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Bazi Siit Uriinlerindeki Riboflavin Miktarlarimin Yiiksek
Performansh Sivi KromatograﬁSI (HPLC) ile
Belirlenmesi Uzerine Bir Arastlrma

Siddik GONC'  Sibel AKALIN®*  Nayil DINKCI®

Summary

A research on the determination of riboflavin in some dairy
products by high performance liquid chromatography (HPLC)

In the research, riboflavin contents of pasteurized milk, dried milk, kefir and
childrens’ growth milk were determined by HPLC using LichroCart 125-4 RP-18 (5
pm) cartridge column, water-acetic acid : methanol (70:30 v/v) acetic acid (1,5 ml) in
1 1 water mobile phase, flow rate of 0,5 ml/min and wavelength of 270 nm. The
correlation coefficient (r) between concentration of riboflavin standards and area
counts of their HPLC chromatograms were found to be 0.999 and the recovery rate
was calculated as 98,1 %. The highest content of riboflavin was found in dried milk
(15,761 £ 0,059 and 14,034+0,044) among dairy products analyzed, then followed by
childrens’ growth milk and pasteurized milk. The lowest content of riboflavin was
determined in kefir (1,094 + 0,031).
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Giris

Vitaminler; organizmadaki biyokimyasal reaksiyonlarin hizli ve
diizenli olarak yiiriimesi i¢in gerekli olan ve genelde organizma
tarafindan yeterli miktarda sentezlenemediginden disaridan besinlerle
alinmasi gereken organik bilesiklerdir (6).

Eksikligi durumunda yorgunluk, istahsizlik ve duyu
organlarinda anormalliklere neden olan B, vitamininin (riboflavin)
onemli bir kismi siit ve driinleri ile karsilanmaktadir (15). Viicuda
alinan vitamin miktarinin degerlendirilmesi agisindan, 11k ve oksidatif
degisimlere karst duyarli olan riboflavinin son iirlindeki durumu
onemlidir. Ozellikle son yillarda gesitli gida maddelerinin vitamin
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analizinde dogru, duyarli ve hizli bir metot olan yiiksek performansl
stv1 kromatografi (HPLC) ydntemi kullamlmaktadir (1). Ulkemizdeki
bazi siit iirlinlerinde riboflavin miktarlarinin HPLC ile tesbitine iliskin
aragtirmaya rastlanmadigi i¢in, bu caligmada ticari pastorize siitler,
cocuk biiylime siitii, silittozu Ornekleri ve kefirdeki riboflavin
miktarlarinin HPLC ile saptanmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Materyal

Bu arastirmanin materyalini olusturan kefir érnegi E. U. Ziraat
Fakiiltesi Siit Teknolojisi Boliimii’nden, 4 farkli marka pastdrize igme
siitii, iki siittozu ve bir ¢ocuk biiyiime siitii drnegi izmir’deki siiper
marketlerden temin edilmistir.

Riboflavin Analiz Metodu

HPLC Cihaz1 ve Calisma Kosullar:

Analizlerde [H-980-01 model tutucu, 7125 Rheodyne valf, 20 pl
ornek hacimli enjektér, JASCO PU-980 solvent dagitici sistemi,
LC-900 seri no’lu JASCO model (HPLC) cihazi, Jasco UV-980
dedektor kullanilmastir.

Pastorize siit, cocuk bilylime siitii, kefir ve siittozu drneklerinde
HPLC ile riboflavin miktari tesbitinde en uygun kosullarin belirlenmesi
icin literatiirlerde gecen farkli kolonlar, degisik mobil fazlar ve farkl
dalga boylar1 denenmistir. Bu amagla Nucleosil 100-5 CI8AB ve
LichroCart 125-4 RP — 18 (um) kolonlar; 25 : 75 metanol : su ve
% 0,15 sodyumdioktilsiilfosiiksinat (pH: 2,7) ve 30 : 70 metanol : su ve
% 0,15 asetik asit mobil fazlar1 ile 254, 270 ve 430 nm dalga
boylarinda Olglim yapilmistir. Ayrica mobil fazin ¢esitli akis hizlar
denenmistir. En iyi sonuglar LichroCart 125-4 RP-18 (5 pum) kartuj
kolon; 30 : 70 metanol : su ve % 0,15 asetik asit mobil faz, 0,5 ml/dak.
akis hiz1 ve 270 nm dalga boyundaki dl¢limlerde alinmistir. Standard
riboflavin ¢ozeltileri ile ekstraksiyon sonrasi ornek cozeltileri alete
20uL olarak enjekte edilmistir.

Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Mobil faz hazirlamada ve 6rnek ekstraksiyonlarinda kullanilan
tiim kimyasal maddeler HPLC kalitesinde veya ticari olarak mevcut
olan en yliksek saflik derecesinde olup, seyreltmelerde Elgastat
Maxima-HPLC (Ebiltem, E. U., Bornova) cihazindan aliman bidestile
su kullanilmistir. Orneklerin HPLC cihazina enjeksiyonundan &nce,
taze hazirlanmis riboflavin standard ¢ozeltisi iki defa enjekte edilerek
aletin kontrolii yapilmistir. Tiim 6rnekler ekstraksiyon ve diger islemler
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stirasinda 1s1iktan korunmus, cam tiip, sise ve balonlar aluminyum folyo
ile kaplanmustir.

Pastorize siit ornekleri Gauch ve ark. (3) tarafindan Onerilen
yonteme gore hazirlanmistir. Bunun icin yagh siit 6rnegi 10 °C’da
2000 d/d’da 20 dak. santrifiijlenerek yagi ayrilmistir. Yagsiz siitten
5 ml, 25 ml’lik 6l¢ii balonuna konmus ve saf su ile ¢izgisine kadar
tamamlanmistir. Uzerine 15 mg tripsin (Merck 24579) ve 15 mg clara-
diastase (Fluka 27540) ilave edilip, iyice ¢alkalanmig ve 40°C’lik su
banyosunda 30 dak. hidrolize edilmistir. Soguduktan sonra ara fazin
5 ml’si Whatmann marka 1 nolu filtre kagidindan siiziilmiis ve C18
Sep-Pak Cartridge’den gegirilip, HPLC’ye verilmistir.

Cocuk biiyiime siiti  ornekleri ile kefir Orneklerinin
ekstraksiyonu ise 6n denemelerde daha iyi sonu¢ veren su yonteme
gore yapilmustir (11): Once pH’si glasiyel asetik asit ile 3,2’ye
ayarlanan % 10’luk (m/v) kursun asetat ¢ozeltisi hazirlanmistir. 25 ml
siit veya kefir 6rnegi iizerine bu ¢ozeltiden 2,5 ml ilave edilip, iyice
karistirilmistir. Whatman marka 42 nolu filtre kagidindan siiziilen
filtrattan 10 ml alinmig ve 0,45 mikron gozenek biiyiikligli olan
HVLP 04700 filtreden gecirilmistir. Sonra riboflavin belirtme icin alete
enjekte edilmistir.

Siittozu  Ornekleri Rashid ve Potts (12) yoOnteminin
modifikasyonu ile ekstrakte edilmistir. Buna gore 1 g siittozu 20 ml
destile su ile manyetik karistirict kullanilarak iyice ¢oziindiiriiliip,
tizerine 4 ml etanol eklenerek tekrar iyice karistirilmistir. Bunun
tizerine pH’s1 glasiyel asetik asit ile 3.2’ye ayarlanan 2,5 ml % 10’luk
(m/v) kursun asetat ¢ozeltisi eklenip iyice karistirilmistir. Bunu takip
eden diger islemler c¢ocuk biiylime siitiinde oldugu gibi
gergeklestirilmistir.

Riboflavin Standardi ile Yapilan Cahsmalar ve Miktar

Hesaplari

HPLC safliginda ve kalitesinde olan riboflavin standardi Sigma
firmasindan satin alinmistir (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).

Riboflavin stok standardi hazirlanmasi i¢in 50 mg riboflavin
800 ml destile suda 1,2 ml glasiyel asetik asit ilavesiyle karistirilmus,
ultrasonik banyoda ¢6ziindiiriilmiis ve 1000 ml’ye bidestile su ile
tamamlanmistir. Bu stok standard ¢ozeltiden 0.5 mg/lt, 1.0 mg/lt,
2.5 mg/lt, 3.75 mg/lt ve 5.0 mg/lt olarak 5 degisik konsantrasyonda
riboflavin ¢ozeltileri hazirlanmis ve alete 20 pL olarak enjekte
edilmistir.



Elde edilen pik alanlar1 dikkate alinarak miktar belirleme
islemleri yapilmis ve olusturulan lineer regresyon egrisi denkleminden
yararlanilmastir :

y =0,000132 x + 0,00105

Ayrica geri kazanim c¢aligmasi icin pastorize siit 6rneklerinden
birine iki kez belirli miktarda riboflavin igceren standard ¢ozeltiden
karistirilmis ve HPLC analizi i¢in 6rnek hazirlamada anlatildigi gibi
ekstraksiyon uygulanarak riboflavin miktarlar1 belirlenmis, ortalama
ylizde geri kazanim oran1 hesaplanmustir.

Istatistiksel Degerlendirme

Analiz  sonuglarinin istatistik  degerlendirilmesinde  SAS
programi kullanilmigtir. Varyans analizi sonucunda 6nemli (p<0,05)
olarak belirlenen 6rneklere Duncan testi uygulanarak ornekler kendi
aralarinda kiyaslanmistir (14).

Arastirma Bulgular1 Ve Tartisma

Riboflavin standard c¢ozeltisinin HPLC den elde edilen
kromatogrami sekil 1°de, pastorize siite ait riboflavin kromatogrami ise
sekil 2°de verilmistir.

HPLC’de UV dedektorle yapilan riboflavin analizinde,
hazirlanan riboflavin standard ¢ozeltilerinin konsantrasyonlar: ile pik
alan degerleri arasindaki korelasyon katsayist (r), 0,999; % geri
kazanim degeri de oldukg¢a yiiksek (% 98.1) bulunmustur. Benzer
HPLC c¢alisma kosullart ve 06rnek ekstraksyonunun kullanildigi
calismada da korelasyon katsayisi 0,9973 ve geri kazanim degeri
% 92,20 + 1,2 olarak belirlenmistir (11).

Cizelge 1’de 4 farkli marka yagli pastdrize siit Orneginde
riboflavin miktar1 sonuclar1 verilmistir.

Buradan goriilecegi gibi, pastorize siitlerin riboflavin miktarlar
arasindaki farklar varyans analizine gore dnemli bulunmus ve Duncan
testi sonuglarina gore en yliksek riboflavin miktari 4 no’lu, en diigiik
miktarlar ise 1 ve 2 no’lu pastdrize siitlerde tesbit edilmistir.



Riboflavin

Riboflavin
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Sekil 1. Riboflavin standart ¢6zeltisinin Sekil 2. Pastdrize siit orneginde
kromatogrami riboflavin kromatogrami

Haddad ve Loewenstein (5) 1s1l islemin siitteki bazi vitaminlere etkisi
iizerine bir calismada; c¢ig siitte 1,332 mg/l olarak tesbit edilen
riboflavin miktarinin, siitliin 80°C’da 16 saniye i1sitilmasi sonucunda
1,312 mg/l degerine, 140°C’da 3,5 saniye 1sitilmasi sonucunda
1,296 mg/l degerine azaldigi belirlenmistir. Siitteki riboflavin
miktarlarinin HPLC’de fluorometrik yontemle tesbit edilmesi iizerine
yapilan baska bir caligmada (8) pastdrize igme siitiinde riboflavin
igeriginin 2,28 mg/l oldugu bulunmustur. Russell ve Vanderslice (13)
ise yaglh pastorize siitlerde 1,9+0,03 mg/l riboflavin oldugunu
belirlemislerdir.

Cizelge 1. Pastorize siitlerde ortalama riboflavin miktarlari

Ornekler Riboflavin (mg/]) '
1 0,955 +0,042°
2 0,989 + 0,036°
3 1,219+ 0,028°
4 1.304 + 0,013 ¢

Degerler ii¢ enjeksiyon ortalamasi + standart sapmay1 gostermektedir.
& Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark
snemlidir (p<0.05).

Literatiirlerde pastorize siitte riboflavin igin belirlenen bu
degerler bizim degerlerin ortalamasindan daha yiiksek bulunmustur.
Ancak Haddad ve Loewenstein’in pastorize siit i¢in verdigi deger,
bizim belirledigimiz 4 numarali O6rnekteki degerle esdeger ve 3
numarali 6rnekteki miktara yakinlik gostermektedir. Bizdeki 1 ve 2

5



numarali pastorize silit Orneklerindeki degerler olduk¢a diisiik
bulunmusgtur. Siit tiretiminin bolgelere gore farkli olusu, dolayisiyla
siitin alindig1 hayvanin cinsi, yemleme, laktasyon zamaninin bu
konuda etkili oldugu diisiiniilmiistiir.Ayrica ¢ig siitiin depolanma ve
isleme kosullarinin etkisi de goz ardi edilmemelidir.

Sekil 3’te siittozu, kefir ve ¢ocuk biiylime siitii 6rneklerinden
ekstrakte edilen riboflavin kromatogramlari, ¢izelge 2’de bu 6rneklerde
saptanan riboflavin miktarlar1 goriilmektedir

A) B) - C)
Riboflavin
Riboflavin
J/\ Riboflavin Doy ik
L1|11||||||||||||1|1| I—HIII!HH IIHHIHJ h!llill'l'ltl ||!1|J|LJJ
R LT B ERE R Lol bbbt bbbt h- Lok oot ~
t fd{kma] t (dakika) ¢ (dakika)
Sekil 3. Siittozu (A), kefir (B) ve ¢ocuk biiylime siitii (C) drneklerinde riboflavin

kromatogramlari

Cizelge 2. Siittozu, kefir ve gocuk buyume stitli
Orneklerinde rlboﬂavm miktarlar: !

Siit Tozu Kefir C. B. Siitii

(mg/kg) (mg/l) (mg/1)

15,761 £ 0,059" [ 1,094 + 0,031° [9,652 + 0,048°

14,034 + 0,044°

"' Degerler ii¢ enjeksiyon ortalamasi + standart sapmay1 goster-
mektedir

ab.ed. Ay satir ve siitunda farkli harflerle gosterilen ortalama-

lar arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05)

Kefir 6rneginde diger drneklere gore oldukca diisiik miktarda
riboflavin belirlendigi, vitamin katkili olarak {iretilen ¢ocuk biiylime
siitli ve kuru madde bakimindan ¢ok zengin olan siit tozu 6rneklerinde
ise oldukea yiiksek miktarlarda riboflavin belirlendigi tesbit edilmistir.
Nitekim varyans analizi sonuglarina gore riboflavin miktarlar
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bakimindan iriin ¢esitlerine ait ortalamalar arasindaki fark Onemli
bulunmus (p<0,05), Duncan testi sonuglarina gore en yiiksek miktar
siittozunda, en diisiik miktar da kefirde elde edilmistir. Ayrica, siit tozu
orneklerinin riboflavin miktarlar istatistiksel olarak birbirinden farkli
bulunmustur (p<0,05). Kefirde daha 6nceki bulgularimizdan pastorize
stitlere benzer miktarda riboflavin bulundugu anlasilmaktadir. Kneifel
ve ark. (9); kefir kiiltiirii ve kefir taneleriyle yapilan 3 farkli kefir
orneginde riboflavin miktarin1 ortalama 1,45 + 0,27 mg/l tespit
etmislerdir. Avusturya’da inek siitlinden kefir daneleriyle iiretilen kefir
orneklerinde siitte 1,74 mg/kg olan riboflavin degerinin 1,51 + 0,18
mg/kg’a distiigli belirlenmistir (10). Gliszczynska — Swiglo ve
Koziolowa (4) HPLC de fluoresan dedektorle riboflavin tiirevlerinin
tespit edildigi arastirmalarinda kefirde 1,42 + 1,4 mg/kg riboflavin
bulundugunu belirlemislerdir. Bu sonuglar bulgularimiza gore kefirde
tespit ettigimiz riboflavin miktarinin biraz iizerindedir.

Siittozlarinda riboflavin miktarlart ile ilgili ¢alismalarda
bulunan degerlerin ise arastirma bulgularimiz ile uyum i¢inde oldugu
gorlilmiistiir. Rashid ve Potts (12) yagsiz siittozlarinda fluorometre ile
belirledikleri riboflavin miktarmin 14,29 mg/kg ile 15,39 mg/kg
arasinda oldugunu, Ashoor ve ark. (2) HPLC de UV dedektor ile yagsiz
stittozlarmin 15,0 = 0,06 mg/kg riboflavin icerdigini belirtmislerdir. Bir
yil boyunca belirli bir tesiste iiretilen yagh siittozlarinin toplanarak her
ay vitamin analizlerinin yapildig1 bir caligmada ortalama riboflavin
miktar1 17,6 + 0,18 mg/kg olarak belirlenmistir (7). Arella ve ark. (1)
ise HPLC de fluoresan dedektor ile 11 yagl siittozu Grneginde
riboflavin miktarini ortalama 11,3 mg/kg olarak tespit etmistir.

Ozet

Arastirmada pastorize siit, siittozu, kefir ve ¢ocuk biiyiime siitii gibi siit
mamullerinin riboflavin miktarlart HPLC’de 270 nm dalga boyu, LichroCart 125-4
RP-18 (5 um) kartuj kolon; 30 : 70 metanol : su ve % 0,15 asetik asit mobil faz ve 0,5
ml/dak. akis hizi kullanilarak tesbit edilmistir. Riboflavin standart c¢ozeltileri ile
HPLC’den elde edilen pik alan degerleri arasindaki korelasyon katsayisinin 0,999 ve
geri kazanim degerinin % 98,1 oldugu hesaplanmistir. Siit ve siit {rlinlerinde
riboflavin miktar1 en yiiksek seviyede (15,761 £ 0,059 ve 14,034+0,044) siit tozunda
belirlenmis, daha sonra bunu sirastyla ¢ocuk biiylime siitii ve pastorize siit 6rnekleri
izlemistir. En diisiik riboflavin miktar1 ise kefirde (1,094 £ 0,031) saptanmustir.

Anahtar sozciikler: riboflavin, siit iirtinleri, HPLC
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