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Kratak sadræaj

Zbog vaænih metaboliåkih funkcija i nemoguñnosti dovoljnog sintetisanja u
samom organizmu domañih æivotinja, a naroåito nepreæivara, posebna paænja
posveñuje se dodavanju vitamina B12 u smeãe za ishranu æivotinja. Potrebe za ovim
vitaminom obezbeœuju se iz vitaminskih predsmeãa, te je stoga i utvrœivanje koliåine
vitamina B12 u predmetnim uzorcima od izuzetnog znaåaja. Odreœivanje sadræaja
vitamina B12 standardnim hemijskim metodama zahteva njegovo izdvajanje i
preåiãñavanje. U ovom radu sadræaj vitamina B12 u predsmeãama sa visokim
sadræajem razliåitih vitamina odreœen je indirektno, merenjem nivoa kobalta
metodom atomske apsorpcione spektrofotometrije. Iz izmerenog sadræaja kobalta,
izraåunat je sadræaj vitamina B12. Dobijeni rezultati pokazuju da je u uzorcima
preparata åistog vitamina B12 (kao dodatka hrani za æivotinje) koeficijent odstupanja
izmerenih od oåekivanih vrednosti manji od 2%. U vitaminskim predsmeãama
vitamina B grupe i vitaminskim predsmeãama vitamina B grupe i ostalih vitamina (A,
D, E i dr.) izmerene vrednosti su se razlikovale od deklarisanih za manje od 5%.
Dobijeni rezultati ukazuju da je odreœivanje vitamina B12, merenjem sadræaja kobalta
metodom AAS, obzirom na brzinu, taånost i jednostavnost izvoœenja, prihvatljiva
metoda za ispitivane vrste uzoraka hrane za æivotinje.
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Abstract

Since vitamin B12 has important metabolic functions, but is unable sufficiently to
synthesize into organisms of domestic animals (especially non-ruminants), special
attention is given to adding B12 into feed. The needs for this vitamin are provided
through vitamin premixes, so determining the quantity of B12 in the samples is of ut-
most importance. When standard chemical methods are applied extraction and puri-
fication are required. In this paper is described a method where the content of B12 in
premix with high level of different vitamins is determined through an indirect
method: measuring the level of cobalt using atomic absorption spectrophotometry.
The content of B12 was determined from the content of cobalt. The obtained results
show that in the samples of pure B12 vitamin (used as an additive to feed) the mea-
sured values were lesser than 2% comparing to the expected values. In vitamin pre-
mixes the measured values of group B and vitamin premixes of vitamin B group and
other (A, D, E) vitamins, the measured values differed from those given on the decla-
ration, and the difference was lesser than 5%. The obtained results point that deter-
mining vitamin B12 by measuring cobalt content using AAS method is a fast, accurate
and simple method that can be applied in examining all the feed samples.

Key words: vitamin B12, cobalt, determination, additives, premix

UVOD

Vitamin B12 je, po svojoj hemijskoj stukturi, jedan od najsloæenijih vitamina.
Molekul B12 se sastoji iz åetiri redukovana pirolna prstena koji su meœusobno
povezani, dok je u srediãtu kobalt kovalentno vezan za åetiri vodonikova atoma (slika
1). Prisustvo kobalta je vaæno za bioloãku aktivnost, a po njemu se naziva joã i
cijanokobalamin.
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Slika 1. Hemijska struktura vitamina B12

Vitamin B12 ima vaænu ulogu u razliåitim metaboliåkim procesima. Neophodan
je za sintezu crvenih krvnih zrnaca, pravilno funkcionisanje nervnog sistema, rast i
razvoj. Ima vaænu ulogu u metabolizmu proteina, jer je ukljuåen u sintezu nekoliko
aminokiselina (BASF, 2001). Kod preæivara ima znaåaj kao koenzim u iskoriãñavanju
propionske kiseline u rumenu. Kod æivine nedostatak vitamina B12 dovodi do
poveñanja embrionalne smrtnosti i smrtnosti izleæenih piliña. Duæa izloæenost
hipovitaminozi vodi niæoj proizvodnji jaja (Jovanoviñ i sar., 2001). Preæivari imaju
moguñnost mikrobioloãke sinteze vitamina u buragu ukoliko je u ishrani prisutan
kobalt. Kod svinja, æivine i drugih æivotinja sa jednim æelucem, biosinteza vitamina
B12 se odvija u poslednjem delu tankog creva, cekumu i debelom crevu, a apsorbuje se
samo koliåina iz tankog creva, ãto zadovoljava samo deo potreba ovih æivotinja
(BASF, 2001).

Zbog vaænih metaboliåkih funkcija i nemoguñnosti dovoljnog sintetisanja u
samom organizmu domañih æivotinja, a naroåito nepreæivara, posebna paænja
posveñuje se dodavanju vitamina B12 u smeãe za ishranu æivotinja. Ovi dodaci
predstavljaju smeãe razliåitih vitamina i minerala i kao takvi predstavljaju izuzetno
kompleksan matriks u analitiåkoj hemiji. Danas su razvijene razliåite mikrobioloãke
(Mattila i sar., 2001) i hemijske metode za odreœivanje vitamina B12 u razliåitim
vrstama uzoraka. Analitiåke tehnike koje se mogu koristiti su: spektrofotometrija
(Morelli, 1995; Pawar i sar. 2001), hemiluminescencija (Zhou i sar., 1991), kapilarna
elektroforeza (Lambert i sar., 1992), teåna hromatografija visoke efikasnosti sa UV
(Kozhanova i sar., 2002; Zafra-Gomez i sar., 2006), elektrohemijska metoda
(Marszall i sar., 2005), plamena atomska apsorpciona spektrometrija (Vinas i sar.,
1996), fluorescentna detekcija (Li i sar., 2000), masena detekcija sa
indukovano-kuplovanom plazmom (Szpunar i sar., 1999; Chen i Jiang, 2008) i
atomska apsorpciona spektrofotometrija (Akatsuka i sar. 1989).

77

Arhiv veterinarske medicine, vol. 1, br. 2, 75-80, 2008.
Mihaljev, Æ. i dr.: Moguñnost odreœivanja…



MATERIJAL I METODE RADA

Svi ispitani uzorci preparata åistog vitamina B12 (n=4), premiksi vitamina
B-kompleksa: B1, B2, B6, B12 (n=3) kao i premiksi vitamina B-kompleksa u smeãi sa
ostalim vitaminima (A, D3, K3, E, Biotin, Holin hlorid, Ca-pantotenat, folna kiselina i
dr.) (za æivinu n=3; za svinje n=4; za goveda n=2), proizvedeni su od strane
renomiranih svetskih proizvoœaåa ove vrste dodataka hrani za æivotinje.

Za odreœivanje kobalta uzorci su pripremani metodom „suvog spaljivanja” -
zagrevanjem uzoraka, æarenjem na 540oC i razaranjem dobijenog pepela pomoñu
razblaæene HNO3 i H2O2. Posle æarenja dobijeni pepeo je rastvaran u 10% HCl i
razblaæen demineralizovanom vodom do odgovarajuñe zapremine. Sadræaj kobalta
odreœen je metodom atomske apsorpcione spektrofotometrije na instrumentu
Varian SpectrAA-10 (Varian Inc., Palo Alto, CA, USA). Na osnovu izmerenog
sadræaja kobalta i poznavanja taåne relativne molekulske mase vitamina B12, moæe se
posredno utvrditi koliåina vitamina  B12 u ispitivanom uzorku.

REZULTATI  ISPITIVANJA

Tabela 1. Sadræaj vitamina B12 u åistim preparatima, premiksima sa vitaminima
B-kompleksa i smeãama vitamina B-kompleksa i ostalih vitamina

Broj uzorka Vrsta uzorka
Deklarisana vrednost za

vitamin B12
[mg · kg-1]

Izmerena vrednost
za vitamin B12

[mg · kg-1]     xsr ± SD

Koeficijent odstupanja
izmerenih od deklarisanih

vrednosti  [%]

1. Vitamin B12 10 000  (n=4)
10 119 ± 567
(SE = 5,6 %)

+ 1,19

2. Kompleks  B vitamina 700,0  (n=3)
686,7 ± 4,2
(SE = 0,6 %)

- 1,90

3.
Predsmeãa B-vitamina i

ostalih vitamina za æivinu
98,0  (n=3)

102,5 ± 6,7
(SE = 6,5 %)

+ 4,6

4.
Predsmeãa B-vitamina i

ostalih vitamina za svinje
130,0 (n=4)

133,4 ± 6,9
(SE = 5,2 %)

+ 2,6

5.
Predsmeãa B-vitamina i

ostalih vitamina za goveda
200,0  (n=2)

205,8 ± 1,2
(SE = 0,6 %)

+ 2,9

DISKUSIJA

Dobijene vrednosti za sadræaj vitamina B12 u analiziranim vrstama uzoraka
uporeœene su sa vrednostima datim u njihovim deklaracijama. Na osnovu rezultata
prikazanih u tabeli 1 moæe se zakljuåiti da je u åistim preparatima (feed grade) sa
veoma visokom taånoãñu utvrœen sadræaj vitamina B12, jer odstupanje izmerenih od
deklarisanih vrednosti iznosi ~1% (1,19%). U uzorcima kompleksa B-vitamina
takoœe je sa visokom taånoãñu utvrœen sadræaj vitamina B12 - odstupanje izmerenih
od deklarisanih vrednosti je ~2% (1,90%). U sloæenijim matriksima, tipa predsmeãa
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B-vitamina i ostalih vitamina, taånost odreœivanja je neãto niæa, i iznosi do ~5%.
Koeficijent odstupanja izmerenih od deklarisanih vrednosti za sadræaj vitamina B12
najniæi je kod predsmeãa kompleksa B-vitamina i ostalih vitamina namenjenih za
ishranu svinja i iznosi ~3% (2,6%). U vitaminskim predsmeãama za ishranu goveda
koeficijent odstupanja izmerenih od deklarisanih vrednosti za sadræaj vitamina B12
iznosio je takoœe ~3% (2,9%). Najniæa taånost odreœivanja, tj. najviãi koeficijent
odstupanja izmerenih od deklarisanih vrednosti za sadræaj vitamina B12, ~5%
(4,6%) postignuta je u vitaminskim predsmeãama za ishranu æivine.

Iz tabele 1 takoœe se moæe zakljuåiti da primenjenu metodologiju za utvrœivanje
koliåine vitamina B12 odlikuje visoki stepen preciznosti, jer se utvrœena ponovljivost
na istom analitiåkom uzorku od razliåitih proizvoœaåa, izraæena preko relativne
standardne greãke (SE) kreñe u intervalu od 0,6 do 6,5%, u zavisnosti od tipa i nivoa
vitamina B12 u uzorku.

Indirektno odreœivanje vitamina B12 metodom AAS - merenjem sadræaja kobalta,
primenili su Akatsuka i sar. (1989) i dobili rezultate koji su u saglasnosti sa naãim
zakljuåcima. Sliåne rezultate navode i Pawar i sar. (2001). Oni su preko kobalta
odreœivali vitamin B12 u farmaceutskim preparatima, metodom AAS i
spektrofotometrijom i takoœe dobili rezultate koji su u korelaciji sa naãim merenjima
sadræaja vitamina B12 u sliånim preparatima.

ZAKLJUÅAK

Dobijeni eksperimentalni rezultati ukazuju da je navedena metoda primenjiva za
odreœivanje vitamina B12 u uzorcima preparata åistog vitamina B12, premiksima
vitamina B-kompleksa kao i predsmeãama vitamina B-kompleksa i ostalih vitamina.
Metoda je veoma selektivna, åak i u veoma kompleksnim i sloæenim matriksima,
poãto se zasniva na detekciji kobalta atomskom apsorpcijom. Obzirom na svoju
jednostavnost i brzinu izvoœenja, taånost, preciznost i osetljivost kao i åinjenicu da
zahteva malu koliåinu uzorka, moæe se uspeãno koristiti kao alternativna metoda
odreœivanja sadræaja vitamina B12.
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