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OZET

Farmasotik preperatlarda ve besinlerde tiamin, riboflavin, piridoksin ve askorbik asitin
analizi i¢in kapiler zon elektroforez kullanilarak bir elektroforez teknigi gelistirilmistir.

60 cm efektif uzunlugu olan ergitilmis silika kapiler i¢in optimum kosullarin 25 kV ve
maksimum 200 pA oldugu bulunmustur.

Tampon sistemi olarak 20 mM borat tamponu kullanilmistir. Bu kogullarda tiamin,
riboflavin, piridoksin ve askorbik asit go¢ hizlar sirasiyla 3.9, 6.8, 8.2, 9.7 bulunmustur.

Bu caligmayla vitaminlerin beklenenin iizerinde bir kolaylik ve duyarlilikla analizinin

yapilabilecegi sonucuna varnlmsgtir.

Anahtar kelimeler:Tiamin, riboflavin, piridoksin, askorbik asit, vitamin tayini, kapiler

elektroforez.
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SUMMARY

A capillary electrophoresis (CE) technique was developed employing capillary zone
electrophoresis (CZE) for analysis of thiamine, riboflavine, pyridoxine and ascorbik acid in
pharmaceutical preparations and foods.

Optimum conditions were found to be 25 kV applying voltage and 200 pA maximum
curent for the effective length of 60 cm fused silica capillary. The buffer system was 20 mM
borate at pH:8. The migrations times of thiamine, riboflavine, pyridoxine and ascorbic acid
were 3.9, 6.8, 8.2, 9.7, respectively in these conditions. It can be concluded that the metod
progressed with this study is a practical and sensitive for the analysis of the vitamins

mentioned above,

Key words: Thiamine, riboflavine, pyridoxine ascorbic acid, determination of vitamins,

capillary electrophoresis.
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1. GIRIS VE AMAC

Vitaminler, viicutta metabolik olaylarin normal bir gekilde meydana gelmesi ve
saglikli durumun siirdiiriilebilmesi igin besinlerle az miktarda alinan dig kaynakh organik
maddelerdir. Besinlerin dort ana &gesi olan proteinler, yaglar, karbohidratlar ve tuzlar saf
olarak alindiklarinda, yeterli miktarda viicuda girseler bile, saglikli durumun
stirdiiriilmesini saglayamazlar. Bunlarla birlikte vitaminler ile kobalt, demir, iyod, flor,
cinko ve bakir gibi temel minerallerin alinmas: gereklidir (1).

Vitaminlerin ¢ogu bitkisel veya hayvansal besinler iginde digaridan alinirlar. Baz
vitaminler ise viicutta sentez edilebilirler. Kalin bagirsak florasindaki mikroorganizmalar
tarafindan sentez edilen tiamin, piridoksin ve K vitaminleri bunlara 6rnek olarak
verilebilir.

Vitaminler genellikle yagda ¢oziinenler ve suda ¢oziinenler olmak iizere iki ana
gruba ayrilirlar. Suda ¢dziinen vitaminler (B2 vitamini hari¢) genellikle bitkisel kaynaklt
besinler iginde, yagda ¢dziinen vitaminler ise hayvansal kaynakli besinler icinde
bulunurlar.

Bazi vitaminlerin, besinler iginde veya prekiirsorlerden hareketle yapilan gesitli
sekilleri vardir. Bunlar nitelikleri bakimindan birbirlerine benzerler, fakat aralarinda nicel
bakimdan fark vardir. Ayni vitaminin bu gegitli sekillerine onun vitameri adi verilir (1).

Vitaminlerin fizyolojik olaylardaki ©nemi viicutta olugsan metabolitlerin,
koenzimlerin ve kofaktorlerin bir kismini olugturmalanndan; olugan metabolitlerin belirli
genler iizerinde steroid benzeri etkileriyle hedef hiicredeki temel olaylan kontrol
etmelerinden kaynaklanir.

Vitaminlerin nemi nedeniyle iizerlerinde yapilan binlerce ¢aligmaya rastlamak
miimkiindiir. Tayinleri konusunda ise kendi baglarina oldugu gibi kangimlarinin tek bir
analiz ile sonuglandirildif1 ve bu tayinlerin bagarildig: birgok yonteme rastlanmaktadir(2).
Bu y6ntemler arasinda en az kullanilmug olan: kapiler elektroforezdir.

Karnigim analizleri igin son derece kullam§11 bir yontem olan kapiler elektroforez ile
kapiler zon elektroforez (3, 4) ve miselsi elektroki_netik kromatografik (5, 6) teknikleri
kullanilarak yapilmig ¢aliymalar bulunmaktadir.

Bu ¢aligmada gida maddelerinin, farmasotik preperatlarin ve igeceklerin
icerisindeki hedef olarak analizi se(;ileh tiamin, riboflavin, piridoksin ve askorbik asitin
kapiller zon elektroforez ile tayini amaglanmstir. Yontemin gegerliligi gesitli agilardan
yorumlanmugtir.

Lo asl 1
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2. KAYNAK ARASTIRMASI:
2.1. By, B2, Bg, C vitaminlerinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri:

2.1.1. B; vitamini:

B vitamini (tiamin, anorin) B grubunun en &nemli vitaminidir. Bj vitamini
hayvansal ve bitkisel besinlerin her ikisinde de kismen serbest, kismen birlegmis olarak
tuz, iamin-protein kompleksi veya pirofosfat (karboksilaz) halinde bulunur. Molekiiliinde
bir pirimidin ve bir tiazol halkas1 metilen kopriisii ile birbirine baglanmig kuaterner
tiazolium tuzu vardir (7). 3-[(4-amino-2-metil-5-pirimidinil) metil]-5-(2-hidroksietil)-4-
metiltiazolium klorur mono hidroklorur formiiliine sahip bir bilesiktir. A¢ik formiilii Sekil
2.1. de verilmistir.

+ ~CHj;
/lk k /L CH,CH,0OH
H;C NH,.HCl

Sekil 2.1. Tiamin hidrokloriiriin agik formiilii

Kapali formiilii Cy2H;8CIoN4OS olup; molekiil agirligi 337.27 dir. Tiamin asitli
ortamda tuz halinde, alkali ortamda ise serbest halde bulunur. Tuz halindeki tiamin
pisirme sirasinda bozulmaz, fakat alkali ortamda Ornegin karbonat ilave edildiginde
serbest tiamin aynlir ki bu da pigirme swrasinda pargalanir (7).

Tiaminin suda ¢o6ziiniirliigii ¢ok fazladir. 1 gram tiamin 1 ml suda ¢dziinebilir.
Alkoldeki ¢oziiniirliigii ise azdir. Eter, benzen, kloroform, aseton, petrol eteri gibi organik
coziiciilerde ¢oziinmez (8). Pisirme sirasinda bir kisim vitamin suya geger. Sulu ¢ozeltileri
1siya dayaniklidir, pH 3.5 da 120°C ye kadar 1sitilabilir. Fakat zayif asidik ortamda



dekompoze olabilir. Biyolojik aktivitesi ¢ok uzun degildir, nétral ve alkali ortamda
1sitmakla hizla bozulur (8).

Saf tiamin 1936 dan bu yana sentezle elde edilebilmekte olup, renksiz, kristalimsi
bir maddedir. 221°C de erir. Hafif tuzlu bir tad1 ve kendine dzgii ceviz kokusu vardir.
Tiamin hidrokloriir tuzu ise 248-250°C de erir. Ozellikle tahil tanelerinin kabugunda
bulunur. Kabugu ¢ikarilmig piring B vitamini bakimindan fakirdir. Yumurta sanisinda,
yesil sebzelerde, domateste bol miktarda vardir. Et, siit, patates ve taze meyveler az
miktarda Byvitamini icerir.

2.2.2. B, Vitamini:

Bj vitamini (riboflavin, laktoflavin), 7-8-dimetil-10-(D-ribo-2,3,4,5-tetrahidroksi
pentil) isoalloksazin formiiliine sahip bir bilesiktir. Agik formiilii Sekil 2.2. de verilmistir.

(|2H2-(CHOH)3-CH2-OH
N

H,C H

Sekil 2.2. Riboflavin’in kimyasal formiilii

Kapali formiilii C17H2gN4O¢ olup; molekiil agirhigi 376.37 dir. San renkte
kristalize bir toz olup 282°C de bozularak erir. Riboflavin dogada ¢ok yayilmistir. Hayvan
ve bitkilerde riboflavin-5-fosforik asit halinde proteine bagh olarak bulunur. Isiya
kargidayamklidir. Su ile pigen yemeklerde riboflavin suya gecer. Hayvansal besinler (siit,
yumurta, karaciger ve etler) bitkisel besinlerden ¢ok daha fazla B, vitamini icerirler. B
vitamini suda ve alkolde ¢ok az ¢dziiniir. Aseton, siklohekzanol ve benzeri diger organik
¢oziiciilerde ¢dziinmez. Bununla birlikte alkali ¢ozeltilerdeki ¢oziiniirliigii oldukga iyidir
(8). Hayvansal ve bitkisel besinlerde ¢oziinen gekilde bulundugundan su ile kolayca
Oziitlenebilir. Sulu ¢ozeltileri 1s1ya dayanikli olup; uzun siire 1sitmakla dahi bozulmaz.
Alkali ¢ozeltide riboflavin iizerine 151k etkilendirilirse analitik bakimdan 6nemli sarimst



renkte lumiflavin (6,7,9-trimetilizo alloksazin), asitli veya notral metanollii ¢ozeltide
lumikrom (6,7-dimetil alloksazin) meydana gelir.

2.1.3. B¢ Vitamini

Bg vitamini, piridoksin, piridoksal, piridoksamin seklinde ii¢ analog olarak bilinir.
Piridoksin hidrokloriir ise bu ii¢ formun en stabil sekli ve ortak analogudur.

CH,0H CH,;NH,
OHCH, X OH CHy X~ 0 OHCH X OH
CH3 N CH3 CH3

Piridoksin Piridoksal Piridoksamin

Sekil 2.3. Bg vitamininin analoglan

Piridoksin hidrokloriir; 5-hidroksi-6-metil-3,4-piridindimetanol hidrokloriir
formiiliine sahip bir bilegiktir. Sekil 2.4. de formiilii verilmigtir(2).

CH,OH
OHCH, X OH
cl
g CH,
|
H

Sekil 2.4, Piridoksin Hidrokloriiriin kimyasal formiilii



Kapal formiilii CgH;;NO3.HCl olup; beyaz, kokusuz, kristalsi, tuzlumsu tadi
olan bir maddedir. Piridoksinin sentetik preperatlan hidrokloriir bilesigi halindedir. 204-
208°C de bozunarak erir. Suda kolay, alkolde gii¢ ¢6ziiniir, eterde ¢dziinmez. Isiya ve
alkaliye karg1 dayamklidir. Yeter derecede 151k etkisine brrakilirsa bozunur. Yemeklerin
pisirilmesi ile pargalanmaz fakat kizartma sirasinda kismen bozunur. Ozellikle balik etinde
bulunur. Mayada, sebzelerde, tahilda, siitte vardir. Yumurtada azdir. Organizmada
piridoksal fosfat geklinde, bitkilerde daha ¢ok piridoksin seklinde bulunur (7).

2.1.4. C Vitamini

Organizmanin en gok gereksinim duydugu vitamindir. Insan viicudu askorbik
asidi yapamaz, digandan alma zorunlulugu vardir. L-Askorbik asit formunda,beyaz,
kokusuz, limon asiti gibi eksi tad1 olan bir maddedir. Kapali formiilii CgHgOg olup, 3-
okso-L gulofuranolakton formiiliine sahiptir. kimyasal formiilii Sekil 2.5. de verilmistir.

CH,OH CH,OH
HO 2 HO g
O @)
9) 0]
HO OoH ' O
L-Askorbik asit D-Askorbik asit

Sekil 2.5. C Vitamininin kimyasal formiilii

Molekiil agirlit 176.13, yogunlugu 1.65 tiir. Suda ¢dziiniirliigii 0.33 g/mL dir.
Alkolde ¢ok ¢oziinmesine karsilik; aseton, kloroform ve eterde ¢dziinmez. 5 mg/mL lik
¢ozeltisinin pH’1 3dolaylarinda, 50 mg/mL lik ¢6zeltisinin pH’1 ise2 dolaylarindadir(9).
Bilesiminde bulunan endiol grubundan o&tiirii kuvvetli bir indirgendir. Kolayca
yiikseltgenebilir.

Askorbik asit kuru halde oldukca dayanikli ise de 1g1kta yavas yavag esmerlesir.
Cozeltileri kuvvetli asit ortamda dayamiklidir. Ancak nétral ve alkali ortamda ¢abuk
ayngir. Oksijen bulunmadigi zaman 1s1 tek bagina vitamini par¢alamaz. Fakat hava ile
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birlikte kolay yiikseltgenir. Besinlerin pisirilmesi ile askorbik asitin ¢cogu pargalanir.
Kaynatilan sebzeler de askorbik asit i¢eriginin yaklasik %80’1 kaybolur. Kiikiirtdioksit
askorbik asitin yiikseltgenmesini zorlagtirdifindan meyve ve sebzelerin kurutulmasinda
genis Ol¢lide kullanilmaktadir.

L-Askorbik asitin erime noktas1 174°C dir. D-Askorbik asitin erime noktasi ise
192°C dir. Askorbik asit pH 4.5’in iistiinde 2.3-diketo gluonik asite déniigiir. Ayrica
indirgen Ozelliginden dolay1 antioksidan olarak da kullanilir.

2.2.VITAMINLERIN FARMAKOLOJISi:

2.2.1. By Vitamini:

Tiamin Insan ve hayvan dokularinda 6zellikle hidroksietil grubuyla mono-di-tri-
fosfat esterleri olugturmug halde bulunur. Tiamin di fosfat enzimi karboksilazin ko-
enzimidir. a-keto asitlerin dekarboksilasyonunu saglar. Yeter derecede tiamin profosfat
bulunmadig: taktirde; kanda piriivik asit ve sonug olarak laktik asit, o-keto glutarik asit
miktan ¢ok yiikselir. Tiamin profosfat bundan baska, glikozun direkt oksidasyonundaki
trans-ketolaz reaksiyonlan igin de ddevlidir. Trans-ketolazin ko-fermentidir. Bu son
reaksiyon viicutta pentoz olugumu ile steroidlerin hidroksillenmesi ve karbonhidratlardan
yag asitleri olusumu gibi metabolizma iglerinde pek gerekli olan NADFH nin olugumuna
neden olur. Boylece B Vitamini eksikliginden dolay: trans-ketolaz etkisi olugmaz ve
direkt oksidasyon bozulur. Yikilim pentoz agamasinda kalir. Dokularda ve eritrositte
normalin birkag kat1 pentoz toplanir. Aym nedenle NADFH’da olugamadigindan yag asiti
sentezi de durur (10).

Tiamin eksikliginde karbonhidrat metabolizmasinin direkt ve indirekt
oksidasyonlarinin aksamasi yaninda; protein, yag ve su metabolizmasinda bozukluklar
goriiliir.

B Vitamini eksikliginde giddetli noritler, mide ve bagirsak bozuklugu ve kaslarda
felcler goriiliir. Tiamin eksikligi beriberi hastalif1 olarak bilinen bir hastalifa da yol agar.

Uluslararas: tiamin birimi 0.003 mg tiamin hidrokloriir’e tekabiil eder. 1 mg Bj
Vitamini 333 UB dir. Gunliik tiamin gereksinimi ortalama 1.5 mg dir. Tiamin duodenum
ve ince bafirsagin yukan kismindan absorbe edilir. Kalin bagirsakta absorbe
edilmediginden bagirsak florasindaki bakterilerin sentez etti§i tiaminin bir yaran yoktur

(1).



2.2.2. B, Vitamini:

Viicutta ¢esitli maddelerin ara metabolizmasinda rol oynayan ve flavoproteinler
denilen ¢ok sayida enzimin ko-enzim kismini olugtururlar. Aktif sekli; riboflavin fosfat
(diger adiyla riboflavin mono niikleotid, FMN) ve flavin adenin diniikleotid (FAD) dur.
Birinci tiirev, Warburg’un sar1 enziminin, sitokrom C rediiktaz ve L-amino asit
dehidrojenaz’in ko-enzimidir. Ikincisi ise yaglarin oksidasyonunda ilk basamag: katalize
eden asil-ko-enzim A dehidrojenaz enziminin ko-enziminin bir b6limiinii olusturur.
Aynca D-Amino asit dehidrojenaz, ksantin oksidaz ve diger bazi enzimlerin ko-enzimidir
(1). Giinliikk minimal gereksinim tiaminde oldugu gibi metabolizma hizina ve giinliik
kalori alimina bagli olarak degisir. Minimal miktarin giinde 1000 kilokalori bagina 0.3 mg
oldugu tespit edilmigtir. Eksiklik halinde baglica agagidaki lezyonlar olusabilir. Agizda
(dil, dudak ve yanak mukozasinda) iltihaplar ve buna bagl olarak beyaz lekeler halinde
gelisen perles adi verilen lezyonlar gelisebilir. Gozde, kornea vaskiilarizasyonu ve iltihabi
olugur. Ciltte, burun, nazolabiyal kivrim, gz kapaklar, kulak kepgesi, skrotum ve vulva
iizerinde ciltte pullanma ve yaglanma gibi seboreik dermatif belirtileri, kizarma ve folikiilit
meydana gelir. Eritropoietin yapiminin azalmasi nedeniyle anemi geligebilir. Ince
bagirsagin iist kismindan tamamiyle absorbe edilir (1, 10).

2.2.3. Bg vitamini:

Piridoksinin aktif tiirevleri olan piridoksal fosfat ve piridoksamin fosfat amino
asitlerin absorbsiyon, metabolizma ve transportunda rol oynayan ¢ok sayidaki enzim
tiirlerinin ko-enzim kismini olustururlar. Bu enzimler agagidaki olaylardan sorumludurlar.

Tirozin, L-dopa, 5- hidroksitriptofan, arginin, glutamik asit ve diger bazi
aminoasitlerin dekarboksilasyonundan sorumludur. Bu olaylarda piridoksin tiirevleri ko-
dekarboksilaz gorevi yaparlar. Ilk iki aminoasitin dekarboksilasyonu katekolaminlerin
sentezinde rol oynar. Ugiinciistiniin dekarboksilasyonu sonucu seratonin olugur. Santral
sinir sistemindeki baz1 néronlarda glutamik asitin dekarboksilasyonu sonucu 6nemli ve
yaygin bir inhibitér mediatér olan GABA meydana gelir. a-Amino-B-keto adipik asitin
dekarboksilasyonu ile 8-amino levulinik asid olusturan dekarboksilaz da piridoksine
bagimhdir.

Amino asitlerin trans aminasyonunda gorevlidir. piridoksal fosfat bu olay1 yapan
enzimlerle ko-transaminaz gorevi yapar.



Triptofan metabolizmasinda, triptofamn bir mindr metaboliti olarak viicutta olugan
kinurenin, antranilik asite dondistiiriiliir. Bu doniistimii yapan kinureninaz enziminin ko-
enzimi piridoksal fosfattir.

Kiikiirtlii amino asitlerin metabolizmasinda ise amino asitlmerin absorbsiyon ve
taginmasinda piridoksin ve tiirevleri dnemli 6l¢iide rol oynar. Giinliik gereksinme 1-2 mg
kadardir. Piridoksin eksikliinde protein metabolizmasinin bozulmasina bagh olarak
periferik norit, santral sinir sisteminde GABA sentezinin azalmasina bagh olarak
hiperirritabilite ve konviilsiyonlar, hipokrom mikrositer anemi, cilt ve mukoza lezyonlar
gozlenmigtir (1).

2.2.4. C VYitamini

Askorbik asit ve dehidro askorbik asit viicut sivilaninda denge halinde bulunur ve
birbirlerine kolayca doniisiirler. Boylece redoks ozelligi tasirlar. Bu 6zellikten dolay1
askorbik asitin glutation, piridin niikleotitleri ve flavin niikleotitleri ile birlikte hiicrelerde
oksitlenme-indirgenme (redoks) sistemlerinde rol oynadig: gosterilmistir. Askorbik asit
hematopoietik dokuda tetrahidrofolik asitin oksitlenmeden kalmasini saglar. Bag dokusu,
kemik, kikirdak ve dentin dokular gibi mezensimal kaynakli dokularin olusumu ve
normal durumda kalabilmeleri igin askorbik asit gereklidir. Bu vitaminin sayilan dokularnin
yapimi ve saghikli durumlarim siirdiirebilmeleri ile ilgili temel etkisinin kolojen
sentezindeki roliinden ileri geldigi diisiiniilmektedir. Askorbik asit yara iyilegmelerini
hizlandinir. Bu nedenle agir yaniklardan ve travmalardan sonra lezyonlarin diizelmesini
cabuklagtinr. C vitamininin agir enfeksiyon ve diger stres hallerinde; strese karg:
hormonal reaksiyonun olugmasinda katkisinin bulundugu ileri siiriilmiigtiir. C vitamininin
uzun siiren eksikligi skorbiit ad:1 verilen hastalifa neden olur. Bu hastalikta temel
bozukluk mezengimal kaynakli dokularda kalojen yapiminin azalmasi1 ve yikiminin
artmasidir. Buna bagh olarak kapiler frajilitesinde artma, petesiler, doku i¢inde kanama,
diglerin gevsemesi ve dokiilmesi, dis etlerinde kanama ve iltihap, yara iyilesmelerinin
gecikmesi gibi bozukluklar goriiliir. Erigkinlerde giinliik vitamin gereksiniminin 10 mg
oldugu tespit edilmigtir (1).



2.3. VITAMIN TAYIN YONTEMLERI:

Vitaminlerin bulunugundan giiniimiize dek gelistirilen yontemlerin goklugu
konusunda hemen herkesin ayn1 goriiste oldugu sdylenebilir.

Bu tayin yontemlerinin birgogu bir tekinin miktarinin bulunmasina yéneliktir. 60’1l
yillardan sonra HPLC’nin yayginlagmasini takiben, grup olarak vitamin tayinlerinin
yapildig1 gozlenmektedir.

Son yillarda, kapiler elektroforezin gelismesine parelel olarak, kapiler elektroforez
HPLC’nin yerini almaya baglamigtir. Dogaldir ki, adi gecen yontemle vitaminlerin
tayinleri de yapilougtir.

Vitaminler birgok disiplinin kapsamina giren maddeler oldugundan sadece bu
maddeleri konu alan aragtirmalarin yayinlandig periyodikler vardir. Ayrica konu ile ilgili
birgok kitabin da yayinlandig belirtilmelidir. Eczacilikla ilgili tayinleri kapsayan bdyle bir
kitaptan sz edilebilir (2).

Kapiller elektroforezin degisik teknikleri kullanilarak suda ¢6ziinen vitaminler
incelenmigtir.

Nishi ve ark (6) miselsi elektrokinetik kromatografi ile suda ¢dziinen vitaminlerin
gb¢ hizlan iizerine etkili parametreleri incelemigtir. Misel yapici ajan olarak sodyum
dodesil siilfat ve sodyum laurometil tauratin kullanildig belirtilmektedir. pH 9.0 tamponu
igerisinde incelenen vitaminlerin teorik plaka sayisinin 100000-350000 arasinda oldugu
ifade edilmektedir.

Fujuwara ve ark.(5) miselsi elektrokinetik kromatografi ile suda ¢oziinen
vitaminlerin go¢ hizlan ilizerine etkili parametreleri incelemis, belirledigi optimum
kosullarda enjektabl farmasotik preperatlarda vitamin tayinini gergeklestirmiglerdir. I¢
standart olarak etil p-aminobenzoat kullandiklarim, Slgiileri 254 nm’de yaptiklarini,
enjektabl ¢cozeltilerde 2.1 den az standart sapma ile tayinleri bagardiklan bildirilmektedir.

Huopalahti ve Sunell (4) kapiler zon elektroforez teknigi ile fosfat tamponu
kullanarak pH 9 da 15 dakikalik bir analiz yontemi geligtirmiglerdir. Tabletlerden
vitaminleri 0.1 M HCl ile aldiklarini, tekraredilebilirligin ve pik alanlarinin her bir vitamin
i¢in ortalama, standart sapma ve goreceli standart sapmalarin: inceleyerek yntemlerinin

gegerliligini aragtirdiklarim belirtmektedirler.

Cvesd 9
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3. MATERYAL VE METOD:

3.1. Kullanilan aletler:

Kapiler elektroforez ile yapilan deneyler Modular Injector, High Voltage Power
Supply ve Spectra FOCUS model scanning CE dedektorden olusan Spektrophoresis 100
(Thermo Spectra Physics) ile gergeklestirilmigtir. Bu sistem, bilgisayar baglantli olup
(Intra, 486 PC) veriler OS/2 Warp (Version 3.0) altinda ¢aligan PC 1000 Thermo
Seperation Product program ile iglemektedir. Elektroferogramlar Deskjet 540 model
(Hewlett Packard) ile kaydedilmigtir. pH &l¢iimleri Elektro mag 822 model pH metre ve
Amagrus marka kombine cam elektrotu ile, degas islemleri B-220 model (Bronson
Ultrasonic Cleaner), siizme iglemleri (25 mm, 0.45tm) Phenomenex mikro filitre ile

yapilmugtir.

Ayinim, efektif uzunlugu 60 cm olan 75um lik fused silika (Phenomenex)
kapilerde gerceklestirilmistir. Iyi bir ayinm saglanabilmesi igin ilk kosul kapilerin
sartlandinlmasi oldugu belirtilmektedir. Sartlandimada ilk yitkamanin 1 N NaOH ile, daha
sonraki olagan yikamalarin 0.1 N NaOH ve saf suyla yapilmasinin geregi aletin kullanma
talimatinda yazilmaktadir. NaOH kapillerdeki ¢okelmeleri 6nleyen bir maddedir. Ayrica
kapillerin yiizeyinde olugan negatif yiiklerin bulundugu tabakanin pozitif partikiillerle
kaplanmasindan kaynaklanan sakincalan da ortadan kaldirmaktadir.

Belli sayidaki analizden sonra pik yiiksekliklerindeki azalma gartlandirma igleminin
mutlaka yapilmasi geregini ortaya koymaktadir.

3.2. Kullanilan Kimyasallar:

- Tiamin, riboflavin, piridoksin ve askorbik asit standartlan ¢egitli ila¢ firmalarindan
saglanmustir. Deneylerde kullanilan diger kimyasal maddeler E. Merck firmasinin tiretimi
olup; analitik dl¢iilerde saftirlar.

Caligmalarda kullanilan bidistile su laboratuvarimizda elde edilmig olup, tiim
¢ozeltilerin hazirlanmasinda bu su kullanilmugtir.
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3.3. Kullanilan Cozeltiler:

Ayirim 20-80 mM derisimlerdeki boraks tamponu igerisinde yapilmigtir. Bu
¢ozeltinin pH’1 1M HCl veya 1M NaOH ile ayarlanmugtir. Boraks ¢ozeltilerinin derigimleri
100 mM’liik boraks stok ¢ozeltisinden hareketle hazirlanmgtir.

3.4. Stok vitamin standard: ve standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi:

Askorbik asit, tiamin hidrokloriir, piridoksin hidroquriir den 10 mg dolaylarinda
duyarl tam tartim alinmug, 50 mL’lik balonjojeye aktarilarak, tam ¢6ziinmesi saglandiktan
sonra, bidistile su ile tamamlanmugtir. Riboflavin ¢dzeltisi igin ise 10 mg dolaylarinda
duyarli tam tarum alinmug bidistile su ile 100 mL’lik balonjojeye aktarilmus, iizerine ortarm
bazik yaparak ¢dzilinmeyi kolaylagtirmas: igin 20 mg dolaylarinda NapCO3 katilarak
ultrasonik banyoda 15 dakika bekletilerek tam ¢6ziinme saglandiktan sonra bidistile su ile
tamamlanmgtir.

3.5. Kapiler Elektroforezin Temeli:

Kapiler elektroforez son yillarda gelistirilmis ilgi ¢ekici ve son derece potansiyelli
analitik bir tekniktir. Kimya, biyoteknoloji, ¢evre ve farmasotik analizlerde genig 6l¢lide
uygulama alan1 bulmaktadir. Yontemin temeli 1886°da Lodge tarafindan atilmig, 1987°de
ise Cohen ve Kauger tarafindan kapiler jel elektroforeze kadar bir gelisim gostermigtir
(11). En biiyiik gelisim ticari elektroforez aletlerinin ¢ikartilmas ile olmugtur. Ayrica bu
geligmedeki en bilyiik payin ¢ok kiiciik ¢capli ergitilmiy silika kapilerin hazirlanmasinda
olduguda bir gercektir. Kapiler elektroforezin en basit teknigi kapiler zon elektroforezidir.
Kapiler zon elektroforez ile ayrim iizerinde iki dnemli etkinin bulundugu bilinmektedir.
Bunlar; elektroosmoz ile taginma, digeri elektriksel etki ile yiiklii par¢aciklarin hareketidir.
Elektriksel etki ile yiiklii par¢aciklarin hareketi sirasinda ¢dzeltinin viskozitesi de bu
pargactklarin hareketi tizerine etki gostermektedir.

Elektroosmoz ile taginmanin temeli agagidaki gibi agiklanabilir.

Ergitilmis silika, dielektrik sabitine baglh olarak daima yiizeyinde negatif bir yiik
bulundurur. Bu yiik olustugu anda buna kars1 ¢dzeltide ters bir yiikiin olugtugu goriiliir.
Dolayist ile ¢ozeltideki yiiklenme pozitif olmaktadir. Pozitif ylik tagtyan ¢6zeltinin katoda
dogru akacagi dogaldir. Bu akig sirasinda ¢ozelti igerisinde bulunan pozitif, negatif ve
notr maddeler elektroosmoz olayi ile daima katoda dogru akacakuir.
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Sekil 3.1. Elektroosmoz olay1

Yukarnida belirtildigi gibi ¢ozelti icerisinde bulunan pozitif ve negatif yiik tagiyan
iyonlar uygulanan elektrigin etkisi alunda anota veya katota dogru yonelmektedirler. Buna
gore iyonlann net hizlan tagidiklan pozitif veya negatif yiike bagl olmak iizere degisir.

Her ii¢ tip iyon i¢in
Pozitif iyon igin: v =veo +vep
Negatif iyonlar i¢in: v =veo-vep
Notr iyon igin: V=Veo
esitlikleri yazilabilir.

Bu ydntemin bir¢ok iistiinlitkleri bulunmaktadir. Bunlann soyle siralamak
miimkiindiir. Mikro analizlere olanak saglar. Cok kii¢iik hacimlerde ¢aligmanin miimkiin
oldugu soylenebilir. Ayrim diger yontemlere gore daha kisa siirede yapilabilir. Analiz
pahali olmayan kimyasal maddelerle yapilabildiginden dolay: analiz bagina diigen
sarfiyatin ¢ok az oldugu sdylenebilir.

Yukarida belirtilen iistiinliiklerine kargin bu ydntemin tek dez avantaji incelenecek
olan maddelerin ¢dziiniir hale getirilme problemleridir.
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4. SONUC VE TARTISMA

Vitamin analizleri bir¢ok alan ilgilendiren bir konudur. Biyokimya, gida ve
farmasotik endiistirisi vitaminin analizlerini siirekli kullanmaktadir. Bu nedenle; yontem
gelistiren bilimler, vitamin analizlerini basit, ucuz ve duyarl: yapabilmeye yonelik ¢aba
sarfetmektedirler.

Bu ¢aligma, bazi suda ¢6ziinen vitaminlerin analizlerine temel olugturacak, besin
ve farmasotik analizlerce uygulanabilecek kapiler zon elektroforezi kapsamaktadir.

Once, kuru olarak segilen tiamin, riboflavin, piridoksin ve askorbik asitin 10
mg/100 mL’lik ¢ozeltilerinden hareketle hazirlanan ¢ozeltilerin elektroforetik davranigi
tampon ¢ozeltiler igerisinde (pH 8-9.5) teker teker incelenmis ve gd¢ zamanlan
belirlenmistir. ‘

Elektroferogramlar 200, 280 ve 360 nm’lerde 25 kV 200 pA (maksimum)
uygulayarak elde edilmistir.

pH’a gore elde edilen elektroferogramlarda bir degerlendirme yapildifinda, pH 8
deki 20 mM boraks tamponu igerisinde analizin yaklagik 9 dakika, pH 9 daki 20 mM
boraks tamponu icerisinde yaklasik 15 dakika siirdiigii gdzlenmigtir. pH 8’de elde edilen
elektroferogramda riboflavin ile piridoksinin birbirlerinden tam ayrilmadig: (resolution)
goriilmektedir. Bu nedenle tiamin, riboflavin, piridoksin ve askorbik asitin birbirlerinden
en iyi ayrici sisternin pH’1 9 olan 20 mM boraks tamponu oldugu saptanmugtir.

Go¢ zaman: (migration time, tmp) lizerine ¢esitli parametrelerin etkileri

bulunmaktadir. Yukaridaki bulguya gére pH’nin azalmast ile go¢ zamani da azalmaktadir.

Ayrica, gb¢ zamani {izerine kullanilan tamponun derigimi de etkili olmaktadir.
Tampon derisiminin go¢ zaman ile iligkisi ¢esitli aragtiricilar tarafindan incelenmig ve

€
HeP = 3007 |ZjnC

seklinde bir iligki bulunmugtur (11).
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Burada;
uep elektroforetik gog hz1
Z pargacifin yiikiinii
1 ¢ozeltinin viskozitesini

C ¢bzeltinin derigimini gostermektedir.

Bu esitlige gore bir maddenin elektroforetik taginmasi, ¢aligma ortaminin derigiminin
karekokiiniin tersi ile dogrusal olmas: gerekir.

Gergekte, elekroferogramlardaki pikler go¢ hizlarim géstermektedir. Ciinkii,
ergitilmig silika kolonlarda elektroosmoz hizini ortadan kaldirmanin yalnizca kaplanmig
kolonlarda gergeklestigi bilinmektedir.

Go6g hiz1 tizerinde etkili parametrelerden voltaj ve kolon uzunluklarindan da soz
edilmesi gerekir. Bu iki parametreyi igeren esitligin
L2
‘llerV

t=

seklinde verilmesi miimkiindiir (11).
Burada,
t pargacifin gé¢ zamani

L  kolon uzunlugu

Hep elektroforetik go¢ hizi
V uygulanan potansiyeli gostermektedir.

Esitlige gore pargacifin go¢ zamanmi kolon uzunlufunu karesi oraninda
degigmektedir. Su halde siire olarak uygun zaman alan analizlerde, diger kosullari
degistirmeden kolon boyunu azaltarak siireyi onemli Slgiide degistirmenin olas: bir
alternatif oldugu goz 6niinde bulundurulmalhdur.

Yukarida belirtildigi gibi 60 cm lik ergitilmis silika kolonda pH’1 9 olan boraks
tamponu igerisinde, 25 kV potansiyel, 200 pA (maksimum) akim uygulayarak, tiamin,
riboflavin, piridoksin, askorbik asit ve internal standart olarak belirlenen salisilik asitin
elektroferogramu Sekil 4.1.°de verilmektedir.
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15+

mV or mAU

3.920

Vit+8,inj1, Sean Wavelength 280 ——

8.208.
9.729

6.795

RT{min) Area Height Area%s Paak Type

5 - 3.920 14453 4262 463 Resolved

6.795 55308 5384 17.73 Resolved

8.208 80302 9184 25.74 Rasolved

8.729 125906 11398 4£0.35 Resolved

11.449 36051 3050 11.55 Resolved

312023 33278 100.C0
o =

e 5 4 & 8 10 12 14 18 18 20

Sekil 4.1. Tiamin, riboflavin, piridoksin, askorbik asit ve salisilik asitin

Minutes

elektroferogramlan (Bilgisayar ¢iktist)

Elektroferogramda goriildiigii gibi biitiin pikler birbirlerinden ¢ok diizgiin bir
sekilde ayrildig1 (resolution), analitik agidan degerlendirilebilir oldugu sonucu

¢tkmaktadr.

Pik alan veya yiiksekliklerinin en iyi belirdigi dalga boyunun saptanmasi igin

asagidaki gibi calisilmugtir,
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Tarayici dedektoriin bu tiir galigmalardaki iistiinliigii tartigma gétiirmemektedir.
Tarayic: (scanning) mod ile galisildiginda istenilen dalga boyundaki pik absorbsiyonlan
belirlenebilmektedir. Bu ¢aligmada da, tarayict mod ile ¢aligilmg, kayatlar 200 ile 360
nm’ler arasinda yapilmigtir. Bilgisayar ¢iktilan ise bu modda ii¢ ayri dalga boyunda
verilmektedir. Bu dalga boylant 200, 280 ve 360 nm dir.

Sekil 4.1. de 280 nm deki yapilan kayitlar verilmigtir. En iyi absorpsiyonun
belirlenmesi igin bu aragtirmada kullanilan maddelerin hizla kaydedilmig spektrumlan iist
iiste bindirilmig ve en iyi absorpsiyonlarin 200 ve 280 nm’ler dolayinda oldugu
saptanmigtir

Bu ¢akigik spektrumlar Sekil 4.2 ‘de verilmektedir.

A: 3.938 1:
B: 6.786 1:
C: 8,150 1;

D: 8.738 1:

Lambda Max
A: 318
B: 318
C: 239
D: 2588

200 2s0 | =80 =0 " a0 -

Sekil 4.2. Tiamin, riboflavin, piridoksin ve askorbik asitin gakislk spektrumlarn
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Maddenin go¢ii ile ilgili yontemlerde, bir¢gok parametre taginma hizini
etkilemektedir. Taginma hiz: etkilendi8inde, taginma zaman1 ve pik boy veya alanlan
etkilenmektedir. Bu sakincalann ortadan kaldinlmast igin i¢ standart kullamlmasina gerek
vardir.

I¢ standart kullanimu ile yukanda sozii edilen sakincalar ortadan kalkmaktadur.
Ciinkil spektrum veya elektroferogramlardaki tiim degisiklikler i¢ standart sinyallerine
oranlandiginda oranin sabit oldugu ispatlanmigtir (12).

I¢ standart ile ¢alismalarda kullanilan i¢ standart derisiminin kesinlikle ayni olma
kosulu bulunmaktadir. Bu nedenle, bu aragtirmada i¢ standart olarak kullamlan salisilik
asitin siirekli 0.0202 mg/mL lik derigimi kullanilmigtir. Yapilan analizlerde tiamin,
riboflavin, pridoksin, askorbik asit ve salisilik asitin spektral verileri incelenmis ve bu
parametrelerle ilgili sonuglar $ekil 4.3. de verilmektedir.

Bu veriler degerlendirildiginde incelenen vitaminlerin tiimiiniin incelenebilir

nitelikte oldugu goriilmektedir.

Rasults - VRR+IS Ini
Signal  Scan Wavelength 280

14.0 4 - Retantion Time {min) 3.920
Capacity Factor €.8409
Area {pAU-sac o pV-sac) 14458

Height (LAU or pv) 4262

PW at 50% (min) 0.054

PW at 10% (min) 0.085

130, PW at 5% (min) 0.109

- PW at Basa (min) 0.091

USP Tailing, EP Symmetry Factor 1.0392, 1.0382
CFR Asymmatry Factor (10%) 1.0328

Plates (USP,EP) 29683, 29684
Plates/metar (USP,EP) 296880, 296828
Resolution (USP,EP) 17.3,17.7

120 HETP (mm) (USP,EP) 0.00337, 0.00337

Raduced Plate Height {USP,EP}  0.674, 0.674
USP calculations done by tangent mathed
EP calkulations done by halfwidth method

mV or mAU

38 388 390 352 394 3% 398 400
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Rasults - Vit+IS Injt

18.0 1

15.0 1

14.04

13.0 4

TV or mAD
o
o

; 11.04

13.9 4

Signal  Scan Wavalangth 220

B, Vitamini

Retenicn Time {min)
Cagacity Factor

Araa [pAU-sac or KV-sec)
Haight (LAU o V)

PW 2t 50% (min)

PW a2 12% {min)

PW at 5% {min)

PW at 2asa (min)

USP Tading, EP Symmetry Factor 0.6008, 0.6008

CFR Asymmatry Factor (10%)
Platas {USP EP)

Platas'mater (USP,EP)
Rasciufon (USP,EP)

HET? {mm}) (USP EP)

Raducad Plate Height (USP EP)

USP ca'culations done by tangent methed
EP caxulations dona by halfwidth method

6.795
12.5839
55308
5384
0.128
0.247
0.280
0.240

0.8041

12723, 13433
127877, 134383
6.04,6.07
0.00782, 0.C0744
1.56, 1.43

7.0
Minutas
Resuits - Vit+IS injt
iSignal Scan Wavelength 280 : : i
: Retenton Tima {min) 8.208
. « . Capadity Factor 15.4182
ami / Area (AU-sac or pV-sec) 80302
201 Bg Vitamint Height (AU or 4V) 9184
PW at 50% (min) 0.136
PW at 10% {min) 0.231
PW at 5% (min) 0.252
PW at Sasa {min) 0.227
18- USP Talling, EP Symmaetry Factor 0.8370, 0.8370
CFR Asymmetry Factor (10%) 0.6384
Plates (USP,EP} 20875, 20063
Platas'meter (USP,EP) 208749, 200625
Resoiution (USP,EP) 6.04,6.07
HETP (mm) {USP,EP) 0.00479, 0.00498
187 Reduced Plate Haight (USP.EP)  0.958, 0,997
USP calculations done by tangent method
— EP caleulations done by halfwicth method
£
> 141
[

121

8.00

820 8.25 8.30

18



Results - Vit+i$,Inj1
Signal  Scan Wavelength 280

Retention Time (min) 9.729

Capacity Factor 18.4577

24 1 Area (yAU-sec of pV-sec) 125906
H int Height (AU or V) 11398
C Vltamlnl PW at 50% (min} 0.179
PW al 10% {min) 0.285
22 PW at 5% {min) 0.318
PW at Base {min) 0.282

USP Tailing, EP Symmetry Factor 0.7329,0.7329
CFR Asymmatry Factor (10%) 0.7463

20 Plates (USP,EP) 18982, 16338
Platas/meter (USP,EP) 189817, 163383
Resolution (USP,EP) $.97,5.68
HETP (mm) {(USP EP) 0.00527, 0.00612

-
w»

Reduced Plate Height (USP,EP)  1.05,1.22
USP caleulations done by langent method
EP calculations dona by halfwidth method

mV or mAU
&

950 955 960 965 070 975 980 985 990 995
Minutes

 Sekil 4.3. Tiamin, riboflavin, piridoksin ve askorbik asitin pikleri

Sonugta suda ¢Oziinen tiamin, riboflavin, pridoksin ve askorbik asitin besinlerde
ve farmasotik preparatlarda kolayca tayin edilebilecegi bir kapiler zon elektroforez
yontemin geligtirildigine karar verilmigtir.

Kapiler elektroforez ile yapilan g¢aligmalarla bu ¢aliymada gergeklestirilen vitamin
tayini yontemi kargilagtinldifinda, miselsi elektrokinetik kromatografi teknigi ile yapilan
tayinlerde piklerin birbirine ¢ok yakin oldugu (5, 6) goriilmektedir. Ayrnica kapiler zon
elektroforez ile elde edileninkine gore go¢ hizlarinin tam tersi seklinde elde edildigi
gozlenmektedir. Bu terslik tekniklerden kaynaklanan beklenen bir durumdur.

SDS kullanilarak yapilan galismalarin birinde tayinler 210-220 (6), digerlerinde de
254 nm’de (4, 5) ki absopsiyonlan 6l¢iilmiigtiir. Oysa bu ¢aliymada taramali dedektor

kullanilarak bulunan en uygun dalga boylarinin 200-280 nm dolaylarinda oldugu
savunulmaktadir.
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Huopalathi ve Sunell (4) uyguladiklarn ydntemi bif HPLC yontemi ile
kargilagtirmiglar, tekraredilebilirligin ve standart sapmanin zayiflifin1 enjeksiyon
yontemine baglamiglardir. Buna gore bir karsilagtirma yapilirsa bu ¢aligmada vakum
enjeksiyon tekniginin kullanildiginin belirtilmesi gerekir.

Gelistirilen ybntem igerisine vitamin katilan bonbon tipi sekerlere ve bir ilag
firmasinin iretimi olan vitamin drajelerine uygulanmis ve son derece muntazam
elekroferogramlar elde edilmigtir. Hem seker hem de drajelerde bulunan diger maddelerin
elektroferogramu etkilemedigi, icerdigi tiamin, riboflavin, piridoksin ve askorbik asitin
biiyiik bir duyarlilik ve segicilikle yapilabilecegi sonucuna vanlmigtr.
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