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OZET

Amag: Enteral beslenme iriinlerindeki vitamin B, (riboflavin) miktarinin tayinine yonelik
floresans dedeksiyonu (FL/250-546 nm) ile kolay, spesifik ve duyarli, yiksek basincli sivi
kromatografi (HPLC) yonteminin uygulanabilirligini tespit etmektir.

Yontem: Toplam 48 adet enteral beslenme Urininiin vitamin B, miktarlarinin belirlenmesi
icin HPLC yontemi kullamlmistir. Kromatografik sistem; C-18 kolon (250x4,60-5micron) ve 250-
546 nm'ye ayarli floresans dedektdr kullanilarak gerceklestirilmistir. Mobil faz olarak 1 ml/dk
akis hizinda hekzansiilfonik asit sodyum tuzu iceren tampon ve metanol (% 75:25) kullanilmistir.
istatiksel degerlendirme, iki es arasindaki farkin 6nemlilik testine gore yapilmistir.

Bulgular: B, vitaminin alikonma siresi yaklasik 14 dakika olarak saptanmistir. Enteral
beslenme uriinlerindeki vitamin B, miktarlar ise 0,11-0,40 mg/100 ml arasinda tespit edilmistir.
Bu tespit edilen degerlerin, iiriin etiketlerindeki degerlere uygunluk gosterdigi belirlenmistir.

Sonug: Enteral beslenme urlinlerindeki vitamin B, miktarlarinin belirlenmesinde HPLC-FL
(HPLC-Floresans Dedektor) kullanilabilecegi goriilmiistiir. Ayrica bu metodun duyarli, uygulama
siiresi ve kolaylig1 acisindan avantajli bir yontem oldugu da diistiniilmiistar.

Anahtar Sozciikler: Enteral beslenme Uirlinleri, vitamin B, (riboflavin), HPLC.

ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to determine the applicability of fluorescence detection
(FL/250-546 nm) method by the simply, specific and sensitive high pressure liquid
chromatography (HPLC) for quantitative estimation of vitamin B, (riboflavin) levels in enteral
nutritional products.

Method: HPLC method was used for quantitative determination of vitamin B, in total 48
enteral nutritional products. The chromatographic system was done on a C18 column (250x4,60-
5micron) with fluorescence detection at 250-546 nm. Buffer containing hexanesulphonic acid
sodium salt and methanol (75:25) was used as the mobile phase at a flow rate of 1 ml/min. The
results were evaluated using the paired samples test.

Results: The retention time of vitamin B, was determined as ca. 14 min. The concentration
of vitamin B, of enteral nutritional products ranged from 0.11 to 0.40 mg/100 ml. The
determined values showed similarity with the labelling values of the products.

Conclusion: It was showed that HPLC-FL (HPLC-Fluorescence Detector) can be applied for
the quantitative determination of vitamin B, levels in enteral nutritional products. This had the
advantages of improved simplicity, sensitivity and shorter application times.

Key words: Enteral nutritional products, vitamin B, (riboflavin), HPLC.

*Bu galigma IX. Uluslararasi Katilimli Beslenme ve Metabolizma Kongresin'de (22-25 Ekim 2007, [stanbul) PO6' nolu poster bildrisi olarak sunulmustur.
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GiRIiS

5179 sayii Gidalarin Uretimi, Tiiketimi ve
Denetlenmesine Dair Kanun Hikminde Kararname-
nin Degistirilerek Kabulii Hakkinda Kanun ile Enteral
Beslenme Uriinleri; bireyin istahsizlik, cesitli hasta-
liklar ve ameliyatlar gibi cesitli nedenlerle agizdan
yeterince besin alamadigi durumlarda, yetersiz be-
sin alinimini takviye etmek ve/veya tiim besin 6gele-
ri gereksinimlerini karsilamak amaciyla kullanilan u-
runler olarak ifade edilmistir (1). Enteral Beslenme
(EB) ise normal veya normale yakin calisan gastroin-
testinal sistem (GIS) araciigiyla nutrisyonel destek
saglanmasi seklinde tanimlanmistir (2,3). Bu beslen-
me seklinde kullamlan drlinlerin icerisinde biylme
ve canlilik icin gerekli olan cesitli vitaminler bulun-
maktadir. Bebek mamalari ve tibbi amacli diyet u-
runler dahil ¢esitli gidalarda vitamin tayinine yonelik
titrimetrik, mikrobiyolojik-turbidimetrik, spektrofo-
tometrik, florometrik, spektroflorometrik ve kroma-
tografik gibi bircok yontem kullanilmaktadir (4-7).

Son yillarda vitamin tayinine yonelik yontemler-
de yuksek basincli sivi kromatografi (HPLC) kullani-
minin yayginlastigi goriilmektedir. HPLC yonteminin
spesifiklik, duyarlilik ve uygulama kolayligi agisindan
bazi avantajlar sagladig1 belirtilmektedir(7-9). Bu-
yume, kas gelisimi ve metabolizma icin gerekli olan
vitamin B,'nin HPLC ile tayininde UV ve FL dedeksiyon
sistemlerinden yaralanilmaktadir (10, 11).

Bu calismada, enteral beslenme urtnlerindeki vi-
tamin B, (riboflavin) miktarinin tayinine yonelik
floresans dedeksiyonu (250-546 nm) ile kolay, spe-
sifik ve duyarli HPLC yonteminin uygulanabilirli-ginin
belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Yontemin uygulanabilirligini test etmek amaciyla
2005 yiinda RSHMB, Gida Giivenligi ve Beslenme
Arastirma Miidurligt, Vitamin Laboratuvari'na gelen
48 adet enteral beslenme trund kullamlmistir.

Uriinlerin analizinde asagidaki cihaz-ekipman ve
standart ile kimyasal yararlanmistir:

(a)HPLC: SpectraSystem P1000 model yiiksek
basinc pompasi, SpectraSystem AS3000 model
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enjeksiyon blogu ve SpectraSystem FL 3000 (250-546
nm) kullanitmistir.

(b)Analitik Kolon: 250x4,60-5micron boyut-
larinda ters farz C18 kolon kullanilmistir.

(c)Mobil faz: Akis hizi 1 ml/dk olan ve
hekzansilfonik asit sodyum tuzu iceren tampon ile
metanol (% 75:25) mobil faz olarak kullanmilmistir.
Mobil faz gunluk hazirlanmis ve kullamlmadan once
gozenek aciklig 0,45p olan filtreden gecirilmistir.

(d)Vitamin B, standart cozeltisi: Vitamin B,
stok cozeltisi gunluk olarak 100 pg/ml konsant-
rasyonda 0,02 N asetik asit icerisinde hazirlanmistir.
Stok cozeltiden asetonitril iceren ¢ozicu ile seyrelt-
mek suretiyle 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ve 1,0 ug/ml konsant-
rasyonlardaki standart cozeltiler hazirlanmistir. Ka-
librasyon egrisi, konsantrasyona karsilik pik yiiksek-
ligi baz alinarak belirlenmistir. Yontemin dogrusal
cevap araligi 0,2-1,0 pg/ml olarak bulunmustur.

Laboratuvara gelen 48 adet enteral beslenme
urununden 0,2-1,0 pg/ml olacak sekilde tartimlar
yapilmis ve 0,01 N HCl ile 121 °C'de, 30 dakika
otoklavda asit hidrolizi islemi yapilmistir. Hidroliz
islemi tamamlandiktan sonra 0,01M HCl ve 0,01M
NaOH ile pH 4,5'a ayarlanmis ve son hacme deiyonize
su ile tamamlanmistir. Tamamlanmis ¢ozelti tzerine
asetonitril iceren cozucl ilave edilmistir. Daha sonra
ornek gozenek acikligi 0,45y olan filtreden gegirilmis
ve filtratin 50 pl'si kolona enjekte edilmistir.

Etiket degeri ile saptanan miktar arasindaki
iliski, iki es arasindaki farkin onemlilik testine gore
belirlenmistir (12).

BULGULAR

Laboratuvara gelen 48 adet enteral beslenme
urunundeki vitamin B, miktann (HPLC) kullanmlarak
belirlenmistir. Enteral beslenme urunlerinden B,
vitaminin ekstraksiyonu icin asit hidrolizi islemi
uygulanmistir. Vitamin B, yaklasik 14 dakikalik bir
elusyon suresinde analiz edilmistir. Tablo 1'de 48
adet enteral beslenme Uriiniinde saptanan vitamin B,
miktarlari verilmistir. Sekil 1'de vitamin B, standart
cozeltisi ile enteral beslenme Uurinune (E29) ait
vitamin B, kromatogramlari gosterilmistir.
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Tablo 1. Enteral beslenme uriinlerinde saptanan vitamin
B, miktarlar ile etiket degerleri(mg/100 ml)

Enteral

Beslenme Saptanan Etiket
Uriin kodu Miktar Degeri

E1 0,22 0,24
E2 0,12 0,17
E3 0,23 0,24
E4 0,28 0,30
E5 0,20 0,20
E6 0,21 0,20
E7 0,18 0,18
E8 0,15 0,17
E9 0,27 0,20
E10 0,20 0,20
E11 0,28 0,29
E12 0,30 0,29
E13 0,22 0,20
E14 0,20 0,18
E15 0,27 0,20
E16 0,20 0,18
E17 0,40 0,36
E18 0,20 0,18
E19 0,20 0,18
E20 0,37 0,31
E21 0,22 0,21
E22 0,20 0,18
E23 0,20 0,18
E24 0,18 0,16
E25 0,30 0,23
E26 0,30 0,27
E27 0,31 0,29
E28 0,30 0,27
E29 0,16 0,16
E30 0,25 0,25
E31 0,24 0,25
E32 0,14 0,14
E33 0,12 0,17
E34 0,13 0,17
E35 0,11 0,13
E36 0,12 0,17
E37 0,14 0,17
E38 0,22 0,3

E39 0,24 0,3

E40 0,25 0,30
E41 0,33 0,4

E42 0,3 0,4

E43 0,3 0,3

E44 0,16 0,16
E45 0,16 0,17
E46 0,13 0,13
E47 0,18 0,17
E48 0,17 0,17
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0,2-1,0 pg/ml standart konsantrasyon araligi icin
pik yiiksekligi ile konsantrasyon arasindaki korelas-
yon katsayis1 0,999 olarak saptanmistir (n=5). Ente-
ral beslenme Uriinlerindeki vitamin B, miktar1 0,11-
0,40 mg/100 ml arasinda oldugu tespit edilmistir.
Tespit edilen degerlerin, {riin etiketlerindeki
degerlere uygunluk gosterdikleri de belirlenmistir
(Tablo 1).

Calismamizda, iki es arasindaki farkin onemlilik
testine gore etiket degeri ile saptanan miktar
arasinda bir iliski olup olmadigi arastinlmis ve
P=0,671 bulunmustur. Etiket degeri ile saptanan
miktar arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark
olmadig tespit edilmistir (P>0,05).

TARTISMA

Calismamizda, enteral beslenme uriinlerindeki
vitamin B, miktarlarin1 belirlemek icin floresans
dedeksiyon ile HPLC metotu uygulanmistir. Heudi ve
arkadaslar (13), zenginlestirilmis bebek gidalar icin
kullanilan multivitamin kansimlarda riboflavin dahil
bircok vitaminin belirlenmesi icin ters-faz HPLC-UV
dedeksiyonu kullanmislardir. Kullanilan metodun
multivitamin karisimlarin kalite kontrolu icin uygun
oldugunu gormislerdir. Yapilan diger bir calismada
da, siit ve soya bazli bebek mamalar dahil bircok
gidalarda B, vitaminin belirlenmesi icin ters-faz likit
kromatografi floresans dedektoru kullamlmistir (11).
Ndaw ve arkadaslari , ek gidalarda es zamanli olarak
suda cozunen vitaminlerin HPLC ile belirlenmesinde
asit hidrolizi islemiyle ekstraksiyonu kullanmislardir
(14). Calismamizda da, enteral beslenme
urlinlerindeki B, vitaminin ekstraksiyonu icin asit
hidrolizi islemi uygulanmistir. Ayrica, vitamin B,
uygulanan kromatografik kosullarda c¢ozinirlugi
oldukca yuksek bulunmustur. Baska bir calismada ise
1s1l islem ile muamele edilmis farkli tipteki hazir
bebek gidalarindaki riboflavin, mikrobiyolojik metot
ile birlikte ters-faz C18 HPLC UV dedeksiyon metotu
kullanlarak da belirlenmistir. Calisma sonucunda,
HPLC metodundan daha iyi sonuc alindigi tespit
edilmistir (10). Friel ve arkadaslan ise enteral ve
parenteral Uuriinlerle beslenen prematire
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bebeklerde vitamin C, riboflavin, thiamin ve piridok-
sin vitaminlerin durumlarin belirlemek icin yaptikla-
rn calismada kolorimetrik olcim yaninda yuksek
performans likit kromatografisinden yararlanmislar-
dir (15). Torres-Sequeiros ve arkadaslar da, vitamin
katkili iceceklerde B, ve B, vitaminlerin belirlenmesi
icin spektroflorometri ile birlikte HPLC'yi kullanmis-
lardir (7). Bu iceceklerde B, ve B, vitaminlerinin be-
lirlenmesi icin basit ve cabuk HPLC metodunun kulla-
nilabilecegini tespit etmislerdir.

Bu calisma sonucunda enteral beslenme urin-
lerindeki vitamin B, miktarlarinin belirlenmesinde
HPLC-FL kullamlabilecegi goriilmistiir. Ayrica bu
metodun duyarliiginin yiiksekligi, uygulama siiresi
ve kolaylig1 acisindan avantajli bir yontem oldugu
disunilmektedir.
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