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Tarim ve Koyisleri Bakanligindan :

Yem Analiz Metodlan
(Teblig No: 2004/ 33)

Madde 1- 1734 Sayili Yem Kanunu ve buna bagh Yem Ydénetmeliginin 32 inci maddesi uyarnca
yvemlerin resmi kontrollerinde, bu teblig ckinde wverilen referanslara gére hazirlanan; Yemlerde
hayvansal orijinli yapilarin belirlenmesi igin - mikroskobik analiz, Kanath hayvan vemlerinde enerji
tayini, Yem ve vem katki maddelerinde A ve E vitaminlerinin HPLC ile analizi, Yakma metodu ile ham
protein tayini ve Bitkisel ve hayvansal ham yag tayinlerinde uygulanacak metodlar agagida
belirtilmistir,

Madde 2-Yem Kanunu ve  Yem  Yonetmeliginin  uygulanmasinda  girevlendirilen  biltiin
laboratuvarlarda bu metodlar resmi analiz metodlan olarak uygulanir,

Madde 3- Bu Teblig yavimu tarihinde yllrielige girer,

Madde 4- Bu Teblig hitktimlerini Tanim ve Kayisleri Bakani yiiritir,

YEMLERDE HAYVANSAL ORIJINLI YAPILARIN BELIRLENMESI {¢iN
MIKROSKOBIK ANALIZ METODU

1-  Amag ve uygulama alam

Yemlerde bulunan hayvansal orijinli yapilarin {memeli hayvanlarin, kanatli hayvanlarin ve
baliklarin islenmesi ile elde edilen Girlinler ve bu hayvanlarin viicit pargalan) mikroskobik analizle
belirlenmesi amaciyla hazirlanmigtie.

1. Hassasiyet

Havvansal orijinli vapinm tzelligine bagh olarak vemlerdeki cok kilctik miktarlarsn (< 0,1 %)
Blgiilmesi mismklindir,

3= Prensip

Resmi kontroller igin belirlenmis yontemle usuliine uygun bir 6roek numune alimir ve anahizi
yapiimak itzere hazirlanir, Mikroskobik analizle saptanabilecek hayvansal orijinli yapilar ( grnedin:
kas lifleri ve diger et partikUlleri, kikirdak, kemik, baynuz, sag, kil, kan, tiyler, yomurta kabugu, -
balik kemikleri, deri pullar)) belitlenir. Bu hayvansal orijinli yapilarn beliclenmesi madde 6.1°de
anlatilan elekle ayirma ve madde 6.2'de anlatilan Sroekten goktiirme ile yapihr.

4-  Reaktiller

4.1 Parlatics maddeler

4.1.1 Chloral hydrate {sivi, 60 % wiv)

412 Lyve(Alkali sivi) (NaOH 2,5% w/ v veya KOH 2,5% w { v}, elek fraksiyenlan igin
413 Parafin yafi veya gliserol (viskozite:68-8 1) ¢Bkeltilerin mikroskopla izlenmesi igin
472 Yikama maddeleri

4.2.1 Alkol, %96
422 Aseton



4.3

4.4
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1.7

Konsantre (yogunlastirma) maddesi
Tetrachloroethylene {yogunhk, 1,62)
Boyama kimyasallan

lvot / potasyum ivodad solusyonu { 100 mi suya 2 gr. potasyum iyodad katiiarak cozdieDior ve
ditzenli olarak alkalanirken 1 gr. ivot ilave edilir}

Alizarin Karnnzis: (2.5 ml, 1M hideoklorik asit 100 ml suda seyreltilic ve bu glizeltive 200 mg
alizarine kirmizisi ilave edilir.

Cystine kimyasali (2 gr. Kurgun asetat, 10 gr. MaOH / 100 ml H,0)

Ivot / potasyum iyodad selusyonu { %70'lik etanolde goziinmiis)

Bleaching kimyasah
Ticari sodyum hipoklorid cbzeltisi (3996 aktif klon
Ekipman, arag ve geregler

Hassas terazi {0,001 gr . tartabilecek dogrulukta)

Olitme araci ( degirmen vb.)

Maksimum 0,50 wm genisliginde gdzenekleri olan elek

Ayirma hunisi veya konik tabanli beaker

Sterecmikroskop ( en az 40 kat bityiilebilecek kapasitede)

Compound (yliksek ¢oziiniirli) Mikroskeb (400 kat biylitehilen) 1121 ve polarize 1518
yansitabilen

Standard labaratuvar gbz10g0

Kullanim éncesi biitiin arag ve geregler ivice temizlenmis olmalidir.

-

6. |

6.2

i;l: in

En az 50 gr dmek alinarak dikkatlice sgutolir. Uygun bir sekilde 8gitiiimis numuneden elek
fraksivonlarini incetemek icin en az 5 gr. ve yoBunlastiilmis ¢okeltivi incelemek igin de en az
3 gr."hk remsili porsiyon alinir. Mikroskebik analiz igin boya maddeleriyle boyanma islemi de
yapilabilir.

Elek fraksiyonlarimda hayvansal orijinli yvapilarin belirlenmesi
En az 5 gr.lik drnek elekten gecirilerek iki fraksivona aynifir,

iri pargali fraksiyonlar uygun bir sekilde ince tabakaya verlegtirilerek, stereomikroskop altinda
hayvansal orijinli yapilar belirlemek igin depisik boyikliklerde arama yapili,

Elekten gegen ince fraksiyonlar slaydlara yerlestirilerek yitksek qéziinlrlikll mikroskop altinda
hayvansal orijinli yapilar belirlemek igin degisik biyikliklerde tarama yapilir,

W ogunlastinbimg gikeltide hayvansal orijinli yapilarin belirlenmesi

Enaz 5 gr. drnek lartlarak seperasyon (ayiema) hunisine veya konik tabanh beakera aktarlir
ve en az 50 ml tetrakloretilen ile muamele edilir, Kangim iyice ¢alkalanir ya da kangtinbr,
- Eger kapah ayirma hunisi kullanihrsa, cékelti aynibmadan 8nce 1;i_'|keln'ﬁ|.|'| tu[f‘na.“ igin en az (g
dakika bekfetilir. Calkalama iglemi tekrar edilir ve giskeltinin tutmasi igin ylne en az i dakika
bekletiliv. Daha sonra ayristrma hunisi bosaltlarak gokeli a}-rll I .

= Eger agik aywma hunpisi ya da konik beaker kuflamliyor ise ¢ikelti a}-nlmadan cikeltinin
tutmasi igin cn az 5'dakika beklenir. .



6.3

6.4

Cokelti bir finn kabinda kurutulur ve tartilir, Tartma iglemi eer yemdeki hayvansal orijinli
maddenin tahmini miklar: belirlenecekse yapilir, aksi halde buna gerek yoktur. Eger gikelu
fazla miktarda iri pargalardan olusursa elekten gegirilerek iki fraksiyona aynlir, Kurutuian
cokelti kemik yapilarin belitlenmesi igin stereomikroskop ve yilksek goziiniirldk mikroskobu
altinda incelenir.

Parlatict maddeler ile boyaywcr kimyasallarn kollanim

Mikroskobik analizde tze! parlatma maddeleri ve boyayici kimyasallar kuilanilarak hayvansal
orijinli yapilarin daha iyi belirlenmesi saglanabilir,

Chloral hydrate : Dikkatlice isitldiginda nigasta lanecikleri jelatinize olacagindan ve
istenimeyen hilcre vapilan uzaklasimlaca@indan hilcre yapilan daha
net bir sekilde giriilecektir,

Lye : NaOH veya KOH, yem materyallerini temizleyerek kas liflerinin, kil
ve diier keratin yapilarin belirlenmesine yarchmer ohur.

Parafin yag! ve gliserol : Kemik yapilar bu parfatici madde iginde daha kolayhkla ayid
edilebilir, ¢linkii kemiklerdeki ince bosluklar hava ile dobu
kalacagindan bu bogluklar 5-15 mikrometrelik siyah delikler
seklinde griiniirler.

lyot / Potasyum iyodad solusyenu (4.4.1): Nigasta (mavi-mor renk olugturur} ve proteinin {sar
portakal rengi olugturur) belirlenmesinde  kullamfic.  Gerekirse  seyreltme
vapilabilir,

Alizarin Kirmizisi Solisyonu; Kemikleri, balik kemigi ve puliarini kirmizi/pempe renge boyar.
P pempe reng

Cystin kimyasal: Dikkatlice isitildigmda csystin igeren yamlar (sac, thy, vs.) sivah-kahverengi
bir renge diinlstir.

igeriginde balik unu bulunabilecek yemlerin incelenmesi

Ince elek fraksiyonu ve ince gitkelti fraksiyonundan en az bir slayd hazwlanarak yilksek
poziintirlikld mikroskop alunda incelenir

Eger yemin etiketinde balik unu icerdigi yazih ise veya balitk unu bulunmasi ihtimali varsa
arijinal érnekten ilave olarak elekten gegirilen iki ince fraksiyon ve toplam gokelti fraksiyonu
incelenir.

Hesaplama ve deferlendirme

Yemlerde bulunan hayvansal dokularin mikroskopta incelenerek belirlenmesi yukarida
acikianmisir. Efer vemlerdeki hayvansal orijinli yaplarin miktarlarimn tahmin edilmesi
gerekiyorsa asagida belirtilen hususlara gére iglem yapibir,

Hesaplama ancak hayvansal orijindi yapilarda kemik pargaciklar bulmimass halinde yapilabalir.

Sicak kanlt kara hayvanlanmun (82 memeli hayvanlar ve kanathilar) kemik pargaciklar,
mikroskobik  slaydlarda  kemik igi ince bosluklar sayvesinde de@isik tlrlerde  baik
kemiklerinden ayird edilebilir. Yem trneginde hayvansal orijinki yapilanin oram iki gekilde
tahmin edilebilir. R
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7.2

8.1

82

- Cokeltide (tortuda} bulunan kemik par¢aciklarinm talmini orar (% agrhk ) ile ve,
- Hayvansal orijinli yapilarda kemik parcactklarinin oram (% agirhik } ile

Miktar tayini en azmdan g slayda bakarak ve her bir slayd igin bes ayri alan taranarak
vapilmahdir. Karma yemlerden elde edilen gokeltide sadece kara hayvanlan ve baliklarin
kemik pargaciklan bulunmaz ayni zamanda ybksek yoBunlukta &r: mineraller, kum,
ligninkesmis bitki pargaciklan ve benzeri difier baz) parcaciklar da bulunur,

Kemik pargaciklart oraninin takunint miktar
% kara hayvanlarinn kemik pargaciklar =fSxe)/fW

% balik kemikleri ve pullan ={Sxd}y/W

{ 5= goikelti agirhg (mg), c= diizeltme faktari (%) ¢ékeltide bulunan kara hayvan kemiklerinin
tahmini oramint, d= dizeltme faktoril (%) ¢okeltide bulunan babk kemikleri ve pullarinm
talumini orani, W = ctiktGrmeden Gnce ahnan drmck auh@ {mg))

Hayvansal orijinli yapilann tahmini miktan

Hayvansal Uriinlerde kemik orani gok degiskendir. (Kemik unlarinda kemik orani %50-60
arasinda; et unlarinda %20-30 arasiminda; balik unlarinda, kemik ve pul igerigi, balik unu
kategorisi ve orijinine gtite %10-20 arasinda defiskenlik gdstermektedir.

Eger yem trneginde bulunan hayvansal unun tipi bilinirse, bunun miktarim da tahmin etmek
mdlmktindilr.

Yem ornegindeki kara hayvan Giriinlerinin tahmini miktarinin hesaplanmas)
=[S xe)/ (Wxf) %100

Yem Groefindeki balik dirtinlerintn talmini miktarimn hesaplanmas
(= [(Sxd)/{Wx)]x100

8= gokelti agirhg (mg); c= duzehtme faktorii (%), ¢okeltide bulunan kara hayvan kemiklerinin
tahmini oram, d= dizeltme fakioril (%), cokeltide bulunan balik kemikleri ve pullanimin
tahmini orami; f= dizeltme faktird, droekicki hayvansal orijindi vapilar iginde yer alan
kemiklerin oram {Et-kemik unu igin tahmini oran %40, balik unu igin %15"dir, eger gergek
oranlar hilinirse gerpek kemik oranlars dikkate almr); W = Coktirmeden gnce alinan drnek
aBirdigi (mg)

inceleme sonuglarinin agiklanmasi
Mikroskopla yapilan yem analizi agagidaki sekillerde rapor edilebilir.
K.ara hayvanlarindan elde edilen yapilanin bulunmasiyla ilgili olarak:
- Mikroskopla agikea giirillebildigi kadaryla, yem drneginde kara hayvanlarina ait bir
yap! bulunamamiglir.
- Mikroskopla agikga gorillebildigi kadaryla, yem @rneginde kara hayvanlarnna ait

yapilar bulunmugtur.

Balik unu bulunmasiyla ilgili olarak:



- Mikroskopla acikea edriilebildigi kadaryla, yem dmeginde bahkian elde edilen bir
yam bulunamarmgtir.

- Mikraskopla agrkga gorillebildigi kadariyla, yem omeginde balktan elde edilen

vapilar bulunmugtur.

Fger incelenen yemde hayvansal orijinli yapilara rastlamrsa hazirlanan raporda tahmini
miktarlarda belirtilebilic (% x , < % 0.1, % 0.1-0.5, %0.5-5 veya > %5 gibi).

Daha ayrintili rapor igin, belirlenebildigi takdirde kara hayvanlarina ait yapilann orijini ve
hayvansal yapilarin neler oldugu ( kas lifleri, kikirdak, kemikler, boynuz, sag, ki, thyler, kan,
yumurta kabuklar, balik kemikleri ve pullan gibi) rapora eklenir,

KANATLI HAYVAN YEMLERINDE ENERJI TAYINI]

K.anatl karma yemlerinin enerji deferleri, yemlerin betirli besin maddeleri oranlan dikkate alinarak
agafida verilen formillasyona giire hesaplanir. Hesaplanan metabolik enerji degeri keal / kg karmayem
olarak elde edilir.

Kealkg, ME =[(0,155] = % ham protein + 0,3431 = % ham yag + 0,1669 = % Nigasta + 01301 = %
toplam seker (sukroz)) /4,184 ] x 1000

YEM VE YEM KATKI MADDELERINDE A VITAMINLERININ HPLC ILE ANALIZI

VITAMIN A BELIRLENMESI

Bu metot yem ve yem katki maddelerinde, premikslerde Vit A (retinol} belirlenmesinde uygulanabilir. Bu
metotla tespit edilen Vitamin A tiim trans-retinil alkol ve cis izomerlerini kapsamaktadir, Vit A igerifs TU'kg
cinsinden ifade edilmektedir ve bir 1U 0,300 mikrogram all-trans-vitamin A aktivitesine veya 0,344 mikrogram
all-trans vitamin A asetat veya 0,550 mikrogram all-trans-vitamin A palmitat aktivitesine denktir.

Belirleme Timiti 2000 1U Vit A/kg olarak tespit edilmigtir

i. ILKE

Mumune etanolik potasyum hidroksit ¢tizeltisi ile hidrolize ediliv ve Vit A petrol eterine ekstrakte edilir. Solvent
evaporasyonla uzaklastinhr, kalinti metanol igerisinde coziindirilliir ve gerekli gorlilduginde uygun
konsantrasyona seyreltilin. UV veya flooresans detekidr kublamlarak ters faz yliksek performans sivi
kromotografisi ile Vitamin A igerigi tespit edilir. Kromotografik sartlar all-trans vitamin a alkolleri ve cis
izomerleri arasinda bir aynlma gergeklesmeyecek bigimde ayarlanmir

1. ARAC VE GERECLER

2.1, vakum rotary evaporatr

b
Tl

_amber cam malzems

Pl
L

. 500 L lik amber renkli, silifli ve kapakl balonjojeley
2.4, 10, 25, 100, 500 ml. lik balonjojeler

2 5. konik, 1000 mL ik ayrima hunileri

2.6, armudi balonlar 250 mL

1.7, Geri sogutucular

2.8, Otomatik pipet

2.9, Stzime diizencgi



200, 0.2 pL'ik filtreler

210 045 ul lik flireler

2.2 K.aba filtre kagid

203, Kanstinic, standart Vortex

214, Hassas terazi

215, Ultrasonik su banyosu

216 HFLC, UV-DAD Detekidr

217 Analitik kolon: 250 x 4 mm boyutlarinda, 5 veya 10p partikiil iriligine sahip, silikajel bazh C18
kimyasal bagh ters fazh kolon dolgu maddesi.

218, spektrofotometre { 10 nmim quartz bélmeli)

2,19, ekstraksiyon dilzenegi

3. REAKTIFLER

Analiz sirasinda, yalmizea asagida belirtilen analitik safliktaki kimyasallar ve wltra saf su (direng:18.3 mfl)
kullamimalidir,

3.1 Metil alkol

3.2 Eril alkol %996

1.3. Petrol eter (ekstraksiyon igin}
3.4, Potasyum hidroksit, grandil

3.5 % 50°kk KOH: 50 g granil KOH 100 mL'lik balonjojeye tartilir ve saf su ile siiziilerek hacmi tamamianip
sofutarak ¢dzitlimelidir,

3.6. Sodyum askorbat géizeltisi: 10 gr/100 mL (yaklagik 150 mg askorbik asit sodyum askorbat ¢bzeltisi yerine
kullamlabalir)

3.7. Sodyum sulfit cozeltisi : 0,5 mol/ L gliserol (yaklagik 50 mg EDTA sodyum sillfit ¢bzeltisi yerine
kullanilabilir)

3.8 fenol fitalein indikator chzeltisi: 2 g fenolfitaleyn etil alkolde ctizillitr ve 100 mL've tamamlanir,
3.9, Z-propanol

310, Mobil Faz: Metanol ve su, 98:2 (v/v) oramnda sistemden gegirilir. Kesin oran kullamlan kelonun
karakteristifine pire tespit edilebilir.

L Azot gazi

3112, All-trans-vitamin A asetat standard:

All-trans-vitamin A asetat stok ¢ozeltisi: 0,1 mg hassasiyetle 50 mg standart 100 mL’lik balonjojeye alini, 2-
propanal igerisinde ¢oziindfirilur ve aym solventle 100 mL ve tamamlamr. Tahmini konsantrasyon 1400 1U/ mL
dir ancak kesin kensantrasyon spektrofotometrik viintemle teyit edilmelidir.

Stok gozeltiden 2 mlL alinarak 50 mL'lik balonjojeye aktanlir. Hacim 2-propancl ile tamamlamir. Tahmini
konsanteasyon 56 1U/mL dir. Bu dilusyondan 3 mL alinarak 25 mLIik balonjoje ye aktarihir hacim Z.propanol ile
tamamlamr. Bu ¢dzeltinin tahmini konsantrasyonu 6,72 1U/mL dir. 326 nm dalga boylar arahginda 2-propanola
karst bu gozeltinin UV spektromu alimr,

Vitamin A IU/mL = ':-st. X 19,“
303 All-trans-vitamin A palmitat standards,

All-trans-vitamin A palmitat stok ¢tzeltisi - 0,1 mg hassasiyetle 80 mg standart 100 mL lik balonjoje ye alinir. 2-
propanol icerisinde gdizillir ve ayn solventle hacmine tamamlamir. Tahmini konsantrasyon 1400 1S mL dir
ancak kesin kensantrasyon spektrofotometrik ydntemle doBrulanmahidr. :

3 L stok ctizeltisi 50 mL ik balonjoje ye alimr hacim 2-propanol ile tamamlam, Bu ¢zeltiden de 5 mL
alinarak 25 mL lik balonjoje yve aklarhe hacim 2-propanol ile tamamlamir. Bu gbzeltinin tahmini konsantrasyonu



6,72 1wl dir ancak 5p¢:kt1'l:|fu.tumel.ﬁk }'ﬁmemlé konsantrasyonun dugrula;mt!;'-m gcrtknﬁtcdir. Dagrulalna
igin ¢iizeltinin 2-propancla karg) 325 nm dalga bovunda UV spektrumu alinir.

Witamin A I/ ml = Eype x 19
ERE| 2,6-di-tert-biitil-4-metilfenol (BHT) {(hidroquinon BHT yerine kullamlabitir.y

4. CALISMA TEKNIGI

Vitamin A isiga ve oksijene kargi son derece hassastir bu nedenle ¢aligmalar karanitkta ve miimkiin oldugunca
oksijen temasindan uzak bir gekilde yapilmahdir, Karanhik bir ortam saglamak igin cam malzemeler aliiminyum
folyo ile kaplanmali veya amber cam malzeme kullamimalidir, Oksijenden muhafaza etmek iginde ekstraksiyon
siiresince sivi kismun dzerinde bir azot akim) salanmaldir,

d.1. Orrmek Hazielama

Omekler Imm’lik elekten gegecek sekilde oguttlmils olmalichr. Sabunlagtirma isleminden hemen nce Bgiltme
iglemi yapilina ve 3giitme sirasinda 1sinma olmast engellenmelidir. (Karma yem ise - 25 g Premiks ise Sg tartilir)

4.2. Sabunlastirma

Numunenin igerdigi Vit A miktanina gire 0,01 gr hassasiyetle 2-25 gr 6rnek 500mL lik balona alimir. 130 mL
etanol balon calkalanarak eklenir. Yaklagik 100 mg BHT, 2 mL sedyum askorbat ¢8zeltisi, 2 mL sodyum siilfit
gozeltisi ilave edilerek geri sofutucuya baglanir. Balon geri sofutma islemi sirasimda manyetik kanstineil bir su
banyosuna daldirihr. Kaynayana kadar isitihr, kaynama basladiktan sonra 5 dakika igin geri akisa misaade edilir.
25 mL potasyum hidroksit soiisyonu geri sofuiucy sisteminden balona aktarlir ve 25 dakika daha sistem
cahstinbhr. Oksidasyonu engellemek igin bu islem esnasinda azot akimindan faydalamilic, Geri sofutucu yaklagik
200 ml su ile durulamir ve balon muhlevas: oda sicaklhi@ina sogutulur,

4.1, Ekstraksiyon- Saflagtirmsa

Toplam 250 mL su kullamlarak balon igerisindeki sivi faz | It'lik bir ayirma hunisine veva ekstraksiyon
sistemine aktarilir. Sabunlagtirma balonu 25 mL etanol ve 100 mL petrol eteri ife durulanarak icerigi tamamen
ayima hunisine veya ekstraksiyon dizenegine alinir, Etanol su orani yaklassk 2:1 olmaldir, Sonra karizim 2
dakika siire ile ivice kanistinlr ve 2 dakika faz ayirims beklenir.

4.3 ayirma hunisi ile ekstraksiyon @ faz ayinm gergeklestiginde petrol eteri fazi baska bir ayirma hunisine
akuarihr. (faz aymm gergeklesmemis ise 10 mL etanol eklenebilir.)100 wml petrol eteri kullanilarak bu
ekstraksiyon islemi 2 kere daha yapilir (50 ser mL petrol eteri kullamilarak). Birlestirilmis ekstraktlar iki kere her
seferinde 100 mL su kullanarak calkalamr, 5u ekleme islemine eklenen su fenolftalein varhiinda renksiz olana
kadar devam edilir. Yikanms ekstrakt 500 mL {ik bir balona suziliir. Filtre ve ayirma hunisi 50 mL petrol eteri
ile durulanir balon petrol eteri ile hacmine tamamlanarak ivice karistirilir.

4.3.1. ekstraksiyon dilzenegi ile ekstraksiyon: faz ayinm gergeklestizinde (gergeklesmez ise 10 mb etanol
ilave edilebilir.) cam silindirin kapag: kapatilir ayarlanabilir U tiptinin kisa ucuna takilir. Bu sekilde ara
ylizeyden yukanda kalong olur. Yan koldan azot basinci ile Bstteki petrol eteri fazi ayirma hunisine transfer
wdibn. Cam sifindire 100 mL petrol eteri konur kapag kapatilir ve iyice galkalanir. Ust kisimda toplanan petrol
eten fazi daha dnceki gibi ayirma hunisine aklanhe. Aymi iglem | kere daba 100 mL sonra 2 kez 50 mL petrol
eteri ile tekrarlanir aywma hunisinde daha dnceden (4-3-1) anlatildig) gibi yikanir ve durulanir,

4.4 HPLC igin numune soliisyonu hazirlanmasi : ekstraksiyon sunucu elde edilen petrol eteri soliisyonu 250
mL lik armudi balona aktarilir, Rotary evaporattirde neredeyse tamamen kuruyana kadar 40 C agilmadan evapore
edilir. Kalan solvent azot akim altinda uzaklastirtlir ve kalinti bilinen hacimde metanol icerisinde gtzlndtir(lir,
(10-100 mL) Vit. A konsantrasyonu 5-30 [U/mL aralifmda olmalidir.

4.5 HPLC «de vypulama: Vit A C,y tersfaz kolononda UV dedekidrd igin 325nm fliloresans Detektior icin
325um eksitasvon 475 mm emisyonda Sleiiir. Akis iz 1-2 mL/min olmaidr,

bluobil fag: Metanol ve suyun ?8:2 oraninda hacimee karigini
Alkas iz 2 ml/dh.

Dalza boyu: Vit A @ 325 nm,

Enjeksiyon hacmi: 20 ul

Kolon sicakligs: Oda sicaklg (20°C)



4.6- KALIBRASYON s -

4.6.1. standart cahisma ciizeltilerinin hazirlanmasi: vitamin A asetat stok gtizeltisinden 20 mL veya vitamin A
palmital stok gtizeltisinden 20 mL 500 mL lik balona abmir ve sabunlagma blimiinde anlatldigr gibi hidrolize
edilir ancak bu kez BHT eklenmez. Ardindan ekstraksiyon bélimilnde anlatildigi gibi petrol eteri ile ekstrakte
edilir ve hacim petrol eteri ile tamamlanir. Hemen hemen kuruyana kadar evapore edilir kalan solvent azot akim)
altnda wgurulor kalmtr 14 mlL metanol igerisinde cozindliriilr, Bu ¢hzeltinin tahmini konsantrasyonu 560
IU/mL dir, Gergek konsantrasvon spektrofotometrik yontemle dogrulanmahdir. Caligma ¢hzeltisi kullanundan
fnce taze hazirlanmalidir,

3 mL vitaminA calima gtizeltisi S0mL lik balonjoje ye alimr ve 2-propanol ile hacmine tamamlarir, bu
chzeliiden § mL alwir 25 mL ye 2-propancl ile tamamlanir. Bu ghzeltinin tahmini konsantrasyonu 6,72 1U Vit
A JmL dir. 2-propanole kargi 325 nm de UV spektrumu alinir,

U Vit A/mL=Egsx 18,3

Bu calisma ¢ézeltisinden 2 mL alinarak 20 mL lik balonjoje ve aktanlir. Metanol ile hacmine tamamlamir, Bu
gozeltinin tahmini konsantrasyonua 56 IU vitamin A /mL dir.

4.6.2. kalibrasyon gbzeltilerinin ve kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi : 1,2,5 ve 10 mL galigma gozeltisi bir
dizi 20 mb lik balonjojeye alnir. Ve balonjojeler metanol ile hacimlerine tamamlamir. Bu ¢bzeltilerin tahmini
konsantrasyonlar: 2,8 56,14 ve 28 U vitamin A/ mL dir. Her biri HPLC ye verilerek pik alanlan hesaplanir ve
kalibrasyon grafigi gizilmis olur.

5 HESARI

kalibrasyon kurvesi kullanilarak analiz edilen numunede bulunan analit konsantrasyonu hesaplanr.
W=(300 x [Fx Vaox 1000 ) {V, x m) kg

W cBrnegin Vitamin A icerigi 1L'kg

i :drnek gtizeltisindeki {U/mL vitamin A konsantrasyonu

v : tirnek solisyonu hacmi mL

Vs - abiman sivi haomi ml

m - drnek miktan g

YEM VE YEM KATK! MADDELERINDE E VITAMINLERININ HPLC ILE ANALIZE

VITAMIN E BELIRLENMESI]

Bu metot yem ve yem katki maddelerinde, premikslerde Vit E belirlenmesinde uygulanabilir. Vitamin E icerigi
mg DL-a tokoferol asetattkg olarak ifade edilebilir. | mg DL-a- tokoferol asetat 0,91 mg DL-u-tokoferol e
esdederdir.

Belirleme limiti 2mg vitamin E/kg olarak tespit edilmistir,

1. ILKE

Numune etanolik potasyum hidroksit gtzeltisi ile hidrolize edilir ve Vit A petrol eterine ekstrakie edilir. Solvent
evaporasyonla uzaklastinfir, kahnti metanol igerisinde  gozUndurtlor ve gerckli  gorildigiinde  uygun
konsantrasyona seveeltifir. UV veya fdoresans detektor kuollanilarak ters faz  yitksek performans sivi
kromotografisi ile Vitamin E igerigi tespit edilir.

2. ARAC YE GERECLER

2.1, vakum rotary evaporatér

1.7 amber cam malzeme

2.3 500 mL'lik amber renkli, 5ilifli ve kapaki balonjojeler
2.4 1, 25, 100, 300 mL lik balonjojeler



2.5 konik, 1000 mL lik ayroma huniler
2.6 armudi balonlar 250 mL

2.7 Ceni sofutucular

2.8 Otomatik pipet

2.9 Soeme diizencgi-
2100.2 pL'lik filtreler
21H0AS pL ik filtreler
2.12Kaba filtre kaZid

2.1 kangtiney, standart Vortex

2. 14 Hassas terazi

2. 15U rasonik su banyosu

| S ]

ABHPLC, UV-DAD Detekedir
1 TAnalitik kolon: 250 x 4 mm boyutlarinda, Sveya 10y partikll iriligine sahip, silikajel bazh CI18 kimyasal

bagh ters fazl kolon dolgu maddesi,

2.18spektrofotometre { 10 mm quart bislmeli}

I

A9ekstraksiyon diizenefi

3 REAKTIFLER

Analiz sirasinda, yalmzea agagida belirtilen analitik saflikiaki kimyasallar ve ultra saf su (direng:18.3 mf)
kullanilmaldir,

31
3.z
kI
id

3.5

39

ERTIN

LR
312
ENEN

i 14
105

Metil alkod

Euil alkol %294

Petrol eter (eksiraksivon igin)
Potasyum hidroksit, granil

% 50'lik KOH: 50 g graniil KOH 100 mL'lik balonjojeye tartilir ve saf su ile stzilerek hacmi
lamamiamp sofutarak ¢8zilmelidir,

Sodyum askorbat gtzeltisi: 10 gi/ 100 mL (vaklasik 150 mg askorbik asit sodyvum askorbat
gozeltisi yerine kullanidabilir.)

Sodyum sttfit cbzeltisi - 0,5 mol/ L gliserol (yaklagik 50 mg EDTA sodyum sitlfit gzeltisi
yerine kollanilabilir. )

fenol fitalein indikatér ciizeltisi: 2 g fenolfitaleyn etil alkolde coziilir ve 100 ml've
tamamlanir.

2-propanol

Mobil Faz: Metanol ve su, 98:2 (viv} oraninda sistemden gegivilir. Kesin oran kullanilan
kolonun karakieristigine gore tespit edilebilir,

Azot gazi
DL-o-tokoferol asetat,

DL-g-tokoferol asetat stok ¢ozeltisi: 0,1 mg hassasiyetle 100 mg standart 100.mL lik balonjoje
ve alimir. etanol igerisinde ¢dztindlrilir ve aym solventle 100 mL ye tamamlamir.bu géizeltinin 1mL
si | mg DL-o-tokoferol asetat icerir,

DL-n-tokoferol

DL-a-tokoferol stok ghizeltisi - 0,1 mg hassasivetle 100 mg standart 100 mL lik balenjoje ye
alir. etanol igerisinde ¢ozultr ve ayni solventle hacmine tamamlanir. Bu ¢dzeltinin 1 mL si Img DL-
a-tokoferal igerir



3.16. 2,6-di-ter-biitil-d-metitfencl (BHT) (hidroguinon BHT verine kullamlaEiIir.}

4, CALISMA TEKNIGI

Vitamin E 1512a ve oksijene karsi son derece hassastir bu nedenle ¢aliymalar karanhikia ve miimkiin oldugunca
oksijen temasindan uzak bir sekilde yapilmalhidir. Karanlik bir ortam saglamak igin cam malzemeler aliminyum
folyo ile kaplanmali veya amber cam malzeme kulamlmahdir, Oksijenden muhafaza etmek iginde ekstraksiyon
siirgsinee s1vi kisrn Gzerinde bir azot akimi saglanmalidir.

4.1, Ornek Hazirlama

Ornekler lmm’'lik elekten zegecek sekilde 6EGtIImils olmalidir. Sabunlastirma isleminden hemen dnce dglitme
islem) yapilma ve dltme siwasinda isinma olmase engellenmelidiv. (Karma yem ise @ 25 g Premiks ize Sg tartilir)

4.1. Sabunlastirma

Numunenin igerdigi Vitamin E miktanna gére 0,00 gr hassasiyetle 2-25 gr 6rnek 500mL ik balona ahinr. 130
mL etanol balon calkalanarak eklenir. Yaklagik 100 mg BHT, 2 mL sodyum askorbat gzeltisi, 2 mL sodyum
sillfit ¢bzeltisi ilave edilerek geri sofutucuya baglanir. Balon geri sofutma islemi sirasinda manyetik kanstincili
bir su banyosuna daldirilir. Kaynayana kadar ssiulir, kaynama bagladiktan sonra § dakika igin geri akisa mUsaade
edilir. 25 mL potasyum hidroksit solusyonu geri sofutucu sisteminden balona aktarshr ve 25 dakika daha sistem
gahistirihr. Oksidasyonu engellemek igin bu islem esnasinda azot akimindan faydalamilir. Geri sogutucu yaklagik
20bmL su ile durulanir ve balon muhtevasi oda sicaklhifina sogutulur.

4.}. Ekstraksiyon- Saflastirma

Toplam 230 mL su kollamlarak balon icerisindeks sivi faz 1 I'lik bir ayirma hunisine veya ekstraksivon
sisternine aktanlir, Sabunfagtirma balonu 25 mL etane! ve 100 mL petrol eteri ile durulanarak icerigi tamamen
avirma hunisine veya ekstraksiyon dilzenefine alimir. Etanel su oram yaklasik 2:1 olmalidir. Sonra karnisim 2
dakika silre ile iyice kanstirthr ve 2 dakika faz ayirim beklenir,

4.3.1. ayirma hunisi ile ekstraksiyon : faz ayirin gergeklestifiinde petrol eteri fazr bagka bir ayirma hunisine
aktarihie. {faz aywmi gergeklesmemis ise 10 mL etanol ekienebilir)100 mL petrol e¢teri kullanilarak bu
ekstraksivon iglemi 2 kere daha yapilie (50 ser mL petrol eteri kullantlarak). Birlestirilmis ekstrakilar iki kere her
seferinde 100 mL su kullanarak galkalanr, Su ekleme islemine eklenen su fenolftalein varhifinda renksiz olana
kadar devam edilir. Yikanmes ekstrakt 500 mL lik bir balona siizillir. Filtre ve ayirma hunisi 50 mL petrol eteri
ite durulamir baolon petrol eteri ile hacmine tamamlanarak ivice kangtinlir;

4.3.2. ekstraksiyon dilzenegi ile ekstraksiyvon: faz aymim zergeklestiginde {gergeklesmez ise 10 mL etanol
ileve edilebilir.) cam silindirin kapad) kapatilr ayaclanabile U vilpiniin kisa vcuna takilir, Bu sekilde ara
vilzeyden wvokanda kalmig olur. Yan koldan azot basine ile fistieki petrol eteri fazi ayirma hunisine transfer
edilir. Cam silindire 100 mL petrol eteri konur kapag) kapatilir ve ivice galkalanir. Ust kisimda toptanan petrol
eteri fazi daha Bnceki gibi ayirma hunising aktanbir. Ay iglem | kere daha 100 ml. sonra 2 kez 50 mL petrol
eteri ile tekrarlaner aywrma hunisinda daha ¢inceden (A-4-3-1 ) anlanldifs gibi yvikanir ve derulanr,

4.4, HPLC igin numune selusyonu haziclanmas : ekstraksivon sunucu elde edilen petrol eteri solusyonu 250
mL lik armudi balona aktartlir. Rotary evaporatiirde neredeyse tamamen kuruvana kadar 40 C asilmadan evapore
edilir. Kalan solvent azot akimi altinda uzaklastirihe ve kalinti bilinen hacimde metanol igerisinde ¢izOndiiriiliic.
(10-100 ml) Vie A konsantrasyonu 5-30 [U/mL arabi@inda olmalidir,

4.5. HPLC de uygulama. Vit E Cyy tersfaz kolonunda UV dedektdri igin 292nm fliloresans dedektdr igin
205nm eksitasvon 330 nm emisyonda dlgiiltr, Akis hazi 1-2 mLimin olmahdr.

Mobil faz: Metanol ve suyun 98:2 oraninda hacimee kansing
Akis iz 2 mLidk.

Dalga boyu: Vit E 1292 nm,

Enjeksiyon bacmi: 20 pl

Kolon sicakligy: Oda sicaklhigi (20°C)



4.6. KALIBRASYON

4.6.1. standait caligma ¢tzeltilerinin hazirlanmasi: DL-a-tokoferol asetat stok gizeltisinden 25 mL 500 mL
lik balona almir ve sabunlagma bolimunde anlatildigi gibi hidrofize edilir. Ardindan ekstraksiyon blimiinde
anlatildsg gibi petrol eteri ile ekstrakie edilir ve hacim petro! eteri ile tamamlanir. Hemen hemen kuruyana kadar
evapore ediliv kalan solvent azot akimt altnda wgurulur kalintt 10 mL metanol icerisinde cdzilndiiriiliir. Bu
cozeltinin talimini konsantrasyonu 45. .5 mikrogram DL-o-tokoferol /mL yani 50 mikrogram DL-o-tokoferol
asetalimL dir.

4.0.2. kalibrasyon ciizeltilerinin ve kalibrasyon grafiinin haziclanmasi : 1,24 ve [0 mL ¢alisma gbzeltisi bir
dizi 20 mL lik balonjojeye alintr. Ve balonjojeler metanol ile hacimlerine tamambanir, Bu cézeltilerin tahmini
konsantrasyonlar 2,5,5,0,10;ve 25 mikrogram /mL DL-u-tokoferol asetat tw.

5. HESARB!
Kalibrasyon kurvesi kullanilarak analiz edilen numunede bulunan anaiit konsantrasyonu hesaplantr,
W00 x Bx V) (W, xm) mg/kg

W grmegin Vitamin E icerigi meg/ke

p - trnek gozeltisindeki mikrogram /mL vitamin E konsantrasyonu
v, » tirnek soliisyonu hacmi mL

Vs - abinan sivi hacmi il

m s tirnek mikian g

BITKISEL VE HAYVANSAL HAM YAG TAVINI

Bu metot yemlerde bitkisel ve hayvansal ham yad miktanm tayin etmeyi mimkin kilar. Bu tayin oleaginous
whumlar: ve yagh ohumiarin analizing kapsamaz.

Yemin yapisina ve bilesimine gore analiz yapmak icin agagida iki prosedir agiklannustr,

Melot A: Direkt ekstrakte edilebilen yaglar

Bu metod bitkisel orijinli vem ve materyallerine uygulanabilir. B Metodunun konular kapsamindakileri harig
futar.

Metot B: Bu metod hayvansal orijinli bitdn yem materyallerine ve biitin karma yemlere uygulanabilir. Bunlar
on hidrolizsiz tam olarak ekstrakie edilemeyen materyallerdir.

1. HLKE:

1.1 Metat A: Ornek petrol eteri ile ekstrakte edilir, Selvent distile edilip vzaklastirilir, Kalinti kurutulur ve
tartilir.

12 Metot B: Ormek sicak hidroklorik asit ile hidrofize edilic. Clizelti sofututur ve siizidlir. Kalmtr yikanir,

kurutulur ve metot A kullandarak petrol eteri ile ekstrakte edilir.

ARAC VE GERECLER:

Soxhlet tipi ekstrakior veya egdegeri bir cihaz. { Geri akig mzi 10devir/saat olmah).
K.urutima etiivii { 100 "C £ 3 °C) veya Vakumlu etliv (75 "C £ 3 °C)

Ekstraksivon kartusu (Ekstraksiyon cibazina uygun gizenekie olmali)

P21 1 e

N

REAKTIFLER: :

Petrol eteri 40-60 "C { Brom degeri | mg’dan az evaporasyon kahntis: 2 mg/ 100 mL'den az olmaldir.)
Sodyum siilfat {susuz). '

3 M Hidroklorik asit gézeltisi.

N
ek bl —

B

Siizmeve vardimer madde (Kieselgur, hyflo-supercel},
d. CALISMA TEKNIGI:
4.1 Metot A:

Sg numune Tmg hassasiyetle tarubr. Kangun yag igermeyen ekstraksiyon kartuguna (2.3) konulur ve yagsiz
pamuk tamariyla kapatihr,



®artus ekstrakitre (2.1) verlestirilic ve petrol eteri ile (3.1) 6 saat ekstrakie edilir, Eger soxhelet tipi bir
ekstraktir kullamidivorsa sicakligr saatte en az 10 sifon yapacak sekilde ayarlanmalidir. Eter ekstrakty kuru, darasi
alinmis slinger tas pargaciklan igeren balonda toplamir. Eter uzaklastirihr ve kahats 1.5 saat 100 °Cde etfivde
(2.2) kurutulur. Desikatorde sogutulur ve b, Yag kalmtilarnmm agahigimin sabit oldufundan emin olmak icin
1) dak. daha kurutubur, (Agirhk kaybr lmg dan az olmahdir)

4.2 Metot B:

2.5 g numune | mg hassasivetfe tarilir ve 400 mL lik behere veya 300 mL'lil erlene koyulur. 100 mL 3N (3.3}
ve siinger tasi pargalars koyulur. Beher saat camy ile kapatilr veva erlen geri sofutucuya baglaner, Kangim
alevde wveyva elektrikli isitcida hafifce kaynayacak sekilde | saat tutulur. Mumunenin kabin geperlerine
yapismasina izin verilmez. Sogwtularak, filirasvon esnasinda yag kaybwn engelleyecek filtrasyon yardimen
maddesi (3.4) eklenir. Iki kat yaBsiz ve nemli siizges kagidindan sizillerek kahnt asit reaksivonu bitene dek
sofuk suda yikamir, SOzimtinin vag igermedigi kontrol editir. Stzlintlide yag varhi numunenin hidrolizden
tince 4.1 de verilen melodla eksirakte edilmesi gerektigini gdsterir,

2 watls kalntr igeren filtre kagitlar: bir saat camina koyulur ve 100 £ 3 °C de etiivde kumituiup eksiraksiyon
kartusuna koyulup petrol eterd ile ekstraksiyona 4.1 deki gibi devam edilir.

5. HESARBI

Sonuglar numunenin ylizdes: olarak ifade edilir.

Tekrarlanabihelil:

Avni numunede ayni analistin iki paralel galismasiin yag oram sonugfarindaki fark |
% 5'den az yag kapsayan Orneklerde mutlak deger olarak % 0.2 den
Yo 5= %al0 arasi yag icerenterde en yitksek sonuca giire ralatl % 4.0°dan

= % 10 ve dzeri vagigerenlerde mutlak defer olarak % 0.4 den fazfa olmamaldw

b OZEL DURUMLAR

i1 Yilksek vag igeren ve dengy icin pargalamasi veya homejen numene almmasi zor Urlinler igin agagidaki
islem asamalan uygulamr.

W g numune | mg hassasivetle tartihr ve 10 g veya fazla susuz sodyum siilfatla (3.2) kargtinhir, 4.1 de
belirildigi gibi petrol eteri ile (3.1) ekstrakte edilic. Alinan eksirakt 500 mL ve petrol eleri (3.1) ile tamamianir
ve homojemize edilir. Bu soliisyondan 50 ml almarak kigk, kuru darasi alinmig ve siinger tag pargaciklan
iceren balona konulur, Solvent uzaklastinlir, kurotulur ve 4,10 son paragrafindak: gibi devam edilir. Kartugia
kalan ekstraksiyon kalintisindan solvent vzaklastinlie ve kalste | mm elek biyitkluBunde Sgutilir. Tekrar
ekstraksivon kartusuna konulur (Sodyum Silfat eklenmeden), petrol eteri ile ekstrakte edilir ve 4.17%in ikinct ve
igunch paragraflanndaki gibi devam edilic.

Sonug numunenin vilzdes: olarak, ilk ekstraksivonda kullanilan soliisyon miktarmda dikkate alarak asagidaki
formille hesaplamr.

" Yag - (10a +b)x §

a: eter ekstrakrr, g birinci eksiraksiyon sonras
b eter ekstrakty, g ikinei ekstraksivon sonrag:

.2 Diisuk bitkisel ve hayvansal yag iceren dmeklerde miktar 5 g almabilir.

6.3 Yiksck oranda su iceren eveil hayvan vemlerinin Metod B'ye giire hidroliz ve ekstraksiyonu dncesi susuz
sodywm siilfal e karstinlmasina ihtivag olabiliv,

4 Metod B deki filtrasyon sonrasi kahintiyi soguk su yerine sicak su ile yikamak daba etkili olabilir.

.5 Bazi vemlerin 1.5 saatien daha uzun kurutulmas: gerekebilir Agin kurutma diigiik sonuglara neden
olacagindan kagimimalidir Mikrodalga firn da kullamilabilir,

6.6 Eger yag oram % 15 den fazla ise A metodu ile dn ekstraksiyon,B metodu ile &n hidroliz
ve tckear ekstraksiyon tavsiye edilir. Bu yemdeki yagm yapisina ve yemin yapisina gore degisebilir.

YAKMA METODU iLE HAM PROTEIN TAYINI

240,2-20 Azot igeren karmayem ve karmayem hammaddelerinde uygulanabilen bir metoddur”



1.

ILKE:

Yitksek sicaklikia (850-950°C) saf oksijenle (%499.9) dmegin vakilmasi sonucu agia ¢ikan azotun 1sisal 8z
iletkenlik {Termak kondiikiivite) yardin ile 8lghlmesi ve uygun protein fakidrid ile carpilarak % protein olarak
ifade edilmesi ilkesine davanir,

3

ARAC ve GERECLER:

. Hassas laboratuvar terazisi
. Firm: Saf oksijende (% 99 9) drnedin pargalanmasi igin minumum 930 °C gabisma sicakhi@im saglamabdir

Bazi sistemier daha yiksek sicakhiklar gereknirebilir.

. lzolasvon Sistemi: Diger yanma Oriinlerinden aynilmis olan azot gazi termal kondiiktivite dedektdri ile

tlgtmin vapbmas: igin izoke edilmis olmabdir. NO, Urelerini Ny geviren veyva azotu NO; olarak lgen
cihaza ihtiyag olabilir ve dizayna eklenchilir,

. Tanmamlama Sistemi : Dedektdriin tepkisini %% m/m olarak azota gevirmelidir. Standart madde kalibrasyonu

ki (blank} tammlanmass, barometrik basing karsih@e gibi Bzellikler igerebilic, Gereken herhangi bir
kalibrasyon EDTA gibi saf primer standart organik maddedeki teorik azot yiizdesine dayandinlmahidir.

ALET VE EKIPMANIN PERFORMANSI:
Cihazm kullamima igin dretici tavsivelerine ve kollamm talimatma tam wyarak drnek analize alimir. Bununla

Heili o cihaza ait prosedir ve talimatlar olustoroiur, uvygulamr,

4

Yukarda agiklandig sekilde donatilmis sistem asagidaki minumum performans ozelliklerini saglamaidir,

1.1 Sistem % 0.2-20 azot igeren karmayem ve hamimaddelerindeki azotu dleebilecek kapasitede olmalidir.

3.2 Sistemin  kesinligi, Lisin_HC! ve Wikotinik asit igindeki azot miktan yapilan 10 6lgim ile
kanitlanmalidir. Olglim ortalamalan teorik degerin + 0.15 civarinda olmah ve standart sapma <015
olmalidir. Lisin-HCI yerine standart triptofanda kullamiabiltr,

3.3 Masir taneleri ve sova Fasfilyvesi karigimmda (2+1) uygun sekilde Ggtdlmiis 10 8lgtim sonucunda bagil
standart sapmasi (RSD) = % 2.0 olmahdi.

RS0 =% S0 (Srancart Sapma)/ % ortalama azot) x 100

Bu kesinlifi saglayan pargacik bilylkligl (vaklasik 0.5 wm) thm kavgim yemler ve difer heterojen

maddelar igin kullanilmalidir.

34, Azot igermeyen toz seliloz zibi bir numune (sifir deger) 10 kez okunarak kér analiz yapilmalidir,
Atmosferik dozelme hata getirebilir. Eger sistem uygun sekilde avarlammis ise ve drmek sikisimg

atmosferik azoty en aza indirecek sekilde hazirlanng ise gerekli degildir,

HESAPLAMA:

* Ham Protein (m/m) =% N % T pouin
[ o = Cdrnek cingine givre kullanidan protein gevinme Ffakiirid

-EK.
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