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HPLC iLE VITAMIN A VE E’NIN FLORESANS DEDEKTOR VE TERS FAZ
KOLON ARACILIGINDA MIKTAR TAYINi VE KOLON PERFORMANSININ
oLcumu”

Nezir Yasar TOKER™

Quantitative determination of vitamin A and E through florecence dedector and
reversed phase column and measurement of column performance by HPLC

Summary: The aim of this study is the using and performance controling of Hypersil ODS Column
and Florescence dedektor with HPLC. With the same phase and with different program (vitamin A: Ex:
340nm-Em: 460, Vitamin E: Ex: 298-Em: 350). Vitamin A and E were dedected and to this target Hypersil
ODS reversed phase column was found useful in this work. With its filling material (5 pum, RCM 100 RP18,
reversed Phase) column is very sensitive and has a speciall highseparator peculiarity. Vitamins, especially
fatsoluble vitamins: has more difficulties to extract and to determine. HPLC is used since seventies in the
animal, food .medical and chemical industry and has more difficulties with its filling material and capacity of
colons. Technical datum of column is very variable with flow liquid. and dedected material. In this work we
found timing of vitamins and their area and performans of column with flow rate of HPLC. With this result
consantrations can be determined.
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Ozet: Bu galismada Hypersil ODS kolonun ve floresans dedektoriin Vitamin A ve E'nin tayini igin
kullamimas: ve performanslarim 6lgiimii amaglanmistir, Vitamin A ve E'nin floresans dedektorle aym
ortamda farkhi programla (vitamin A: Ex:340nm-Em:460, Vitamin E: Ex:298-Em:350) okunabildigi ve bu
amag icin Hypersil ODS ters faz kolonunun kullanilabilecegi agiklanmisur. Kolon: igerdigi dolgu (5 pm,
RCM 100 RPIS8. reversed Phase) maddesi agisindan hassas ve yitksek ayiricr ¢zellige sahiptir. Vitaminler;
ozellikle yagda cozunenler, ekstraksivon ve miktar tayini agisindan zorluklar arz etmektedirler. Hayvancilik,
aida. ilag ve kimya sektdriinde 70'li yillardan gimiimiize kadar kullamilan HPLC, kolon kapasitesi ve kolon
dolgu maddesinden kaynaklanan 6zelliklerinden dolayr zorluklar gosteren bir sistemdir. Kolonlarin teknik
verileri: uygulama esnasindaki kullanilan tasiyict sivimin ve tespit edilen maddenin dzelligine bagh olarak
degigim gostermektedir.Bu ¢aligmada akis hizi ile yapilan performans tayininde ve program caligmasinda
Vitaminlerin kromatogramlari vemeydana getirdikleri alanlar tespit edilmigstir. Bu sonuglarla konsantrasyon
tayini yapilnustir,

Anahtar kelimler: Hypersil ODS, Vitamin A ve E. revers faz, floresans dedektér.
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Giris
Giinlimiiz; hayvancihik, gida, ilag ve kimya sektoriinde iiretilen tiiketim

maddeleri igerisinde, kullanilan katki maddeleri ve icerikleri bakimindan belirtilen
miktarlar agisindan ayricalik ve deger kazandirmaktadir.

Baz1 vitaminler, antioksidan olmalari nedeniyle, giiniimiiz gelisen toplumlarinda
gidalara ilave edilmek suretivle en cok tiiketilen maddelerdendir (2, 4, 6, 8).
Vitaminlerin ¢ok genis kullanim alan: bulmasia ragmen g¢ok az miktarlarda (ug/l)
kullanilmalar, ve bazi Vitaminlerin yagda erimeleri, ekstraksiyonda meydana
getirdikleri zorluklar nedeniyle tespitlerini de &nemli kilmaktadir.

Yagda ¢ozinen vitaminlerden A ve E; gidalarda, ozellikle vagh yiveceklerde
bulunmaktadir. Yagh yiyeceklerin bozulmalari igerdikleri vitamin A ve E miktariyla
ters orantili olarak degismektedir (2, 7, 9, 10).

Yetmisli yillardan sonra HPLC bu tiir analizlerde kullanilan en énemli metot
olmustur. Kullanilan kolonlar performanslari ile metodun énemini arttirmaktadir (4, 5,
8). Kolonlarin kalitesi icerdikleri dolgu maddesinden kaynaklanmaktadir. Cogunlukla
kolonlar USA’nin AISI normlarma uygun olarak celikten imal edilmektedir. Bu normda
kullanilan madde Krom-Nikel-Molibden-Celik’dir. ve bilesenlerinin en énemli 6zelligi
basinca ve korozyona dayanikl olmasidir .

ODS-Hypersil kolon, 5 um biyiikliigiinde. RCM 100 RP18'le doldurulmus;
vuvarlak c¢elikten mamul maksimum akis hizi 1.5 ml/dakika olabilen ters faz sinifina
dahil bir kolondur.

Bu caliymada Hypersil ODS ters faz kolon kullanilarak vitamin A ve E’nin
tespitini floresans dedektor araciligi ile kolaylastirma hedeflenmistir. Hiroshi ve ark. (7)
floresans dedektor kullanarak vitamin E'nin bitkisel vaglarda tespitini yapmuslardir.

Materyal ve Metot

Testlerde kullanilan sivilar (Merck GmbH Germany) HPLC Grade olarak temin
edilmistir.

Vitamin A (retinol) ve E'nin (u-tokoferol) tayini HPLC florasan dedektor (Jasco
820-FP), Lutegrator (HP-3394 A), latek-400 P model pompa, 100 pl hacmindeki
enjeksiyon initesi, ile Hypersil ODS (5um-150x 4.6 mm, RCM 100 RPI8 ile
doldurulmus (Supelco. Inc. Supelco Park. Bellofanta, PA16823-0048) ters faz kolon
aracihigi ile yapildi.

Vitamin A (2 ng/100ul-150 ng/100ul) ve E (1 ng/100ul-100 ng/100ul) (Fluka
HPLC grade)’lerden miktar tayini yapmak igin etanol icersinde farkli oranlarda
standartlar hazirlandi. Hazirlanan standartlar HPLC'de calismak i¢in gerekli miktarlarda
porsiyonlanarak derin dondurucuda (-40 °C ) muhafaza edildi (6,7, 9).
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HPLC'de tasivici sivi olarak metanol kullanilarak Vitamin A ve E'nin  miktar

tayini vapilmistir (7, 1, 13).

Vitamin A ve E metanol igersinde hazirlanarak ortak c¢alisma programi
uygulanip, ekstinksiyon ve emisyon icin farkl dalga boylar1 uygulanarak okunmuglardir

(1,5, 6, 8).

Tablo 1. Kromatografi kosullari (condition of chromatography).

Dedektor Vitamin A Vitamin E
Okuma Ex: 340 nm-Em: 460 Ex: 298 nm-Em: 350
| Attenuation (duyarhhk) 16 16
Gain  (kazanim) X10 X10
| Response (cevap) Slow (yavas) Slow (yavas)
i Dedektér programi 0.-7 dakika 7.-20 dakika
Bulgular

Yapilan ¢alismalar sonucunda kolonun kapasitesini ¢lgmek icin farkl: hizlarda
aym standart ¢ozeltiden (ng/100 ul) uygulanarak elde edilen alanlarin hesabi yapilmis
ve sonugta hizin en ideal 0.6 ml/dakika oldugu bulunmustur.

Tablo 2. Ideal akis hizi tespit tablosu (confirm table of ideal flow rate).

Akis Hizi Elde edilen alan
' 1.5 ml/min 155 520
1.5 ml/min 154 500
1 ml/min 231380
1 ml/min 221 487
0.8 ml/min 283 530
0.8 ml/min 260 450
0.6 ml/min 350940
0.6 ml/min 363 754

Bu metotdaki amag literatiir bilgi veya teknik bilgi olarak verilen kolon akis
hizinin tespit edilen alana etkisi ve dolayisi ile konsantrasyona bagli elde edilen alanlara
etkisi tespit edilerek kolon akig iz kondisyonunun énemi vurgulanmustir. Ticari olarak
elde edilen kolonun teknik olarak verilen bilgilerdeki maksimum hiz kapasitesi 1.5
ml/dakika olmasina ragmen 1.5 ml/dakikadan baslayarak yapilan g¢alismada hiz
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azaldikca elde edilen alan miktarinin arttig1 dolayis ile konsantrasyonun daha iyi tespit
edildigi ve 0.6 ml/dakikada en yiiksek alan kapasitesine ulasildigi, 0.6 ml/dakikanin
altindaki hizlarda elde edilen piklerin performansinin bozuklugu ve degerlerinin tekrar
diistiigii tespit edilmistir.

Yukaridaki tablodan anlasildig: gibi kolon igin en ideal akis hizi 0.6 ml/dakika
olarak bulunmustur.

Standart Linear Grafik

Bulunan vitamin degerlerinin  hesaplanmasi icin elde edilen alanin
kargilastirilmasinda kullanmak igin yapilan standart ¢ézeltilerin sekilleri (1-5) ve elde
edilen alanlarin degerleri asagida Tablo 3’dedir.

Sekil 1, 2, 3, 4 ve 5'de standartlara kars: elde edilen kromatografik alanlar ve
bunlara karsilik gelen konsantrasyon degerleri verilmistir.

o
a
-
w©
RUN 3 23
RUN & 2z AREAX
RT AREA TYPE AR/HT ARERZ
AREAX 1,81 «329¢ PP 0.375 15.508
RT AREAR TYPE AR/HT AREA 3.06 izeie ev a. 2% 4. 407
3.04 20031 © PY R.427 31.18 2.68 59368 . Vv  e.322 26.429
9,62 838 PV €.274 13.24 3.6 33433 BP 0.361 12,189
.23 10637 PY  0.337 7.639
A st At 8.383 g 9.68 128568 BY  9.421 as.223
IO0TAL ARER= 64228 TOTAL RREAS 250690

Sekil 1. 1 nolu standart (standart number 1). Sekil 2. 2 nolu standart (standart number 2).
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RUN & 24
ARER% RUN T 25
RT AREAR TYPE  AR/HT TARERY
9.38 1841 BV B.187 8,208 RAERY
“ akgy ; R BREA TYPE  AR/HT AREAX
: 427 W e 8,783 123 JesB6r WY D864 3R.968
.13 1834 PY  B.10) 8,306 3.89 9847 W 8.4 4376
3,84 13568 VP 9,328 ¢, 609 .59 8515 W 8392 4,587
3.64 72453 89 0399 22.919 44 ol il
gy 559555 i : 5,64 126130 BY 9,359 12,147
BV 9,398 78,814 9,9 536928 PR R.611 47.677
18,75 7 1878 1 BP  9.981 8.813 .8 %15 PV 8204 8.233
T0TAL ARER= 338218 e il

Sekil 3. 3 nolu standart (stz;ndan number 3). Sekil 4. 4 nolu standart (standart number 4).
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Sekil 5. 5 nolu standart (standart number 5).
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Tablo 3. Standart linear grafik tablosu (table of standart linear graphic)

i Standart | Vitamin Alan Vitamin E Alan

!l Standart 1 0.2453 ng/ 100 ul 8 505 0.928 ng / 100 pl 35692
| Standart 2 0.9812 ng/ 100 ul 35433 3.712ng /100 pl 128 560
Standart 3 1.9624 ng /100 pl 77 453 7.424 ng / 100 pl 239 500
Standart 4 3.9248 ng /100 ul 126 130 14.848 ng / 100 ul 534320
I Standart 5 | 39.248 ng/ 100 pl 1301 100 148.480 ng / 100 pl 5355000

Vitamin A igin: 0.2-50 ug/ 100 uL aras: linear olup r: 0.9999 elde edilmistir.
Vitamin E igin: 0.9-150 pg / 100 uL arasi linear olup r: 0.9966 elde edilmistir

Tartisma

Literatiir bilgiler dogrultusunda metodik olarak yapilan bu galiymada floresans
dedektor aracihigr ile vitamin A ve E'min HPLC ile tayini ve degerlerin istatistiki
anlamlart ortaya konmustur. Yazarlarin ¢ogu vitamin E i¢cin UV dedektorii tercih
etmislerdir (3, 4, 8, 11).

Elde edilen minimum degerler yazarlarin kullandig1 standart degerler uygun (5,
8, 10) olup Vitamin A ve E'de minimum deZerler olarak Tablo 3'de verilen degerler
bulunmus ve linear grafikdeki r degeri vitamin A icin: 0.9999, vitamin E igin; 0.9966
gibi istatistiki anlami bilyiik olan degerler tespit edilmistir. Yapilan ¢alismada ortak
program uygulayip her iki standart ayni ortamda vitamin A ve E ng/100 ul hacminde
enjekie edilerek kromatografi kosullari test edilmis ve her iki vitaminin ayni ortamda
bulunmasmin performans acisindan herhangi bir zorluk ortaya getirmedigi tespit
edilmistir.

Vitamin A i¢in Ex: 340 nm- Em: 460 nm, vitamin E i¢in Ex: 298 nm- Em:350
nm (1, 3, 5, 7, 9, 12). Ortak ¢alisma programi her iki vitaminin aym ortamda tespit
edilmesine olanak sagladigi igin vitaminleri ayri ayri tespit ederken kaybedilecek zaman
ve sarf malzemelerinden tasarruf imkani saglamistir. Bu ¢alisma ile her iki vitaminin
floresans ozellikler gosterdigi ve floresans dedektorler araciligi ile kolayca tespit
edildigi bir kez daha vurgulanmistir.

Kullanilan kolon @zellikleri bakimindan kolay temin edilebilen ve HPLC'de
vitamin tayininde kapasitesi ve ayristirmasi bakimidan mitkemmele yakin ozelliklere
sahiptir. Gimeno ve ark.-(6) da gidalardaki vitamin E nin hizh tespitende floresans
dedektor kullanarak miktar tayini yapmiglar ve degerlerimizin istatistiki 6nemi ve en
ditsiik tespit edilen miktar biribirivle uyusmaktadir. Sekil 1, 2, 3, 4 ve 5°de elde edilen
degerler ve linearitenin énemi Barbas ve ark. (1) ve Crissey ve ark. (3) elde ettikleri
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degerler kiyaslandiginda ¢aligma kogullarimizin  milkemmele yakinh@ini ortaya
cikarmaktadir. En diisitk deger olarak tespit ettigimiz vitamin A ve E degerleri Melchert
ve ark.nin (8) miktar tayini ile de Karsilastirlabilir ve istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur.
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