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VÜKSEK PERFORMANSLı sıvı KROl\tATOGRAFİst (HPLQ İLE 
KOVUN GÖZSıVıSıNDA (CORPUS VITREUM) VİTAMİN A TAVİNİ 

Haluk Testereci i İbrahim H. Y örük2 

Determinalion of Vitamin A in Shceı' Eye Liquor (corılUs ,'itreous) by 
High Perlormance Liquid Chromatograı,hy (HPLC) 

Summary: in this study, o ropid methodfor ıhe deterıııinorion of Vitamin 
A (retinol acetate) in sheep eye liqııor (Corpus vitreous) by high perforıııance 
liquid chrolllalogrophy (HPLC) has been deı'eloped. In this method, eye liquor 
has beeıı extrocred direc(~y with alkaline-methanol without filrther deanup. 
Vitamin A has been separated on ODS cOIIIJl1/1 (/50x4.6 iLim) by ",ethanol as o 
mobile phase. Deteetion was ıııade by jlııoreseenee deteetor set for ercitation 348 . 
nm and emission 470 nııı. Vitaıııin A palmitate has been useı! as an external 
standard. Relenlion time for relinol acetate and Vitaıııin A palıııitate are 4.4 antı 
4.9 minutes, respectil'ely. Vitamin A in eye liquor has been ıııeasured rapid/y 
wilhout fıır/her deanup al nanogram qııantities. Retinol ace/ate concenlratioıı of 
health sheep eye liqııor wasfoıınd as 98.2 I1g/1ıı1 ± 17.55 SE. Ca/cu/aled recoveıy 
was foımd to be 45%. This ıııight be dile to applica/ion of one step extract;on. This 
Law recovery can be enhanced by increasing number olll/erhanol ertraction sleps 
os reported in ıııany procedııre. 

Out: Bu çalışmada.yllksek performanslı sıvı kromatografıs; ( HPLC ) ile 
koyun göz sll'ı/arındaki (Corpııs Vitreuııı) vitamin A (relinof asetat) ıııiktarlan 

layini için, hdı bir lııelOI gelişliri/di. Bıı meıolda , göz sıiı ısı direkı olarak alkali
ıııetanol i/e daha fazla telıı{zlelJıeye gerek görmeden ekstrakte edildi. Vilaıııin A 
ODS (/50r4.6 111I11) k%nıında, ıııeıanal hareketli (Illabil) fa: kullanılamk ayrı/dı . 
Vitaıııin Aıayini. j10lıresans dedeklCirıın eksitasyonıı 348 nııı I'e eıııif>yomı ·./70 
ml/Ye ayarlanarak yapıldı. Vitaıııin A JXI/ıııitat eksıerna/ standart olarak 
kullanıldı. Retinol asetat ve ı'ilaıııin A JXI/ıııi/at 'ın tutulıım zaman/arı (retenlion 
lime) sırası ile 4.4 ve 4.9 dakikadır.G6z sıvısıııda vi/alıı;n.4 , i/aha ileri 6n 
temiz/emeye gerek dııyu/lllat/an, nanogram mikıar/arda 6lçnlebildi. K/inik %rak 
sağlıklı kayıınlarda gı)z sll'isl retino/ asetat konsantrasyonu 98.2 ng/ml ±/7.55 SE 
bu/undıı. Hesaplanan geri a/ıııa (recovelY) %45 bıı/unıııuştur. Bu hesap geri o/ma 
oranı birçok meloula kaydedildiği gibi, metanol ile eks/raks~yon sayısmııı 

arıırı/ıııas~vla yOkse/li/ebilir. 
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Giriş 

Vitamin A veya retinot siklohekzcnil halkası taşıyan bir poliizopren 
bileşigid ir . Dogada poli·izopren içeren karoteııoid ler den ct-. 13-, ve y- karolinler. 
vita min A'ıun memelilerde sentezi için ön maddelerdir. Hayvanların başlıca 

vitamin A kaynaklarını bu üç karotin oluşturur . Ancak yeşil bitkilerde en çok 13· 
karotin bulunur ve en }iiksek vitamin A aktivitesi gösterir (8, 12). 

CH3 

Retino! 
(vitamin A) 

Vitaınin A, bu vitaminierin biyoloj ik aktivitesini gösteren. hayyans,11 
kaynaklı tüm bileşikleri kapsayan genel bir terimdir. Bunlar retino\. retinal ye 
Retiııoik asiilir. Sadece reı inol, vitamin A' nın ·tüm aktivitesıni gösterir (l2). 
Vitamin A vc karotin · emildikten sonra ve vitami n A'ya çevrildiktcn ı:onra . uzun 
zincirli yag asitleriyle. özellikle palmilik asitle esterleşerek lenf yoluyı,! karaciğere 

taşınır (4.6.9). 
Retinada. diğer bazı dokulara göre daha fazla miktarda A vitamini vardır . 

Vitamin A eksik liğinde rOOopsin oluşumu aza lmakıa \'eya durmaktadır. Relinal 
görme pigmenti olan rOOopsinin bir pigınentidir. Rodopsin az ış ı ktn görmeden 
sorumlu rcti namu çubuk hücrelerinde mevcuttur. Il -cis ret innl alHraııs 

Tetiannl'ııı bir izomeridir. JJ-cis reıin"l rodopsin oluşturmak için görme proteini 
opsine bağlamr . Rodopsin ışığa maruz ka lınca rengi dissosiasyona uğrar \'e all
trans-- retial ilc opsini teşkil edcr (2. 12). Vitamin A yetersizliği meınelilerde gece 
körlüğü ve kserofta lmiye sebep olur. 

Vitamin A'IllIl dokulardan ekstraksiyonunda çeşitli metotlar kulla nılmı ştır . 

Ekstraksiyonda organik solvent olarak hekz.:1ll (13.15) etaııol-hekz.ııı (3. 5. 7. i I). 
etanol·alkali-etil eter (14) ve acelon·hekz.ııı (5) yaygın olarak kuııanılmıştır. 

Vitamin A miktar tayin metotları oldukça çeşitlidir. A vitamini tayininde önceleri 
kolorİmeırik ( I) ve U.V spckırofbıometrik (5, 15) metotlar kullanılmıştır . 

Sonraları yüksek performanslı sıv ı kromatografisi ilc geliştirilm i ş çeşitli metotlarda 
bildirilmektedir. Cıs ters·fazlı kolonu kullanarak re!inol ve onun asctatı 
fluoresans detektör (3). VV detektör (LO. Il) kuııanılarak tesbit edilmişt ir. 

Bu ça lışmada . laboratuvarınm; şmHarında vitamin A'nın koyun göı 

sıvısında HPLC ile ölçülebilmesi içinlıııIı bir metot geliştiriidi. 
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Materyal ve Metot 

Materyalolarak, Van Belediye Mezbahancsin de yeni kesi lmiş koyun ların 

ıo adet göz SıvıSı kullanıldı. 
Çözeltiler \'C diğer malzemcler: %96 Metaııol (Merck), KOH (Merck), 

Retinol Asetat (Sigma), Vitamin A palmitat (Roche). 
Standard çÖ'.ıcltisi : saf retinol asetanan tam olarak 20 mg, hass.'ls terazide 

(Bosch S-2OOO) tartılarak bir miktar metanolde çözündürüldü ve 3 ml ye metanolle 
tamamlandı . 20 mg13ml stok retinol asetat solüsyonu ve daha sonra bu solüsyon 
metanolle dilue edilerek 666 ng/ml çalışma standardı hazırlandı. LO mg "üa ınin a 
palmitat 7 ml metanolde erililerek stok çözeltisi ve bu stoktan 1430 ng/ınl palm itaı 

çalışma standardı hazırlandı. 
Kromııtografik şartlar: Numunelerdeki vitamin A' lar Shiınadzu LCIO AD 

pompası yardımıyla ODS-(150x4,6 mm) kolonda ayrılmış, Shimadzu (Japon) RF
ıo A flourcsan dedektörde eksitasyon 348 nm ve emisyon 470 IlJlı' l erde 

standartlara karş ı okunmuş, konsantrasyonlar C-R 6 A Chromatopac'ıa (Shimadzu 
) kaydedildi. Mobil faz olarak metanol, vakum pompası ile (MilJipore) degaze 
edildikten sonra pomp.:'l nın çıkış hızı i mlldk'ya ayarinnd ı . 

Yeni kesilmiş, saghk lı koyun ların tek gözlerine ait s ıvıları (oorpus 
vitreum) karanlık bir ortamda , alüminyum yaprakla kaplı LO adet serum saklaına 
ıüpüne a lındı. Buz içerisinde süratle analizin yapılacaltı yere getirildi . Burada 
derin dondurncuda ( -20 oc) analizin yapıla<:a~ı güne kadar beklefi ldi. Numuneler 
derin dondumeudan alınarak oda ısısına getirildi. Herbir numuneden 2S0'şer ~l 
alınarak üzerlerine 500f-l1 alkali metanol (i gr KOH / ıoOml ) ilave edildi . 

Numuneler süratlc 60 s.'lniye süre ile karıştı rtcıda (Nüve 100 marka Vorte:\:) 
k.'lrıştırıldı ve 3000 dcvirde (+4oe'de) 10 dakika süre ile sanıriifUj edildi. 
(Miııiftlge RF. Heraeus Sepatech). Her numune 0.45 ~ım filtrede süzüldU ve berrak 
süzünıüler HPLC 'y~ enjekte edilerek. retinol aselat konsantrasyonları ölçüldü . 

Sonuç \'c Tıııiışma 

Nonııal s.'lğııkıı koyun göz sıvısınd.'l (Corpus viıreum) Vilamin A (retinol 
asetat) kons.'lııtrasyonları standart retinol asetat standardilla göre aklındu . Sonuçlar 
aşağıdaki tablo i de gösteri lmiştir. 

Retinol ascıatın tuıulma zamanı 4.4 dakik,ıdır . Reıinol [)<'llıuiıaı eksıermıl 

stmıdart olarak kull anıldı. Bunun tutulnıa z.aıııanı 4.9 dakikadır (Şekil I). Şekil 

2'de 6 nolu gÖl. numunesiniıi lam kromatograımn da relinol aseıalın belirleıınıesi 
görülmektedir. Şeki l 3 de göz numunesinin rctinol asetat ve vitamin A palmiıııt ile 
ilavesiyle zenginleştirilmiş 1,1111 kromatograını görillınekted ir. 
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Şekil I. Rcıinol asctll! ( I) ve Vitamin A palınitHt (2) 
sta:ıda rdlarının tululma zamanları $ı:as ı ilc 4..4 ve 4 .9 
dakikadır . ODS-kolunl..' !ıda (150:-:4.6 mm) da arnlıın 

stand:'! fd!;:.r nuorcs~ws detektörde 3~8 nm eksita!:yona maruz 
bırak Llıp 470 nm de emiss)'on!arı okunıııuşıtlr. Mobil faz 
olarak %96 hk metaaa! kullamllHlşıı r. Akış h ızı i 

ml /dakikad ı r . 



, .. 
~ 

GO .,-
~ 

"' 
Şekil 2. 6 nolu göz numunesirıde: Retiııo l ascı.at (1) ı n 

kons:ıııtrasyonu~un okunnı;ısl. ODS-kohınımc1a (J ~Ox4 . 6 mm) 
da ayrılan standardlar fluorC5a!lS deıektörde 348 nm 
cı'sitCl.s)'ona maruz bırakılıp 470 nm de eınissyonlıı rı 
okunmuştur. Mobil faz olarak %96 lık rnekınci kI!!lanılıııışıır. 
Akış hızı 1 mıtdakibıclL 
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Şekil 3. 6 nolu gÖ7. numunesinin Retinol ascl..,1 ( I) ve Vi ~t! nıin 

A palınilOlI (2) eklendiktcn sonra. konsantrasyonların 

okuııması ODS-kolununda (150:.:4.6 mm) da ayrı lan 

51nndardlar Ouorcsa!ls detektörde 348 nm eksiıasyona maruz 
bır:ıkılıp 470 nm de cınissyonl,ırı okıınmuştur. Mobil rflZ 
olarak %96 lık metanol kullal1llnııştır. Akış hızı i 
ml/dakikadır. 

"---



Tablo 1. Sagııklı koyun göz 
sıvısında (Corpos vitreum) 
Vitamin A (retinol asetat) 
konsantrasyonlanrun HPLC ile 
tayin sonuçlan. 

NUmune Retinol asetat 
(ng/m1) 

1 187 
2 161 
3 

5 _ _ 
178 

5 79 
6 82 
7 62 
8 81 
9 65 
LO 33 

Ortalama 98.2"7.5 SE 

Bu çalışmada en çok vitamin kaybımn olduAu aşama olan ilk ekstraksiyon 
safhası (2,7, 13) oldukça klsalblmıştır. VitaminIerin en çok kayba ugramasına 
sebep olan ısı muamelesine (1, 5,ıo,1l)bu ekstraksiyon metotunda kaçırulmıştır. 

Keza 6 nolu numunenin enesi günkü okunmasında konsantrasyonu %86 oranında 
bir kayıp saptanmışbr. Bu metot sonucu yak1aşık %45 hk bir geri alma olayı söz 
konusudur. Bu düşük oranda vitamin A'nın elde edilmesindeki kayıpta 
ekstraksiyonun bir defa yapılmasından kaynaklanabilir. 

Akış hızı 1.5 ml/dak kullanılarak rctinol asetaM tutulma zamanı 3.4 dakika 
bulunmuştur (3). Akış hızıiıın i mJ/dak. kullanılmasıyla bu asetat ve palmitat 
degerleri benzerlik göstermiştir. Asetat ile palmita! arasındaki 0.5 dakikalık 
tutulma zamanı farkına dayamlanık, ikisi birbirinden rahatlıkla aynımıştır. Retinol 
asetabn. retinol palmitat'tan aynımasında ve göz sıvısında vitamin A degerleri!tin 4 
.4 dakika gibi kısa bir zamanda okunmasıyla metot pratik ölçümler için geçerli 
olabilecektir. 

Şekill , 2 ve 3 detaylı bir şekilde incelendiginde göz sıvısında vitamin A ile 
interfere edecek herhangi bir madde bulunmadıgından, numunelerin ön temiıligine 
gerek duyulmaması bu metot için bir hayli zaman kazandırmıştır. Özellikle VV 
detektörde plaımada ve karacigerde okunan kromatograınlarda ortaya çıkan bir çok 
tanımlanamayan pikler (1 ı . 13), göz SIYlsındaki fluoresansı etkiliyecek kirlilik, 
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detektOrde ilk dakikalarda emisyon vererek retinolün rahat tarumlanmasına 

yardımcı olmuşlardır. Van yOresinden mezbahaya getirilen saıweıı koyunlann gOz 
sıvısındaki retinol asetat konsantrasyonu ortalama 98.2 ngfmı ± 17.SS SE olarak 
bulunmuştur. Bu metotla göz sıvısında (corpus vitreumJ yapılacak bir ölÇÜmle 
vücuttaki vitamin A eksikJitinden kaynaklanmış bir hastalı~ın teşhisi mümkün 
olacaktır. Daha ideal geri a1ma oranı (recovery) birden fazla alkali·metanol 
ekstraksiyonla artınlabilir. 
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