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VAN YORESINDE SATILAN INEK SUTLERINDE VITAMIN A’NIN
YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISI iLE TAYINi VE
PASTORIZASYONUN ETKISI

Haluk Testerecil, ibrahim H. Yorik2

Determination of Vitamin A in Cow milk Sold at Van Region by High
Performance Liquid Chromatography and Effect of Pasteurization

Summary: Vitamin A retinol acetate of milk sold during winter month in
Van region has been separated on C18 column by normal phase chromatography.
Detection was made with fliorescence detector set excitation at 348 nm and
emission at 470 nm. Methanol has been use as a mobile phase. Vitamin A retinol
acetate level of milk sold at region was found to be 0.7 1U/ml. No differences in
retinol acetate levels between raw and pasteurized milk has been observed. This
confirms that vitamin stable for the pasteurization heat. Recovery of retinol acetate
has been determined as 70.3-87.8%. This method allows a reliable ineasurement of
vitamin A retinol in milk.

Ozet: Van yoresinde kis ayinda satilan siitlerin vitamin A retinol asetat C18
kolonunda normal fazli kromatografisi ile ayrilnugtr Tamilar: Flouresans
detektoriin eksitasvonu 348 nmm ve emisvonu 470 nm ye avarlanarak vapinugtir.
Mobil faz olarak metanol kullanidnugtir. Yorede satilan siitlerde vitamin A retinol
asetat dizevi 0.7 IU/ml olarak bulunmustur. Cig ve pastorize sttler arasinda
retinol asetat diizevleri arasinda onemli bir farkhilik goérilmemistiv. Bu da bu
vitaminin pastorizasyon isisina dayanikliigine tevid etmektedir. Retinol asetatin
geri alma oram % 70.3-87.8 olarak tesbit edilmigtir. Bu metod siitlerde vitamin A
retinol'iin giivenilir diizeyde tayinine imkan vermektedir.

Girig

Vitamin A yagda eriyen bir vitamindir. Vitamin A'min iki izomeri vitamin
Aj(retinol) ve vitamin A,(3. 4 dehidroretinol) balik karaciger yaginda mevcuttur.
Vitamin Aj. 325 nm'de vitamin A, 351 nm'de maximum absorbsiyon verir (2. 6.
8. 14) . WHO (Diinya Saghk Organizasyonu) gelismekte olan iilkelere gonderdigi
yagsiz siit tozunda olmasi gereken Vitamin A miktarim 50-100 IU/gram olmasi
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zorunlulugu getirmigtir (16. 19). Taze siit yazin 1.6-4 IU/gram, kisin 0.25-0.75
IU/gram Vitamin A ihtiva ettigi bildirilmistir (19). Siit tozunda Vitamin A diizeyi
10 IU/gram olarak bildirilmistir (20). Siit ve siit drinlerinin  vitamince
zenginlestirilebildikleri bilinmektedir (3. 10, 11, 16, 18).

, CHy cH; CHs  CH

CH,OH CH,OH
CHy  Retinol CH; 3,4-Dehidro Retinol
CHy (vitamin Al) CH;y (Vitamin 42)

Eger vitamin A ihtiva eden numuneler i¢in organik ¢oziiciilerde son bulan
bir ckstraksivon metodu izlenecek olursa. normal-fazli (normal Phase) HPLC
kullamilmahidir. Bu ozellikle vitamin A nin optikal izomerlerinin rezoliisyonunda
onemlidir. Sabunlastirilmis siit numunelerinden vitamin A nin ekstraksivonu igin
dietil eter. petrol eter, hekzan ve petrol eter:dietil eter (1:1. v/v) kullamlmigtir. En
iyi ekstraksiyonun dietileter-petrol eter (1:1) ile ekstraksiyonu oldugu bulunmustur
(6,12.14,17, 22).

Sivi ve islenmis siitte retinoliin esterlesme sekilleri geri dosiimlii faz
kromatografisi ile incelenmistir. Inek siitlerinde bulunan vitamin A min bir seri
taninabilir ester homologlan bulundugu bildirilmigtir. Retinil palmitat siitte en gok
bulunan esterdir, bunu retinil oleat izler. Isi muamelesi toplam vitamin A
miktarini etkiledigi halde, bu esterlerin gogunun 1sidan etkilenmedigi bildirilmistir
(21). Sitteki retinol miktarinin  pastorizasyondan etkilenmedigi bildirilmigtir (1.
21).

Vitamin ve esterlerinin aynlmasinda normal fazhh veya geri doniigiimlii
fazlar kullanilmaktadir.. Geri doniigiimli fazlar igin metanol- 10mM sodyum asetat
- (80:20), asectonitril-%1 amonyum asetat (80:20). metanol. metanol-su (92:8)
kullamldig: bildirilmigtir. Normal fazli ayirmada ise hekzan %35 dioksan.
diklorometan-metanol (99.5:0.5) kullamildig1 kaydedilmistir.  Vitamin A ve
esterleri UV detektorde 323-348 nm de, fluoresan detektorde eksitasyon 348 nm
ve emisyon 470 nm de tammabilinmektedir (6. 7. 8. 9. 12, 13, 14, 15, 16).

Bu ¢alismada. Van voresinde vogun gecen kis mevsiminde. halk tarafindan
satisa arz cdilen siitlerin vitamin A diizeylerinin viitksek performansh sivi
kromatografisi ile tayini ve pastérizasyonun bu vitamin iizerine etkisi
aragtirilmisgtir,

Materyal ve Metot

Standart ¢ozeltisi : Saf retinol asetat 'tan tam olarak 20 mg. hassas terazide
(Bosch S-2000) tartilarak. bir miktar metanolde g¢éziindirildii ve 3 ml ye

106



metanolle tamamlandi. 20 mg/3ml Stok retinol asetat soliisyonu ve daha sonra bu
soliisyon metanolle dilue edilerek, 1.3 pg/ml retinol asetat calisma standardi
hazirlandr. 10 mg vitamin A palmitat 7 ml metanolde eritilerek stok ¢ozeltisi ve bu
stoktan 0.36 pg/ml vitamin A palmitat olacak sekilde ¢aligma standard: hazirland:.

Kromatografik sartlar: Numunelerdeki vitamin A' lar Shimadzu LC10 AD
pompast yardinuyla C18-(150x4,6 mm) kolonda aynldi. Koruyucu kolon (guard
column, 10x4mm ) kolonun émriinii uzatmak amaciyle eklendi. Tam i¢in Shimadzu
(Japon ) RF-10 A flouresans dedektorde eksitasyon 348 nm ve emisyon 470 nm lere
ayarlanip, standardlara karsi okundu. Numune konsantrasyonlarnn C-R 6 A
Chromopac'ta (Shimadzu ) kaydedilip hesap edildi. Mobil faz olarak %96 lik
metanol (E. Merck) vakum pompasi ile (Millipore) degaz edildikten sonra | ml/dk
akis mziyla kullamld:.

Numunenin hazirlanmasi: Van yoresinde Subat ayinda halk tarafindan
satisa arz edilen agik siitlerden tesadiifi olarak 8 ayn siit numunesi alinmistir.
Siitlerdeki vitamin A'mn ekstraksiyonlar: metanol ile yapildi ve Collins ve Chow
(1984)'un plazma igin kullandigi metod siite adapte edildi.300 pl siite 1000 pl
Metanol eklendi ve 1 ml hekzan ilave edilerek vortex'te kanstirildi. Faz ayrilmas:
icin 2000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan hekzan fazindan 300 pl
alinip Argon gaz alunda, sicak su banyosunda 1 dakika i¢inde kurutuldu. Kalinti
250 pul metanolde ¢oziiliip, analitik kolona injekte edildi.

Pastbrizasyonun etkisi:  Cig siit numuneleri 70°C de 15 dakika
bekletilerek pastérize edildi. Bu siitlerin vitamin A diizeyi de ¢ig siitlerdeki gibi
olgiildi.

Geri alma oranimin hesaplanmasi; 500 pl siit ve 230 pl satandard kargim
kangtirihp metanol ile toplam hacim 1.5 ml ye tamamlanmgtir. Hekzan ile
ekstraksivon basamagindan itibaren yukardaki islemler tekrarlanmigtir.

Tartiyma ve Sonug

Cig ve pastorize siitlere ait retinol asetat degerleri asagida tablo I' de
verilmistir. Standart ve siitte, retinol asetat ve vitamin A palmitat (kontrol
standardt) m C)g kolonuyla ayrilmasim gosteren tam kromatogranmu sekil de
gosterilmistir.

Cig ve pastorize siit ortalama degerleri arasindaki farklilik Student-t testine
(4) gore dnemsiz bulunmusgtur. Buna gore pastorizasyonda vitamin A retinol asetat
esterinde onemli bir kayip olmamustir. Bu da vitamin A esterinin 1siva dayanikh
olduguna iliskin kaynaklari teyid eder niteliktedir(l. 21). Standart vitamin A
retinol asetatin 1 ng'nu 0.0028 TU ye tekabiil etmektedir. Bu hesapla kis sartlarina
ragmen yorede satiga sunulan siitlerde ortalama 0.70 IU/ml vitamin A retinol asetat
bulunmugtur. Bu miktar kig aylan igin verilen miktar stmirlart (0.25-0.75 1U/gram)
arasindadir.
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Siite cklenen retinol asetat ve palmitat in geri alma oranlan asagida tablo 2
de ¢ikanlmigtir. Buna gére Vitamina A retinol asetatin geri alma oranlan % 70-
87.8 arasinda bulunmugtur, Vitamin A palmitatin geri alma oranlan ise %45.3-
126.7 arasinda degigkenlik gostermektedir. Retinol asetatin geri alma oranlan
arasindaki yakinlikk bu metodun gegerliligini teyid eder niteliktedir. Metanol
ekstraksiyonunu, hekzan ekstraksiyonun izlemesinin geri almay: artirici bir rol
oynadigi sanilmaktadir. Benzer metodla retinoliin plazmadan geri alma oram %
85-99.1 e yakin bulunmugtur (5). Bu sonuca gore,plazma igin kullanilan vitamin A
retinol asetat metodunun,yapilan degisikliklerle siit igin giivenle kullanilabilecegini
soyleyebiliriz. ' '

Tablo 1. Kig mevsiminde Van yaresindeki Cig ve
pastdrize siitlerin retinol asetat degerleri

n Cig siit Pasidrize siit
(ng/ml) (ng/ml)
Retinol Asetat Retinol Asetat

1 189.9 249.6

2 249.2 171.6

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

SD |.103.5 50.3
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Tablo 2. Cig ve pastdrize siitten vitamin A esterlerinin geri alma oranlari

Retinol Asetat Vitamin A palmitat Geri alma | Geri alma
oram orani
Retinol Vitamin A
; asetat palmitat
Siit (normal) 248.4 ng/ml -
Siit (Pastorize) 191.3 ng/ml -
Standard kangim | 293.1 ng eklendi 103.2 ng eklendi
Siit (Normal)+ 380.6 ng/ml bulundu 46.6 ng/ml bulundu %70.3 %45.3
Standard karnsimi
Siit (Pastorize) 425.3 ng/ml bulundu 130.8 ng/ml bulundu %837.8 %126.7
+Standard .
karisimu
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(A)-Standard Vitamin A retinol asetat! ve
Vitamin A palmitatin2  kromatogram
gorilmektedir

(B)-Siit vitamin A retinol asetat ve vitamin A
palmitat ile geri alma i¢in zenginlestirilmesi.
Vitamin A esterleri C1g kolonunda ayrilmustir.
Retinol asetatin tutulma zamam 4.5 dakika ve
palmitatin tutulma zamam 5.0 dakikadir,
Tanilar fluoresans detektorle emisyonu 348 nm
ve eksitasyonu 470 nm'ye ayarlanarak
yapilmistir. Mobil faz olarak %96 hk metanol
kullanilmugtir.
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