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ARASTIRMA MAKALESI

Farkli mineral formlarinin ve depolama siiresinin vitamin stabilitesi iizerine etkileri

Siileyman Tekelioglu!, Emel Giirbiiz*, Behi¢ Coskun?, Fatma Inal?
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Amag: Bu arastirma, vitamin-mineral karmalarindaki vi-
taminlerin stabilitesi lizerine farkli depolama siireleri ile
inorganik ve organik minerallerin etkisini tespit etmek
amaciyla yapildi.

Gere¢ ve Yontem: Denemede vitamin stabilitesini tespit
etmek i¢in 3 farkli grup olusturuldu. Gruplar kontrol, inor-
ganik iz mineral + vitamin ve organik iz mineral + vitamin
karmasi igeren gruplar seklinde olusturuldu. Karmalar 1
yll boyunca depolanarak vitamin A, E, K, C, tiamin ve nia-
sin yoniinden analizleri yapilarak vitamin stabilitesi tespit
edildi.

Bulgular: Denemede inorganik mineral grubunda vitamin
stabilitesi diger gruplara gore daha diisiik bulundu. Vita-
min konsantrasyonlarindaki diisiisler, vitamin K i¢in ikinci,
vitamin A, tiamin ve vitamin C i¢in doérdiincii, vitamin E ve
niasin icin dokuzuncu aydan itibaren istatistiksel bakimdan
onemli (p<0.05) tespit edildi.

Oneri: Vitamin-mineral karmalarinda minerallerin in-
organik formda kullanilmasi vitamin stabilitesi tizerine
olumsuz etki gostermektedir. Minerallerin organik form-
da kullanilmasi vitaminlerin stabilitesinin korunmasina
yardimci olacaktir.

Abstract

Tekelioglu S, Gurbuz E, Coskun B, Inal F. Effect of storage
time and different mineral forms on vitamin stability. Eura-
sian J Vet Sci, 2011, 27, 3, 155-159

Aim: This research was made to determine the effect of
storage time and inorganic and organic minerals on vitamin
stability in vitamin-mineral premixes.

Materials and Methods: In experiment, groups were di-
vided into three main groups for determination vitamin sta-
bility. Groups consist of control, organic trace minerals and
inorganic trace minerals. Premixes were stored for one year
and vitamin A, E, K, C, thiamine and niacin analyses were
made for determination vitamin stability.

Results: Vitamin stability was lower in inorganic minerals
group than the control and organic mineral groups. There
were statistically difference (p<0.05) in vitamin stability
for vitamin K from second month, for vitamin A, C, thiamine
from fourth month and for vitamin E and niacin from ninth
month.

Conclusion: The use of inorganic forms of mineral in vita-
min-mineral premixes show a negative effect on the vitamin
stability. The use of organic forms of minerals will help pro-
tect the vitamin stability.
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» Giris

Hayvanlarin vitamin ve mineral ihtiya¢larinin kar-
silanabilmesi icin vitamin-mineral karmalar1 hazir-
lanmakta ve hayvanlarin yemlerine katilmaktadir.
Karmalara, vitamin ve mineral diizeyleri olusacak ka-
yiplar goz 6ntine alinarak hayvanlarin ihtiyaglarindan
daha ytiksek oranlarda katilmaktadir. Premiksler ice-
risindeki vitamin kayiplarin1 rutubet, depolama, 1sj,
151k, pH, oksidasyon, iz mineraller ve tasit madde gibi
bircok faktor etkilemekte ve kayiplarin ne diizeyde
olabilecegi tam olarak bilinmemektedir. Bu faktdrle-
rin birden fazlasi bir araya geldiginde kayiplar en st
diizeye ulasmakta ve premiks igerisindeki vitamin du-
zeyleri hayvanin ihtiyaclarinin altina diiserek yetersiz
vitamin alimina sebep olabilmektedir (Gerald ve ark
1997, Tuncer 2004).

Vitamin-mineral karmalarindaki vitaminlerin daya-
nikliligini etkileyen en biiyiik faktdor minerallerin, vi-
taminler tzerindeki redoks reaksiyonlaridir. Cinko,
bakir ve demirin vitaminler iizerindeki etkisi daha
fazla iken selenyum ve manganin etkisi daha diisiik-
tiir. Vitaminlerin dayanikliligini en ¢ok etkileyen mi-
neral formu serbest metal iyonlaridir. Bu etkilenmeyi
sirasiyla; siilfat, karbonat, oksit ve selatlanmis mine-
raller takip eder. Selatlanmis mineraller serbest ra-
dikalleri olusturamaz ve vitaminlerin par¢alanmasi
engellenmis olur (BASF 1999).

Genellikle vitamin-mineral karmalarindaki mineral-
ler yiiksek reaktif 6zellikteki inorganik mineral tuz-
lardan olugmaktadir. inorganik mineral tuzlar, tek
baslarina vitaminler lizerinde stabilite sorunlarina
yol actigl gibi ortamda rutubet varsa bu etki daha
fazla olusmaktadir. Iz minerallerin inorganik formla-
rinin yerine selatlanmis, aminoasitlerle kombine edil-
mis organik formlarinin veya kaplanmis formlarinin
kullanilmasi vitaminlerin premiksler igerisinde daha
stabil kalmasina yardimci olacaktir (Coelho 2002,
Tavcar-Kalcher ve Vengust 2007).

Bu ¢alismanin amaci depolama siiresi ile birlikte or-
ganik ve inorganik minerallerin vitaminlerin stabili-
tesi lizerine etkisini belirlemektir.

» Gere¢ ve Yontem
e Gruplarin olusturulmasi

Vitamin-mineral karmalar siit inegi yemlerine kati-
lan ticari formiilasyonlar dikkate alinarak hazirlandu.
Karmalar siit inegi rasyonlarina 1 kg/100 kg katilacak
sekilde formiile edildi (Tablo 1). Vitamin stabilitesi-
ni tespit etmek i¢in 3 farkli grup olusturuldu; birinci
grup sadece vitamin karmasi olan kontrol grubunu,
diger gruplar ise inorganik mineral + vitamin ve or-
ganik mineral + vitamin karmasi igeren gruplarini
olusturdu. Gruplarin hepsinde vitamin ve mineral
diizeyleri esit olacak sekilde ayarlandi. inorganik mi-
nerallerin, karmalara en ¢ok giren siilfat veya oksit
formlari, organik mineraller ise proteinat formlari
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kullanilarak hazirlandi. Karisimlarda tasit madde ola-
rak ise CaCO3 kullanildi.

e Vitamin mineral karmalarinin hazirlanmasi ve depo-
lanmasi

Karmalar ticari bir firmada 6zel olarak hazirlandi. Her
bir grup icin 7 tane ikiser kilogramlik karisim kagit
ambalajlarda, oda 1s1s1 ve nemi giinliik olarak takip
edilerek karanlik bir odada 1 yi1l depoland.

o Orneklerin alinmast

Vitamin ve vitamin mineral karmalarindan, ilk giin (0.
giin), 1., 2. 4.,6.,9.ve 12. aylarda depolama i¢in 6rnek-
ler alinarak vitamin diizeyleri tespit edildi.

e Vitamin analizleri

Alinan orneklerde vitamin A, E, K, C, tiamin ve niasin
diizeylerinde kayiplar belirtilen depolama siireleri
icin tespit edildi. Vitamin analizleri, Resmi Gazete
S.25571,02.09.2004 (2004) ve Riickemann (1980)
bildirdigi metotlara gore yapildi.

e Vitamin A ve vitamin E tayini i¢cin ekstraksiyon

Bes g yem katki maddesi balon jojeye tartilarak iize-
rine 130 mL etil alkol, birer spatiil askorbik asit ve
sodyum siilfiir, 5 mL KOH ¢ozeltisi (%50) ilave edildi.
Cozelti geri sogutucuda 30 dk kaynatilarak sabunlas-
tirild1 ve 500 mL1ik ayirma hunisine alinan numuneye
100 mL petrol eteri ilave edilerek kuvvetlice ¢alkalan-
d1 ve faz ayrimi icin beklendi. Bu islem her defasinda
100 mL petrol eteri ilave ederek ii¢ kez tekrarlandi
ve listte olusan petrol eteri ve sulu faz baska bir ayir-
ma hunisine alindi. Petrol eteri eksraktinin saf suyla
yikanmasi i¢cin 300 mL saf su ilave edilerek altta olu-
san sulu ve alkollii faz atildi. Bu isleme fenolfitaleyn
damlatip ¢alkalandiginda olusan kirmizi pembe renk
gidinceye kadar devam edildi. Hunide olabilecek suyu
almak i¢in susuz sodyum siilfattan gegcirildi ve filtre-
den siiziilerek HPLC’ye enjekte edildi.

e Vitamin K tayini icin ekstraksiyon

Erlene numuneden en az 3 mg K3 ihtiva edecek se-
kilde tartim yapildi. Uzerine 96 mL EtOH:su (40:60)
karisimi eklenerek 15 dakika ¢alkalandi. Pipetle 4 mL
tannik asit (%10) ¢ozeltisi ilave edilip tekrar 15 daki-
ka ¢alkalandi. Karisim santrifiij tiipline alinip 5 dakika
4000 devirde santrifiij edildi. Ust fazdan 20 mL ayir-
ma hunisine alinarak pipetle 50 mL hekzan eklenip 2
dakika calkalandi. Uzerine 20 mL sodyum karbonat
(%10) c¢ozeltisi eklenip, 5 dakika c¢alkalanip faz olu-
sumu beklendi. Olusan hekzan fazi baska bir ayirma
hunisine alinarak tizerine tekrar 20 mL saf su eklen-
di ve 15 saniye calkalanip, yine faz olusumu beklen-
di. Hekzan faz1 alinarak fazla suyu emecek miktarda
(vaklasik 2-3 g) sodyum siilfat eklenip, ¢alkalandi ve
0.2 um’lik filtreden siiziildi. Stiziilen ¢ozelti HPLC'ye
enjekte edildi.
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Tablo 1. Denemede kullanilan karmalarin formiilasyonlari (1 kg'da).

Kontrol(Vitaminler)

Inorganik mineral + vitaminler

Organik mineral

+ vitaminler

Vitamin A U 1.500.000 1.500.000 1.500.000
Vitamin D, U 300.000 300.000 300.000
Vitamin E mg 3.000 3.000 3.000
Vitamin K, mg 200 200 200
Vitamin B, mg 100 100 100
Vitamin B, mg 50 50 50
Vitamin C mg 50.000 50.000 50.000
Biotin mg 10 10 10
Niasin mg 12.500 12.500 12.500
Folik asit mg 200 200 200
Kolin klorid mg 1.000 1.000 1.000
Mangan (MnO) mg 6.000 6.000
Demir (FeSO,) mg 6.000 6.000
Cinko (Zn0) mg 8.000 8.000
Bakir (CuSO,) mg - 1.000 1.000

e Tiamin ve niasin tayini icin ekstraksiyon

Tiamin ve niasin analizinde 500 mL1ik balon jojeye
1 g yem katki maddesi tartilarak tizerine 1 g EDTA, 4
mL 1 N HCI, 300 mL 0.01 N HCl ilave edildi. 10 dakika
stireyle ultrasonik banyoda tutuldu ve 0.01 N HCl ile
hacmine tamamlandi ve 0.45 pm’lik filtreden stiziile-
rek HPLC’ye enjekte edildi.

e Vitamin C tayini igin ekstraksiyon

Numunin 10 grami blender igerisine alinarak, tizerine
90 mL meta-fosforik asit (%6) ¢ozeltisi eklendi ve 2
dakika karistirildi. Karistma 5 mL potasyum heksa-
siyanoferra (II) trihidrat ve ¢inko asetat dihidrat ¢6-
zeltileri ilave edildi. Hacim ol¢tilerek sivi kisim 4000
devir/dakikada 3 dakika santrifiij edildi. Ustteki ber-
rak sivi en az 15 dakika bekletilerek ve 0.2 um’lik filt-
reden siiziildii ve HPLC'ye enjekte edildi.

e Kromatografik analiz sartlari

Vitamin analizlerinde Dionex Marka (Sunnyvale,
ABD): P680 pompa, ASI-100 otomatik enjeksiyon
unitesi, TCC-100 kolon firin1 ve PDA-100 DAD detek-
torden olusan HPLC sistemi kullanildi. Vitamin A ve E
analizlerinde mobil faz olarak metanol/su (98:2, v:v)
¢ozeltisi, vitamin K3 analizinde metanol/amonyum
karbonat (95:5, v:v) c¢ozeltisi, tiamin ve niasin ana-
lizlerinde 0.03 M KH2P04/ACN (98:2, v:v) ¢ozeltisi,
vitamin C analizinde ise 945 ml ultra saf su + 55 mL
metanol + 2.5 g tetrabiitil amonyum hidrojen siilfat
¢ozeltisi kullanilmistir. Tiim vitaminlerde mobil fazin
akis hiz1 1.0 mL/dakika olarak ayarlandi. Kullanilan
ornek hacmi 20 pLdir. Secilen kolon sicakligr 22 °C’
dir. Tanimlama ve miktar tayinleri vitamin A i¢in 325
nm, vitamin E icin 292, vitamin K3 i¢cin 250, tiamin
icin 246 nm, niasin i¢cin 263 nm ve vitamin C i¢in 251
nm’de yapildi. Analiz bitiminde kolon 6nce 35-65
MeOH-su ile yikandi ve metanol miktar1 kademeli ar-
tirllarak en son %100 metanol ile yarim saat ynkandu.
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e Metot performansinin degerlendirilmesi

Her bir vitamin i¢in ylizde geri kazanim degerleri asa-
gi1daki formiil ile hesaplands;

R= (A6*100)/As

Formiilde; R ytlizde geri kazanim; A6 standart ilave
edilerek hazirlanan 6rnekten elde edilen pikin yiik-
sekligi veya alani, As standart ¢ozeltiden elde edilen
pikin yiiksekligi veya alani ifade etmektedir. Yiizde
geri kazanim oranlari vitamin A igin %90.3, vitamin E
icin %96.0, vitamin K3 i¢in %88.4, tiamin i¢in %95.2,
niasin i¢in %95.7 ve vitamin C i¢cin %85.0 olarak belir-
lendi. Linearite calismasi vitamin A, E, K3 icin 0.1, 0.2,
0.4, 0.8 ve 2 mg/kg araliginda, tiamin ve niasin igin
0.1, 1.0, 2.0, 5.0 ve 10.0 mg/kg konsantrasyon arali-
ginda yapildi. Her bir vitamin i¢in tespit limiti, sinyal/
gliriiltli oranina (S/N) gore saptandi. S/N degerinin 3
oldugu konsantrasyon tespit limiti olarak degerlendi-
rildi. Tespit limiti degerleri vitamin A i¢in 333.3 1U/
kg, vitamin E icin 0.5 ppm, tiamin ve niasin i¢in 1.0
ppm, vitamin K3 ve vitamin C i¢in 1.4 ppm belirlendi.

o [statistiksel analiz

Elde edilen veriler variyans analizine tabi tutulmus ve
gruplar arasi farkliliklarin tespitinde Duncan’in Mul-
tiple Range testi uygulanmistir (SPSS, 2006). p<0.05
degeri istatistiki agidan 6nemli kabul edildi.

» Bulgular

Vitamin, vitamin + inorganik mineral ve vitamin +
organik mineral premikslerin aylara gore vitamin
icerikleri Tablo 2’de verildi. Genel olarak degerlendi-
rildiginde tiim vitaminlerin 30. giinden itibaren kon-
santrasyonlarinda diismeler basladi. Vitamin kon-
santrasyonlarindaki distisler; vitamin K i¢in ikinci,
vitamin A, tiamin ve vitamin C i¢in dérdiinci, vitamin
E ve niasin i¢in dokuzuncu aydan itibaren istatistiksel
bakimdan 6nemli olmustur (p<0.05).
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» Tartisma

Vitaminlerin yalniz olarak, inorganik formda ya da
proteinat formundaki iz mineraller ile birlikte bulun-
durulmasinin, premiks icerisindeki dayanikhiliklar
lizerine etkisi ile ilgili sonuglar (Tablo 2) degerlendi-
rildiginde, inorganik formdaki metallerin oksidasyo-
nu katalizleme etkileri nedeniyle tiim vitaminlerin 30.
glinden itibaren vitamin konsantrasyonlarinda diis-
meler basladig tespit edildi. Vitamin konsantrasyon-
larindaki disiisler, vitamin K icin 2. aydan, vitamin A,
tiamin ve vitamin C i¢in 4. aydan, vitamin E ve niasin
icin 9. aydan itibaren istatistiksel bakimdan 6nemli
olmustur (p<0.05). Bu sonuglar dogal karsilanmalhdir,
¢linkil premiksler icerisinde yer alan ya da yem ve gi-
dalardaki vitaminlerin ¢ogu labildir ve zamana bagh
olarak oksidasyon ve stereoizomerlerinin olusumu ile

biyolojik aktivitelerini kaybederler. Oksidasyon hava,
151K, sicaklik, nem, mineral asitler, metal iyonlari, doy-
mamis yaglar ve diger oksidantlarin etkisi ile baslati-
lir ve katalizlenir (Pietrzik 1984, Killeit 1988, Tavcar-
Kalcher ve Vengust 2007). Vitamin E i¢in kayip orani
diger vitaminlere gore en diisiik diizeyde (%29) ger-
¢eklesmistir. Bu ¢alismada ve yem sanayinde kullani-
lan diger premikslerdeki Vitamin E, cogunlukla dl-a-
tocopheryl acetate formundadir ve vitamin E'nin bu
formu dis etkenlere olduk¢a dayanikli oldugundan
vitamin stabilitesi diger vitaminlere gore daha az de-
gismistir (Cort ve ark 1975).

Vitamin stabilitesi en iyi organik minerallerin ka-
tildig1 grupta tespit edildi (Tablo 2). Gerald ve ark
(1997)nin yapmis olduklari calismada da vitamin
kaybinin en az vitamin ve vitamin + organik mineral

Tablo 2. Vitamin, vitamin + inorganik mineral ve vitamin + organik mineral premikslerin aylara gére vitamin icerikleri.

Vitaminler Baslangic 1.ay 2.ay 4. ay 6. ay 9.ay 12.ay
Vitamin A, IU
Vitamin 1.353.198 1.342.532 1.301.872 1.074.025° 948.574° 819.651° 706.596°
Vit+inorganik 1.336.530 1.255.341 1.176.953 756.057¢ 542.079¢ 356.631¢ 185.448¢
Vit+organik 1.366.530 1.344.422 1.337.506 1.271.077° 1.186.496* 1.135.8867 951.304*
SEM 19.169 26.114 33.471 78.399 96.666 115.279 114.775
P 0.854 0.319 0.105 0.001 0.000 0.000 0.000
Vitamin E, mg
Vitamin 2.724 2.644 2.617 2.540 2.466 2.394%® 2.307%®
Vit+inorganik 2.746 2.640 2.588 2.441 2.302 2.111° 1.954°
Vit+organik 2.804 2.749 2.721 2.667 2.640 2.563° 2.488°
SEM 35.60 39.96 44.39 53.93 67.13 82.70 94.51
P 0.700 0.513 0.499 0.253 0.105 0.048 0.030
Vitamin K, mg
Vitamin 178 161 150 120° 100° 74> 54>
Vit+inorganik 178 153 135° 78¢ 48¢ TED TED
Vit+organik 180 168 164° 146° 136° 123° 113°
SEM 3.04 3.77 5.25 10.34 13.07 11.52 13.61
P 0.964 0.301 0.048 0.001 0.000 0.004 0.001
Tiamin, mg
Vitamin 89 85 82 742 69° 62° 567
Vit+inorganik 88 80 74 56° 40° 25° 16°
Vit+organik 88 85 82 752 712 65° 602
SEM 1.24 1.58 1.89 3.33 5.15 6.55 7.12
P 0.946 0.377 0.088 0.003 0.000 0.000 0.000
Niasin, mg
Vitamin 11.444 11.110 10.892 10.473 10.267 9.972%® 9.413*
Vit+inorganik 11.356 10.713 10.400 9.454 8.918 8.181° 7.645°
Vit+organik 11.525 11.299 11.187 10.861 10.544 10.0412 9.654°
SEM 154.78 187.07 217.92 283.53 31891 367.73 388.50
P 0.927 0.487 0.377 0.093 0.055 0.031 0.038
Vitamin C, mg
Vitamin 46.244 39.524 36.938 29.085° 25.291° 18.873P 13.385°
Vit+inorganik 45.888 38.240 35.082 20.162¢ 13.177¢ TED TED
Vit+organik 47.008 42.734 41.896 35.808* 31.9712 28.044° 24.8172
SEM 830.06 1054.04 1345.92 2403.35 2842.14 3842.78 3551.61
P 0.886 0.214 0.079 0.001 0.000 0.001 0.002

abcHer bir stitunda farkl harf tagiyan ortalamalar arasindaki farklhiliklar 6nemlidir (p<0.05), TED: Tespit edilemedi.
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gruplarinda oldugunu belirtmislerdir. Dove ve Ewan
(1991)’da minerallerin vitamin stabilitesine etkisi-
ni arastirdiklar1 bir ¢calismada yapilan bu ¢alisma ile
benzer sonuglar bularak inorganik minerallerin vita-
min stabilitesini diisiirdiigiinii belirtmislerdir. Coelho
(2002), iz minerallerin serbest metal iyonlarinin, siil-
fat, karbonat, oksit ve selatlanmis formlarinin vitamin
stabilitesine etkisini arastirdig1 bir ¢calismada da ser-
best metal iyonlarinin en reaktif oldugu, metal iyon-
larini sirasiyla siilfat, karbonat, oksit ve selatlanmis
formlarinin izledigini belirlemistir. Tekelioglu ve ark
(2010)'nin yapmus olduklar1 ¢alismada ise ticari pre-
miksler i¢erisinde bulunan vitaminlerin beyan edilen
degerlerden daha diistik oldugu ve bu duruma inor-
ganik minerallerin sebep olabilecegini bildirmislerdir.

Organik mineraller vitamin stabilitesini korumaya
yardimcl olmaktadir. Inorganik metal iyonlar vita-
minlerin oksidasyonunda ve par¢alanmasinda katali-
z0r etki gosterirken organik mineraller ise selatlandi-
gindan dolay1 vitaminlerle temas etmez ve vitaminler
oksidasyondan ve par¢alanmadan korunmus olur.

» Oneriler

Yapilan bu ¢alisma sonucunda depolama siiresi uza-
dik¢a inorganik minerallerin vitamin dayaniklihigini
azalttig1 goriilmektedir. Vitamin-mineral karmalarin-
da vitamin dayanikliligini arttirmak i¢in minerallerin
organik formda kullanilmalar1 6nerilebilir.

» Tesekkiir

Yapilan bu arastirma TAGEM/GY/08/03/05/137
nolu projenin bir kismini icermektedir. TAGEM’e bu
projeyi desteklediginden dolayi tesekkiir ederiz.
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