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Enteral beslenme iiriinlerindeki toplam vitamin
C miktarinin HPLC yontemi ile belirlenmesi*
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OzET
Amag: Belli bir beslenme gereksinimi bulunan
hastalarin diyetlerini dizenlemek amaciyla tibbi

gozetim altinda kullanilan ozel olarak uretilmis veya

formile edilmis enteral beslenme urlnleri; suda
cozlinen vitaminler ile yagda c¢O6ziinen vitaminleri
icermektedirler. Suda c¢oziinen vitamin grubu icinde
yer alan vitamin C bir baska adiyla askorbik asit, pek
cok viicut fonksiyonu icin onemli bir vitamindir. Bu
calismada, soz konusu driinlerdeki toplam vitamin C
miktarinin tayinine yonelik olarak UV dedektori (280
nm) ile kolay, spesifik, duyarli yiksek basincli sivi
kromatografi (HPLC) yonteminin uygulanabilirligini

tespit etmek amaglanmistir.

Toplam 28 adet enteral beslenme
urunindeki toplam vitamin C miktarinin belirlenmesi
icin HPLC yontemi kullanilmistir. Kromatografik sistem;
C-18 kolon (250x4,60 mm-5u) ve 280 nm’ye ayarli UV
dedektor kullanilarak gerceklestirilmistir. Mobil faz

olarak 1 ml/dak akis hizinda hekzansiilfonik asit sodyum

Yontem:

tuzu iceren tampon ve metanol (98:2) kullanilmistir.

Enteral beslenme irlinlerinde belirlenen toplam
vitamin C miktan ile Urlin etiketlerinde beyan edilen
miktarlar arasindaki iliski bagimsiz gruplarda T-testi

kullanilarak, istatistiksel yonden degerlendirilmistir.

ABSTRACT

Objective: Enteral nutritional products intended for
the dietary management of patients and require to be
used under medical supervision are specially processed
or formulated. These products contain water soluble
and fat soluble vitamins. The vitamin C (ascorbic acid)
which is one of the water soluble vitamins is a important
vitamin for many body functions. The aim of this study
is to determine the applicability of UV detection (280
nm) method by the simply, specific and sensitive high
pressure liquid chromatography (HPLC) for quantitative
estimation of total vitamin C levels in enteral nutritional
products.

Method: HPLC method was used for quantitative
determination of total vitamin C in total 28 enteral
nutritional products. The chromatographic system
was done on a C18 column (250x4.60 mm-5 p) with UV
detection at 280 nm. Buffer containing hexanesulphonic
acid sodium salt and methanol (98:2) was used as the
mobile phase at a flow rate of 1 mL/min. In statistical
evaluation; the
determined for enteral nutrition products and the
values declared on the labels of the products was made

relationship between the values

according to independent samples T-Test.
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Bulgular: Enteral beslenme durunlerindeki toplam
vitamin C miktar1 HPLC yontemi
ve toplam vitamin C miktar1 3,9-52,20 mg/100 ml

ile belirlenmis

arasinda bulunmustur. istatistiksel degerlendirme ile
bulunan degerlerin iriin etiketlerinde beyan edilen
degerlere uygunluk gosterdigi belirlenmistir (p>0,05).
Toplam vitamin C’nin alikonma siiresi yaklasik bes
dakika olarak tespit edilmistir. Dedeksiyon limiti (LOD)
ise 0,005 mg/100 ml olarak saptanmistir.

Sonug: Enteral beslenme driinlerindeki toplam
HPLC-UV
yonteminin kullanilabilecegi goriilmiis ve yontemin

vitamin C miktarinin  belirlenmesinde
duyarli olmasi, uygulama siiresi ile kolaylig1 acisindan
avantajli oldugu dusiinilmistiir. Ayrica, bu driinler
icin beyan edilen vitamin C miktarinin dogrulugu
onaylanmistir.

Anahtar  Sozciikler: Enteral beslenme,
formiilasyon, vitamin C (askorbik asit), HPLC

diyet

GIRIS

Enteral beslenme urlnleri; bireyin istahsizlik,
cesitli hastalik ve/veya ameliyat gibi nedenlerle
agiz yolu ile yeterli besin alamadigi durumlarda,
besin alinimim takviye etmek ve/veya tum besin
ogeleri gereksinimini karsilamak icin kullanilan

1).

beslenme iriinlerinin iceriginde viicut metabolizmasi

uriinler olarak ifade edilmektedir Enteral

icin gerekli olan suda ¢oziinen vitaminler ve yagda

cozunen vitaminler bulunmaktadir. C vitamini
(askorbik asit)

olup, vicudun kendisi tarafindan uretilemeyen bir

suda c¢ozunebilen vitaminlerden

vitamindir (2). Vitamin C tayinine yonelik titrimetrik,
kolorimetrik, kinetik, enzimatik, spektrofotometrik
ve kromatografik gibi bircok yontem kullanilmaktadir
(3-8). Spesifik,
kolaylig1 acisindan bircok avantajlara sahip olan

duyarlilik, uygulama siiresi ve
yuksek basincli sivi kromatografi (HPLC) yonteminin
kullamminin giinimiizde arttig1 goriilmektedir. HPLC
yontemi ile yapilan calismalarda; UV, floresans,
diod dizi, elektrokimyasal, refraktif indeks, kiitle
ve amperometrik gibi cesitli dedeksiyon sistemleri

kullanilmaktadir (9-12).
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Results: HPLC method was used for quantitative
determination of total vitamin C in enteral nutritional
products. The values of total vitamin C of the products
ranged from 3.9 to 52.20 mg/100 ml. In the statistical
evaluation, it was observed that the values determined
for enteral nutrition products were similar to the values
declared on the labels of the products (p>0.05). The
retention time of vitamin C was determined as ca. five
min. It was also found that the detection of limit (LOD)
is 0.005 mg/100 ml.

Conclusion: It was showed that HPLC-UV can be
applied for the quantitative determination of total
vitamin C levels in enteral nutritional products. This
had the advantages of improved simplicity, sensitivity
and shorter application times. Also, it is approved that
the values of total vitamin C declared on the labels of
these products are accurate.

Key Words: Enteral nutrition, diet formulation,
vitamin C (ascorbic acid), HPLC

Bu calismada; enteral beslenme Urinlerindeki
toplam vitamin C miktarinin tayininde UV dedektor
kullamlan

HPLC yonteminin uygulanabilirliginin

belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Yontemin uygulanabilirligini test etmek amaciyla
2009 yiinda, Refik Saydam Hifzissthha Merkezi
Baskanligi - Tilketici Glivenligi ve Saglik Etkileri
Arastirma Mudrliigi’ne bagli laboratuvarlarda 28
adet enteral beslenme urinu calisilmstir. Enteral
beslenme iriinlerinin analizinde asagidaki cihaz-
ekipman, standart ve kimyasaldan yararlanitmistir.

Cihaz ve Kimyasallar

(@) HPLC: SpectraSystem P1000 model yiiksek

basinc pompasi, SpectraSystem AS3000 model
enjeksiyon blogu ve SpectraSystem UV 1000
kullamlmistir.

(b) Analitik Kolon: 250 x 4,60 mm-5p boyutlarinda
ters faz C18 kolon (Phenomenex) kullamlmistir.
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(c) Mobil Faz: Akis hizi 1 ml/dak olan ve
hekzansiilfonik asit sodyum tuzu iceren tampon ile
metanol (98:2) mobil faz olarak kullanilmistir. Mobil
faz gunluk hazirlanmis ve kullanilmadan once 0,45 p
filtreden gecirilmistir.

(d) Vitamin C Standart Cozeltisi: Vitamin C stok
cozeltisi glnlik olarak 0,25 mg/ml konsantrasyonda
%3 metafosforik asit (Merck) icerisinde hazirlanmistir.
Stok cozeltiden asetonitril (Merck) iceren coziici ile
seyreltmek suretiyle 0,005, 0,010, 0,015, 0,020 ve
0,025 mg/ml konsantrasyonlarda standart cozeltiler
hazirlanmistir.  Kalibrasyon egrisi, konsantrasyona
karsiik pik yiksekligi baz alinarak hazirlanmistir

(Sekil 1).
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Sekil 1. Vitamin C standart cozeltilerine ait kalibrasyon
egrisi

Ornek Hazirlanmasi

Toplam 28 adet enteral beslenme (riin 6rneginden
0,005-0,025
yapilmis ve son hacimlere %3 metafosforik asit ile

uygun
miktarlarda alinarak asetonitril iceren c¢ozicu ilave

mg/ml  olacak sekilde tartimlar

tamamlanmisti.  Tamamlanmis cozeltiden
edilmistir. Daha sonra ornek 0,45 p por capindaki
filtreden gecirilmis ve filtratin 50 pl’si kolona
enjekte edilmistir. Ayrica, dedeksiyon limiti (LOD)
tayini icin az olan konsantrasyonda ornek hazirlanarak
kolona enjekte edilmistir. Elde edilen sonuclarin
standart sapmasimin lic kati olarak LOD degeri

hesaplanmistir.
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istatistiksel Analiz

Calismamizda; enteral beslenme urunlerinin
etiketlerinde beyan edilen vitamin C miktan ile
belirlenen vitamin C miktarimin normal dagilima
uygunlugu kontrol edilmis ve bagimsiz gruplarda
T-test)
etiket degeri ile saptanan miktar arasindaki fark
arastinlmistir. Bu fark, p<0,05 oldugunda anlamli

kabul edilmistir.

T-testine  (indepentent samples gore

BULGULAR
Bu calismada; 28 adet enteral beslenme
ornegindeki toplam vitamin C miktann HPLC

kullanilarak belirlenmistir. Yontemin dogrusal cevap
0,005-0,025 mg/ml
Vitamin C vyaklasik bes

aralig olarak bulunmustur.
dakikalik bir
suresinde analiz edilmis ve dedeksiyon limiti (LOD)
0,005 mg/100 ml olarak saptanmistir. Tablo 1’de

28 adet enteral beslenme iiriin 6rneginde saptanan

elusyon

toplam vitamin C miktan ile beyan edilen etiket
degerleri verilmistir. Sekil 2 (a)’da vitamin C standart
¢cozeltisi kromatogrami ve (b)’de enteral beslenme
Urin ornegine (E19) ait vitamin C kromatogrami
gosterilmistir. Enteral beslenme drinlerinin etiket
degeri ile saptanan miktar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farkin bulunmadigi tespit edilmistir
(p>0,05).

0,005-0,025 mg/ml standart konsantrasyon araligi
icin pik vyiksekligi ile konsantrasyon arasindaki
korelasyon katsayis1 r=0,999 olarak saptanmistir
(n=5) (Sekil 1). Enteral beslenme iiriin orneklerindeki
toplam vitamin C miktannin 3,9-52,20 mg/100
ml arasinda oldugu tespit edilmistir. Tespit edilen
degerlerin, uriin etiketlerindeki degerlere uygunluk
gosterdikleri belirlenmistir (Tablo 1). Calismamizda,
bagimsiz gruplarda T-testine (indepentent samples
T-test) gore enteral beslenme dUrinlerindeki etiket
degeri ile saptanan miktar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farkin bulunmadigi tespit edilmistir
(p>0,05).

Turk Hij Den Biyol Derg

145



146

Cilt 69 ® Say1 3 m 2012

I'Ahkonma

Zamani

5
ke Zamazr'lo(dk) y

Sekil 2 (a). Vitamin C standart ¢ozeltisi kromatogrami

Tablo 1. Enteral beslenme urinlerinde saptanan toplam
vitamin C miktan ile etiket degerleri (mg/100 ml).

Enteral Beslenme Saptanan Etiket
Uriiniin Kodu Deger Degeri
E1 30,22 30,00
E2 18,01 18,00
E3 16,44 17,00
E4 7,38 7,00
E5 3,90 3,80
E6 18,80 18,00
E7 7,75 7,00
E8 8,12 8,00
E9 15,45 15,00
E10 6,89 6,70
E11 15,22 15,00
E12 12,00 12,00
E13 12,87 12,00
E14 5,14 5,00
E15 43,82 43,00
E16 5,39 5,00
E17 10,02 10,00
E18 12,80 11,00
E19 9,34 9,10
E20 4,98 5,00
E21 52,00 50,00
E22 5,59 5,00
E23 13,40 12,00
E24 16,12 15,00
E25 14,06 13,00
E26 19,11 18,80
E27 15,25 15,00
E28 4,00 4,60
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Sekil 2 (b). Enteral beslenme uriinine ait (E19) vitamin
C kromatogrami

TARTISMA

Enteral beslenme Urinlerindeki toplam vitamin
C miktan yuksek basincli sivi kromatografi (HPLC)
kullanlarak tespit edilmistir. Bu Urunlerdeki toplam
vitamin C miktann 3,9-52,20 mg/100 ml arasinda
bulunmus ve bulunan degerlerin iriin etiketlerinde
beyan edilen degerlere uygunluk gosterdikleri
(13)
urinlerdeki vitamin B2 miktarinin belirlenmesi icin
HPLC kullanmislardir. Friel ve ark. (14) ise enteral

ve parenteral beslenme alan prematire bebeklerde

belirlenmistir. Kaynar ve ark. soz konusu

vitamin C, riboflavin, tiyamin ve piridoksin
vitaminlerin durumlannm belirlemek icin yaptiklan
calismada; kolorimetrik olciim yaninda yuksek basinch
sivi kromatografisinden yararlanmislardir. Yapilan
baska bir calismada da meyve sulari, meyve-sebze
pureleri ve bebek mamalarindaki toplam vitamin C
miktarinin belirlenmesi icin HPLC-UV kullamlmistir. Bu
calisma sonucunda, elde edilen vitamin C miktarinin
beyan edilen degerlere oldukca vyakin oldugu
saptanmistir (15). Bebek mamalarindaki askorbik asit
ve dehidroaskorbik asitin belirlenmesi icin yapilan
bir calismada da yuksek basincli sivi kromatografi
yontemi kullamlmistir. incelenen bu iiriinlerdeki
toplam vitamin C miktarinin etiketleri Gizerinde beyan
edilen degerlerden daha yiiksek oldugu bulunmustur
(16). (17)
gida Urinleri, premiks ve duomikslerdeki toplam

askorbik asit (AA) miktar1 icin HPLC-UV yontemini

Fontannaz ve ark. zenginlestirilmis
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gelistirmislerdir. Gelistirilen yontemin bu tipteki farkl
gida Urilinlerindeki askorbik asit (vitamin C) miktarini
belirlemek icin uygulanabilecegini ve zenginlestirilmis
gida Uriinlerindeki iso askorbik asit varliginin kontrolii
icin tavsiye edilebilecegini belirtmislerdir. Cesitli
meyvelerdeki askorbik asidin belirlenmesi icin de
HPLC-UV yontemi kullanilmis ve bu yontemin kolay ve
ucuz olmasindan dolayi secilebilecegi ifade edilmistir
(18). Sanchez ve ark. (19) ise yesil bezelyelerdeki
(Phaseolus vulgaris L.) vitamin C’nin belirlenmesi icin
spektrofluorimetri yontemi ile HPLC-UV kromatografik
yontemi karsilastirmislar ve HPLC-UV’nin daha uygun
bir yontem oldugunu belirlemislerdir. Vinci ve ark.
(20)’da farkli egzotik meyvelerdeki askorbik asit
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seviyelerini HPLC metot ile belirlemisler ve 20-90
mg/100g arasinda yiiksek seviyede askorbik asit
icerdiklerini tespit etmislerdir.

Calismamizin  sonucunda; enteral beslenme
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