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CESITLI BIiTKi TURLERINDE VITAMIN B,,, FOLIK ASIT VE BIOTIN
ICERIGININ IMMUNO-ENZIMATIK YONTEMLE ARASTIRILMASI *
The Investigation of Vitamin B, Folic Acid and Biotin Content of Different Plant
Species by Enzyme Immuno Assay

Nilgiin GULER', Bilal Cem LIMAN?

Ozet : Bu calismada, cesitli bitki tiirlerinde folik asit,
biotin ve vitamin B, iceriginin immuno enzimatik
yontemle belirlenmesi amag¢lannugtir. Ispanak, pirasa,
marul, maydanoz, kekik, nane, sarimsak, igde ¢icegi,
salgam tohumu ve kusburnu ornekleri, Kayseri
merkezindeki yerel pazarlardan taze ve temiz olarak
temin edildikten sonra 5 gr bitki ornegi distile su ve
Iml alfa amilaz ilavesinden sonra inkubasyona tabi
tutulmug ve kaynatlmigtir. Carrez I ve Carrez II
¢ozeltilerinin ilavesinden sonra santrifiij edilmistir.
Stiziintii  sulandwilmig, bu c¢ozeltiden ve standart
¢ozeltilerinden kuyucuklara konulmustur. Sirasiyla
enzim kongujat, substrat ve kromojen ilave edilerek
bekletilmis, reaksiyonu sonlandirma ¢ozeltisi ilave
edildikten sonra ELISA cihazinda 450 nm de odlgiim
yapumis ve sonuglar ppb olarak elde edilmistir. Folik
asit diizeyleri ppb olarak sirasiyla ispanakta 0.698,
marulda 0.711, maydanozda 3.450, kusburnunda
2.139, salgam tohumunda 0.959, igde cigeginde 10.303
bulunmugstur. Vitamin B, diizeyleri ppb olarak
swrasiyla ispanakta 11.070, nanede 90.088, kekikte
168.330, sarimsakta 10.744, kusburnunda 21.240, igde
ciceginde 44.127 bulunmustur. Biotin diizeyleri ppb
olarak swraswyla 1spanakta 249.436, pirasada 330.228,
marulda 630.676, maydanozda 273.521, nanede
278.973, sarimsakta 942.248, kusburnunda 589.469
bulunmustur. Biotinin en fazla sarimsak ve marulda,
By, vitamininin en fazla kekikte, folik asidin en fazla
igde ciceginde oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Biotin, bitki, ELISA, folik asit,
vitamin B

Summary : The aim of this study is to determine
vitamin B, folic acid, and biotin content of different
plant species by enzyme- immuno assay. Spinach,
leek, lettuce, parsley, thyme, mint, garlic, oleaster,
turnip seed, rosehip samples were obtained from the
regional markets of Kayseri and used fresh and clean
in the study. 5-10 g of plant sample was added to
distilled water and 1 ml of alpha amylase solution
and then incubated and boiled. After the addition of
Carrez I and Carrez Il solutions sample solution was
centrifuged. The supernatant was diluted, each
standard solution or prepared sample was added to
seperate wells and then enzyme conjugate, substrate
and chromogen solutions were respectively added to
each well, incubated at room temperature. After the
addition of stop solution. Absorbance was measured
at 450 nm by ELISA instrument. Results obtained as
ppb. The levels of folic acid as ppb were 0.698 in
spinach, 0.771 in lettuce, 3.450 in parsley, 2.139 in
rosehip, 0.959 in turnip seed, 10.303 in oleaster

Jfound. The levels of vitamin B, as ppb were 11.070 in

spinach, 90.088 in mint, kekikte 168.330, 10.744 in
garlic, 21.240 in rosehip, 44.127 in oleaster. The
levels of biotin as ppb were 249.436 in spinach,
330.228 in leek, 630.676 in lettuce, 273.521 in
parsley, 168.330 in thyme, 278.973 in mint, 942.248
in garlic, 589.469 in rosehip. The highest biotin
content was found in garlic and lettuce. The highest
vitamin B, content was found in thyme. Oleaster has
the highest folic acid content.

Key words: Biotin, ELISA, folic acid, plant,
vitamin Bj,.
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Vitaminler, normal metabolik olaylarin siirdiiriil-
mesi i¢in gerekli olan ama genelde viicutta sentez-
lenemeyen (vitamin D ve C hari¢) ve bu nedenle
disardan alinmasi gereken organik bilesiklerdir.
Noksanliklar1 halinde; hayvanlarda bir¢ok hastalik
veya Oliime yol agabilmeleri yaninda gelisme geri-
ligi, verim diisiikliigli ve liremenin zayif olmasi
gibi ekonomik yonden 6nemli pek ¢ok olaya, in-
sanlarda; kalp, osteoporoz, kanser gibi pek ¢ok
hastaliga sebep olmaktadirlar (1).

Biotin, folik asit, By, suda ¢oziinen B grubu vita-
minlerdendir. Besinlerdeki biotin varlig1 hakkinda-
ki bilgiler nisbeten azdir. Biotinin ¢ogunlugu be-
sinlerde proteine bagh biositin seklindedir. Yetis-
kinlerde giinliik alinmas1 gereken biotin miktar
100-200 mg arasindadir (2,3). Folik Asit &zellikle
gebelikte ¢ok gerekli bir vitamin grubu olup iki
6nemli formu vardir. Bunlardan birincisi folat for-
munda besinlerden digeri de folik asit olarak vita-
min saglayicilardan temin edilebilir. Insanlarin
giinde en az 0.4 mg folik asit almas1 gerekir (2,4).
Vitamin B;;’nin sentetik formu olan
siyanokobalamin, besin takviyesinde ve dogal kay-
naklarda yaygm bir sekilde bulunmaktadir. Insanla-
rin giinliikk almasi gereken By, vitamini 3-5 mikrog-
ram olup besinlerle ve mide florasinin eylemleriyle
uygun bir bigimde karsilanmaktadir (1,5).

Vitaminlerin tayininde kromatografik, mikrobiyo-
lojik, spektrofotometrik yontemlerin yanisira son
yillarda immuno-enzimatik, radyo enzimatik yon-
temler sik¢a kullanilmaya baglanmistir. Enzimli
analizlerin avantajlari, dezavantajlarindan fazladir.
Enzim yardimiyla analiz yapmanin faydalari; hizl
ve kisa siireli, diisiik maliyetli, segici olmasi ve
basit bir sistem gerektirmesidir (6,7). Dezavantajla-
11 ise analizlerin dogru yiirlimesinin pH ve ortam
sicakligima bagl olmasidir (8).

Bu calismada, kusburnu, igde ¢igegi, sarimsak,
salgam tohumu, 1spanak, nane, pirasa, marul, may-
danoz, kekik bitkilerinin vitamin B,,, folik asit ve
biotin i¢eriginin immuno-enzimatik yontemle belir-
lenmesi ve yontemin bitkilerdeki vitamin igeriginin
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kantitatif tayininde uygulanmasi yoniinde degerlen-
dirilmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Kayseri merkezindeki yerel pazarlardan temin edi-
len, marul, maydanoz, ispanak, pirasa, sarimsak,
kekik, nane, salgam tohumu, igde ¢igegi, kusburnu
bitki 6rnekleri ¢aligma materyalini olusturmustur.
Bes gram bitki igersinde 95 ml distile su bulunan
erlene hassas tartimla alinmistir. Ayni pazardan
alman tek bitki drnegi parcalanip homojen bir siis-
pansiyon olana kadar ¢alkalayicida karistirilmus, 3
dakika ultrasonik banyoda ¢oziinmeleri saglanmis-
tir. Cozelti 95 derecelik su banyosunda 5 dakika
sitilip, oda sicakligina sogutulduktan sonra filtre
kagidi ile siiziilmiis, 100ul siiziintiiye 400 pl 6rnek
sulandirma ¢ozeltisinden eklenerek sulandirilmstir.
Bu islem 10 bitki tiirii igin (1spanak, pirasa, marul,
maydanoz, kekik, nane, sarimsak, kusburnu, igde
¢icegi ve salgam tohumu) ayr1 ayri uygulanmistir.
6 adet standart ve 10 adet hazirlanan bitki 6rnegi,
plaktaki 16 adet kuyucuga yerlestirilmis yerleri
numaralandirarak kaydedilmistir. Her bir kuyucuga
50’ser pl standart ve drnek ¢ozeltilerinden ayr1 ayri
pipet uglartyla konulduktan sonra 50’ser ul enzim
konjugattan eklenerek, oda sicakliginda 15 dakika
bekletilmistir. Tiim sivi kuyucuktan bosaltilip, kuru
peceteye ters cevrilerek igindeki sivi alinmis, ¢ok
kanall1 kuyucuk yikayici makina da distile su ile 3
kez yikandiktan sonra her bir kuyucuga 2’ser dam-
la substrat ve kromojenden ilave edilmis, oda si-
cakliginda, karanlikta 10 dakika bekletildikten son-
ra her bir kuyucuga 2’ser damla stop ¢ozeltisinden
eklenmistir. Plaka ELISA spektrofotometreye yer-
lestirilmis ve 450 nm’de absorbans oOl¢iilmiistiir.
Olgiim, standart egrisini dogrusal elde edinceye
kadar en az iki kez tekrar edilmistir. Her bir vita-
min grubunun 6rnek hazirlama ve analiz islemi
icin, folik asit kiti (Ridascreen-Fast Folik Asit. Art
No:R3202 ), vitamin By, kiti (Ridascreen-Fast Vi-
tamin B12. Art No:R2102 ), biotin Kkiti
(Ridascreen-Biotin. Art No:R2201) kullanilmustir.
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BULGULAR

Calismamizda kullanilan Folik asit standardi, Vita-
min B12 standardi ve Biotin standardinin ayr1 ayri
kugburnu, igde ¢icegi, sarimsak, marul, kekik, 1spa-
nak, salgam tohumu, maydanoz, nane, pirasa drnek-
leriyle absorbans degerleri ve bu bitkilerin vitamin
icerikleri Tablo I-VI’da verilmistir.

Tablo II‘de goriildiigli iizere, folik asit igeriginin
10.303 ppb ile en fazla igde ciceginde oldugu bu-

lunmus, sarimsak, kekik, nane, pirasa bitkilerinde
folik asit tespit edilememistir.

Tablo 1V’de goriildiigi lizere, kekigin digerlerine
gore 168.330 ppb ile en fazla Vitamin B, icerdigi
bulunmustur. Salgam tohumu, pirasa, marul, mayda-
noz bitkilerinde Vitamin B, tespit edilememistir.

Tablo VI’da gorildigi tizere, 942.248 ppb ile en
fazla biotin igerigi sarimsakta bulunmustur. Kekik,
salgam tohumu, igde ¢igegi bitkilerinde biotin tespit
edilememistir

Tablo I. Folik asit standard1 ve drnek ¢ozeltilerinin absorbans degerleri

Kuyucuk Absorbans/Cozelti Absorbans/Bitki ¢oz.
A 2.554 /0 ppb standart 2.260/sarimsak
B 1.817/1 ppb standart 1.968/marul
C 1.262/2 ppb standart 2.161/kekik
D 0.506/5 ppb standart 1.974/1spanak
E 0.207/10 ppb standart 1.840/salgam tohumu
F 0.000/25 ppb standart 0.754/maydanoz
G 1.196/kusburnu 0.190/nane
H 0.276/igde ¢igegi 0.073/pirasa

Tablo II. Bitkilerin Folik Asit icerigi

Bitki No Bitki Adi Ortalama Absorbans Folik Asit Konsantrasyonu (ppb)
1 Kugburnu 1.196 2.139
2 Igde cicegi 0.276 10.303
3 Sarimsak 2.260 0.000
4 Marul 1.968 0.711
5 Kekik 2.161 0.000
6 Ispanak 1.974 0.698
7 Salgam tohumu 1.840 0.959
8 Maydanoz 0.754 3.450
9 Nane 0.190 0.000
10 Pirasa 0.073 0.000
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Tablo III. Vitamin B, standardi ve 6rnek ¢ozeltilerinin absorbans degerleri

Kuyucuk Absorbans/Cozelti Absorbans/Bitki ¢oz.
A 2.571 /0 ppb standart 2.854/ pirasa
B 2.528/5 ppb standart 2.476/ 1spanak
C 2.146/15 ppb standart 2.674/ marul
D 1.577/45 ppb standart 2.596/ maydanoz
E 1.103/135 ppb standart 2.154/ igde cicegi
F 0.000/405 ppb standart 2.479/ sarimsak
G 2.377/ salgam tohumu 1.459/ kekik
H 0.000/ kusburnu 1.803/ nane

Tablo IV. Bitkilerin vitamin By, icerigi.

Bitki No Bitki Ad1 Ortalama Absorbans Folik Asit Konsantrasyonu (ppb)
1 Salgam tohumu 2.563 0.000
2 Kusburnu 2.377 21.240
3 Pirasa 2.854 0.000
4 Ispanak 2.476 11.070
5 Marul 2.674 0.000
6 Maydanoz 2.596 0.000
7 Igde cigegi 2.154 44.127
8 Sarimsak 2.479 10.744
9 Kekik 1.459 168.330
10 Nane 1.803 90.088

Saglik Bilimleri Dergisi (Journal of Health Sciences) 14(3) 184-190, 2005 187



Cegitli bitki tiirlerinde vitamin By,, folik asit ve biotin igeriginin immuno-enzimatik yontemle arastirilmast

Tablo V. Biotin standardi ve 6rnek ¢ozeltilerinin absorbans degerleri

Kuyucuk Absorbans/Cozelti Absorbans/Bitki ¢6z.
A 0.000 / 0 ppb standart 0.771/ marul
B 2.745/12 ppb standart 1.037/ maydanoz
C 2.340/37 ppb standart 1.081/ 1spanak
D 1.610/111 ppb standart 0.357/ pirasa
E 0.936/333 ppb standart 0.785/ kusburnu
F 0.709/1000 ppb standart 0.707/ sarimsak
G 0.512/ igde ¢icegi 0.437/ kekik
H 0.557/ salgam tohumu 1.028/ nane

Tablo VI. Bitkilerin biotin igerigi

Bitki No Bitki Ad1 Ortalama Absorbans Folik Asit Konsantrasyonu (ppb)
1 Igde gigegi 0.512 0.000
2 Salgam tohumu 0.557 0.000
3 Marul 0.771 630.676
4 Maydanoz 1.037 273.521
5 Ispanak 1.081 249.436
6 Pirasa 0.957 330.228
7 Kusburnu 0.785 589.469
8 Sarimsak 0.707 942.248
9 Kekik 0.437 0.000
10 Nane 1.028 278.973
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TARTISMA

Antijen-antikor etkilesimine dayanan birgok yon-
tem bulunmaktadir. RIA, FIA, EIA bunlar arasinda
yer almaktadir. Bu yontemler kendi arasinda kulla-
nilan katalizorler, spesifiklik, hassasiyet, hiz, kulla-
nilan alet, maliyet yoniinden farkliliklar géstermek-
tedirler. En iyi hassasiyet, spesifiklik, en ucuz ol-
mas1 ve birkac saat gibi kisa zamanda, az aletle
sonu¢ vermesi agisindan immuno-enzimatik yon-
tem tercih edilmektedir (9). RIA’da katalizor ola-
rak kullanilan radyoaktif izotoplarin hizli bir sekil-
de bozunmasi s6z konusudur. FIA’da katalizor
olarak kullanilan floresansin temini ve standardi-
zasyonu zordur. Halbuki EIA yani immuno-
enzimatik yontemde katalizor olarak kullanilan
enzimlerin dezavantajlar1 yoktur. Aksine yiiksek
afinite ve hassasiyete sahip, dengeli bir sekilde
baglanma ve mekanizma gosteren etkin katalizor-
lerdir (9).

Bu calismada en yiiksek folik asit igerigi, kuru igde
ciceginde (10.303 ppb) bulunmus, bunu sirasiyla
taze maydanoz (3.450 ppb) ve kusburnu (2.139
ppb) izlemistir. Kekik, nane ve sarimsakta ise folik
asit tespit edilememistir. En yiiksek biotin icerigi
sarimsakta 942.248 ppb saptanirken kekik, salgam
tohumu ve igde ¢igeginde biotin tespit edilememis-
tir. Vitamin By, igerigi kekikte (168.330 ppb) en
yiiksek, nane (90.088 ppb) ve igde (44.127 ppb)
ciceginde orta degerlerde bulunmustur. Pirasa, ma-
rul, maydanoz ve salgam tohumunda vitamin B,
tespit edilememistir.

Agte ve arkadaslar1 (10), altmis yedi farkli yesil
yaprakli sebzenin folik asit igeriklerini incelemis
ve 100 g 1spanakta 42 mikrogram folik asit, 100 g
nanede 15 mikrogram folik asit, 100 g marulda 4
mikrogram folik asit oldugunu bildirmislerdir (10).
Bu calismada incelenen nane orneklerinde folik
asit tespit edilemezken, marulda 14,22 ppb folik
asit, 1spanakta 13,96 ppb folik asit tespit edilmistir.

HPLC yontemi ile 87 adet besin grubunun incelen-
digi bir ¢alismada (11) 1g dondurulmus ispanakta
7.05 ng biotin tespit edildigi belirtilmistir. Sunulan
calismada ise ELISA yontemiyle 10 g taze 1spa-
nakta 249.436 ppb biotin saptanmistur.
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Jagestand ve arkadaglart (12) fermente ettikleri
bazi bitki karigimlarindaki vitamin B, igerigini
radyo protein baglama yontemi (RPBA) ile bitki-
lerdeki folat igeriginin ise HPLC yontemiyle analiz
etmislerdir. Ancak sunulan g¢aligmada kullanilan
bitki tiirlerini incelememislerdir.

Immuno-enzimatik ydntemle yaptigimiz analiz
sonuglarindan 1spanak, marul, nane bitkilerine ait
sonuglar diger yontemlerle kiyaslanmistir. Fakat
diger bitkilere ait ayni ya da farkli yontemlerle
analiz bulgular1 bulunamamistir. Ayni bitki tiirii
icin farkli yontemlerle yapilan analiz sonuglar
arasinda kismi farkliliklar olmustur. Buda yontem-
lerin duyarlilik, hassasiyet sinirlar1 ya da tespit
limitlerinin farkli olmasindan kaynaklanmustir.
ELISA kitlerinde vitamin B, i¢in saptama limiti
25 ppb, folik asit i¢in 100 ppb, biotin i¢in 1.2 ppb
olarak verilmistir. Buna gore sunulan ¢aligmada bu
degerlerin altindaki miktarlar tespit edilememistir.

Sonu¢ olarak, immuno-enzimatik yontem olan
ELISA ile on bitki tiiri i¢in yaptigimiz analiz so-
nuglarina gore, folik asit 10.303 ppb ile en fazla
igde ciceginde, biotin 942.248 ppb ile en fazla sa-
rimsakta, vitamin B, 168.330 ppb ile en fazla ke-
kikte bulunmustur.
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