu,
baglayici ve yapisal dokularin

kuvvetlendirilmesinde gerekli bir protein zinciri
olan kollojenin geligsmesi i¢in gerekli oldugu
kanitlanmustir [4,8]. Askorbik asidin antioksidan
etkisi nedeniyle oksidatif streste kullanilmasinin
yant sira safra yolu hastaliklarini, safra tasi
olusumunu, karsinogenezi ve katarakti1 da
onledigi rapor edilmektedir [4,7, 9]. Ayn sekilde
askorbik asidin midede karsinojenik
nitrozaminlerin olusumunu 6nledigi [7,9,10], A
vitamini ve folik asidin parcalanmasini azaltti1

belirtilmektedir [4]. Ayrica askorbik asidin
tokoferoller, peroksidler ve siiperoksit gibi
reaktif oksijen tiirlerini indirgedigi, lipit

hidroperoksitlerin olusumunu engelledigi ve
etkili bir singlet oksijen temizleyicisi oldugu da
ileri stirilmektedir [11-14].

Askorbik asidin bitkisel ve hayvansal
yaglari, balik, margarin ve siit gibi yag ihtiva
eden vyiyecekleri oksidatif bozulmaya Karsi
korudugu bilinmektedir. Askorbik asit, E
vitamininin ve yahut radikalik tokoferollerin
yenilenmesinde gorev alir. Burada askorbat
radikali  (semidehidroaskorbik asit) NAD
tarafindan enzimatik olarak yeniden rediiksiyona
ugratilarak  askorbik aside doniigiir. Bu
mekanizma ile de E vitamininin antioksidan
fonksiyonlari siirekli hale getirilir [15-17]. Suda
eriyebilen vitaminlerden olan askorbik asit,
ozellikle yesil renkli taze sebze, meyve ve
turunggillerde bol miktarda bulunur ve ince
bagirsaklardan kolayca emilir. Askorbik asit
isitilmaya  dayaniksiz, dondurulmaya ise
dayanikli olup [14] hava ile temasta kolay okside
olur, suda erir, eksi tattadir, 1s1kla temasta rengi
koyulagir [18]. Her giin yenilecek 7,0 gram
maydanozun, insanin C vitamini ihtiyacinin
tiimiinii, yada 10 dal maydanozun giinliik
ihtiyacinin ~ %15'ini  karsilayabilecegi ifade
edilmektedir [19]. Bu ¢alismada oda sicakliginda
belli  konsantrasyonlarda hazirlanmis  olan
standart askorbik asit ¢ozeltileri ile maydanozun
(Petroselinum sativum) suda ¢oziiniirlestirilmis
¢Ozeltisindeki  askorbik asit miktarlarindaki
zamana bagli azalmalar takip edilerek, askorbik
asidin siireye bagli oksidasyon hizini belirlemek,
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ayrica laboratuardaki arastirmacilarin bu konuya
dikkatlerini cekmek ve literatiir bilgisine katkida
bulunmak amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot

Standart askorbik asitten 100 pg/mL
derisimde, 50 mL stok ¢ozelti hazirlandi. Daha
sonra bu stok ¢6zeltiden uygun seyreltmelerle
10’ar mL’lik 0.5 pg/mL, 1.0 pg/mL, 2.0 ug/mL
ve 4.0 pg/mL standart ¢ozeltilere donistiirildii.
Ayrica taze, temiz maydanoz (Petroselinum
sativum) bitkisinin yapraklart homojenizatorde
iyice pargaland. Iyice parcalanmis drneklerden
plastik tiptin her birine 50 mg alinarak
iizerlerine 0.5 M HCIO4 ¢ozeltisinden 1.0 mL
katilarak vortekslendi. Daha sonra toplam hacim
saf su ile 10 mL’ye tamamlandi. Karigimlar daha
sonra ultrasonik su banyosunda 15 dk
bekletildikten sonra 4000 rpm’de 4 dk
santrifiijlenerek asilt1 partikiiller ¢oktiiriildii [20].
Santrifiijlenen ¢ozelti siiziillerek c¢okelek ve
¢ozelti ayrildi. Bu ¢ozeltiden 20 pL alinarak
HPLC’ye enjekte edildi. HPLC’de hareketli faz
olarak: 3,7 mM KH;PO4 (pH: 4, H3PO, ile) ve
akis hizi: 1.0 mL/dk dalgaboyu: 245 nm’de C18
kolonu kullanilarak askorbik asit miktarlari tayin
edildi [21].

Caligmada kullanilan tiim kimyasallar
analitik saflikta olup Merck firmasindan temin
edilmis ve tiim c¢alismalarda bidistile su,
vitaminlerin analizlerinde ise Cecil 1100 serisi
yiiksek performansl sivi kromatografisi (Cotati
marka 7125 enjeksiyon lobu, Cecil 68174 UV
dedektorii ve HP 3395 integratorii) kullanilda.

Sicaklik ve 1s18in etkisi dikkate alinarak
deneyler laboratuar kosullarinda gerceklestirildi.
Analizler bes 6rnek halinde paralel yliriitiilerek,
verilerin aritmetik ortalamalar1 ile standart
sapmalar1 hesaplandi.
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3. Sonuclar
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Sekil 1. Degisik konsantrasyonlardaki askorbik asit ¢ozeltilerinin zamana baglh olarak degisim grafigi
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Sekil 2. Maydanozdaki (Petroselinum sativum) askorbik asit miktarlarinin zamana bagli olarak degisim grafigi.

4. Tartisma

Maydanoz halk arasinda yaygin olarak
kullanilan bir sebze olup, geleneksel halk
hekimliginde ise; maydanoz suyunun mesane
iltihaplanmasint  6nlemek, kum, romatizma,
bobrek tast ve idrar soktiiriici olarak
kullanilmak, iltihapli  yaralarn iyilestirmek,
aybasi sancilarim  kesmek (antienflamatuvar
etkiler) amaciyla kullamldigi bildirilmektedir
[22]. Maydanoz suyunun kani aritip oksijeni
metabolize etmekte, bobrekleri, karacigeri ve
idrar yollarimi temizlemekte olup gérme giiciine,
kilcal damar sistemine, adrenal ve tiroid bezine
iyi geldigi rapor edilmektedir [23]. Gidalarin

islenmesi, depolanmasi ve pisirilmesinde en
fazla kaybolan askorbik asittir. Cesitli islemlere
bu kadar duyarli olmasi nedeniyle, gidalara
uygulanan birgok islemin olumsuz etkisinin
belirlenmesinde askorbik asitteki kayip miktar
bir gosterge olarak kullanilmaktadir [24]. Clinki
askorbik asit gidalarda bulunan diger besin
bilesenlerine gore ¢abuk degisebilen bir yapiya
sahiptir. Yani askorbik asit cesitli faktorlerden
kolaylikla etkilenerek oksidasyona ugramaktadir.
Zamana bagli olarak askorbik asit Seviyesindeki
azalmalar cesitli faktorlere baglidir. Bunlar;
oksijen icerigi, metal iyonu katalizi, 151k, sicaklik
ve nem igerigidir [25-28]. Walkling-Ribeiro ve
ark. [29] elma suyunda UV uygulamasi (20°C’de
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30 dk) sonucunda, elma suyunun askorbik asit
iceriginin 54 pg/mL’den 40 pg/mL’ye
diistiigiinii saptamislardir.  Caligmalarimiz oda

sicakhiginda (23-25°C) gerceklestirildi, Sekil
1’de goriilecegi lizere degisik
konsantrasyonlardaki standart askorbik asit

cozeltilerinde oksidasyonunun derisimle ters
orantili ve zamana bagli olarak arttigi gézlendi.
0.5 pg/mL standart askorbik asit ¢ozeltisinin 4.
saatin sonunda HPLC’nin tayin smirinin altina
distiigi  gézlendi. HPLC ile askorbik asit
tayininde tayin sinir1 20 ng/mL, geri kazanim
ise % 96 olarak belirlendi. Ayni sekilde 1.0
pug/mL, 2.0 pg/mL ve 4.0 ug/mL askorbik asit
cozeltilerinin ise 8. saatin sonuna kadar tayin
edilebildigi belirlendi. Genelde biitiin standart
askorbik asit ¢oOzeltilerinde zamanla
oksidasyonun dogru orantili olarak arttigi
izlendi. Oda sicakliginda seyreltik askorbik asit
cozeltisinde (0.5pg/g) saatteki  oksidasyon
yaklasik ortalama % 35-40 iken, derisik
cozeltilerde (4.0pg/g) ise yaklastk % 4-5
civarinda azalma oldugu goriilmektedir.

Benzer sekilde, Uysal Pala ve Kirca
Toklucu [30], portakal suyunda 9 lambali bir UV
reaktorii kullanarak yapilan UV uygulamasi
sonucunda, portakal suyunun askorbik asit
igeriginin sistemden 4 gecis sonucunda % 10,6
oraninda azaldigini belirlemislerdir.

Bu sonug¢larimizdan derisik ¢ozeltilerde
oksidasyonun daha az oldugu goriilmektedir.
Seyreltik ¢ozeltilerde oksidasyonun hizli olmasi
sicaklik faktorii ile agiklanabilir iken, derisik
cozeltilerde oksidasyonun daha yavas olmasi
linecer calisma araligi ile agiklanabilir. Gerek
bulgularimizdaki oksidasyonun hizi hemde
miktar1, yukarida verilmis olan arastirmalarla
uyumlu oldugu goériilmektedir. Bulgularimizdaki
oksidasyon hizi ve miktarlarinin yukarida
verilmis olan literatlirlerle uyumlu oldugu

goriilmektedir.

Askorbik  asit enzimatik yolla da
parcalanabilmektedir. Oksidaz enzimi basta
olmak iizere lipoksigenaz, fenol oksidaz,

sitokrom oksidaz ve peroksidaz gibi enzimler
askorbik asidin parcalanmasimi katalize eden
enzimlerdir. Bunlardan sadece askorbik asit
oksidaz, askorbik asidi dogrudan dogruya okside
ederken digerleri dolayli olarak oksidasyonuna
neden olurlar [25,33].
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Sekil 2’deki siitun grafigi pik alanina karsi
oksidasyon siiresi siitun grafigi olarak verilmis
olup, her bir saatteki askorbik asit miktarlar
ayrica siitunlar lizerinde gosterilmistir. Burada
maydanoz suyunun ilk hazirlamis sathasinda
askorbik asit derisimi 952+60ug/g iken, yaklasik
%35’lik bir azalma ile 8. saatin sonunda miktar1
601+59ug/g olarak belirlenmistir. Yani 8. saatte
maydanoz suyundaki askorbik asit miktarinda
%37°1ik bir azalma oldugu belirlenmistir.

Yapilan bir bagka arastirmada 4°C’da
stoklanan portakal suyunun 72 saatin sonunda,
askorbik asit miktarinin baslangic miktarina goére
% 72-85 oraninda korundugu belirlenmistir [31].
Askorbik asit miktar1 4.4°C ve daha diisiik
sicakliklarda depolama ile 2 hafta sonunda %
86-93 oraninda korunmustur [31, 32]. Yine
bulgularimizin literatiirlerle uyumlu olduklar
sOylenebilir. Sonug olarak standart askorbik asit
cozeltilerindeki azalma saat basina oksidasyon
yiiksek iken, maydanoz suyundaki askorbik asit
oksidasyonun daha yavas olmasi, maydanoz
suyundaki diger koruyuculardan
kaynaklanabilmis olabilecegi sorusunu akla
getirmektedir.  Biitiin  kantitatif analizlerde
gecerli  oldugu Tizere, analizlerde yiiksek
derisimli askorbik asit ¢ozeltilerinde HPLC nin
pik yilksekligi yada pik alan1 ile orantili
olmadigr belirlendi. Bu nedenle lineer c¢alisma
araliginda olacak sekilde uygun derisimin
belirlenmesi gereklidir.

Tim bu sonuglardan; 6zellikle kantitatif
askorbik asit analizlerinde sicakliga dikkat
edilmesi gerektigi ve lineer calisma araligindaki
derigimlerin tercih edilmesinin 6nemli oldugu
sOylenebilir. Ayrica oda sicakliginda askorbik
asit oksidasyonunun devam ettigi goriilmektedir.
Metabolizma i¢in ¢ok 6nemli bir vitamin olan

askorbik asitin Ozellikle oda sicakliginda
dayaniksiz olmasindan dolayi, sebze ve
meyvelerin taze, 1s1 ve 151ga maruz birakilmadan
hemen tiiketilmesi gerektigi ayrica
bulgularimizin kantitatif analiz ¢alisanlarina ve
literatiir bilgisine katki saglayacagi
diisiincesindeyiz.
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