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BROILER CiVCIVLERINDE YEMDEK]! YAG KALITESI VE VITAMIN E
ORANI GOZ ONUNDE TUTULARAK PENTAN URETIMININ CANLI
HAYVAN (IN ViVO) VE BARSAK ICERIGINDE BELIRLENMESH!

Berrin Salmanogluz H.P. Sallmann®} H. Fuhrmann*

Pentane production of broiler chickens (in-vivo and in the intestinal chyme) under influence
of feed fat quality and vitamin E supply)

Summary: In this study, the mechanism of pentane formation in
broiler chickens fed on feed containing artifically prepared oxidized
fat (at level of 10 %,) was investigated. .

The broiler chickens were placed in a closed system and the pentane
in the exhaled air concentrated and measured using gas chromatography.
Similary pentane gas formed in vitro in the intestine contents was also
determined quantitatively using the same method. In order to prevent
the bacterial production of pentane various antibiotics (Gentamycin,
Monensin, Clindamycin) were used in vivo and in vitro.

In experiments four groups of twelve one-day-old broiler chickens
were used. Two of the groups were fed with fresh fat (Peroxide number
1), the other two groups were fed with oxidized fat (Peroxide number:
400). At the same time different levels of vitamin E (20 ppm to 100 ppm)
were included in the feed containing the same amount of fat.

The results showed that lipid-peroxides ingested with the feed in
poultry are not degraded by bacteria but are converted spontaneously
secondary products, (e.g, pentane).
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Ozet: Bu calisma suni olarak okside edilmis yag ile hazirlanan (oran
9 10) yemlerle beslenen broiler civcivleri iizerinde pentanin olugum me-
kanizmasi incelendi:

Kapali sisteme yerlestirilen broiler civcivlerinin solunum havasin-
daki pentan yogunlagtirilarak ve daha sonra da barsak iceriginde (in
vitro) iiretilen pentan gaz kromotografisi ile kantitatif olarak saptandi.
Pentamin bakteriyel iiretilme olasthigin ortadan kaldirmak igin cegitli
antibiyotikler (Gentamicin, Monensin, Clindamicin) in vivo ve in vitro
kullamld.

Deneylerde herbiri 12 tane bir giinliik broiler civcivi igeren dort
farkly grup kullamldi. Gruplardan ikisi taze ( Peroksid sayisi = 1), di-
ger ikisi de okside edilmis yag (Peroksid sayisi: 400) ile beslenirken,
aynt yag iceren yemlerde farkly vitamin E dizeyleri uygulandi (20 ppm
ve 100 ppm).

Deneylerden elde edilen sonuglara gore; kanatlilarda yemlerle ali-
nan lipid-peroksidler araciigi ile degil, aksine kendiliginden ikincil iiriin-
lere (pentan.gibi) ayrishg kamsmna varildi.

Giris

Gelisen modern tip sayesinde artik insan ve hayvanlarda goriilen
akut enfeksiydz hastahklarin hemen hemen tamami kontrol altina
alinabilmisse de, heniiz ctyolojisi bile tam agiklk kazanmamig enfek-
siyoz olmayan metabolik hastaliklarin daha genis kapsamli olarak
arastinlmast gerekmektedir. Uzun siiredir yapilagelmekte olan temel
arastirmalarda, serbest radikallerin hiicre membranlarinin biitlinligu-
nii bozdugu ve yakindan ilgili oldugunu ortaya ¢ikarmistir (8, 10).

Veteriner Hekimlik ve hayvansal iiriinler yoniinden bu olaym
onemi, ozellikle beslenmeye bagli olarak peroksidatif ve antioksidatif
sistemler aras: dengenin bozulmast sonucu pek ¢ok evcil hayvanlarda
bilinen hastaliklarin ortaya ¢ikmasindan dolayidir.

Vitamin E ve selenyum gibi antioksidatif maddelerin yemle ih-
cin alundaki miktarlarda alinmasi kanathlarda besinsel ensefalomalesi
(1, 12), enksudatif diatez (12, 14), kas dejenerasyonlart (9, 12), pank-
reas fibrozu (15)'na neden olur.

Et tavuklari ve siur besiciliginde gerkesinim duyulan enerjiyi kar-
silamak {lizere yemlerle 9, 10’a varan diizeyde yag kullanilir. Bozul-
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maya kargt bir 6nlem alinmamis veya uzun siire depolanmamigsa yag
ve yemlerde oksidatif degisimlerin meydana gelecegi ortadadir. perok-
sidasyona ugramis yaglarla beslenenlerde intermedier oksidatif ve
peroksidatif metabolizma arasindaki denge bozulacagindan autoksi-
dasyon olaylarin1 baglatir.

Materyal ve Metod

Lipid peroksidasyon olayinda parametrelerin tesbiti hassas ve
spesifik olmayan yontemler nedeniyle sorun olmustur. ilk defa DUME-
LIN ve TAPPEL (3) ayrica DILLARD ve ark. (2) tarafindan uygula-
nan yontemle gerekli duyarlilik saglanmistir. Bu arastiricilarin saptan-
masina gore etan W-3, pentan W-6 yag asitlerini igeren yaglarin perok-
sidasyonu sonucu agiga ¢ikan hidrokarbonlar oldugundan ve bunlarin
in-vivo olarakta kapali bir sisteme konulan deney hayvaninin solunum
havasinda saptanmasimin miimkiin oldugunu ispat etmislerdir.

Bu ¢alisma her biri bir giinliik 12 civcivden olusan 4 grup lizerin-
de yiiriitiildi. Bu gruplardan ikisi okside edilmis yag diger ikiside taze
yag ile beslendi. Her bir farkli yag grubuda biri normal vitamin E ih-
tiyact olan 20 ppm, digeri 100 ppm olmak iizere degisik vitamin E
miktarlar1 uygulanan alt gruplara ayrildi.

In vivo pentan élgiimii

Sekiz giinliik civcivlerin kursagina antibiyotik soliisyonlar: sabah
ve aksam olmak lizere giinde iki defa uygulandi. Dokuzuncu giinde
de sabah saat 8 de ve aksam saat 20 de ayni uygulama tekrarlandiktan
sonra, 10°cu giliniin sabah saat 8 de yapilan uygulamasinin ardindan
denemelerde olgiimlere baslandi. Kontrol hayvanlarinda antibiyotik
yerine serum fizyolojik direkt kursaga verildi.

fgine civcivin yerlestirildigi 14 cm yarnigapinda 11,2 cm yiiksek-
ligindeki saydam pvc silindirdeki deliklerden birisi, 6lglim esnasinda
gerekli oksijeni saglayan siporometre ile irtibat1 saglar, diger ikisi sis-
teme eklenen ve siirekli hava sirkiilasyonu gergeklestiren pompa giris
cikisim saglar. Sirkiile edilen hava asit filtresinde (%, 50 H, SO4) NH;
den, % 50 KOH iginden gegerken de CO, den arndirilir. Bu surette
1,5 saate varan deney slrcsince, hayvanin yasami devam ettirilir (Se-
kil 1).
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In vivo pentamin hesaplanmasi

Kapali sistemde pentan hesaplanirken, solunan havadaki penta-
nin organizmadaki metabolizmasida gz Oniine alinmalidir. Bu neden-
le FILSER ve BOLT’un (5) gelistirdigi model kullanildi (Sekil 2).

Figur 2. There are two systems, the living or-
ganism (CP2) and its surroundings (CP1). The
A 1 interaction between the gaseous phases of the
two systems is given in the equation below.

Sekil 2. Burada bir canh organizma (CP2) di-
geri organizmanin bulundugu gevre (CP1) ol-

-K‘z' ___" Kel mak lizere .ik.i farkhh kompartman sz l.<o.nusu-.
: K . : dur. Her iki kompartmamn gaz fazi igindeki
2l —p o PR iliskileri asagidaki denklemle agiklanir.

Yt = Cletl . t -- C2et2 . t + PR, K21. VI1-t. K12-1, Kel-!
Yt = Farkli zaman dilimlerindeki pentan konsantrasyonu

Cl, C2 = e- Fonksiyonunun kesim noktalari

tl, t2 = e- Fonksiyonunun eksponenti

K12, K21, Kel = Hiz konstantlar:

V1 = Hayvamn i¢inde bulundugu silindirin hacmi-hayvanin hacmi

Pr = Pentan lretim orant

In vitro pentan olgiimii .

Barsak igerigi olarak, kursaktan baslayip bezli ve kash mide
dahil tiim ince barsak ve kloaka hari¢ kalin barsak igerigi bir homoje-
nizasyon tiipiinde toplandi. Homojenize edilen igerik, baska bir homo-
jenizasyon tiipline esit olarak paylastirildi. Birine antibiyotik ¢dzeltisi
digerine serum fizyolojik konularak tekrar homojenize edildi.

Bu arada 40° C su banyosu yerlestirilmis 6,7 ml hacmindeki kiiglik
cam siseciklere 40 ul olmak tlizere dagitildi ve hemen kapaklar: kapati-
larak ¢alkalanmak sureti ile 40 dakika inkube edildi. Siire sonunda,
" siselerin list kismindan 1 ml hava, gaz sizdirmaz bir enjektorle alinip
gaz kromotografiye verildi.

In vitro pentan hesabi

PPxV < 100 P-mol pentan

PS x EW 100 mg
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PP = Gaz kromotografide Olgiillen peak diizeyi
V = Inkubasyon yapildigi sisenin hacmi
PS = Standardin peak diizeyi
EW = Ornegin agirligs

Kullanilan antibiyotikler ve dozlari:
Gentamisin siilfat = 0,16 mg/ ml
Monensin = 0,8 ml/ ml

Clindamycin HCI = 12 mg/ 100 g canli agirhik

Bulgular

In vitro pentan élgiim sonuglari:

Yemlerinde okside yag bulunan civcivlerin barsak igeriginde, yem-
le taze yag alanlara gore % 86,2 oraminda daha fazla pentan iretimi
saptanmistir, Bu durum, birbirinden farkli olan li¢ ayri inkubasyon
stiresinde de aymdir (60 dak., 180 dak., 270 dak.). Kullanilan antibi-
yotik ve kombinasyonlarinin pentan iiretimini inhibe edici etkisine
higbir inkubasyon periyodunda rastlanilmamistir. Uc faktorli var-
yans analizinde (6) (yag kalitesi, vitamin E orani ve antibiyotik etkisi
gdz oniinde tutuldu) yag faktoriiniin pentan iretimini ¢ok kuvvetli
olarak etkiledigi (p < 0,001) saptanmistir. Vitamin E’nin pentan iire-
timini inhibe edici ctkisi ilk 60 dakikada belirgin olarak (p < 0,01)
goriilmiisken 180 dakikada bu etki zayiflamis (p < 0,05) ve 270 daki-
kada inkubasyon sonunda da tamamen ortadan kalkmistir. Varyans
analizi ile karsilastirilan ortalama degerler asagida verilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. 60, 180 ve 270 dakikalarda olgiilen pentan miktarinin yag kalitesi ve vitaxin E
miktarlan goz oninde tutularak degerlendirilmesi.

Taze Okside B
yag n | Onemli yag n | Onemli
60 dak.
20 ppm Vit. E 188°F 67 | 14 1236594 | 18
100 ppm Vit. E 179F 113 | 14 | p<0,05 | 7817331 20 [ p<0,01
180 dak. B
20 ppm Vit. E 3247 F207| 14 1889+ 716 | 18
100 ppm Vit. E 2579-157 | 14 | p<0,05 | 1326 582 | 20 | p<0,05
270 dak. ' B
20 ppm Vit. E 4467260 | 14 2088F 581 | 18
100 ppm Vit. E 260TF- 174 | 16 | p<0,05 1783F 706 | 20 | p<0,05




| 46 Figur 3: Measured pentane levels following a 60 minute incubation of intestinal
c ) _ contents from_ chickens fed fresh and oxidized fat.
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Sekil 3. In vitro pentan dlglimiinde 60 dakikalik barsak igeriginin inkubasyonu sonucu
taze ve okside yem yiyen civcivlerde olglilen pentan miktari.




228 _BERRIN SALMANOGLU - H.P. SALLMANN - H. FUHRMANN

In vivo pentan dlciim sonuglari:

60 dakika siire ile kapali sistemde tutulan broiler’in solunum hava-
sinda yapilan pentan élmgiminde tablo 2’de goriildiigii gibi pentan
{iretiminde bir inhibisyon yerine, aksine kontrol grubuna gore biraz
daha yiiksek (retim s6z konusudur. Bunun yanisira okside yemle bes-
lenenlerde taze yem alanlara gore in vitro ¢ahsmada oldugu gibi 4-6
kat daha fazla pentan iretimi oldugu agikga ortadadir:

Tablo 2.
Taze yem Okside yem Taze yem Okside yem
20 ppm Vit. E | 20 ppm Vit. E | 100 ppm Vit. E | 100 ppm Vit. E
Kontr. X 12.2 X 77.8 X 125 X 68.2
T - 7.1 F 306 F 10.8 F 11.8
Clind. X 20.1 X 128.7 X 7.8 X 109.7
G11.0 F  50.5 + 0.6 F 54.6

Ug faktorlii varyans analizinde (yag, vitamin E ve antibiyotik)
sadece 60 dakika degerlerinde degil, 30 ve 90 dakikalik Slgiimlerde de
yag faktoriiniin pentan liretimi tizerine istatistiki olarak oldukca yuk-

- sek oranda etkiledigi (p < 0,001) saptanmistir. Antibiyotik faktorii
tiretim tzerine zayif etkilidir (p < 0,05), fakat bu da beklendigi gibi
pentan miktarint azaltict yonde degil aksine artirict yondedir.

Varyans analizinde vitamin E’nin olglim parametreleri Uzerine
hi¢ bir etkisi saptanmamistir. Fakat ortalama degerler goz oniine alt-
nirsa vitamin E’nin pentan Uretimini azaltict yonde etkisi gortlir.

Barsak florasin olusturan bakteri populasyonu lizerine kullanilan
antibiyotiklerin etkisi:

Kullamlan antibiyotiklerin barsak florasina etkisini saptamak igin
pek ¢ok ekim islemi yapildi. Tablo 3’de bu antibiyotiklerin bakteri
sayisindaki azalmalar verilmistir.

Monensin-Gentamicin kombinasyonunda barsak florasimn bak-
teri sayisinda 103—106 arasinda azalma saptanmistir. Bu kombinasyo-
nun 10 katina gikartilan yiiksek dozlarinda bakteri sayisinda daha bi-
yiik_bir azalma gdriilmemistir. Clindamycin yalniz basina uygulandi-
diginda azalma 10!—103 arasindadir.




" Figure 4: The difference between measured pentane levels in 60 minutes expired
alr of the groups given feed with fresh and oxidized fat
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Tablo 3. Antibiyotiklerin kullamldig ortamda, kontrol grubuna gore koloni sayisinda
meydana gelen azalmalar.

MONENSIN — GENTAMICIN KOMBINASYONU
Monen. 2 mg/ ml — Gent. 0.8 mg/ ml | Monen. 20 mg/ m! -— Gent. 0,8 mg/m
BESI YERLERI BESi YERLERI
Eugon Rogosa Eugon Rogosa
64 x 10! 1,2 = 10° 2,4 x 10 2,6 x 19°
2.8 x 10! 1,8 x 10° 1.2 x 10° 1,0 x 10°®
7.5 x 10* 2,3 x 108 1,3 x 10! 1,1 x 10°
8.1 x 10! 1,8 x 108 2.4 x 10% 1,7 x 10°
1.3 x 10° 2,0 x 10 3.1 x 10° 4,0 x 10°

CLINDAMYCIN: 6.8 mg/ml

BESI YER1

Fugon

43 x 10° '
6.5 x 10?

5.7 x 10
89 x 100
2,6 x 10t

Tartisma ve Sonug

Bu galismadaki amag okside yemle beslenen broiler civcivlerinde
bakteriler tarafindan {retildigi ileri siirilen pentan gazinin agiga ¢iki-
sin1 antibiyotik kullanarak azaltmak veya durdurmaktir.

Gelmont ve ark. (6) labratuvar siganlarinda yaptiklar: arastirma-
Jarda hem Clindaycin hem de askorbik asit uygulamast ile olglilen pen-
tan gazinda azalma kaydettiklerini bildirmislerdir. Siganlarda dencnen
bu metodun kanathh metabolizmasinda ne derece uygulanabilecegi
arastirlldi. Ayrica clindamycin barsakta Uretilen pentan gazi lizerinde
gergeklestirdigi inhibisyon etkisinin, bagka antibiyotik kombinasyon-
lar1 tarafindan da olusturulup olusturulmadigini denendi.

Taze yemle beslenen civcivlerin barsak igerigindeki pentan kon-
santrasyonu oldukga diisiik miktarlarda saptandr ve bir saat sonraki
konsantrasyonunda relatif oranda sabit kald:. Buna kargin okside yem-
lc beslencn civcivlerin barsaklarinda gittikge viikselen pentan iretimi
gorildii. Eger pentan itretiminde bakterilerin rolil olsaydi okside yem
gruplarinda yapilan Slgiimlerde de taze yem gruplarinda oldugu gibi,
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konsantrasyon yiikselmesinden sonra bir diizeyde sabit kalmas gere-
kirdi (steady state). Farklh zamanlarda yapilan 6lgiimler daha gok micv-
cut olan lipidperoksidlerin kendiliginden(Spontaneous) pargalandg
diislincesini desteklemektedir. Bu peroksidlerden sekunder iiriinlcrin
kendiliginden ortaya ¢iki§i, birgok bilim adami tarafindan aciklanan
ve canli hiicrelerdeki yaglarin otoksidasyonu ve buna kars: hiicre igin-
de geligen savunma reaksiyon mekanizmalarinin 1zah: 1le de anlagila-
bilir (7, 13).

Mide-barsak kanalmin degisik kesimlerinde yapilan pentan gazi
Olglimlerinde elde edilen sasirtici bir sonugta bezli ve kasli midede en
yiksek konsantrasyonun saptandigudir. Bu sonug da kendiliginden
parcalanmay destekler, ¢iinkii yapilmis arastirma verilerine gére mide
en az bakteri barindiran sindirim organidir (12, 13). Mide florasinin
esasinl laktobasiller olusturur. Bu mikroorganizmalarin oksidasyon
metabolizmasimin son iriinlerinden biri pentan degil, pentil-radikal-
leridir. Midedeki yiiksek pentan konsantrasyonu ortamin diisik pH
ve ylksek su oranina baglanabilir.

Yag kalitesinin beklendigi gibi pentan iiretimi iizerine biiyiik etkisi
varken, kullanilan antibiyotiklerin (Monensin, Gentamisin, Clindamy-
cin) higbir inhibe edici etkisi gézlenmemistir. Monensin, ionofer ola-
rak genis spektrumlu ve &zellikle gram negatif bakterilere kars: etkili
olan Gentamicin kombinasyon halinde kullamildi. Ayni sekilde kul-
lamian Clindamycin de gram negatif ve aneorob baktcrilere etkilidir.
Uygulanan antibiyotik, 1-3 saatlik bir inkubasyondan sonra bakteri-
ostatik etkileri ortaya gikacak ve bakteri metabolizmasini yavaslatacak
sekilde secildi. Yapilan ekimler sonunda ortaya gikan koloni sayis,
pentan iretiminde bakterilerin rolii olamayacag yoniindedir.

in vivo (solunum havasinda) yapilan pentan Olgiimlerinde daha
Once yapimis ¢alisma sonuglarindan (4, 11) daha yiiksek sonuglar el-
de edildi. Ciinkii bu ¢alisma da civcivler, diger ¢alismadaki gibi 6lgiim-
lerden 6nce a¢ birakilmadi, aksine normal olarak yem almaya devam
ettiler. Diger aragtirmalarda Olgiilen pentan biiyiik oranda endojen
olarak dretildigi i¢in mebran yapisina girerek etkili olan vitamin E
yuksek pentan Uretimine engel olmustur.

Clindamycin’in pentan iirctimine Gelmont ve ark. (6) buldugu so-
nucun tam aksi olarak, lretimi azaltict yonde degil de artirici yonde
bulunmustur. Bu da bakteriostatik etki nedcniyle sayilari azalan mik-
roorganizmalarin artik iretilen pentan: metabolize edemedikieri sek-
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linde aciklanabilir. Bu arastiricilar tarafindan kabul edilen pentan tre-
timine bakterilerin katkisi, en azindan kanatli metabolizmasinda ger-
ceklesmedigi sonucuna varilabilir.
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