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Bı ViTAMiNİNİN YÜKSEK DOZLARI TATBİK 

EDiLMiŞ, NORMAL BESLENEN ATLARlN 

iDRARINDA BU VİTAMİNİN SAPTANMASI. 

Ayınan :ÖNAL ~·j Seba•hattin KALIWCI ( .. ) Metin KERMAN ( .. ') 

GiRiŞ 

Hayvansal organizınanın fonksiyonları için, az miktarda da ol

sa gerekli olan vitaminler; etki m ekanizmalar ma göre : . 

1 - Koenzim fonk·siyonuna sahip olan vitaminler, 

2 - K!oenzim fonJ<:siyonuna sahip olmayan vitaminler, 

3 - Vitamin benzeri efki yapan maddeler olmak üzere 3 gruba 

.aynlıdar (3) . 

Bı Vi tarmini (11hiamin), bütün B komplexi vitaminleri g1bi. ko

enzim fonksiyonuna s·aıhiptir. 

1lhimnin barısaklardan e.mHdikten sonra. özellikle karaciğerde, 

iki makkül fosforik asitle ıbideşir ve thiamin pirofosfat (tiamin 

dif.osf.at) haline geçer. 

Tiamin pirofosfat, kaııbO'ksilaz denilen tiaminopmteinin koen
zimidir ve rpiPuvik asit ıgibi a.-keto asitlerin dekariboksilasyonw1da 
görev yapar (8, 4). Dolayısıyla glilkoz metabolizmasında rol oynar· 

( *) Doping Laboratuvarı Uzmanı 
( ••ı Doping Laboratuvarı Şefi 
(***) Doping laboratuvarı Uzmanı 
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Norma1dıe çok az miktarda idrarda tiamin bulunur. Ekstra 
tiamin alınması halinde idrardaıki miktarmda artı-ş olur. 1 mg. doz 
tiamin alındığı zaman iıdrarla aıtılan miktar 60 y kadardır. Çünkü 
tiaminin önemli Ib ir kısmı dokularda absortbe olur (8). Kas dokusu 
tiamin miktarı bakımından fakirdir. Fakat organizmada çok yay
gın olduğundan, ibesinlerle alınan tiaminin büyük !bölümünü kas
lar sarfeder. 

Tiaml.n pirofosfat yrkılma sırasında defasforile olarak, kısmen 
seribest vitamin kısmen de konjuge süLfat esteri şeklinde idrarla 
atılır (4, lO). 

Koşu atlarının idrariarında yapılan çalışmada ortaılama 101, 
4150 ıı;g/100 ml. tiamin bulunmuştur. 

Mevsimlere göre ya:pılan muika:yesede, sorıibaıhar ve kış ayların
daki ortalama değerlerin, iılklhaıhar ve yaz aylarına oranla daha 
yüksek olduğu saptanmıştır (9). 

Normal beslerneye taıbi tutulan atlara intromuskuler olarak 
tiamin verildiği zaıman idrardaki miktar yiönünden değişikliği in
celemek amacıyla ibu çalışma yapılmıştır. 

MATERYAL VE METOT 

MATERYAL : 

Çalıışmalarıml!za önce üç deneme ahyla iJJaşladık. D.aıha sonra 
atın bir tartesi öld!ü~nden, iki at üzerinde devam ettik. İllk dört 
ay, normal beslenmeye taibi tuttuğumuz kısraklarıdan soncia ile al
dığıımız idrariarda tiamin miktarLarını saptadık. Mayıs ayından 
itibaren, kısr.a!klara 60 mg., 200 mg-, SOO mg. tiamini intramusku
ler olarak verip, 2 saat, 10 saat ve 24 saat sonra sonda ile alınan 
idradardaki miktarı ineeledik 

METOT : 

İdr.arda tiamin tayini. fluoremetrik tiocrome metodu ile yapıl
dı (2. 5, ll). 

Pmıısip : Bu metod; tiaminin alkali solusyanda mavifloresans 
veren tiokroma akside olması esasına dayanır. ·. 
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Ayraçlar : 

ı - % 25 Potasyum kloı:ıür solusyonu 
500 gr. Potasyum klori.ir, ısıtılar.ak ı500 ml. 0,1 N. Hid
roklorik asiUe eritildi ve sfui.i1dü. 

2 - Dekalsa (zeolit) : 80 meşliık dekalsa üç defa % 3'lük ase
tik asit ile, bir defa % 25'li!k potasyum klorür ile yıkan
dı. tekrar, % 3'hlk asetik asit, sonra ıbirkaç defa distile 
su ile yı'kıandı ve çokımeğe bırakıldı, yl!kama suyu dökül
dü, lOOOC'de kurutıuldu. 

3 - N/Sod'Y'llm Hidroksit : 40 gr. sodyum hidroksit, distil.? 
suda eritHdL ı lt.'ye distile su ile taımamlandı. 

4 - An:hidr sodyum sülfat. 

5 - Redistile Isoıbutil Alkol Isobutil alkol distile edildikten 
sonra hılılanıldı. 

6 - Potasyum ferri siıyani.iı~i.in suda % ı'lik solw>yonu (Bu 
solusyon ·buzdolaıbında 6 ay dayamklıdır). 

7 - Suda % ı5 sodyum hidrdksit solusyonu. 

8 - Oksidan ayraç : 29 cc. % ıs NaOH, ı oc. % ı P-otasyum 
·ferri siyanür solusyonları kanştınldı. Her s·eferinde taze 
olarak hazııılandı. 

9 - Kinin S!Ülfaıt standardı : 

a) Sıtok standart : 0,0108 'gr. kinin si.ilfat. N/10 si.ilfurik 
asit içinde eritildi ve N/10 sülfürik asitle ıooo cc.'ye ta
mamlandı. (Karanlıkta ve renkli şişede saklandı.) 

ıb) Çalışıma stall!dardı : ı cc. stok standartdan alındı, 39 
cc. N/ıO süLfurik .asit ilave ediLdi. Kuvvetle çalkalandı. 
Her seferinde taze olaraık hazırlandı. (Bu solusy•on aşağı 
yukarı ı ı.»g tiamin hidrokıloriıdin verd!ği floresansı verir.) 

10 - Tiaımin Standardı : 

a) Stok tiamin solusyonu : 100 mg. kuru tiamin ıhid
roklorid, % 20 etanal içinde eritildi ve % 20 etıanol ile 
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1000 cc.'ye tamamlandı. pH: 3.5- 4,3'e, N/ lO ıhidmklorid 
asit ile ayarlanidı. 

b) Tiamin ara solus:yonu : 10 cc. stok solusyon distile 
su ile 100 cc-':ye tamamlandı. pH : 4-4,5 (1 cc: 10 ı~g 

ti-amin hidroklorid) 

c) Tiamin çalışma solus:yonu : 25 cc. ara solusyondan 
alındı. Distile su ile 250 cc.'ye tamamlandı. pH : 4- 4.5 
(1 cc. 1 (JJg tiamin hidroHorid) . 

Aletler : 

ı - Fluorometre, Carl-Zeiss Jena 

2 - Adsor1bsiyon tıürpleri 

3 - Ayırma hunileri 

işlem: 

ı - Tiamin idrardan -alcti.f dekalsa ile alındı. Bunun için ad
soııbsiyon kolonuna bir parça cam pamuğu yerleştirildi . 
Kolon, distiıle su ile dolduruldu, üzerinde 2-5 gr- aıküf de
'kalso konulup çökmeğe bırakıldı. Sonra kolıon % 0,5'lik 
asetiık asit ile doldurulup drene edildi. 

2 - Bir erlenmayere 10 mJ. iıdrar alındı. (tiamin en}eksiyo
nundan sonra alınan idradar ı ml. alındı, distile su ile 
10 ml.'ye tamamlandı.) pH, yaklaşık olarak 4'e ayarılan

. dıktan sonra kolondan geçirildi ve ibu kısım atıldı. 

3 - Daıha önce idrarın konulduğu erlenmayer. 10 ar ml-'lik 
sıcak distiıle sular ile üç defa çal'kalanarak, ıkolon ibu su
lada yıkandı, yıkama suları atıldı. 

4 - Kolonun altına dereceli bir kap konuldu ve önce 10 ml. 
sıonra 10 ml. ve daha sonra 5 ml. olmak üzere üç defad•a 
'% 25'li'k asidiık ·KCl ile e1üe edilıdi. Toplanan elüat 25 ml. 
den az ise ·% 25'lik asidik KOl ile 25 ml.'ye tamamlandı. 

5 - Tiokr:om reaksiyonu için bu elüattan .ayırma hunisine 5 
mL alındı, üzerine 3 ml. oksidan ayıraç eklenip karı.ştı

. . nldı ve bir dak·ika içinde 13 ml. redisti1e izoıbutil alıkal 
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ile LS dakika şiddetle çalkalandı. İki ta!bakanın ayrılma-
sı beklendi. 

6 - Alttaki ta!baka atıldı, üstteki tabaka sodyum sülfattan 
süz.üldü. 

7 - Aynı işlemler, S ml. distile su ile aynı zamanda yapılarak 
tblank hazırlandı. 

8 - Fluorometre distile su ve kinin sülfat standardı ile ayar
landıktan sonra, 0Kuvvetlendirici 200 de) blan.k'e karşı 
numunenin verdiği floresans 36S dalga boyunıda okundu. 
(Yüıksek kons·antraso/ondaki tiaınin değerleri, florometre
nin 'kuvvetlendiricisi düşürıü1mek suretiyle okundu. De
ğerlendirmeler daha önce tiarrnin hidroklorid standardı

nın çeşitli di1üsyonlarıyla hazırlanan standart eğrisi üze
rinden yapıldı {Şekil 1). 

Kalibrasyon : 

SO ml.'lik dört ayırma hunisi alındı. Aşağıda gösterildiği şekil· 
de ayraçlar konuldu ve karıştırıldı. Diğer işlemler, numunede ol

duğu g~bi uy;gulandı ve fluorometrede elde edilen değerler mili
metrik kağıt kullamlarak kaliıbra·syon hattı çizildi. Ayırma huni

lerinden her ıbirisi sıra ile idrarda % O, % SO, % 100 ve % lSO !Jig 

tiamin konsıantrasyonuna tekaıbül etti. 

Ayraclar 2 3 4 

Distile su 5 ıni 4 ml. 3 ml 2 ml. 

Tkımin st o 1 ml. 2 ml. 3 ml. 

Oksidan ayraç 3 ml. 3 ml. 3 ml. 3 ml 

lsobutil alkol 13 mı. 13 ml. 13 ml. 13 ml, 
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BULGULAR 

Denemelerimiz;den elde ettiğimiz bulıgular, 1, 2, , 3 ve 4 numa

ralı ta!bloıiarıda gösterilmiştir. 

Kısro•klar 

Ortalama 
Değerler 

Tablo : 1 (sonuçlar % .JJ,9) 

NORMAL BESLEME SONUCU BULUNAN DEGERLER 

1. Kısrak -· · 

92 u9 

95 )) 

80 )) 

90 )) 

80 )) 

78 )) 

62 )) 

62 

1'52 ) 

196 )) 

163 )) 

170 )) 

144 )) 

131 » 

95 )) 

123 )) 

115 )) 

113,40 :ı: 9,73 

2. Kısrak 

150 ·JJ,9 

145 )) 

130 )) 

155 )) 

132 )) 

155 » 

70 ~ 

147 » 

163 )) 

202 » 

195 ». 

140 » 

126 » .. 

117 » 

89 )) 

110 )) 

109 )) 

137,35 :ı: 5,47 

3, Kısrak 

130 v,;g 

132 .)) 

115 . )) -

120 . )) ' 

124 )) 

150 )) 

175 » 

182 )) 

.209 )) . 

15·5-· ıı 

147 )) 

100 )) 

126 )) 

117 )) 

· 141,57 ·.:ı: a;oı 
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Kısraklar 

1. Kısra·k 

Ortalama Değ, 

2. Kısrak 

Ortalama Değ, 

3. Kısrak 

Ortc,ılama Değ, 
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Tablo : 2 

60 mg TiAMiN ENJEKTE EDiLDiKTEN SONRA 

BULUNAN DEGERLER % mg OLARAK 

2 saat sonra 10 saat sonra• 

1,3 0,28 
0;96 0,19 
1,2 0,25 
1,05 0,22 
1,4 0,25 
:1,8 0,29 
1,9 0,31 
1,75 0,22 
1,8 0,27 

1.46 + '0,11 0,25 + 0,011 

2,4 0,31 
2,05 0,25 
2,07 0,19 
2,38 0,22 
2,42 0,29 
2,25 0,3 
2,3 0,32 
2,4 0,29 
2,09 0,19 

2,26 + 0,048 0,26 + 0,017 

2,12 0,26 
2,44 0,33 
2,3 0,28 
2,1 0,25 
2,24 0,34 
2,5 0,3 

24 saat sonra 

0,14 
0,09 
0,15 
0,09 
0,13 
0,01 
0,12 
0,13 
0,15 

0,112 + 0,0141 

0,17 
0,11 
0,092 
0,15 
0,095 
0,012 
0,082 
0,019 
0,07 

0,08 + 0,050 

0,15 
0,11 
0,13 
0,14 
0,13 
0,15 



Kısraklar 

1. Kısrak 

Ortalama Değ. 

2. Kısrak 

Ortalama Değ. 

Kısraklar 

l. Kısrak 

Ortalama Değ. 

2. Kısrak 

Ortalama Değ, 

Tablo : 3 
200 mg. TiAMiN ENJEKTE EDiLDiKTEN SONRA 

BULUNAN DEGERLER .% mg. OLARAK 

2 saat sonra 10 saat sonra 

10 0,63 
8,7 0,70 
8,5 0,58 
9,2 0,72 
9,6 0,65 

9,2 :ı: 0,27 0,656 :ı: 0,025 

9,6 0,60 
6,5 0,45 
8,3 0,47 
9,5 0,65 
7,2 0,52 

8,22 :ı: 0,61 0,538 :ı: 0,03 

Tablo : 4 
500 mg, TiAMiN ENJEKTE EDiLDiKTEN · SONRA 

BULUNAN DEGERLER % mg. OLARAK 

2 saat sonra 10 saat sonra 

28 1,7 
32 2,1 
25 1,13 
22 1;19 
20 2 

25,4 :ı: 2,14 1,624 :ı: 1,81 

23 1,5 
27 1,3 
20 1,8 
30 2 
18 1,6 

23,6 :ı: 2,20 1,64 :ı: 0,12 

24 saaıt sonra 

0,25 
0,17 
0,13 
0,18 
0,11 

0,158 :ı: 0,079 

0,19 
0,095 
0,187 
0,164 
0,13 

0,153 :ı: 0,013 

24 saat sonra 

0,3 
0 ,22 
0,2 
0,25 
0,19 

0,232 :ı: 0,018 

0,22 
0,35 
0,15 
0,11 
0,18 

0,222 :ı: 0,10 
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Ölçümler sonunda elde edilen sayısal verilerin ortalamaları 
ari1nnet~k orta1lama olara'k ibuhinımuş, standart hataları istatistik 
formüllerle ortaya konmuştur (6). 

Değerlendirmelerde Varyans analizi tekniği uy;gulanmıştır. Za
man doz ve atlar bir arada değerlendirilmiştir . (Atın biri öldüğ;i.in
den değerlendirilmeler iki ,at üzerinden yapılmıştır.) 

Varyasyon 
Kaynağı 

Zaman 

Doz 

At 

D;;z X Zaman 

Hata . .. -. 

Tablo : 5 

VARYANS ANALiZ TABLOSU 

Kareler · Serbestlik Kareler 
Toplamı Derecesi Ortalaması 

2833.843338 2 1416.921669 

11 79.327532 2 589.663766 

0,54471.6 0.644716 

1957.922517 4 489,480629 

212 .237616 96 2.210809 

F p 

F p 

640.907 .080 

265.719 .000 

.292 .5SO 

221.403 . . co o 

Sonuçta, saatler arası, dozlar arası farklıirklar önemli buhm
muştur. · 

Ayrıca, zaman doz intera'ksiyonu da önemli bulunmuştur. Bu
nun anlamı, 2, 10 ve 24 saat sonra alınan örnekl-erdeki tiaırnin de
ğerler! . a·rasında'ki fark, 'kuHanılan doza bağlı olarak değişmektedir. 
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60 !llg. 
eng. 

2 saat 
sonra 

--

10 saat 
sonra 

---
24 saat 

san ra 

1. Kısrak 2. Kısrak 

1,46+0,11 2,26 + 0,048 

0,25 + 0,011 0,26 + 0,017 

0,112 + 0,014 0,08 + 0,05 

Tablo ı 6 

ORTALAMA DEGERLER (% mg. olarak) 

200 500 
mg. 1. Kısrak 2, Kısrak mg. 1. Kısrak 2. Kısrak 

eng. eng. 

9,2 + 0,27 8,22 + 0,61 25,4 + 2,14 23,6 + 2,20 

0,656 + 0,025 0,538 + 0,03 1,624 + 1,81 1,64+0,12 

0,158 + 0,079 0,153 + 0,013 0,232 + 0,018 0,202 + 0,10 
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TARTIŞMA 

Deneme kısraklarında yapmış olduğumuz hu çahşmada, enjek
te edilen tiamin miktarına bağlı olarak idraııdan elde edilen değer
lerde değişme .olduğunu gözledik. Özemkle enjeksiyondan iki s·aat 
sonra .alınan idrarda en yüksek seviyede tiamin bulduk. 

Addi Smiuh (1) , atlarda idrarda 100 ml.'de SO mg. ve daha çok 
miktarlarda tiamin bulunmasının, atın idrara çıkışından önce en 
az SOO mg. tiaminin enjekte edilmiş alıması gerektiğini söy:lemiştir. 

Biz SOO mg. tiamin enjekte ettikten iki saat sonra, sonıda ile 
almış olduğumuz idrarlaPda ortalama, % 2S,4 + 2,14 mg ve % 
23.6 + 2.2 mg. tiamin lbulıduk. 

Bir başka araştırıcı (7), tiaminin, intravenöz veya intramusku
ler verilmesinden sonra, ilk idrada '% 33'ünün, 2· idrarla % 3'ünün 
atıldığını, 3. idrarda ise normale döndıüğünrü söylemiştir. 

Bizim iki s.aat sonra alınan idrariarda bulduğırmuz değerler, 

verilen miktarın % 33'ıi.inü geçmektedir. 

ÖZET 

Extra tiamin enjeiksiyonu sonucu, idrardaki tiamin düzeyJerini 
incelemek amacıyla ibu :ıraştırmayı yaptık 

Çalışmalanmızda fluorometrik tiokrom metodunu uy~guladık. 

İki deneme atından, ibelli saatlerde aldığımız iclrarlarla çahştık . 

Toplam 180 adet idrar örneği analiz ettik. 

Sonuçta, saatlar arası ve dozlar arasında önemli faı-klılıklar 

bulduk. 

Thiamin enjeksiyommdan sonra ilk iki saat içinde, bu vitami
nin önemli · bir kısmının idrarla atıldığı kanısına vardık 
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SU M MARY 

Wc studied on the determination of clıiamine levels in the urine 

as a result of extra tıhİ'amine injection to the horses. 

In these studies we have used fluorometric tıhiochrome tech

nique. 

We have taken urines from two horses at limited hours . 

We .analyzed 180 samples of urines t'otally as a result of tıhis 

study we have found that tıhere were great di.fferences among tJıi
an1ine doses and hours. 

According to our opinion, after tıhiamine injection, !il1e ma
jority of tıhe thiamine was excreted during tıhe first two hours. 

TEŞEKKÜR 

Çahşımalarımızın değerlerrdirilmeside bizden yardımlarını esir

gemeyen Ziraat Faküıltesi Yardımcı Doçentlerinden Sayın Numan 

Akman'a teşekkürü borç biliriz. 
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