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ÖZET 

Farmasötik preperatlarda ve besinlerde tiamin, riboflavin, piridoksin ve askorbik asitİn 

analizi için kapİler zon elektroforez kullanılarak bir elektroforez tekniği geliştirilmiştir. 

60 cm efektif uzunluğu olan ergitilmiş silika kapileriçin optimum koşulların 25 k V ve 

maksimum 200 ~A olduğu bulunmuştur. 

Tampon sistemi olarak 20 mM borat tamponu kullanılmıştır. Bu koşullarda tiamin, 

riboflavin, piridoksin ve askorbik asit göç hızları sırasıyla 3.9, 6.8, 8.2, 9.7 bulunmuştur. 

Bu çalışmayla vitaminleri n beklenenin üzerinde bir kolaylık ve duyarlılıkla analizinin 

yapılabileceği sonucuna varılmıştır. 

Anahtar keliıneler:Tiamin, riboflavin, piridoksin, askorbik asit, vitamin tayini, kapİler 

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 w ere found to be 25 k V applying voltage and 200 ~A maximum 

curent for the effective length of 60 cm fused silica capillary. The buffer system w as 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. lt 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. GİRİŞ VE AMAÇ 

Vitaminler, vücutta metabolik olayların normal bir şekilde meydana gelmesi ve 

sağlıklı durumun sürdürülebilmesi için besinlerle az miktarda alınan dış kaynaklı organik 

maddelerdir. Besinierin dört ana ögesi olan proteinler, yağlar, karbohidratlar ve tuzlar saf 

olarak alındıklarında, yeterli miktarda vücuda girseler bile, sağlıklı durumun 

sürdürolmesini sağlayamazlar. Bunlarla birlikte vitaminler ile kobalt, demir, iyod, flor, 

çinko ve bakır gibi temel minerallerin alınması gereklidir (1). 

Vitaminierin çoğu bitkisel veya hayvansal besinler içinde dışarıdan alınırlar. Bazı 

vitaminler ise vücutta sentez edilebilirler. Kalın bağırsak florasındaki mikroorganizmalar 

tarafından sentez edilen tiamin, piridoksin ve K vitaminleri bunlara örnek olarak 

verilebilir. 

Vitaminler genellikle yağda çözünenler ve suda çözünenler olmak üzere iki ana 

gruba ayrılırlar. Suda çözünen vitaminler (Bıı vitamini hariç) genellikle bitkisel kaynaklı 

besinler içinde, yağda çözünen vitaminler ise hayvansal kaynaklı besinler içinde 

bulunurlar. 

Bazı vitaminlerin, besinler içinde veya prekürsörlerden hareketle yapılan çeşitli 

şekilleri vardır. Bunlar nitelikleri bakımından birbirlerine benzerler, fakat aralarında nicel 

bakırndan fark vardır. Aynı vitaminin bu çeşitli şekillerine onun vitameri adı verilir (1). 

Vitaminierin fizyolojik olaylardaki önemi vücutta oluşan metabolitlerin, 

koenzimlerin ve kofaktörlerin bir kısmını oluşturmalarından; oluşan metabolitlerin belirli 

genler üzerinde steroid benzeri etkileriyle hedef hücredeki temel olayları kontrol 

etmelerinden kaynaklanır. 

Vitaminierin önemi nedeniyle üzerlerinde yapılan binlerce çalışmaya rastlamak 

mümkündür. Tayinleri konusunda ise kendi başianna olduğu gibi karışımlarının tek bir 

analiz ile sonuçlandınidığı ve bu tayinierin başarıldığı birçok yönterne rastlanmaktadır(2). 

Bu yöntemler arasında en az kullanılmış olanı kapiler elektroforezdir. 

Karışım analizleri için son derece kullanışlı bir yöntem olan kapiler elektroforez ile 

kapiler zon elektroforez (3, 4) ve miselsi elektrokinetik krornatografik (5, 6) teknikleri 

kullanılarak yapılmış çalışmalar bulunmaktadır. 

Bu çalışmada gıda maddelerinin, farmasötik preperatların ve içeceklerin 

içerisindeki hedef olarak analizi seçilen tiamin, riboflavin, piridoksin ve askorbik asitin 

kapiller zon elektroforez ile tayini amaçlanmıştır. Yöntemin geçerliliği çeşitli açılardan 

yorumlanmıştır. 
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2. KAYNAK ARAŞTIRMASI: 

2.1. B ı, Bı, B6, C vitaminlerinin Fiziksel ve Kimyasal Özellikleri: 

2.1.1. Bı vitamini: 

Bı vitamini (tiamin, anörin) B grubunun en önemli vitaminidir. Bı vitamini 

hayvansal ve bitkisel besinierin her ikisinde de kısmen serbest, kısmen birleşmiş olarak 

tuz, tiamin-protein kompleksi veya pirofosfat (karboksilaz) halinde bulunur. Molekülünde 

bir pirimidin ve bir tiazol halkası metilen köprüsü ile birbirine bağlanmış kuaterner 

tiazolium tuzu vardır (7). 3-[(4-amino-2-metil-5-pirimidinil) metil]-5-(2-hidroksietil)-4-

metiltiazolium klorur mono hidroklorur formülüne sahip bir bileşiktir. Açık formülü Şekil 

2.1. de verilmiştir. 

cr 
CH ----=N-rıCH3 2 

~S)CHıCHıOH 

Şekil2.1.Tiamin hİdroklorürün açık formülü 

Kapalı formülü Cı2HısCI2N40S olup; molekül ağırlığı 337.27 dir. Tiamin asidi 

ortamda tuz halinde, alkali ortamda ise serbest halde bulunur. Tuz halindeki tiamin 

pişirme sırasında bozulmaz, fakat alkali ortamda örneğin karbonat ilave edildiğinde 

serbest tiamin ayrılır ki bu da pişirme sırasında parçalanır (7). 

Tiaminin suda çözünürlüğü çok fazladır. ı gram tiamin ı ml suda çözünebilir. 

Alkoldeki çözünürlüğü ise azdır. Eter, benzen, kloroform, aseton, petrol eteri gibi organik 

çözücülerde çözünmez (8). Pişirme sırasında bir kısım vitamin suya geçer. Sulu çözeltileri 

ısıya dayanıklıdır, pH 3.5 da ı2o·c ye kadar ısıtılabilir. Fakat zayıf asidik ortamda 
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dekompoze olabilir. Biyolojik aktivitesi çok uzun değildir, nötral ve alkali ortamda 

ısıtınakla hızla bozulur (8). 

Saf tiamin 1936 dan bu yana sentezleelde edilebilmekte olup, renksiz, kristalimsi 

bir maddedir. 221"C de erir. Hafif tuzlu bir tadı ve kendine özgü ceviz kokusu vardır. 

Tiamin hİdroklorür tuzu ise 248-250"C de erir. Özellikle tahıl tanelerinin kabuğunda 

bulunur. Kabuğu çıkarılmış pirinç B ı vitamini bakımından fakirdir. Yumurta sarısında, 

yeşil sebzelerde, domateste bol miktarda vardır. Et, süt, patates ve taze meyveler az 

miktarda Bıvitamini içerir. 

2.2.2. Bı Vitamini: 

Bı vitamini (riboflavin, laktoflavin), 7 -8-dimetil-1 0-(D-ribo-2,3,4,5-tetrahidroksi 

pentil) isoalloksazin formülüne sahip bir bileşiktir. Açık formülü Şekil2.2. de verilmiştir. 

o 

~ 
H 

o 

Şekil 2.2. Riboflavin'in kimyasal formülü 

Kapalı formülü C11HıoN406 olup; molekül ağırlığı 376.37 dir. San renkte 

kristalize bir toz olup 282"C de bozularak erir. Riboflavin doğada çok yayılmıştır. Hayvan 

ve bitkilerde riboflavin-5-fosforik asit halinde proteine bağlı olarak bulunur. Isıya 

karşıdayanıklıdır. Su ile pişen yemeklerde riboflavin suya geçer. Hayvansal besinler (süt, 

yumurta, karaciğer ve etler) bitkisel besinlerden çok daha fazla Bı vitamini içerirler. Bı 

vitamini suda ve alkolde çok az çözünür. Aseton, siklohekzanol ve benzeri diğer organik 

çözücülerde çözünmez. Bununla birlikte alkali çözeltilerdeki çözünürlüğü oldukça iyidir 

(8). Hayvansal ve bitkisel besinlerde çözünen şekilde bulunduğundan su ile kolayca 

özütlenebilir. Sulu çözeltileri ısıya dayanıklı olup; uzun süre ısıtınakla dahi bozulmaz. 

Alkali çözeltide riboflavin üzerine ışık etkilendirilirse analitik bakımdan önemli sarımsı 
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renkte lumiflavin (6,7 ,9-trimetilizo alloksazin), asidi veya nötral metanollü çözeltide 

lumikrom (6,7-dimetil alloksazin) meydana gelir. 

2.1.3. B6 Vitamini 

B6 vitamini, piridoksin, piridoksal, piridoksamin şeklinde üç analog olarak bilinir. 

Piridoksin hidroklorür ise bu üç formun en stabil şekli ve ortak analoğudur. 

CH ı OH CHıNHı 

OH CH ı OH 
C Hı OHCH2 OH 

Piridoksin Piridoksal Piridoksamin 

Şekil 2.3. B6 vitamininin analoglan 

Piridoksin hidroklorür; 5-hİdroksi -6-metil-3 ,4-piridindimetanol hidroklorür 

formülüne sahip bir bileşiktir. Şekil 2.4. de formülü verilmiştir(2). 

CHıOH 

OHCH2 OH 

cı 

CH3 

ı 
H 

Şekil 2.4. Piridoksin Hidroklorürün kimyasal formülü 
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Kapalı formülü CgHııN03.HCl olup; beyaz, kokusuz, kristalsi, tuzlumsu tadı 

olan bir maddedir. Piridoksinin sentetik preperatlan hidroklorür bileşiği halindedir. 204-

2080C de bozunarak erir. Suda kolay, alkolde güç çözün ür, eterde çözünmez. Isıya ve 

alkaliye karşı dayanıklıdır. Yeter derecede ışık etkisine bırakılırsa bozunur. Yemekierin 

pişirilmesi ile parçalanmaz fakat kızartma sırasında kısmen bozunur. Özellikle balık etinde 

bulunur. Mayada, sebzelerde, tahılda, sütte vardır. Yumurtada azdır. Organizmada 

piridoksal fosfat şeklinde, bitkilerde daha çok piridoksin şeklinde bulunur (7). 

2.1.4. C Vitamini 

Organizmanın en çok gereksinim duyduğu vitamindir. İnsan vücudu askorbik 

asidi yapamaz, dışandan alma zorunluluğu vardır. L-Askorbik asit formunda,beyaz, 

kokusuz, limon asiti gibi ekşi tadı olan bir maddedir. Kapalı formülü C6H8Ü6 olup, 3-

okso-L gulofuranolakton formülüne sahiptir. kimyasal formülü Şekil 2.5. de verilmiştir. 

o 

L-Askorbik asit D-Askorbik asit 

Şekil2.5. C Vitamininin kimyasal formülü 

Molekül ağırlığı 176.13, yoğunluğu 1.65 tür. Suda çözünürlüğü 0.33 g/mL dir. 

Alkelde çok çözünmesine karşılık; aseton, kloroform ve eterde çözünmez. 5 mg/mL lik 

çözeltisinin pH'ı 3dolaylannda, 50 mg/mL lik çözeltisinin pH'ı ise2 dolaylanndadır(9). 

Bileşiminde bulunan endiol grubundan ötürü kuvvetli bir indirgendir. Kolayca 

yükseltgenebilir. 

Askorbik asit kuru halde oldukça dayanıklı ise de ışıkta yavaş yavaş esmerleşir. 

Çözeltileri kuvvetli asit ortamda dayanıklıdır. Ancak nötral ve alkali ortamda çabuk 

aynşır. Oksijen bulunmadığı zaman ısı tek başına vitamini parçalamaz. Fakat hava ile 
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birlikte kolay yükseltgenir. Besinierin pişirilmesi ile askorbik asitİn çoğu parçalanır. 

Kaynatılan sebzeler de askorbik asit içeriğinin yaklaşık %80'i kaybolur. Kükürtdioksit 

askorbik asitin yükseltgenmesini zorlaştırdığından meyve ve sebzelerin kurutulmasında 

geniş ölçüde kullanılmaktadır. 

L-Askorbik asitinerime noktası 174•c dir. D-Askorbik asitinerime noktası ise 

192·c dir. Askorbik asit pH 4.5'in üstünde 2.3-diketo gluonik asite dönüşür. Aynca 

indirgen özelliğinden dolayı antieksidan olarak da kullanılır. 

2.2.VİTAMİNLERİN FARMAKOLOJİSİ: 

2.2.1. Bı Vitamini: 

Tiamin İnsan ve hayvan dokulannda özellikle hidroksietil grubuyla mono-di-tri­

fosfat esterleri oluşturmuş halde bulunur. Tiamin di fosfat enzimi karboksilazın ko­

enzimidir. a.-keto asiderin dekarboksilasyonunu sağlar. Yeter derecede tiamin profosfat 

bulunmadığı taktirde; kanda pirüvik asit ve sonuç olarak laktik asit, a.-keto glutarik asit 

miktan çok yükselir. Tiamin profosfat bundan başka, glikozun direkt oksidasyonundaki 

trans-ketolaz reaksiyonlan için de ödevlidir. Trans-ketolazın ko-fermentidir. Bu son 

reaksiyon vücutta pentoz oluşumu ile steroidlerin hidroksillenmesi ve karbonhidratlardan 

yağ asitleri oluşumu gibi metabolizma işlerinde pek gerekli olan NADFH'nin oluşumuna 

neden olur. Böylece Bı Vitamini eksikliğinden dolayı trans-ketolaz etkisi oluşmaz ve 

direkt oksidasyon bozulur. Yıkılım pentoz aşamasında kalır. Dokularda ve eritrositte 

normalin birkaç katı pentoz toplanır. Aynı nedenle NADFH'da oluşamadığından yağ asiti 

sentezi de durur (10). 

Tiamin eksikliğinde karbonhidrat metabolizmasının direkt ve indirekt 

oksidasyonlannın aksaması yanında; protein, yağ ve su metabolizmasında bozukluklar 

görülür. 

Bı Vitamini eksikliğinde şiddetli nöritler, mide ve bağırsak bozukluğu ve kaslarda 

felçler görülür. Tiamin eksikliği beriberi hastalığı olarak bilinen bir hastalığa da yol açar. 

Uluslararası tiamin birimi 0.003 mg tiamin hidroklorür'e tekabül eder. 1 mg Bı 

Vitamini 333 UB dir. Gunlük tiamin gereksinimi ortalama 1.5 mg dır. Tiamin duodenum 

ve ince bağırsağın yukarı kısmından absorbe edilir. Kalın bağırsakta absorbe 

edilmediğinden bağırsak florasındaki bakterilerin sentez ettiği tiaminin bir yaran yoktur 

(1). 
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2.2.2. Bı Vitamini: 

Vücuttaçeşitli maddelerin ara metabolizmasında rol oynayan ve flavoproteinler 

denilen çok sayıda enzimin ko-enzim kısmını oluştururlar. Aktif şekli; riboflavin fosfat 

(diğer adıyla riboflavin mono nükleotid, FMN) ve flavin adenin dinükleotid (FAD) dır. 

Birinci türev, Warburg'un sarı enziminin, sitokrom C redüktaz ve L-amino asit 

dehidrojenaz'ın ko-enzimidir. İkincisi ise yağların oksidasyonunda ilk basamağı katalize 

eden asil-ko-enzim A dehidrojenaz enziminin ko-enziminin bir bölümünü oluşturur. 

Ayrıca D-Amino asit dehidrojenaz, ksantin oksidaz ve diğer bazı enzimierin ko-enzimidir 

(1). Günlük minimal gereksinim tiaminde olduğu gibi metabolizma hızına ve günlük 

kalori alırnma bağlı olarak değişir. Minimal miktann günde 1000 kilokaleri başına 0.3 mg 

olduğu tespit edilmiştir. Eksiklik halinde başlıca aşağıdaki lezyonlar oluşabilir. Ağızda 

(dil, dudak ve yanak mukozasında) iltihaplar ve buna bağlı olarak beyaz lekeler halinde 

gelişen perleş adı verilen tezyonlar gelişebilir. Gözde, kornea vaskülarizasyonu ve iltihabı 

oluşur. Ciltte, burun, nazolabiyal kıvnm, göz kapakları, kulak kepçesi, skrotum ve vulva 

üzerinde ciltte pullanma ve yağlanma gibi seboreik dermatif belirtileri, kızarına ve folikülit 

meydana gelir. Eritropoietin yapımının azalması nedeniyle anemi gelişebilir. İnce 

bağırsağın üst kısmından tamamiyle absorbe edilir (1, 10). 

2.2.3. B6 vitamini: 

Piridoksinin aktif türevleri olan piridoksal fosfat ve piridoksamin fosfat amino 

asiderin absorbsiyon, metabolizma ve transportunda rol oynayan çok sayıdaki enzim 

türlerinin ko-enzim kısmını oluştururlar. Bu enzimler aşağıdaki olaylardan sorumludurlar. 

Tirozin, L-dopa, 5- hidroksitriptofan, arginin, glutamik asit ve diğer bazı 

aminoasitterin dekarboksilasyonundan sorumludur. Bu olaylarda piridoksin türevleri ko­

dekarboksilaz görevi yaparlar. İlk iki amincasitin dekarboksilasyonu katekolaminlerin 

sentezinde rol oynar. Üçüncüsünün dekarboksilasyonu sonucu seratenin oluşur. Santral 

sinir sistemindeki bazı nöronlarda glutamik asitin dekarboksilasyonu sonucu önemli ve 

yaygın bir inhibitör mediatör olan GABA meydana gelir. a-Amino-~-keto adipik asitin 

dekarboksilasyonu ile ö-amino levulinik asid oluşturan dekarboksilaz da piridoksine 

bağımlıdır. 

Amino asiderin trans aminasyonunda görevlidir. piridoksal fosfat bu olayı yapan 

enzimlerle ko-transaminaz görevi yapar. 
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Triptofan metabolizmasında, triptofanın bir minör metaboliri olarak vücutta oluşan 

kinurenin, antranilik asite dönüştürülür. B u dönüşümü yapan kinureninaz enziminin ko­

enzimi piridoksal fosfattır. 

Kükürtlü amino asiderin metabolizmasında ise amino asitimerin absorbsiyon ve 

taşınmasında piridoksin ve türevleri önemli ölçüde rol oynar. Günlük gereksinme 1-2 mg 

kadardır. Piridoksin eksikliğinde protein metabolizmasının bozulmasına bağlı olarak 

periferik nörit, santral sinir sisteminde GABA sentezinin azalmasına bağlı olarak 

hiperirritabilite ve konvülsiyonlar, hipokrom mikrositer anemi, cilt ve mukoza lezyonları 

gözlenmiştir ( 1 ). 

2.2.4. C Vitamini 

Askorbik asit ve dehidro askorbik asit vücut sıvılarında denge halinde bulunur ve 

birbirlerine kolayca dönüşürler. Böylece redoks özelliği taşırlar. Bu özellikten dolayı 

askorbik asitin glutation, piridin nükleotitleri ve flavin nükleotitleri ile birlikte hücrelerde 

oksitlenme-indirgenme (redoks) sistemlerinde rol oynadığı gösterilmiştir. Askorbik asit 

hematopoietik dokuda tetrahidrofolik asitin oksitlenmeden kalmasını sağlar. Bağ dokusu, 

kemik, kıkırdak ve dentin dokuları gibi mezenşimal kaynaklı dokuların oluşumu ve 

normal durumda kalabilmeleri için askorbik asit gereklidir. Bu vitamininsayılan dokuların 

yapımı ve sağlıklı durumlarını sürdürebilmeleri ile ilgili temel etkisinin kolojen 

sentezindeki rolünden ileri geldiği düşünülmektedir. Askorbik asit yara iyileşmelerini 

hızlandırır. Bu nedenle ağır yanıklardan ve travmalardan sonra lezyonların düzetmesini 

çabuklaştınr. C vitamininin ağır enfeksiyon ve diğer stres hallerinde; strese karşı 

hormonal reaksiyonun oluşmasında katkısının bulunduğu ileri sürülmüştür. C vitamininin 

uzun süren eksikliği skorbüt adı verilen hastalığa neden olur. Bu hastalıkta temel 

bozukluk mezenşimal kaynaklı dokularda kalojen yapımının azalması ve yıkımının 

artmasıdır. Buna bağlı olarak kapiler frajilitesinde artma, peteşiler, doku içinde kanama, 

dişierin gevşemesi ve dökülmesi, diş etlerinde kanama ve iltihap, yara iyileşmelerinin 

gecikmesi gibi bozukluklar görülür. Erişkinlerde günlük vitamin gereksiniminin 10 mg 

olduğu tespit edilmiştir (1). 
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2.3. VİT AMİN TA YİN YÖNTEMLERİ: 

Vitaminierin bulunuşundan günümüze dek geliştirilen yöntemlerin çokluğu 

konusunda hemen herkesin aynı görüşte olduğu söylenebilir. 

Bu tayin yöntemlerinin birçoğu bir tekinin miktannın bulunmasına yöneliktir. 60'1ı 

yıllardan sonra HPLC'nin yaygınlaşmasını takiben, grup olarak vitamin tayinlerinin 

yapılclığı gözlenmektedir. 

Son yıllarda, kapiler elektroforezin gelişmesine parelel olarak, kapiler elektroforez 

HPLC'nin yerini almaya başlamıştır. Doğaldır ki, adı geçen yöntemle vitaminierin 

tayinleri de yapılmıştır. 

Vitaminler birçok disiplinin kapsamına giren maddeler olduğundan sadece bu 

maddeleri konu alan araştırmalann yayınlandığı periyodikler vardır. Ayrıca konu ile ilgili 

birçok kitabın da yayınlanclığı belirtilmelidir. Eczacılıkla ilgili tayinleri kapsayan böyle bir 

kitaptan söz edilebilir (2). 

Kapiller elektroforezin değişik teknikleri kullanılarak suda çözünen vitaminler 

incelenmiştir. 

Nishi ve ark (6) miselsi elektrokinetik kromatografi ile suda çözünen vitaminierin 

göç hızları üzerine etkili parametreleri incelemiştir. Misel yapıcı ajan olarak sodyum 

dodesil sülfat ve sodyum laurometil tauratın kullanıldığı belirtilmektedir. pH 9.0 tamponu 

içerisinde incelenen vitaminierin teorik plaka sayısının 100000-350000 arasında olduğu 

ifade edilmektedir. 

Fujuwara ve ark.(5) miselsi elektrokinetik kromatografi ile suda çözünen 

vitaminierin göç hızları üzerine etkili parametreleri incelemiş, belirlediği optimum 

koşullarda enjektabl farmasötik preperatlarda vitamin tayinini gerçekleştirmişlerdir. İç 

standart olarak etil p-aminobenzoat kullandıklarını, ölçüleri 254 nın'de yaptıklarını, 

enjektabl çözeltilerde 2.1 den az standart sapma ile tayinleri başardıklan bildirilmektedir. 

Huopalahti ve Sunell (4) kapiler zon elektroforez teknigi ile fosfat tamponu 

kullanarak pH 9 da 15 dakikalık bir analiz yöntemi geliştirmişlerdir. Tabietlerden 

vitaminleri 0.1 M HCl ile aldıklannı, tekraredilebilirliğin ve pik alanlannın her bir vitamin 

için ortalama, standart sapma ve göreceli standart sapmalannı inceleyerek yöntemlerinin 

geçerliliğini araştırdıklannı belirtmektedirler. 
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3. MATERYAL VE METOD: 

3.1. Kullanılan aletler: 

Kapiler elektroforez ile yapılan deneyler Modular Injector, High Voltage Power 

Supply ve Spectra FOCUS model scanning CE dedektörden oluşan Spektrophoresis 100 

(Thermo Spectra Physics) ile gerçekleştirilmiştir. Bu sistem, bilgisayar bağlantılı olup 

(Intra, 486 PC) veriler OS/2 Warp (Version 3.0) altında çalışan PC 1000 Thermo 

Seperation Product programı ile işlemektedir. Elektroferogramlar Deskjet 540 model 

(Hewlett Packard) ile kaydedilmiştir. pH ölçümleri Elektro mag 822 model pH metre ve 

Amagrus marka kombine cam elektrotu ile, degas işlemleri B-220 model (Bronson 

Ultrasonic Cleaner), süzme işlemleri (25 mm, 0.45).lm) Phenomenex mikro filitre ile 

yapılmıştır. 

Ayının, efektif uzunluğu 60 cm olan 75).lm lik fused silika (Phenomenex) 

kapilerde gerçekleştirilmiştir. İyi bir ayının sağlanabilmesi için ilk koşul kapilerio 

şartiandıniması olduğu belirtilmektedir. Şartlandırmada ilk yıkamanın 1 N NaOH ile, daha 

sonraki olağan yıkamalann 0.1 N NaOH ve saf suyla yapılmasının gereği aletin kullanma 

talimatında yazılmaktadır. NaOH kapillerdeki çökelmeleri önleyen bir maddedir. Aynca 

kapillerin yüzeyinde oluşan negatif yüklerin bulunduğu tabakanın pozitif partiküllerle 

kaplanmasından kaynaklanan sakıncaları da ortadan kaldırmaktadır. 

Belli sayıdaki analizden sonra pik yüksekliklerindeki azalma şartiandırma işleminin 

mutlaka yapılması gereğini ortaya koymaktadır. 

3.2. Kullanılan Kimyasallar: 

Tiamin, riboflavin, piridoksin ve askorbik asit standartlan çeşitli ilaç fırmalanndan 

sağlanmıştır. Deneylerde kullanılan diğer kimyasal maddeler E. Merck firmasının üretimi 

olup; analitik ölçülerde saftırlar. 

Çalışmalarda kullanılan bidistile su laboratuvarımızda elde edilmiş olup, tüm 

çözeltilerin hazırlanmasında bu su kullanılmıştır. 
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3.3. Kullanılan Çözeltiler: 

Ayının 20-80 mM derişimlerdeki boraks tamponu içerisinde yapılmıştır. Bu 

çözeltinin pH'ı IM HCl veya IM Na OH ile ayarlanmıştır. Boraks çözeltilerinin derişimleri 

100 roM'lük boraks stok çözeltisinden hareketle hazırlanmıştır. 

3.4. Stok vitamin standardı ve standart çözeltilerinin hazırlanması: 

Askorbik asit, tiamin hidroklorür, piridoksin hidroklorür den 1 O mg dolaylarında 
ı 

duyarlı tam tartım alınmış, 50 roL'lik balonjojeye aktarılarak, ıtam çözünmesi sağlandıktan 

sonra, bidistile su ile tamamlanmıştır. Riboflavin çözeltisi için ise 10 mg delaylannda 

duyarlı tam tartım alınmış bidistile su ile 100 roL'lik balonjojeye aktarılmış, üzerine ortamı 

bazik yaparak çözünmeyi kolaylaştırması için 20 mg delaylannda Na2C03 katılarak 

ultrasonik hanyoda 15 dakika bekletilerek tam çözünme sağlandıktan sonra bidistile su ile 

tamamlanmıştır. 

3.5. Kapiler Elektroforezin Temeli: 

Kapiler elektroforez son yıllarda geliştirilmiş ilgi çekici ve son derece potansiyelli 

analitik bir tekniktir. Kimya, biyoteknoloji, çevre ve farmasötik analizlerde geniş ölçüde 

uygulama alanı bulmaktadır. Yöntemin temeli 1886'da Lodge tarafından atılmış, 1987'de 

ise Cohen ve Kauger tarafından kapiler jel elektroforeze kadar bir gelişim göstermiştir 

(ll). En büyük gelişim ticari elektroforez aletlerinin çıkartılması ile olmuştur. Aynca bu 

gelişmedeki en büyük payın çok küçük çaplı ergitilmiş silika kapilerin hazırlanmasında 

olduğuda bir gerçektir. Kapiler elektroforezin en basit tekniği kapiler zon elektroforezidir. 

Kapiler zon elektroforez ile aynm üzerinde iki önemli etkinin bulunduğu bilinmektedir. 

Bunlar; elektroosmoz ile taşınma, diğeri elektriksel etki ile yüklü parçacıkların hareketidir. 

Elektriksel etki ile yüklü parçacıkların hareketi sırasında çözeltinin viskozitesi de bu 

parçacıkların hareketi üzerine etki göstermektedir. 

Elektroosmoz ile taşınmanın temeli aşağıdaki gibi açıklanabilir. 

Ergitilmiş silika, dielektrik sabitine bağlı olarak daima yüzeyinde negatif bir yük 

bulundurur. Bu yük oluştuğu anda buna karşı çözeltide ters bir yükün oluştuğu görülür. 

Dolayısı ile çözeltideki yüklenme pozitif olmaktadır. Pozitif yük taşıyan çözeltinin katoda 

doğru akacağı doğaldır. Bu akış sırasında çözelti içerisinde bulunan pozitif, negatif ve 

nötr maddeler elektroosmoz olayı ile daima katoda doğru akacaktır. 
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----------------------------------------
0 0 0 

osmotik akış yönü [ Katod ı 
0 0 0 

Şekil 3.1. Elektroosmoz olayı 

Yukanda belirtildiği gibi çözelti içerisinde bulunan pozitif ve negatif yük taşıyan 

iyonlar uygulanan elektriğin etkisi altında an ota veya katota doğru yönelmektedirler. Buna 

göre iyonlann net hızlan taşıdıklan pozitif veya negatif yüke bağlı olmak üzere değişir. 

Her üç tip iyon için 

Pozitif iyon için: v =ve0 +vep 

Negatif iyonlar için: v =veo-Vep 

Nötr iyon için: v=veo 

eşitlikleri yazılabilir. 

Bu yöntemin birçok üstünlükleri bulunmaktadır. Bunları şöyle sıralamak 

mümkündür. Mikro analizlere olanak sağlar. Çok küçük hacimlerde çalışmanın mümkün 

olduğu söylenebilir. Aynm diğer yöntemlere göre daha kısa sürede yapılabilir. Analiz 

pahalı olmayan kimyasal maddelerle yapılabildiğinden dolayı analiz başına düşen 

sarfiyatın çok az olduğu söylenebilir. 

Yukanda belirtilen üstünlüklerine karşın bu yöntemin tek dez avantajı incelenecek 

olan maddelerin çözün ür hale getirilme problemleridir. 
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4. SONUÇ VE T ARTlŞMA 

Vitamin analizleri birçok alanı ilgilendiren bir konudur. Biyokimya, gıda ve 

farmasötik endüstirisi vitaminin analizlerini sürekli kullanmaktadır. Bu nedenle; yöntem 

geliştiren bilimler, vitamin analizlerini basit, ucuz ve duyarlı yapabilmeye yönelik çaba 

sarfetmektedirler. 

Bu çalışma, bazı suda çözünen vitaminierin analizlerine temel oluşturacak, besin 

ve farmasötik analizlerce uygulanabilecek kapiler zon elektroforezi kapsamaktadır. 

Önce, kuru olarak seçilen tiamin, riboflavin, piridoksin ve askorbik asitin 10 

mg/100 mL'lik çözeltilerinden hareketle hazırlanan çözeltilerin elektroforetik davranışı 

tampon çözeltiler içerisinde (pH 8-9.5) teker teker incelenmiş ve göç zamanlan 

belirlenmiştir. 

Elektroferogramlar 200, 280 ve 360 nın'lerde 25 kV 200 ı,ıA (maksimum) 

uygulayarak elde edilmiştir. 

pH'a göre elde edilen elektroferogramlarda bir değerlendirme yapıldığında, pH 8 

deki 20 mM boraks tamponu içerisinde analizin yaklaşık 9 dakika, pH 9 daki 20 mM 

boraks tamponu içerisinde yaklaşık 15 dakika sürdüğü gözlenmiştir. pH 8'de elde edilen 

elektroferogramda riboflavin ile piridoksinin birbirlerinden tam aynlmadığı (resolution) 

görülmektedir. Bu nedenle tiamin, riboflavin, piridoksin ve askorbik asitin birbirlerinden 

en iyi ayıncı sistemin pH'ı 9 olan 20 mM boraks tamponu olduğu saptanmışnr. 

Göç zamanı (migration time, tm) üzerine çeşitli parametrelerin etkileri 

bulunmaktadır. Yukandaki bulguya göre pH' nın azalması ile göç zamanı da azalmaktadır. 

Aynca, göç zamanı üzerine kullanılan tamponun derişimi de etkili olmaktadır. 

Tampon derişiminin göç zamanı ile ilişkisi çeşitli araşnncılar tarafından incelenmiş ve 

e 

şeklinde bir ilişki bulunmuştur (ll). 
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Burada; 

Jlep elektroforetik göç hızı 

Z parçacığın yükünü 

rı çözeltinin viskozitesini 

C çözeltinin derişimini göstermektedir. 

Bu eşitliğe göre bir maddenin elektroforetik taşınması, çalışma ortamının derişiminin 

karekökünün tersi ile doğrusal olması gerekir. 

Gerçekte, elekroferogramlardaki pikler göç hızlannı göstermektedir. Çünkü, 

ergitilmiş silika kolonlarda elektroosmoz hızını ortadan kaldırmanın yalnızca kaplanmış 

kolonlarda gerçekleştiği bilinmektedir. 

Göç hızı üzerinde etkili parametrelerden voltaj ve kolon uzunluklanndan da söz 

edilmesi gerekir. Bu iki parametreyi içeren eşitliğin 

L2 
t=--­

J..lepXV 

şeklinde verilmesi mümkündür (ll). 

Burada, 

t parçacığın göç zamanı 

L kolon uzunluğu 

J.lep elektroforetik göç hızı 

V uygulanan potansiyeli göstermektedir. 

Eşitliğe göre parçacığın göç zamanı kolon uzunluğunu karesi oranında 

değişmektedir. Şu halde süre olarak uygun zaman alan analizlerde, diğer koşulları 

değiştirmeden kolon boyunu azaltarak süreyi önemli ölçüde değiştirmenin olası bir 

alternatif olduğu göz önünde bulundurulmalıdır. 

Yukanda belirtildiği gibi 60 cm lik ergitilmiş silika kolonda pH'ı 9 olan boraks 

tamponu içerisinde, 25 kV potansiyel, 200 ı.ıA (maksimum) akım uygulayarak, tiamin, 

riboflavin, piridoksin, askorbik asit ve internal standart olarak belirlenen salisilik asitin 

elektroferogramı Şekil 4.1. 'de verilmektedir. 
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Vit+iS,Injı, Sean Wave!er.gth 2a0 -

RT(min) Area Height Area% Paal<Type 
5 3.920 1445ô 4262 4.63 Resol'led 

6.795 55308 5384 17.73 Resolved 

8.208 80302 9184 25.74 Rasolved 

9.729 125906 11398 40.35 Resolved 

11.449 36051 3050 11.55 Raso~1ed 

312023 33278 100.00 

o 

o 2 4 6 8 10 12 14 1ô 18 20 
Minutes 

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

elektroferogramlan (Bilgisayar çıktısı) 

Elektroferogramda görüldüğü gibi bütün pikler birbirlerinden çok düzgün bir 

şekilde ayrıldığı (resolution), analitik açıdan değerlendirilebilir olduğu sonucu 

çıkmaktadır. 

Pik alan veya yüksekliklerinin en iyi belirdiği dalga boyunun saptanması için 

aşağıdaki gibi çalışılnuştır. 
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Tarayıcı dedektörün bu tür çalışmalardaki üstünlüğü tartışma götürmemektedir. 

Tarayıcı (scanning) mod ile çalışıldığında istenilen dalga boyundaki pik absorbsiyonları 

belirlenebilmektedir. Bu çalışmada da, tarayıcı mod ile çalışılmış, kayıtlar 200 ile 360 

nın'ler arasında yapılmıştır. Bilgisayar çıktıları ise bu modda üç ayn dalga boyunda 

verilmektedir. Bu dalga boyları 200,280 ve 360 nm dir. 

Şekil 4.1. de 280 nm deki yapılan kayıtlar verilmiştir. En iyi absorpsiyonun 

belirlenmesi için bu araştırmada kullanılan maddelerin hızla kaydedilmiş spektrumları üst 

üste bindirilmiş ve en iyi absorpsiyonların 200 ve 280 nın'ler dolayında olduğu 

saptanmıştır 

Bu çakışık spektrumlar Şekil4.2 'de verilmektedir. 
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1 0.0+-. -...--~--.--.,-----.,.--,--.,.---,---,----,--.--.,--lL,..--.--.,.----, 
200 240 280 320 360 

A: 3.938 1: 
B: 6.796 1: 
C:8.T901: 
[?]y~-;;:~Ş ~1] 

lambda Max 
A:318 
8:318 
C:289 
0:258 

Şekil 4.2. Tiamin, riboflavin, piridoksin ve askorbik asitin çakışık spektrumları 
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Maddenin göçü ile ilgili yöntemlerde, birçok parametre taşınma hızını 

etkilemektedir. Taşınma hızı etkilendiğinde, taşınma zamanı ve pik boy veya alanları 

etkilenmektedir. Bu sakıncalann ortadan kaldinlması için iç standart kullanılmasına gerek 

vardır. 

İç standart kullanımı ile yukanda sözü edilen salancalar ortadan kalkmaktadır. 

Çünkü spektrum veya elektroferogramlardaki tüm değişiklikler iç standart sinyallerine 

oranlandığı nda oranın sabit olduğu ispatlanmıştır (12). 

İç standart ile çalışmalarda kullanılan iç standart derişiminin kesinlikle aynı olma 

koşulu bulunmaktadır. Bu nedenle, bu araştırmada iç standart olarak kullanılan salisilik 

asitin sürekli 0.0202 mg/mL lik derişimi kullanılmıştır. Yapılan analizlerde tiamin, 

riboflavin, pridoksin, askorbik asit ve salisilik asitin spektral verileri incelenmiş ve bu 

parametrelerle ilgili sonuçlar Şekil 4.3. de verilmektedir. 

Bu veriler değerlendirildiğinde incelenen vitaminierin tümünün incelenebilir 

nitelikte olduğu görülmektedir. 

Rasults • Vit+IS.In"1 

1 Signal Sean Wavelength 280 

! 14.0 

i 
i 
113.0 

L 12.0 

i1 
lı; 
ı=e 11.0 

ı 

110.0 

9.0 

Bı Vitamini 

Retention Time (min) 3.920 
Capaci~J Factor 6.8409 
Aıea (r.ıAU·see or ~V-see) 14456 
Height (lıAU or ~V) 4262 
PW al 5()% (min) 0.054 
PW al 10% (min) 0.095 
PW at 5% (min) 0.109 
PW at Base (min) 0.091 
USP Taifıng, EP Symmetry Faetor 1.0392, 1.0392 
CFR Asymmeıry Faetor (10%) 1.0328 
Platas (USP,EP) 29688, 29684 
Platos."meter (USP,EP) 296880, 298838 
Resolulion (USP,EP) 17.3, 17.7 
HETP (mm) (USP,EP) 0.00337,0.00337 
Reduced P!ate Haight (USP,EP) 0.674, 0.674 
US? ea!eu!ations done by tangent me!lıod 
EP ea!eufalions done by ha!fwidth method 

3.86 3.88 3.90 3.92 3.94 3.96 3.98 4.00 
Minutes 
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Results· Vit+IS lnj1 

ı Sig

1

n

6

: Sean Wavelength 2eo 

1 '" Bı Vitamini A 
14.0 

1 
ı 13.0 

1 
•=> 
;~ 
;ii 12.0 
'> :e 

"'1 
1 . 

Reten!ien iiı"-4 {min) 6.795 
~~ Factor 12.5899 
Araa fi:AU·sae or ~V-see) 55308 
Hei7ot (ııAU ot ~V) 5384 
PW a: SOo/, (min) 0.138 
PW a: !C-% (min) 0.247 
PW a: Sl', (min) 0.280 
PW at :!.as4 (min) 0.240 
US? Ta;Jing, EP Symmetry Factor o.sooa, o.eooa 
CFR As;tmmatry Faetor (10%) O.il041 
Pla!as (US?,EP) 12788, 13438 
Plaıas·.,.,.ı.., (USP,EP) ı van, 134383 
Rosoöu'ion (US?,EP) 6.04, 6.07 
HET? (:r.m) (USP,EP) 0.00782,0.00744 
R~ P:a:a Hoight(USP,EP) 1.56, 1.49 
US? ta:e<~lations done by tangent meıtıod 
EP ea.<::Jlations dona by halfwidth method 

10.01 : ı 

.,~::::::::::rL 
a.o ''---;:-';~---:-::-----::c:----:~---,.-----,....-

s.5o s.5o s.7o 6.so 6.90 1.00 
Minutas 

Results· Vit+lS.Inj1 ! Signal Sean Wavelen~th 280 

' 
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lıa 
16 

~~ 

l! 14 
E 

···----.......................... ~ ........... . 

12 

10 

...... -.-.-.-1.·_._:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_~:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_:1:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_~--
a 

8.00 8.05 8.10 8.15 
Minules 

s.2o 8.25 

Ret"":ion iimo (min) 8.208 
Ca;:acity Factor 15.4162 
Aroa [lıAU·sec or ~V-sac) 80302 
Height (!'AU or ~V) 9184 
PWatSOo/o(min) 0.136 
PW at 10% (min) 0.231 
PW at 5% (min) 0.252 
PW atSasa (min) 0.227 
US? Taıling. EP Symmatry Faetor 0.6370, 0.6370 
CFR Asymmetry Faetor (10%) 0.6384 
Plates (USP,EP) 20875, 20063 
Plates!metar (USP,EP) 208749, 200526 
Resolution (USP,EP) 6.04, 6.07 
HET? (mm) (USP,EP) 0.00479, 0.00498 
Raduood Plata Height (USP,EP) 0.958, 0.997 
USP calcula!ions done by tangant method 
EP calculations dona by halfwidth malhocl 

s.:ıo 
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Results· Vit+IS.In ·ı 
Signal Sean Wavelength 2BO 

Retention lime (min) 9.729 

24 

22 

20 

18 

~ 
E 
ı; 16 
> 
E 

12 

10 

8 

Capacity Factor 18.4577 
Area (IJAU·sec or ~V-see) 125906 
Heighl (IJAU or ~V) 11398 
PW al 50% (min) 0.179 C Vitamini 
PW a110o/o (min) 0.285 
PWat So/o (min) 0.318 
PW al Base (min) 0.282 
USP Tafling, EP Symmetry Factor 0.7329, 0.7329 
CFR Asymmetry Factor (10o/e) 0.7463 
Platos (USP,EP) 18982, 16338 
Plaleshneter (USP,EP) 189817, 163383 
Resolution (USP,EP) 5.97, 5.68 
HETP (mm) (USP,EP) 0.00527,0.00612 
Reduced Plale Heighl (USP,EP) 1.05, 1.22 
USP calculations done by langenl melhod 
EP calcutaıions done by halfwiclth method 

---------·-------:---------·-

-------------:.-----------

... :::::· .::::::::::::::::::::::::::::t:::::::::::::ı ... ~~-=-......_ 
9.50 9.55 9.So 9.Gs 9.70 9.75 9.BO 9.85 9.90 9.95 

Min u tes 

· Şekil4.3. Tiam.in, riboflavin, piridoksin ve askorbik_asitin pikleri 

Sonuçta suda çözünen tiamin, riboflavin, pridoksin ve askorbik asitin besinlerde 

ve farmasötik preparatlarda kolayca tayin edilebileceği bir kapiler zon elektroforez 

yöntemin geliştirildiğine karar verilmiştir. 

Kapiler elektroforez ile yapılan çalışmalarla bu çalışmada gerçekleştirilen vitamin 

tayini yöntemi karşılaştırıldığında, miselsi elektrokinetik kromatografi tekniği ile yapılan 

tayinlerde pikierin birbirine çok yakın olduğu (5, 6) görülmektedir. Aynca kapiler zon 

elektroforez ile elde edileninkine göre göç hızlarının tam tersi şeklinde elde edildiği 

gözlenmektedir. Bu terslik tekniklerden kaynaklanan beklenen bir durumdur. 

SDS kullanılarak yapılan çalışmaların birinde tayinler 210-220 (6), diğerlerinde de 

254 nın'de (4, 5) ki absopsiyonları ölçülmüştür. Oysa bu çalışmada tararnalı dedektör 

kullanılarak bulunan en uygun dalga boylannın 200-280 nın dolaylannda olduğu 

savunulmaktadır. 
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Huopalathi ve Suneli (4) uyguladıkları yöntemi bir HPLC yöntemi ile 

karşılaştırmışlar, tekraredilebilirliğin ve standart sapmanın zayıflığını enjeksiyon 

yöntemine bağlamışlardır. Buna göre bir karşılaştırma yapılırsa bu çalışmadavakum 

enjeksiyon tekniğinin kullanıldığının belirtilmesi gerekir. 

Geliştirilen yöntem içerisine vitamin katılan bonbon tipi şekeriere ve bir ilaç 

firmasının üretimi olan vitamin drajelerine uygulanmış ve son derece muntazam 

elekroferogramlar elde edilmiştir. Hem şeker hem de drajelerde bulunan diğer maddelerin 

elektroferogramı etkilemediği, içerdiği tiamin, riboflavin, piridoksin ve askorbik asitin 

büyük bir duyarlılık ve seçicilikle yapılabileceği sonucuna varılmıştır. 
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