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VAN YÖRESİNDE SATILAN İNEK SÜTLERİNDE ViTAMİN A ' NIN 
VÜKSEK PERFORMANSLı S'V' KROMATOGRA.'lsİ ILE TAVıNı VE 

PASTÖRİZASYONUN ETKisi 

Haluk Tcstereci I, İbra him H. Yörük2 

Determination of Vitamin A in COn' milk Sold at Van I~egion b~' High 
Perforın ıınce Liquid ChromııtograJlhy and Effect of Pasteurization 

Sunınıary: "'lloılıin.4 retinol (ICetale of milk said during winler month in 
Van region has been sepamted on CI8 co/uııın by norıııol phase chrolll(lfogmplıy. 
Delection wns ilinde with jlııorescence deteclor set excilation nt 348 nııı and 
eıııiss;oıı at 470 nııı. Alethaııol has been /ise as a /IIobi/e phase. Vi/amin A retinol 
acetale level ofıııilk saId at region was foımd to be 0.7 l U/iilI. No di.fJerences in . 
retinol ace/ate leve/s beıween raııı and pas/eıırized Illi/k has been obsenıeti. This 
confirıııs ıhal vitamin slable for the JXlstelırization heat. Recow!y of retinol nce/nte 
has been de/erminetl as 70.3·87.8%. nıis Ille/had alloııı~' a reliable measıırement of 
viıamin A retinol in Illilk. 

Oz.et: Van .\·oresinde kış aymda sa/ılan süt/erin vitamin A retinol asetnt CJ8 
kalaliumin nOrl/ın/ fazlı kromatografisi ile nyrılmıştır Tnnıkm Flouresans 
detekilirOn eksiın~yonıı 348 nııı ve eıııi~yonu 470 nııı ye ayarlanm"ak yapı/ıııışlır. 
Idabil fn= olarak Ille/anal kııllaııılıııışıır. Yorede satılnn $li/lerde ııitaıııin .4 retinol 
asetat tlOzeyi 0.7 LU/iiLi olarqk bıılunmuştur. Çig ve pastarize sOtler arasında 
retinol asetat dflzeyleri arasında Onemli bir farklılık gOrülıııemişti/". 811 da bıı 

vitaminin pastarizasyon ısısına (laJlflnıkllltgml teyid eımekledir. RetindI asetalın 
geri alıııa oranı % 70.3..8i.8 olarak tesbit edilıııiştir. Bıı melod silılerde vitamin A 
relinorOn gOvenilir düzeyde tayinine imknn vermektedir. 

Gi ri ş 

Vitamin A yağda eriyen bir vitamindir. Vi tamin A'ııın iki iı..oııı e ri vi tamin 
Aı(reti no l ) ve vitami n Aı(3 . 4 dehidroretinol) balık karaciğer yağında mevcuttur. 
Vitamin Aı , 325 nm'de vitamin A2' 351 nm'de maximum absorbsiyon verir (2. 6. 
8, 14) . WHO (Dünya Sağlık Organizmiyonu) gelişmekte olan ülkelere gönderd iği 

yağsı z süt {ozunda olması gereken Vitamin A mik tarını 50-100 lU/gram olması 
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zorunluluğu getirmi~tir (16. 19). Taze süt yaıın 1.6·4 lU/gram, kışın 0.25-0.75 
lU/gram Vitamin A ihtiva ettiği bildirilmiştir (19). Süt tozunda Vitamin A düzeyi 
LO lU/gram ola rak bildirilmiştir (20). Süt ve süt ürünlerinin vitamincc 
zenginleştirilebildikleri bilinmektedir (3. 10, IL, 16. 18). 

CH) Retiııol 
CH) (vi/amin A 1) 

J,4-DeJıidl'o Reıiııol 

(V/tomiIıA2) 

Eğer vitamin A ihtiva eden numuneler için organi k çözücülerde son bulan 
bir ekstraksiyon metodu izleneçek olurs..1. normal-fazh (normal Phase) HPLC 
kullanılmalıdır. Bu özellikle vitami n A nın optikal i ıomerlerinin cezolüsyonuııda 

önemlidir. Sabunlaştırılınış süt numunelerinden vitamin A nın eksıraks iyoııu için 
dietil eter, petrol eter, hekzan ve petrol eter:dietil eter (1: 1. vlv) kul l aııılııııştır. En 
iyi ekstraksiyonun dietileıer-petrol eler ( I : 1) ile ekstraksiyonu olduğu bulunmuştur 
(6, 12,14, 17, 22), 

S ıv ı ve i şlenmiş sütte retinolün esıerleşme şekilleri geri döşümlü faz 
kmmatogcafısi ile incelenmiştir. İnek sütlecinde bulunan vitamin A nın bir seri 
tanınabilir ester homologlan bulunduğu bildiri lmiştir. Retinil palmitat sütle en çok 
bulunan esterdir, bunu reti nil aleat izler. ISI muamelesi topla m vitamin A 
miktarını etkilediği halde. bu esterlerin çoğunun ısıdan etkilenmediği bi l dirilmiştir 

(21). Sütteki retinol miktarının pastörizasyondaıı etkilenmediği bildirilm i şt ir (I , 
21) , 

Vita miıı ve esterlerinin ayrılmasında normal fazlı veya geri dönüşümlü 

fazlar kullanılmaktadır .. Geri dönüşümlü fazlar içi il metanol- IOmM sodyum nsetnt 
(80:20), asctonitril-%I amonyum asetat (80:20), metanol, meL1llol-su (92:8) 
kullanıldığı bildirilmiştir. Nomıal fazlı ayırınada ise hekz.:1l1 %5 dioksan. 
diklorolııetalHnetalıol (99.5:0.5) kuııanıldığı kaydedilmiştir. Vitamin A ve 
esterleri UV detektörde 325·348 ııın de. fluores.1n detektöcde eksitasyon 348 ımı 

ve emisyon .470 nm de tamnabilinmektedir (6. 7. 8. 9. 12, 13, 14 , 15, 16). 
Bu çalışmada. Van yöresinde YOb'llIl geçen k ı ş mevsiminde. halk tarafınruııı 

sa tışa arı: edilen sütlerin vitamin A düzeylerinin yüksek performanslı s ıv ı 

kronıntografis i ile tayini ve pastöriuısyo ıı uıı bu vi tmııin üzerine etkisi 
arnşl1rı i nı ı ştı r. 

Materyal ye Metot 

Standart çözeltisi: Saf retinol asetat 'tan tam olarak 20 mg. hassas tcrazide 
(Boseh S·2000) tartıınrak , bir miktar metanolde çözü ndü rüldü ve 3 ını ye 
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metanolle tamamlandı. 20 mgf3ml Stok retinol asetat solüsyonu ve daha sonra bu 
solüsyon metanolle dilue edilerek, 1.3 ~ıg/ml reOno! asetat ça hşma standardı 

hazırlandı. ıo mg vitamin A palmital 7 ml mctanoldc critikrck stok ÇÖ.:ehisi ve bu 
stoktan 0.36 ııg/m l vitamin A palmitat olacak şekilde çalışma standardı hazırlandı. 

Kromatogralik şartlar: Numunelerdeki vitamin A' lar Shimadzu LCIO AD 
pompası yardıııııyla CI8-(l50x4,6 mm) kolonda ayrıld ı . Koruyucu kolon (guard 
column, IOx4mm ) kolonun ömrünü u7..atmak amacıyle eklendi. Tanı için Shimadı.u 
(Japon) RF- 10 A flouresans dedektörde eksitasyon 348 nm ve emisyon 470 nm lere 
ayarlanıp , <.;tandardlara karşı okundu. Numune konsantrasyonları C-R 6 A 
Chromopac'ta (Shimadzu ) kaydedilip hesap edildi. Mobi l faz olarak %96 lık 

metanol (E. Mcrck) "akum pompası ile (Millipore) degaı. edildikten sonra i ml/dk 
akış hızıyla kullaıııld l . 

Numunenin hazırlanması: Van yöresinde Şubat ayıııda hHlk tarafından 
satışa arz edilen açık süt1erden tesadüfi olarak 8 ııyn süt numunesi alınmıştır. 

Sütlerdeki vitamin A'nııı ekstraksiyonlıırı metanol ile yapıldı ve Collins ve Chow 
(l984)'un plazma için kulland ığı metod süte adapte edildi.500 ıı! süte 1000 ıd 

MetaılOl eklendi ve i ml hekzan ilave edilerek vortex'te karıştınldl. Faz ayrılması 
için 2000 !pm de Lo dakika santrifüj edildi. Üstte k.1lan hekzan fazıııdan 500 ııl 
alınıp Argon gazı altında , sıcak su banyosunda 1 dakika içinde kurutuldu. Kalın!ı 
250 LLL metanolde çözülüp, analitik kolona injekte edildi. 

Pastörizas)'onun etkisi: Çiğ süt numuneleri 70oC · de 15 dakika 
bekletilerek pastörize edildi. Bu sütlerin vitamin A düzeyi de çiğ sütlerdeki gibi 
ölçüldü. 

Geri alma oranının hesaplaltn"l.1sı ; 500 ıll süt ve 250 ıll satandard karışıını 
karıştırılıp metanol ile toplam hacim 1.5 ml ye tamamlanmıştır. Hekzan ile 
ekstraksiyon basmnağından itibaren yukardaki işlemler tekrarlanmış(ır. 

Tartışma ve Sonuç 

Çiğ ve pastörize sütlere ait retinol asetat değerleri aşağıda tablo I' de 
verilmiştir. Standart \:e sütte, retinol asetat ve vitamin A palmitat (kontrol 
standardı) ın C 18 kolonuylıı aynımasını gösteren tam kromatograıııı şekil de 
gösterilmiştir. 

Çiğ ve pastörize süt ortalııınıı değerleri arasındaki rarklılık Student-t testine 
(4) göre önemsiz bUlUlunuşt ur. 3una göre p.i1störiuısyonda vitamin A retiııo! asetat 
esterinde önemli bir kayıp olmamıştır. Bu da vitamin A esterinin ı sıya" dayanıklı 

olduğuna ilişkin kaynaklıın teyid eder nitelikıedir( I, 2 i). Standart vitamin A 
retinol asetatııı i ng'mı 0.0028 Lu ye tekabül etmektedir. Bu hesapla kış şartları na 
mgmen yörede satışa sunulan sütlerde ortalama 0.70 IU/nli vitamin A retinol asetat 
bulunmuştur. Bu miktar kış ay ları için verilen miktar sınırları (0.Z5-0.75 lU/gram) 
arasındadır. 
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Süte eklenen retinol asetat ve palmitat ın geri a lma oranları aşa~da tablo 2 
de çıkarılmıştır. Buna göre Vitamina A retinol asetatın geri alma oranları % 70-
87.8 arasında bulunmuştur. Vitamin A patrnitatın geri alma oranları ise 0/045.3-
126.7 arasında degişkenlik göstermektedir. Retinol asetatın geri alma oranları 

arasındıki yakınlık bu metodun gcçerlili~ni teyid eder niteliktedir. Metaııol 

ekstraksiyonunu, hekıan ekstraksiyonun izlemesinin geri a l mayı artırıcı bir rol 
oynadıgı sanılmaktadır. Benzer metodla retinolün plazmadan geri alma oranı % 
85-99. 1 e yakın bulunmuştur (5). Bu sonuca göre,plazma için kullanılan vitamin A 
retinol ascıat mctodunun,yap ılan degişi~liklerle süt için güvenle kullanılabilccegini 
söyleyebiliriz. 
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Tablo ı. Kış mevsiminde V:ın yörc. .. indeki Çi~ ve 
pastörize sütlerin retinol asetat degerieri 

n Çig süt Pastörize süt 
i (ng/ml) (n./ml) 
Retiııo l Asetat Retinol Asetnt 

i 189.9 249.6 
2 249.2 ı 71.6 
·3 185.8 171.0 
4 161.8 118.7 
5 267. 1 154.7 
6 488.5 228.7 
7 201.7 263 . 1 
8 242 .9 172.7 
X 248.4 191.3 
SO · 103.5 50.3 



Tablo 2. Çig ve pastörize sUUen vitamin A esterlerinin geri alma oranlan 

Retinol Asetat Vitamin A palmitat Geri alma Geri alma 
oranı oranı 

Retinol Vitamin A 
..... t i palmitat 

Süt (normal 248.4 nelml -
Süt (pastörize 19L.3 nglml -
Standarct kansım 293.1 ne eklendi 103.2 ni! eklendi 
Süt (Normal)+ 380.6 ng/ml bulundu 46.6 ng/ml bulundu %70.3 %45.3 
Standard kanşımı 
Süt (pastörize) 425.3 ng/ml bulundu 130.8 ng/ml bulundu %87.8 %126.7 
+Standard 
kanşımı 

-c 
~ 
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A retinel asetat ı ve 

paImitat'ın2 kromatagrarnı 

(B)-SOt vitamin A retinol asetat ve vitamin A 

palmitat ile geri alma için zenginleştirilmesi. 

Vitamin A esterleri C ı 8 kolonunda aynımıştır. , 
Retinol asetatın tutulma zamanı 4.5 dakika ve 

palmitatın tutulma zamanı 5.0 dakikadır. 

Tanılar tluoresans detekıörIe emisyonu 348 nm 

ve eksitasyonu 470 nm'ye ayarlanarak 

yapılmıştır. Mobil faz olarak %96 lık metanol 

kullanılmıştır. 
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