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YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISE (HPLC) iLE
KOYUN GOZ SIVISINDA (CORPUS VITREUM) VITAMIN A TAYINI

Haluk Testereci fbrahim H. Yoriik?

Determination of Vitamin A in Sheep Eye Liquor (corpus vitreous) by
High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Summary: In this study, a rapid method for the determination of Vitamin
A (retinol acetate) in sheep eye liquor (Corpus vitreous) by high performance
liquid chromatography (HPLC) has been developed. In this method, eye liquor
has been extracted directly with alkaline-methanol without firther cleanup.
Vitamin A has been separated on ODS column (150x4.6 mm) by methanol as a
mobile phase. Detection was made by fluorescence detector set for excitation 348
nm and emission 470 nm. Vitamin A palmitate has been used as an external
standard. Retention time for retinol acetate and Vitamin A palmitate are 4.4 and
4.9 minutes, respectively. Vitamin A in eye liquor has been measured rapidly
without further cleanup at nanogram quantities. Retinol acetate concentration of
health sheep eve liquor was found as 98.2 ng/ml = 17.55 SE. Calculated recovery
was found to be 45%. This might be due to application of one step extraction. This
low recovery can be enhanced by increasing number of methanol extraction steps
as reported in many procedure.

Ozet: Bu ¢aligmada,yiiksek performansh swvi kromatografisi ( HPLC ) ile
koyun goz swilarindaki (Corpus Vitreum) vitamin A (retinol asetat) miktarlart
tayini igin, hizli bir metot gelistirildi. Bu metotda , goz sivist direkt olarak alkali-
metanol ile daha fazla temizlemeye gerek gérmeden ekstrakte edildi. Vitamin A
ODS (150x4.6 mm) kolonunda, metanol hareketli (mobil) faz kullamilarak avrildi.
Vitamin A rtayini, flouresans dedektoriin eksitasyonu 348 nm ve emisvonu 470
nm've ayarlanarak yapild. Vitamin A palmitat  eksternal standart olarak
kullanildi. Retinol asetat ve vitamin A palmitat'in tutulma zamanlart (retention
time) siwrasi ile 4.4 ve 4.9 dakikadir.Goz swvisinda vitamin A, daha ileri 6n
temizlemeye gerek duyulmadan, nanogram miktarlarda olgilebildi. Klinik olarak
saghkl koyunlarda goz snisi retinol aseiat konsantrasyonu 98.2 ng/ml £17.55 SE
bulundu. Hesaplanan geri alma (recovery) %45 bulunmugtur. Bu hesap geri alma
oram birgok metotda kaydedildigi gibi, metanol ile ekstraksivon sayisinn
artirmaswla yiikseltilebilir.
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Girig

Vitamin A veya rctinol. siklohekzenil halkasi tasiyan bir poliizopren
bilesigidir. Dogada poli-izopren igeren karotenoidler den a-, B-, ve y- karotinler.
vitamin A'min memelilerde sentezi i¢in 6n maddelerdir. Hayvanlarin baglica
vitamin A kaynaklarim bu ii¢ karotin olusturur. Ancak vesil bitkilerde en ¢ok f3-
karotin bulunur ve en yiikksek vitamin A aktivitesi gésterir (8, 12).

CH,OH

CH
CH 3 Retinol
3 (vitamin A)

Vitamin A, bu vitaminlerin biyolojik aktivitesini gosteren. hayvansal
kaynakli tiim bilesikleri kapsayan genel bir terimdir. Bunlar retinol. retinal ve
Retinoik asittir. Sadece retinol, vitamin A' nin-tim aktivitesini gosterir (12).
Vitamin A ve karotin- emildikten sonra ve vitamin A'va ¢evrildiklen sonra. uzun
zincirli yag asitleriyle. 6zellikle palmitik asitle esterlegerek lenf voluyla karacigere
tasiir (4.6.9).

Retinada. diger bazi dokulara gére daha fazla miktarda A vitamini vardir.
Vitamin A eksikliginde rodopsin olusumu azalmakta veya durmaktadir. Retinal
gbérme pigmenti olan rodopsinin bir pigmentidir. Rodopsin az isikta  gérmeden
sorumlu  retinanmn  gubuk  hicrelerinde meveuttur, 1l-cis retinal all-trans
retianal'in bir izomeridir. 11-cis retinal rodopsin olusturmak ig¢in gérme proteini
opsine baglamir . Rodopsin 1s1ga maruz kalinca rengi dissosiasyona ugrar ve all-
trans- retial ile opsini tegkil eder (2.12). Vitamin A yetersizligi memelilerde gece
korliigi ve kseroftalmiye sebep olur.

Vitamin A'min dokulardan ekstraksiyonunda gesitli metotlar kullamlmistr,
Ekstraksiyonda organik solvent olarak hekzan (13.15) etanol-hekzan (3. 5. 7. 11).
etanol-alkali-etil eter (14) ve aceton-hekzan (5) vaygin olarak kullamlmigtir.
Vitamin A miktar tayin metotlan oldukga gesitlidir. A vitamini tavininde onceleri
kolorimetrik (1) ve U.V spektrofotometrik (5. 15) metotlar kullamlnustir,
Sonralan yiiksek performansl sivi kromatografisi ile gelistirilmis gesitli metotlarda
bildirilmektedir.  Cyg ters-fazli kolonu kullanarak retinol ve onun asetati
fluoresans detekior (3). UV detektdr (10, 11) kullamlarak tesbit edilmistir.

Bu ¢ahsmada. laboratuvarinuz sartlarinda  vitamin A'min koyun géz
stvisinda HPLC ile élgiilebilmesi igin hizli bir metot geligtirildi.

86



Materyal ve Metot

Materyal olarak, Van Belediye Mezbahanesin de yeni kesilmis koyunlarin
10 adet goz sivisi kullanild.

Cozeltiler ve difer malzemeler: %96 Metanol (Merck), KOH (Merck),
Retinol Asetat (Sigma), Vitamin A palmitat (Roche).

Standard ¢zeltisi : Saf retinol asetattan tam olarak 20 mg. hassas terazide
(Bosch S-2000) tartilarak bir miktar metanolde ¢oziindiiriildii ve 3 ml ve metanolle
tamamlandi, 20 mg/3ml stok retinol asetat soliisyonu ve daha sonra bu soliisyon
metanolle dilue edilerek 666 ng/ml ¢aligma standard: hazirlandi. 10 mg vitamin a
palmitat 7 ml metanolde eritilerek stok ¢ozeltisi ve bu stoktan 1430 ng/ml palmitat
galisma standard: hazirlandi .

Kromatografik sartlar: Numunelerdeki vitamin A' lar Shimadzu LC10 AD
pompast yardimiyla ODS-(150x4,6 mm) kolonda ayrilnug , Shimadzu (Japon ) RF-
10 A flourcsan dedektdrde eksitasyon 348 nm ve emisyon 470 nm'lerde
standartlara karsi okunmus, konsantrasyonlar C-R 6 A Chromatopac'ta (Shimadzu
) kaydedildi. Mobil faz olarak metanol , vakum pompasi ile (Millipore) degaze
edildikten sonra pompamn ¢ikig hizi 1 ml/dk’ya ayarland.

Yeni kesilmig, saghklhi  kovunlann tek gozlerine ait sivilan (corpus
vitreum) karanlik bir ortamda . aliiminyum yaprakla kapli 10 adet serum saklama
tiipiine alindi . Buz igerisinde siiratle analizin vapilacag vere getirildi . Burada
derin dondurucuda ( -20 OC) analizin vapilaca@ giine kadar bekletildi. Numuneler
derin dondurucudan alinarak oda isisina getirildi. Herbir numuneden 250'ser pl
almarak tizerlerine 500pl alkali metanol (1 gr KOH/100ml ) ilave edildi .

Numuneler siiratle 60 saniye siire ile kariguiricida (Niive 100 marka Vortex)
kanstinldi ve 3000 devirde ( +4°C'de) 10 dakika siire ile santriifiij edildi.
(Minifuge RF. Heraeus Sepatech ). Her numune 0.45 pm filtrede siiziildii ve berrak
siiziintiiler HPLC 've enjekte edilerek. retinol asetat konsantrasyonlarn olgiildii.

Sonug¢ ve Tartigma

Normal saglikli koyun goz sivisinda (Corpus vitreum) Vitamin A (retinol
asetat) konsantrasyonlar standart retinol asetat standardina gére okundu. Sonuglar
asagidaki tablo | de gosterilmigtir.

Retinol asetatin tutulma zamam 4.4 dakikadir. Retinol palmitat eksternal
standart olarak kullanildi. Bunun tutulma zamam 4.9 dakikadir (Sekil 1). Sekil
2’de 6 nolu g6z numunesinin tam kromatogramin da retinol asetatin belirlenmesi
gorilmektedir. Sekil 3 de g6z numunesinin retinol asetat ve vitamin A palmitat ile
ilavesiyle zenginlestirilmis tam kromatogranu goriilmektedir.
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Sckil 1. Retinol asctat (1) ve Vitamin A palmitat (2)
standardlanimin tutulma  zamanian sivast ile 4.4 ve 4.9
dakikadir. ODS-kolununda (150x4.6 mm) da aynlan
standard!ar fluoresans detektdrde 348 nm eksitasyona maruz
birakiip 470 nm de emissyonlar okunmustur. Mobi! faz
olarak %96 lk metanol kullamlnugtir. Akig iz 1
ml/dakikadur.
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Sekil 2. 6 nolu g6z numunesinde Retinol asctat (1) 1n
konsantrasyonunun okunmasi. ODS-kolununda (150x4.6 mm)
da ayrilan standardlar fluoresans detekidrde 348 nm
cksitasyona maruz birakilp 470 nm de emissyonlar
okunmustur. Mobil faz olarak %96 lik metanol ku'lamimisur.
Akis huzr 1 ml/dakikadir.
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Sekil 3. 6 nolu g6z numunesinin Retinol asetal (1) ve Vitemin
A palmitat (2) cklendikten sonra, konsantrasyonlarin
okunmast ODS-kolununda (150x4.6 mm) da aynlan
standardlar fuoresans detektdrde 348 nm eksitasyona maruz
birakilp 470 nm dec cmissyonlart okunmustur, Mobil faz
olarak %96 hk mectanol kullamlnusur. Akis hiz |
ml/dakikadir.



Tablo 1. Saglikli koyun goz
sivisinda  (Corpus  vitreum)
Vitamin A (retinol asetat)
konsantrasyonlannmn HPLC ile

tayin sonuglari.
Numune Retinol  asetat
(ng/ml)
1 187
2 161
3 54
4 178
5 79
6 82
7 62
8 81
9 65
10 33
Ortalama 98.2 +£17.5 SE

Bu ¢aligmada en ¢ok vitamin kaybinin oldufu asama olan ilk ekstraksiyon
safhas1 (2,7, 13) olduk¢a kisaltilmustir, Vitaminlerin en ¢ok kayba ugramasina
sebep olan 1s1 muamelesine (1, 5,10,11)bu ekstraksiyon metotunda kagimlmugtir.
Keza 6 nolu numunenin ertesi giinkii okunmasinda konsantrasyonu %86 oraninda
bir kayip saptanmugtir, Bu metot sonucu yaklagtk %45 lik bir geri alma olay: s6z
konusudur. Bu diigik oranda vitamin A'min elde edilmesindeki kayipta
ekstraksiyonun bir defa yapilmasindan kaynaklanabilir.

Akig hiz1 1.5 ml/dak kullanilarak retinol asetatin tutulma zamam 3.4 dakika
bulunmustur (3). Akis hizimin 1 mil/dak. kullamlmasiyla bu asetat ve palmitat
degerleri benzerlik gostermistir. Asetat ile palmitat arasindaki 0.5 dakikahik
tutulma zamamn farkina dayanilarak, ikisi birbirinden rahathikla ayrilmugtir. Retinol
asetatin, retinol palmitat'tan ayrilmasinda ve g6z sivisinda vitamin A degerlerinin 4
.4 dakika gibi kisa bir zamanda okunmasiyla metot pratik 6lgiimler igin gegerli
olabilecektir.

Sekil 1, 2 ve 3 detaylh bir sekilde incelendiginde géz sivisinda vitamin A ile
interfere edecek herhangi bir madde bulunmadigindan, numunelerin 6n temizligine
gerek duyulmamast bu metot icin bir hayli zaman kazandirmisur. Ozellikle UV
detektorde plazmada ve karacigerde okunan kromatogramlarda ortaya ¢ikan bir gok
tanimlanamayan pikler (11, 13), g6z sivisindaki fluoresans: etkiliyecek kirlilik,
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detektdrde ilk dakikalarda emisyon vererek retinoliin rahat tamimlanmasina
yardimc: olmuglardir. Van yéresinden mezbahaya getirilen saglikli koyunlarin géz
stvisindaki retinol asetat konsantrasyonu ortalama 98.2 ng/ml + 17.55 SE olarak
bulunmugtur. Bu metotla goéz sivisinda (corpus vitreum) yapilacak bir Olgiimle
viicuttaki vitamin A eksikliginden kaynaklanmug bir hastalifin teshisi miimkiin
olacaktir, Daha ideal geri alma orami (recovery) birden fazla alkali-metanol
ekstraksiyonla artirilabilir.
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