Vitamin A'nin Metabolizmasi, Kan Plazmasinda
Vitamin A ve Karotin Tayini

Hayati CAMAS *

Vitamin A'nin Bashca Sekilleri ve Bagirsak Mukozasindan Emilmesi:

Dogada karotininoidler siufina dahil ¢ok sayida madde bulunmasina ragmen,
vitamin A aktivitesi gosterenler azdir. Bunlarin baglicalar a-, - ve y-karotinlerdir .
Hayvanlarin baghca vitamin A kaynaklarmi bu ii¢ karotin olusturur. Ancak yesil
bitkilerde, % 90 oranla S-karotin ¢ogunlukta olup, en yiiksek vitamin A aktivitesi
gosterenidir 7. '

Besinler baslica iki esas vitamin A aktivitesi i¢erirler. Bunlardan birisi ser-
best vitamin A alkol ya da bunun yag asitleri ile esterlesmis sekli, digeri ise provita-
min A olan f-karotindir 3%, Gerek serbest vitamin A alkol ve gerekse esterlesmis
form, hayvansal besin maddelerinde bulundugundan, ot yiyen hayvanlar vitamin A
ihtiyaclarmi genis olciide yesil bitkilerdeki f-karotin kaynaklarmmdan karsilamak
zorundadirlar, Vitamin A esteri bagirsak lumeninde pankreas esterazi tarafindan
hidrolize edilir ?' -?* ve serbest alkol formu metabolik enerjiye ihtiyac gisteren bir
reaksiyonla, ince bagirsagin yukar boliimiinden emilir '?+'%+32.33,

Vitamin A'min bagirsak mukozasinda birikimi ve emilmesi kompleks bir olay-
dir 32,

Gerek vitamin A ve gerekse karotin, absorpsiyon sirasinda disperse edici etki-
lere ihtiyac gosterirler. Bu ihtiyag (-karotinde vitamin A'dan daha yiiksektir. Orne-
gin vitamin A alkol (retinol) Tween 80 (polioksietilen sorbitan monooleat) ** igin-
de kolayca emildigi halde, karotin konjuge safra tuzlarinin yoklufunda emile-
277

Besin maddelerinin sindirilebilirligi, okside edici ya da rediikte edici etkilerin
varlign ya da yoklugu, besinsel proteinlerin miktar: ve tabiati, intestinal mukozamn
saglamhigl, organizmamn genel hormonal ve fizyolojik durumu gibi faktorler de ka-
rotinlerin ve retinoliin absorpsiyonunu genis dlgiide etkilemektedir *°.

Retinoliin karbon zincirindeki cok hafif degisimler, onun biyolojik aktivite-
sini yok etmektedir >®. Bu nedenle karotinler ve vitamin A emilim sirasinda biiyiik

kayiplara ugramaktadir.

mez

* Dog. Dr.; U.t. Vet. Fak. Biyokimya Bilim Dali, Bursa /TURKEY.
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Keating ve arkadaglan ' ®, rumen sivisinda in vitro olarak yaptiklan bir aras-

tirmada, rasyona nitrit ilavesinin, karotin retansiyonunu onemli olgiide azalttifim
gostermiglerdir. Diger taraftan yiiksek diizeyde kaba yemden olugan rasyonlarla bes-
lenen sigirlarin rumen sivisinda, vitamin A'nin yikilmasi, fazla tahil igeren rasyon-
larla beslenenlerinkinden daha fazla olmaktadr. Bu durum, tarlalarin nitrojenli giib-
relerle giibrelenmesi sonucu, otlarda nitrat birikiminin, sifirlarda vitamin A yeter-
sizligi ensidansini arttirabilecegi ' * goriisiinii destekler niteliktedir.

Aynica nitratlarm guatrojenik olduklari saptanmstir . Halbuki hipotiroi-
dizmde S-karotinin vitamin A'ya doniismesi diisiik dizeydedir °. Bu nedenle nitrat-
larin tiroid bezine etkileri sonucu vitamin A yetersizligi ortaya ¢ikabilmektedir. Ote
yandan nitratlarin intestinal mikroorganizmalar tarafindan nitritlere indirgenebilece-
gi ve bunlarin da mukoza biitiinliifiinii bozarak emilimi olumsuz yonde etkileyebile-
cegi bildirilmektedir *®.

Normal ihtiyaci genis dl¢iide asan protein alinmas, vitamin A ihtiyacim arttm-
dig1 gibi ' 7, proteinlerden mahrumiyet de vitamin A'nin tasinmasina farkedilir de-
recede engel olmaktadir. Yapilan aragtirmalar, vitamin A tagiyicis bir proteinin var-
Ligim gostermektedir *°,

Vitamin A ile karotinin emilimi, rasyondaki yaglarn tipi ve miktan ile de et-
kilenmektedir, Gerek vitamin A ve gerekse karotinler yaglarla birlikte alindiklarinda
daha iyi degerlendirilirler. Ancak rasyonlarin fazla miktarda doymamig yag asitleri
icermeleri halinde, peroksitlerin olugmas: suretiyle vitamin A ve karotinin parcalan-
masi kolaylagabilir. Bunu énlemek i¢in anti-oksidanlar kullanilir ! 7.

Yaglardan yoksun rasyonla beslenen sigirlarda, kan plazmasindaki karotin dii-
zeyinin onemli olciide diistiigii gosterilmigtir 5.

Insan tarafindan alinan vitamin A'nin tiim formlar, retinoliin uzun zincirli
ya asitleri ile olan esterleridir 2°. Bu esterler arasinda retinil palmitat hakim durum-
dadir. Besinsel retinil esterlerinin ¢ofu emilmeden 6nce hidrolize olurlar 292!,
Ozel durumlarda, az miktarda retinil palmitat, hidrolize olmaksizin emilebilir *%.
Civcivlerde ise retinil asetatin retinil palmitattan daha iyi emildigi gosterilmistir 3*.

Dogal retinil esterleri, bagirsakta genig kapsamh bir hidroliz sonucu emilmek-
te ve bu hidrolizi yeniden kantitatif bir esterlesme izlemektedir. Bu hidroliz ve es-
terlesme siklusu, vitamin A bagirsaktan emilip karacigerde depolanincaya ve hatta
karacigerden serbest hale gecinceye kadar birkag¢ kez meydana gelmektedir !®. Vi-
tamin A mikrozomlar i¢inde esterlegir °.

Vitamin A emildikten ve karotin de emilip vitamin A'ya g¢evrildikten sonra,
uzun zincirli yag asitleri, ozellikle palmitik asit ile esterleserek lenf yolu ile karaci-
gere taginr ' 2-13:20,

Vitamin A esteri, lenf yolu ile genel dolasima ulastiktan sonra, plazmadan hiz-
la aynlir ve karaciferde depo edilir. Emilimden sonraki evrede kanda vitamin A ser-
best retinol halinde bulunur *7. Bu sekil, ihtiyac duyulunca, karacigerin spesifik
retinil palmitat esterazi tarafindan serbest hale gecirilerek genel dolagima verilir >2.

Intestinal mukoza, provitaminlerin aktif vitamin A'ya cevrilmesinde baslica
rolii oynar. Bununla beraber, sinith dlgiilerde de olsa, bu gevrilme islemi diger do-
kular tarafindan da yapilabilir *. Karotinin vitamin A'ya cevrilmesi mekanizmas:
tam olarak aydinlatilamamigtir. Bugiin, 3-karotinin vitamin A'ya déniismesi ile ilgili
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olarak iki yol tartigiimaktadir. Bu yollardan birisi, §-karotin molekiiliiniin tam orta-
dan parcalanip iki molekiil vitamin A olugmasi; digeri ise bir ugtan baslayarak f-ka-
rotin molekiiliiniin agama agsama yikilmas: suretiyle vitamin A'ya doniismesidir *.

Olson 2%'un arastirmalarina gore, f-karotin molekiiliiniin 2 aktif vitamin A al-
kol meydana getirmek iizere ortadan pargalandig: ve bunlarin sonradan esterleserek
lenf yolu ile tasindig1 kanaat1 hasil olmustur.

Sigirlarda, 6nceden vitamin A'ya ¢evrilmeksizin 6nemli miktarda karotin ab-
sorbe edilebilir. Sifirlarda plazmanin sar1 renginden bu pigmentler sorumludur '’.
Halbuki diger bazi tiirlerde, 6rnegin mandalarda, kan plazmasinin, karotinoid diize-
yi ¢ok diigiiktiir. Bu durum, karotinlerin manda organizmasinda, vitamin A'ya cev-
rilmek iizere, daha iyi degerlendirilebildigi seklinde izah edilmektedir >°.

Vitamin A'nin Fonksiyonu:

Vitamin A hayvansal organizmada, biyosentezlerin regiilasyonunda énemli go-
revler iistlenmektedir. Goziin ag tabakasi pigmentlerinin kurulmasinda, vitamin A
aldehid (retinal) biiyiik bir role sahiptir. Bu nedenle vitamin A'nin fonksiyonlan iki
bdliime ayrilarak incelenebilir:

1. Vitamin A'nin goziin ag tabakasi pigmentlerinin olusumundaki fonksiyonu,

2. Vitamin A'nin metabolik fonksiyonu.

Vitamin A'nin en iyi bilinen fonksiyonu gérme olayindaki fonksiyonu-
dur ®+'7+*2, Bunun yaninda, vitamin A'nin bir¢ok temel gorevleri heniiz aydinliga
kavusturulamamigtir **. Fakat mukopolisakkarid sentezinde rol oynamak suretiyle
vitamin A'nin mukus salgisimi stimiile ettigi *? ; karbonhidrat metabolizmasinda ase-
tat, laktat ve gliserol'den glikojen biyosentezinde ve glikokortikoidlerin sentezin-
de'® gorev aldig1 bilinmektedir. Sinir sisteminin aktivitesinde, kemiklerin tesekkii-
linde, besinsel enerji ve proteinlerin degerlendirilmesinde, i¢ salg: bezleri ile cinsiyet
organlarinin faaliyetinde vitamin A'ya biiyiik bir sorumluluk diigmektedir. Ayrica
vitamin A, vitamin E ile birlikte vitamin C sentezinde de rol oynar ' . Diger taraf-
tan vitamin A, organizmamn su dengesinin regiilasyonunda da gorevlidir 23 Nobi-
le 2%'nin aragtirmalarina gore, sigir ve koyunlarin karacigerinde Koenzim Q ile vita-
min A'nin yakin iligki icinde bulundugu ve Vaughan ve arkadaslannin e arastirma-
larina gore de, vitamin A eksiklifinde, rat karaciger mitokontrionlarindaki linoleik
ve arahidonik asit konsantrasyonlarinin azaldig1 saptanmstir.

Kan plazmasindaki kritik vitamin A ve karotin diizeyleri ile bunlarin ne anlam-
lara gelebilecegi bir¢ok aragtiricilar tarafindan ortaya konmustur 1,

Vitamin A'nin digk: ile, CO,'e doniigerek solunum yolu ile ve suda eriyen
komponentler halinde idrarla organizmadan disan atildig1 bildirilmektedir *®.

Kan Plazmasinda Vitamin A ve Karotin Tayini ':

Vitamin A tayini metodlar, materyalin tiiriine ve laboratuvarlardaki ara¢ ve
gere¢ olanaklarina gore oldukga ¢esitlidir. Segilecek metodun hergeyden evvel giive-
nilir ve hassas olmasi aranir. Ayrica klinik amaglarla uygulanmasi da kolay olmalidir.

Bazi islem farkhiiklarinin olmasina ragmen, vitamin A tayini metodlarnn te-
meli, genellikle birka¢ esasa dayalidir. Bunlarin bashcalan ya vitamin A'nin UV-alan-
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daki 151k absorpsiyonunun dl¢iillmesi; veya vitamin A'nin antimontrikloriir, trifluo-
rasetik asit, triklorasetik asit ve gliseral diklorhidrin gibi ayiraclarla renk meydana
getirmesi; yahutta vitamin A'nin anhidro vitamin A'ya doniistiirilmesi gibi esaslara
dﬂyanfnﬂkmdlr 1,2,3,6,11_,34_4 l.

Giiniimiizde en ¢ok kullamlan metod vitamin A'nin antimon trikloriir (SbCl; )
ile mavi bir renk vermesi esasina dayanan Carr-Price reaksiyonudur ¢. Ancak ad1 ge-
cen ayirac, nem karsisinda ¢ok duyarli oldugu igin, Carr-Price reaksiyonu hemen
bozulabilir. Fakat numunelere 1-2 damla anhidr asetik asit damlatilarak bu sakinca
ortadan kaldmilabilir ' .

Plazmada f-karotin tayinine gelince, metodlarin ¢ogunda f-karotin, diger ka-
rotinoidlerle birlikte ekstrakte edilir ve bu karigimin vizibl sahadaki absorbansinin
f-karotinin absorbansim temsil ettigi kabul edilmektedir ¢. Aslinda kan plazmasinda,
total karotinoidlerle §-karotin arasinda yiiksek diizeyde pozitif korrelasyon (r = 0,99)
meveut oldugundan, genellikle tayin iglemi giic olan B-karotin yerine total karoti-
noidlerin tayini yapilmaktadir *.

Ilke: Plazma ya da serum proteinleri alkol ile ¢oktiiriiliir. Karotin ve vitamin A
petroleterle ekstrakte edilir. Plazmada vitamin A'nin biiyiik bir boliimii alkol formun-
da (retinol) bulundugundan *2-37 genellikle sabunlastirmaya gerek duyulmaz ©.
Ekstraktin absorpsiyonu 450 nm dalga boyunda okunarak karotin konsantrasyonu
tayin edilir. Petroleter azot gazi altinda buharlagtmilir. Geride kalan tortu iizerine
kromojen cozelti yani Carr-Price ayirac: ilave edilir. Meydana gelen mavi rengin in-
tensitesi 620 nm dalga boyunda okunur ve vitamin A'min miktarn hesaplanir. Ancak
kromojen ¢ozelti ile karotin de renk reaksiyonuna katildifindan burada bir karotin
diizeltmesi gereklidir.

Arag ve Geregler:

— Spektrofotometre

— Cam kapakh santrifiij tiipi

— Santrifiij cihazi

— Sabit 1sitlh su banyosu (40-50°C'ye ayarlanabilir)

— Azot gaz1 tanki

Ayiraglar:

— Etilalkol (% 95'lik)

— Petroleter (20°-40°)

— Anhidr asetik asit

— Susuz sodyum sulfat p.a. (Na,S04)

— Kloroform p.a.

— Hidroklorik asit (6 N)

— Kromojen ¢ozelti (kloroformda % 20 SbhCl;)

Kromojen ¢ozeltinin hazirlanmasi: 113.4 g SbCl; 455 ml kloroformda, geri
sogutucu altinda eritilir. Susuz Na, SO, igeren filtre kagidindan kahverenkli siseye
siiziiliir. Eger ¢ozelti bulanik olursa, berraklasincaya kadar Na, SO, iizerinden siizme
islemine devam edilir. Susuz sodyum siilfat {izerinde ve kahve renkli sisede saklamr.
Cozelti nem ¢ektigi igin, sisenin agz1 daima kapali tutulmahdir. Kromojen ¢ozelti
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bulanirsa, i¢inde su vardwr. Susuz sodyum siilfat siiziilirken, Na, SO;.10H, 0'ya d&-
nismek suretiyle kromojen ¢ozeltideki su uzaklastirihr.

Islem: Cam kapakh santrifiij tiipiine 2 ml. plazma ya da serum konur ve iizeri-
ne % 951k etil alkolden 2 ml. ilave edilerek kanstmlir. Karisima 3 ml. petroleter
konur ve tiipiin agz1 kapatilarak 2 dakika kuvvetlice calkalanir. Sonra 3 dakika dii-
siik devirde santrifiije edilir. Karigimin iist kisminda toplanan petroleter fazinin 2 ml
si, spektrofotometrenin 1 cm.lik kiivetine konur ve ekstinksiyonu 450 nm dalga bo-
yunda petroletere kargi okunur. Sonra 40-50°C'lik su banyosunda, azot gaz: altinda,
petroleter buharlastirilir. Tortu 0,2 ml. kloroformda eritilir. Uzerine 2 damla anhidr
asetik asit damlatilir. Benzer olarak hazirlanan reaktif kori ile spektrofotometre
620 nm dalga boyunda sifira ayarlandiktan sonra (Reaktif Kori = 0.2 ml. kloro-
form + 2 damla anhidr asetik asit + 2 ml. Carr-Price ayiraci) plazma ekstraktini ta-
siyan kiivete 2 ml. Carr-Price ayiraci ilave edilir ve 3-5 saniye i¢inde ekstinksiyonu
okunur. Okunan optik dansite kaydedildikten sonra, kiivet hemen kaldirilip mavi
rengin olusup olusmadif1 ve ¢ozeltinin berrak olup olmadig: kontrol edilir. Bariz
mavi rengin olugmasi ve ¢ozeltinin berrak olmasi sarttir. Aksi halde test tekrarlanir.

Her laboratuvarda aym marka spektrofotometre bulunmadigindan, analiz is-
lemleri laboratuvar imkanlarina adapte edilmelidir ' . Metodun orijinalindeki veriler
Coleman spektrofotometresine gore belirlendigi halde, bizim verilerimiz Beckman-
DU spektrofotometresine gore saptanmistir. Bu nedenle islemlerde bazi modifikas-
yonlar yapmak zorunlu hale gelmistir. Soyle ki; 460 nm dalga boyunda ekstinksi-
yonunu okudugumuz kan plazmasinin petroleter ekstraktim, spektrofotometre kii-
vetinde buharlastirmak baz giicliikler meydana getirdiginden, konik bir tiipe akta-
rilmig ve ondan sonra 40-50°C'lik su banyosunda azot gazi altinda buharlastirilmis-
tir. Daha sonra tortu, 0,2 ml. kloroformla tekrar spektrofotometre kiivetine nakledil-
mig ve yukaridaki islem siirdiiriilmiigtiir.

Onlemler: SbCl; nemlenmis olmamalidir (kullanilmayacag: zaman kapal ola-
rak saklanir).

— Numuneler SbCl; 'iin ilavesinden 6nce nem i¢cermemeli, kuru olmahdr.

— SbCl; ile bulagmis cam malzeme 6 N HC] ¢ozeltisinde bekletildikten sonra
iyice yikanmahdir.

— Eger test kiivetinde, kromojen c¢ozeltinin ilavesinden sonra, mavi renk fark
edilmezse (optik dansite 0,04'iin altinda), numuneler 100 ml. de 14 mikrogramdan
az vitamin A iceriyor demektir. Orneklerin % 25'inden fazlasi 0,04'den diisiik optik
dansite veriyorsa, plazma 3 ml. ye ¢ikaniimaldir.

— Petroleter ekstraktimn pipetle alinmasi sirasinda, protein partikiillerinin kii-
vete gegcmemesine dzen gosterilmelidir.

Standart egrilerin hazirlanmasi: Vitamin A ve karotin faktorleri bir spektrofo-
tometreden digerine biraz degistigi icin, standard karotin ve vitamin A egrileri ha-
zirlanmali ve her enstriimamin faktorleri hesaplanmalidir.

Standart -Karotin Egrisinin Hazirlanmas:
Hassas olarak 50 mg. f-karotin tartilir. Birkac ml. kloroformda eritildikten
sonra, petroleter ile &l¢iilii balonda 100 ml. ye tamamlanir. Bu ¢ozelti tam kalibras-
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yon anmda hazirlanir ve miimkiin oldugu kadar kisa zamanda islemler bitirilir. Boy-
lece S-karotinin parcalanmamasina 6zen gosterilir. Bu ¢ozelti 1/100 oramnda diliie
edilerek bir intermedier standard hazirlanir. intermedier standard, asagidaki tarzda
petroleterle diliie edilmek suretiyle ¢caligma standardlari elde edilir:

Diliisyon 3- karotin (mikrogram/ml)
1ml. - 10 ml. ye 0.5
2ml. — 10 ml. ye 7 1.0
4ml. - 10ml. ye 2.0 -
8ml. — 10 ml ye 4.0

Bu standard ¢ozeltilerin her birinden paralel olarak ikiger ml. spektrofotomet-
re kiivetine konularak optik dansiteleri 450 nm dalga boyunda okunur. Okunan op-
tik dansitelere gore egri cizilir ve faktorler hesaplamr,

Biz laboratuvanmizda asagidaki degerleri elde ettik ve bunlara gore grafigi
cizerek faktorleri hesapladik (Standard egri 1).

E 450 Standard Egri - 1

Standard - Karotin Egrisi
1.3 4

114
1.1 4
1.0 -
09 4
08
07 4
04
05 4
04 4
03 |

02 4

a5 1,0 2,0 4,0 .

ug 8- Karotin/mil

Konsantrasyon
ug/ml. petroleter Ekstinksiyonlar
0.5 .158
1.0 .315
2.0 630
4.0 ) 1.260
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Ess0 X F=pug. f- karotin/ml. petroleter

Bu esitlik geregince, her dilisyondaki, f-karotin konsantrasyonlarinin faktor-
leri ayn ayn hesaplanarak ortalamasi asil faktor olarak alindi. Boylece F = 3.17 bu-
lundu. Bu faktrden yararlanilarak, 100 ml. kan plazmasindaki karotin konsantras-
yonunun nasil bulunacag asagidaki gibi hesaplandi:

E;50 X 3,17 X 3=pg - karotin/3 ml. petroleter.
iki ml. plazma kullamldig: igin;
Ey50 X 3,17TX 3
2
Degerler 100 ml. plazmada verilecegi icin,

= ug P-karotin/ml. plazma,

Egs0X 3,17X3 X 100
2

Denklem sadelestirilirse,

= ug (- karotin/100 ml. plazma.

Ess50 X 476 = ug (- karotin/ 100 ml. plazma bulunur.

Standard Vitamin A Egrisinin Hazirlanmas::

Bir graminda 334 mg. vitamin A asetat igeren vitamin A standardindan hassas
olarak 200 mg. tartilir. Bu miktar 6,68 mg. vitamin A asetati karsilamaktadir. Bir-
ka¢ ml. kloroformda eritilir ve 100 ml.ye diliie edilir. Boylece % 6,68 mg.lik stan-
dard ¢ozelti hazirlanir.

Calisma standard: hazirlamak i¢in, bu stok ¢ozelti 10 ml. lik dl¢iilii balonlar-
da asagidaki gibi kloroformla seyreltilir:

Vitamin A asetat

Diliisyon ug/ml.
1ml - 10 ml 6,68
2ml —> 10 ml 13,36
3ml — 10 ml. 20,04
4 ml — 10 ml. 26,72
5ml - 10 mlL 33,40

Bu ¢ézeltilerin herbirinden 0,2 ml. alimp spektrofotometre kiivetine konur,
Boylece her kiivette sira ile su miktarlar elde edilir:

1. 0,2 ml. 1,34 ug vitamin A

2.0,2ml. 268 " " 2

3.0,2ml. 402 " " "

4.02ml 534 " " "

5.0,2ml 5,68 " " "

Daha 6nce anlatilmig islem geregince, alman bu numuneler iizerine 2 damla
anhidr asetik asit damlatilir. Sonra 2 ml. Carr-Price ayiraci ilave edilerek, reaktif
koriine karsi, 620 nm dalga boyunda, ekstinksiyonlari okunur.
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Biz laboratuvarimizda paralel drneklerin ortalamalan olarak asagidaki sonuc-
lan elde ettik ve cizimi kolaylagtirmak ic¢in vitamin A degerleri ile okunan ekstink-
siyonlarin yansm alarak standard vitamin A ePrisini ¢izdik (Standard egri 2). f-ka-
rotin faktoriniin hesaplanmasinda oldugu gibi, her konsantrasyonun faktori ayn
ayr hesapland: ve sonunda degerlerin ortalamasi alinarak vitamin A faktorii bulun-
du.

E 620 Standard Egrl - 2
Standard Vitamin A Egrisi

o7
o6 4

05 4

03

02

o1

O,6F 1,34 2,04 2,67 3,345

ug Vitamin A /tip

Eg20 X F = pug. Vitamin A/tiipte

Ayri ayn hesaplanan faktorlerin ortalamasi F = 4,91 olarak elde edildi.
Elde edilen bu faktérden yararlamlarak 100 ml. kan plazmasindaki, vitamin
A degerleri soyle hesaplandi:

E¢20 X 4,91 = ug. Vitamin A tiipte

Iki ml. kan plazmasi, 3 ml. petroleterde ekstrakte edildigi ve bunun 2 ml. s
kullanildig igin

Eg20X 4,91 X 3
2% 2

Degerler 100 ml. plazmada verilecegi igin;

= ug. Vitamin A/1 ml. plazma

E¢p0 X 4,91 X 83X 100
4

Denklem sadelestirilirse,

= pug. Vitamin A /100 ml. plazma

Eg20X 368 = ug. Vitamin A/100 ml. plazma elde edilir.
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Ancak plazmada, vitamin A ile birlikte karotinde mevcut oldugundan ve Carr-
Price ayiraci ile reaksiyona girdiginden bir karotin diizeltmesi gereklidir.

Diizeltilmig Es, = Eq,9 — (E450 X Diizeltme faktérii)
1 pg karotin 620 nm dalga boyunda 0,017 ekstinksiyon vermektedir. O halde;

Diizeltme F = 3,17 X 0,017 / 1 ml. petroleter

F = 3,17 degeri, daha 6nce, karotin faktérii hesaplanirken bulunmustur.
Vitamin A tayini i¢in, 2 ml. petroleter ekstrakte kullanildig1 icin,

Diizeltme F = 3,17 X 0,017 X 2 = 0,108 bulunur.
Elde edilen bu diizeltme faktoriine gore, daha 6nce buldugumuz
Eg20 X 368 = ug. Vitamin A/100 ml. plazma \

denkleminde, 100 ml. kan plazmasmdaki vitamin A degeri séyle hesaplanir:

[E¢20— (Eq50 X 0,108)] X 368 = ug. Vitamin A/100 ml. plazma

Yukaridaki faktorler sadece antimon trikloriir renk ayiraci igin tipiktir. Tri-
fluorasetik asit metodu benzerdir, fakat aym degildir.
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