Gida, Tanim ve Hayvancilik Bakanligindan:

YEMLERIN RESMi KONTROLU iCIN NUMUNE ALMA VE ANALiZ METOTLARINA DAIR
YONETMELIGIN 13 UNCU MADDESININ BiRINCI FIKRASINA GORE HAZIRLANMISTIR

YEM MADDELERI VE KARMA YEMLERIN BILESIMININ KONTROL EDILMESINDE
KULLANILAN ANALIiZ METOTLARI

A. Nem tayini
1. Amac ve kapsam

Bu metot; yemdeki nem iceriginin tayinini miimkiin kilar. Yemin organik asitler gibi ugucu maddeler icermesi durumunda,
6nemli miktarda ugucu maddenin de nem igerigi ile birlikte tayin edilir.

Bu metot; yem maddeleri olarak kullanilan siit iriinlerinin analizini, mineral maddelerin ve c¢ogunlukla mineral
maddelerden olusan karigimlarin analizini, hayvansal ve bitkisel yaglarmn analizini ya da yagli tohumlar ve yagli meyvelerin analizini
kapsamaz.

2. Prensip

Numune, yemin yapisina gore degisen, belirtilmis kosullar altinda kurutulur. Agirliktaki kayip tartilarak tayin edilir.
Yiiksek nem igerigine sahip kati yem s6z konusu oldugunda, birincil kurutma islemi gereklidir.

3. Cihaz

3.1. Temizlenmesi kolay, belirgin bir 1sisnmaya neden olmadan hizli ve homojen ezme islemine olanak taniyan, disaridaki havayla
temasi olabildigince onleyen ve 4.1.1. ile 4.1.2.°deki gereklilikleri kargilayan, nem absorbe etmeyen materyallerden tiretilmis ezici
(6rnegin ¢ekic ya da su sogutmali mikro eziciler, katlanabilir konik degirmenler, yavas hareket eden ya da disli eziciler).

3.2. Analitik terazi, 1 mg hassasliginda.

3.3. Hava sizdirmaz kapakli, ¢alisma yiizeyi, test numunesinin yaklagik 0,3 g/cm®ye yayilmasim saglayan asinmaz metal ya da
camdan yapilmis kuru kaplar.

3.4. Uygun sekilde havalandirilan ve hizli sicakhik diizenlemesi saglayan elektrik 1sitmali izotermal etiiv. (+2°C) (')

3.5. Bir yag pompasi takilmis ve sicak kurutulmus havanin girisi ig¢in bir mekanizma ya da bir nem ¢ekici madde (kalsiyum oksit
gibi) iceren ayarlanabilir elektrik 1sitmali vakumlu etiiv.

3.6. Kalin, delikli metal ya da porselen tablali, uygun bir nem ¢ekici igeren desikator.
4. Metot

Bu boéliimde agiklanan islemler numune paketleri acildiktan hemen sonra gerceklestirilmelidir. Analiz en az iki paralel
olarak gergeklestirilmelidir.

4.1. Hazirlama
4.1.1. 4.1.2 ve 4.1.3 kapsaminda gelenler disindaki yemler

En az 50 g numune alinir. Gerekiyorsa, nem igeriginde herhangi bir varyasyonu onleyecek sekilde ezilir ya da bdliiniir.
(bakimz 6)

4.1.2. Talllar ve Uriinleri

En az 50 g numune alinir. En az %50’sinin 0,5 mm gozlii bir elekten gegecegi ve en fazla %10 unun 1 mm yuvarlak gozli
elekte kalacag sekilde ogiitiiliir.

4.1.3. S1v1 ya da ezme bigimindeki yiiksek yogunlukta yag iceren yemler

Yaklagik 25 g numune alinir, 10 mg hassasiyetle tartilir, tartilan numuneye uygun miktarda daha once etiivde kurutulmus
kuvars kumu 10 mg hassasiyetle tartilir ve eklenir, homojen bir karigim elde edilene kadar karistirtlir.

4.2. Kurutma
4.2.1. 4.2.2 ve4.2.3 kapsamu disindaki yemler

("Taul ve tiriinlerinin kurutulmasi igin etiiviin termal kapasitesinin 131°C’lik bir 6n ayarda olmas: ve es zamanli kurutma i¢in maksimum sayida test
numunesi yerlestirildikten sonra en fazla 45 dakika iginde bu sicakliga ulasacak sekilde olmasi gerekir. Alabildigi kadar bugday numunesi iki saat
boyunca kurutuldugunda, dort saatlik kurutmaya gore sonuglar arasindaki farkin en fazla %0,15 olacagi sekilde havalandirma saglanmalidir.
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Kapag ile birlikte bir kap (3.3) 1 mg hassasiyetle tartilir. Tartilan kaba 1 mg hassasiyetle yaklasik 5 g numune tartilir ve
esit olarak yayilir. Kap, kapag acik olarak énceden 103°C’ye 1sitilmis etiive konulur.

Etiiv sicakligimin asirt diismesini onlemek igin kap olabildigince hizli yerlestirilir. Etiiv sicakligimin 103°C’ye ulastig
saatten itibaren dort saat boyunca kurumaya birakilir. Kapak kabin iistiine yerlestirilir, kap etiivden ¢ikartilir, desikator (3.6) icinde
30-45 dakika sogumaya birakilir 1 mg hassasiyetle tartilir.

Yag icerigi yiiksek olan yemler, 130°C’de ek olarak 30 dakika daha etiivde kurutulur. iki tartim arasindaki fark en fazla,
nemin %0,1°1 olmalidir.

4.2.2. Tahillar ve tirtinleri

Kapagi ile birlikte bir kap (3.3) 0,5 mg hassasiyetle tartilir. Tartilan kaba 1 mg hassasiyetle yaklasik 5 g dgiitiilmiis numune
tartilir ve esit olarak yayilir. Kap, kapag: acik olarak 6nceden 130°C’deki etiive koyulur. Etiiv sicakliginin asir1 diismesini dnlemek
icin kap olabildigince hizli yerlestirilir.

Etiiv sicakligiin 130°C’ye ulasmasindan itibaren iki saat boyunca kurumaya birakilir. Kapak kabin iistiine yerlestirilir, kap
etlivden ¢ikartilir, desikator (3.6) i¢inde 30 - 45 dakika sogumaya birakilir ve 1 mg hassasiyetle tartilir.

4.2.3. %4’ten fazla sakkaroz ya da laktoz iceren karma yem: Keciboynuzu, hidrolize hububat {irlinleri, malt tohumlari, kurutulmus
pancar posasi, balik ve seker ¢oziiniirleri gibi yem materyalleri; kristallegsen suyu da dahil %25°ten fazla mineral tuz igeren karma
yem.

Kapag ile birlikte bir kap (3.3) 0,5 mg hassasiyetle tartilir. Tartilan kaba 1 mg hassasiyetle yaklagik 5 g numune tartilir ve
esit olarak yayilir. Kabi, kapag: acik olarak dnceden 80°C - 85°C’ye 1sitilmus vakumlu etiive (3.5) koyulur. Etiiv sicakligimin asiri
diismesini dnlemek i¢in kap olabildigince hizli yerlestirilir.

Basing 100 Torr’a getirilir ve bu basingta, sicak ve kuru bir hava akiminda ya da bir nem ¢ekici madde (20 numune i¢in
yaklasik 300 g) kullanarak dort saat kurumaya birakilir. Sonraki islemde, belirtilen basinca erisildiginde vakum pompasi ¢ikartilir.
Etiiv sicakliginin 80°C - 85°C’ye ulastigi andaki kurutma siiresi kaydedilir. Etiiv dikkatle yeniden atmosfer basincina getirilir. Etiiv
acilir, kapagi hemen kabin iistiine yerlestirilir, kap etiivden ¢ikartilir, desikatdr (3.6) icinde 30- 45 dakika sogumaya birakilir ve 1 mg
hassasiyetle tartilir. 80°C - 85°Cdeki vakumlu etiivde 30 dakika daha kurutulur ve yeniden tartilir. iki tartim arasmndaki fark en fazla
nemin % 0,1’ini agmamalidir.

4.3. On kurutma
4.3.1. 4.3.2 kapsamu digindaki yemler
Pargalama islemini zorlastiran, yiiksek nem icerikli kat1 yemler asagidaki sekilde 6n kurutma iglemine tabi tutulmalidir:

50 g par¢alanmamis numune uygun bir kaba (6rnegin 20 x 12 cm boyutlarinda ve 0,5 cm kenarli aliiminyum tepsi ) 10 mg
hassasiyetle tartilir (gerekiyorsa, sikistirllmig ya da yigilmis yem kabaca boliinebilir). 60°C ile 70°C arasindaki bir etiivde, nem
icerigi %8-%12’ye azalincaya kadar kurumaya birakilir. Etiivden ¢ikartilir, laboratuvarda kapaksiz olarak bir saat sogumaya birakilir
ve 10 mg hassasiyetle tartilir. Hemen 4.1.1.”de belirtildigi gibi pargalanir ve yemin yapisina gore 4.2.1 ya da 4.2.3’te belirtildigi gibi
kurutulur.

4.3.2. Tahillar
%17 nin lizerinde nem igerigi olan taneler asagidaki sekilde 6n kurutma iglemine tabi tutulmalidir:

50 g ogiitilmemis tane uygun bir kapta (6rn. 20 x 12 cm boyutlarinda ve 0,5 cm kenarli aliiminyum tepsi) 10 mg
hassasiyetle tartilir. 130°C’deki etiivde 5-7 dakika kurumaya birakilir. Etiivden ¢ikartilir, laboratuarda kapaksiz olarak iki saat
sogumaya birakilir ve 10 mg hassasiyetle tartilir. Hemen 4.1.2.”de belirtildigi gibi ogiitiiliir ve 4.2.2.de belirtildigi gibi kurutulur.

5. Sonuglarin hesaplanmasi
Nem igerigi (X), numunenin yiizdesi olarak asagidaki formiille hesaplanir:

5.1. On kurutmasiz kurutma

- (1 — g ) 100
m

Burada;
m = Numunenin gram cinsinden ilk agirhigi,
my = Kuru test numunenin gram cinsinden agirligi,

5.2. On kurutmali kurutma

(my; —myg) x my 100 m; * g
Xp= +m-m;| x—=100x [ 1-——
m; m m x mj

Burada:



m = Numunenin gram cinsinden ilk agirligi,

m1 = On kurutmadan sonra numunenin gram cinsinden agirligi,

m2 = Kirma ya da dgiitmeden sonra numunenin gram cinsinden agirligi,
m0 = Kuru numunenin gram cinsinden agirhigi.

5.3. Tekrarlanabilirlik
Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglari arasindaki fark mutlak nem degerinin % 0,2’sini gegmemelidir.
6. Gozlem

Kirma islemi gerekiyorsa ve bu islem {iriiniin nem igerigini degistirecek gibi goriiniiyorsa, yem bilesenlerinin analiz
sonuglari, numunenin ilk durumundaki nem igerigi esas alinarak diizeltilmelidir.

B. Hayvansal ve Bitkisel Yaglarda Nem Tayini
1. Amac ve kapsam

Bu metot; hayvansal ve bitkisel yaglardaki nem ve ugucu madde iceriginin tayinini miimkiin kilar.
2. Prensip

Numune, 103°C’de sabit agirliga ulagana kadar kurutulur. Iki tartim arasindaki agirlik kaybi 1 mg’a esit ya da daha az
olmalidir. Agirliktaki kayip tartilarak tayin edilir.

3. Cihaz
3.1. Asmnmaya direncli malzemeden iiretilmis, 8 - 9 cm ¢apinda ve yaklasik 3 cm yiiksekliginde diiztabanl kurutma kabi.

3.2. Giiglendirigmis ampullii ve iist ucunda genlesme tiipii olan, yaklagik 80°C ile en az 110°C’ye kadar 6l¢iim yapabilen ve yaklasik
10 cm uzunlugunda termometre.

3.3. Kum banyosu ya da elektrikli 1sitici tabla.
3.4. Etkin bir nem ¢ekici igeren desikator.

3.5. Analitik terazi.

4. Metot

Yaklasik 20 g homojen numune 1 mg hassasiyetle, termometre (3.2) igeren kuru, tartilmus bir kapta (3.1) tartilir. Sicak
Kum banyosu ya da elektrikli 1sitici tabla (3.3) istiinde 1sitilir, termometre ile devamli karistirilarak yaklasik 7 dakikada sicaklik
90°C’ye ulastirtlir.

Is1 distiriiliir, kabmn tabanindan yiikselen kabarciklarin siklig1 izlenir. Sicaklik en fazla 105°C olmalidir. Kabarciklarin
olusmasi durana kadar, kabin dibini kaziyarak karistirmaya devam edilir.

Nemin ortadan kaldirilmasini tamamlamak icin birkag kez 103°C £ 2°C’ye tekrar 1sitilir, ardisik 1sitma arasinda 93°C’ye
sogutulur. Ardindan desikatoriin (3.4) icinde oda sicakliginda sogumaya birakilir ve tartilir. Bu islem iki ardisik tartim arasindaki
agirlik kaybi en fazla 2 mg olana kadar yinelenir.

Dikkat: Yinelenen 1sitma isleminden sonra numunenin agirhigindaki bir artis yagin oksitlendigini gosterir, bu durumda
sonucun hesaplanmasinda, agirligin artmaya baslamasindan hemen 6nce gergeklestirilen tartim kullanilir.

5. Sonug¢larin hesaplanmasi

Nem igerigi (X), numunenin yiizdesi olarak agagidaki formiille elde edilir:

100
m

X=(m; —my) x

Burada;

m = Numunenin gram cinsinden agirhigi,

ml = Isitma 6ncesinde kabin i¢indekilerle birlikte gram cinsinden agirligi,
m2 = Isitma sonrasinda kabin i¢indekilerle birlikte gram cinsinden agirlhigi,

% 0,05’in altindaki sonuglar ‘%0,05’ten diisiik’ olarak kaydedilmelidir.
6.Tekrarlanabilirlik

Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglar1 arasindaki nem farki mutlak degerin % 0,05’ini ge¢gmemelidir.

C. Ham Protein I¢eriginin Tayini
1. Amac ve kapsam
Bu metot, Kjeldahl metodu ile tayin edilen azot igerigine dayanarak yemdeki ham protein igeriginin tayinini miimkiin kilar.
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2. Prensip

Numune, bir katalizor varliginda siilflirik asit tarafindan parcalanir. Asit ¢ozeltisi, sodyum hidroksit ¢6zeltisi tarafindan
bazik hale getirilir. Amonyak damutilir ve miktar1 belli olan siilflirik asit i¢ine alinir, geri kalani standart bir sodyum hidroksit
¢ozeltisiyle titre edilir.

Alternatif olarak, aciga ¢ikan amonyak daha fazla miktarda bulunan borik asit ¢ozeltisine damutilir, ardindan hidroklorik
asit ya da siilfiirik asit ¢ozeltisi ile titre edilir.

3. Ayrraglar

3.1. Potasyum siilfat

3.2. Katalizor: bakir (II) oksit (CuO) ya da bakar (II) siilfat pentahidrat (CuSO4.5H,0)

3.3. Graniil ¢inko

3.4. Siilfiirik asit, py = 1,84 g/ml

3.5. Siilfiirik asit, standart hacimsel ¢6zelti, c(H,SO4) = 0,25 mol/l

3.6. Siilfiirik asit, standart hacimsel ¢6zelti, c(H,SO4) = 0,10 mol/l

3.7. Siilftirik asit, standart hacimsel ¢6zelti, c(H,SO4) = 0,05 mol/l

3.8. Metil kirmuzist indikatdrii; 300 mg metil kirmizisint 100 ml etanol ig¢inde ¢oziindiiriiliir, o = %95-%96 (v/v)
3.9. Sodyum hidroksit ¢ozeltisi (Teknik dereceli kullanilabilir) # =40 g/100 ml (m/v: %40)

3.10. Sodyum hidroksit, standart hacimsel ¢ozelti, c(NaOH) = 0,25 mol/l

3.11. Sodyum hidroksit, standart hacimsel ¢6zelti, c(NaOH) = 0,10 mol/l

3.12. Graniil kaynama tas1, hidroklorik asit i¢inde yikanmis ve yakilmis

3.13. Asetanilid (erime noktasi1 = 114°C, Azot -igerigi= %10,36)

3.14. Sakkaroz (azot igermeyen)

3.15. Borik asit (H;BO;)

3.16. Metil kirmizisi indikator ¢ozeltisi: 100 mg metil kirmizis1 100 ml etanol ya da metanol iginde ¢ozdiiriiliir.
3.17. Bromkrezol yesili ¢ozeltisi: 100 mg bromkrezol yesili 100 ml etanol ya da metanol i¢inde ¢ozdiiriiliir.

3.18. Borik asit ¢ozeltisi (kullanilan cihaza gore 10 g/l - 40 g/l)

Kolorimetrik olarak doniim noktast belirlenecegi zaman metil kirmizis1 ve bromkrezol indikatérleri borik asit ¢ozeltisine
eklenmelidir. 1 litre borik asit ¢ozeltisi hazirlanirsa, hacmi tamamlanmadan 6nce 7 ml metil kirmizist indikator ¢ozeltisi (3.16) ve 10
ml bromkrezol yesili ¢ozeltisi (3.17) eklenmelidir.

Kullanilan suya bagl olarak borik asit ¢ozeltisinin pH’1 partiden partiye degisebilir. Genelde kiiciik hacimde alkali igeren
bir ayarlama, pozitif kor elde etmek i¢gin gereklidir.

Not: Yaklagik 3 ml-4 ml NaOH’nin (3.11) 1 litre 10 g/l borik aside eklenmesi genelde iyi ayarlamalar verir. Cozelti oda
sicakliginda depolanir ve depolama siiresince 1giktan ve amonyak dumani kaynagindan korunur.

3.19. Hidroklorik asit standart hacimsel ¢ozeltisi c(HCI) = 0,10 mol/1

Not: Hesaplamalar i¢in diizeltilmigse diger hacimsel ¢ozelti konsantrasyonlari (3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 ve 3.19)
kullamlabilir. Konsantrasyonlar her zaman dort ondalik haneye kadar ifade edilmelidir.

4. Cihaz

Kjeldahl metoduna gére yas yakma, damitma ve titrasyona uygun cihaz.
5. Metot
5.1. Yas yakma

1 g numune 0,001 g hassasiyetle tartilir ve kjeldahl balonuna aktarilir. 15 g potasyum siilfat (3.1), uygun miktarda katalizor
(3.2) (0,3 - 0,4 g bakar (II) oksit veya 0,9-1,2 g bakir (II) siilfat pentahidrat), 25 ml siilfiirik asit (3.4) ve gerekiyorsa graniil kaynama
tasi (3.12) eklenir ve karigtirtlir.

Kjeldahl balonu 6nce yavasca 1sitilir, kiitle karbonize olana ve kopiik kaybolana kadar gerekiyorsa ara sira dondiirerek
karistirtlir, ardindan sivi siirekli kaynayana kadar daha yogun sekilde 1sitilir. Kaynayan asit cam balonun ¢eperinde yogunlasiyorsa
1sitma yeterlidir. Ceperin asir1 1stnmasi ve organik pargaciklarin bunlara yapismasi énlenir.

Cozelti berrak ve acik yesil oldugunda iki saat daha kaynatmaya devam edilir, ardindan sogumaya birakilir.

5.2. Damitma



Siilfatlarn tiimiiyle ¢dziinmesini saglamak i¢in dikkatle yeterli miktarda su eklenir (yaklasik 150-200 ml). Sogumaya
birakilir ve ardindan gerekiyorsa birkag graniil ¢inko (3.3) eklenir. 5.2.1. ya da 5.2.2.”ye gore devam edilir.

5.2.1. Sulfiirik aside damitma

Damitma cihazinin toplama erlenine varsayilan azot igerigine gore tam olarak 6l¢tilmiis 25 ml siilfiirik asit (3.5 ya da 3.7)
eklenir. Birka¢ damla metil kirmizis1 indikatorii (3.8) eklenir.

Kjeldahl Balon damitma cihazinin yogunlastiricisina baglanir ve yogunlastiricinin ucu toplama erleni igindeki siviya en az
1 cm derinliginde batirilir. (bakiniz 8.3). 100 ml sodyum hidroksit ¢ozeltisi (3.9) yavasca balona amonyak kaybi olmadan eklenir
(bakiniz 8.1) Balon amonyak damitma islemi tamamlanana kadar 1sitilir.

5.2.2. Borik aside damitma

Damitigin amonyak igeriginin titrasyonunun elle gerceklestirildigi yerde asagida bahsedilen metot uygulanir. Damitmanin
tiimiiyle otomatik oldugu yerde, distilatin amonyak iceriginin titrasyonu da dahil olmak {izere, cihaz {ireticisi firmamn kullanim
talimatlar izlenir.

25 ml ila 30 ml borik asit ¢ozeltisi (3.18) iceren bir toplama erleni, iletim borusunun asir1 borik asit ¢ozeltisinin yiizeyi
altinda olacag sekilde yogunlastiricinin altina yerlestirilir. Damitma cihazi 50 ml sodyum hidroksit ¢ozeltisini (3.9) dagitacak sekilde
ayarlanir. Damitma cihazi iireticinin talimatlarina gére kullanilir ve sodyum hidroksit ¢ozeltisi eklenmesiyle agiga ¢ikan amonyak
damutilir. Distilat borik asit toplama ¢ozeltisinde toplanir. Distilatin miktar1 (buhar damitma siiresi), numunedeki azot miktarina gore
degisir. Ureticinin talimatlarim izlenir.

Not: Yar1 otomatik bir damitma cihazinda, asir1 sodyum hidroksitin eklenmesi ve buhar damitma islemi otomatik olarak
gerceklestirilir.

5.3. Titrasyon
5.3.1. yada 5.3.2.°ye gore devam edilir.
5.3.1. Silftirik asit

Kullamlan siilfrik asidin konsantrasyonuna bagli olarak, toplama kabi igindeki siilfrik asidin fazlasi, sodyum hidroksit
¢ozeltisi ile (3.10 ya da 3.11) doniim noktasina ulasilincaya kadar titre edilir

5.3.2. Borik asit

Toplama sisesinin igerigi bir biiret kullanilarak hidroklorik asit standart volumetrik ¢ozeltisi (3.19) ya da siilfiirik asit
standart volumetrik ¢6zeltisi (3.6) ile titre edilir ve kullanilan miktar okunur.

Doniim noktasina, igerikte pembe rengin ilk goriildiigii yerde ulasilir. Biiret, en yakin 0,05 ml’ye okuyarak tahmin edilir.
Aydinlatmali bir manyetik karistirma plakas1 ya da fotometrik bir detektér doniim noktasimin gériilmesine yardimei olabilir. Bu,
otomatik titrasyonlu buhar damitic1 kullanilarak otomatik olarak yapilabilir. Ozel damitic1 ya da damutici/titre edicinin kullanim igin
iireticinin talimatlari izlenir.

Not: Otomatik titrasyon sistemi kullanildiginda, titrasyon, damitma islemi basladiktan hemen sonra baslar ve %1 borik asit
¢ozeltisi (3.18) kullanilir.

Tam otomatik bir damitma cihazinin kullanildig1 yerde, ayrica amonyagin otomatik titrasyonu da bir potansiyometrik pH
sistemi kullanan doniim noktasi tespiti ile yiiriitiilebilir. Bu durumda pH metreli bir otomatik titre edici kullanilir. pH metre, normal
laboratuvar pH kalibrasyon metotlar1 izlenerek pH 4 ve pH 7 degerlerinde diizgiin olarak kalibre edilmelidir. Titrasyonun pH doniim
noktasina pH 4,6°da erisilir.

5.4. Kor testi

Ayrraglarin azot igermedigini dogrulamak amaciyla numune yerine 1 g sakkaroz (3.14) kullanilarak kor testi (yas yakma,
damitma ve titrasyon) uygulanir.

6. Sonugclarin hesaplanmasi
Hesaplamalar 6.1 ya da 6.2’ye gore gerceklestirilir.
6.1. 5.3.1°e gore titrasyon hesab1

Agirlikca yiizde olarak ifade edilen ham protein igerigi, asagidaki formiilden hesaplanir:

(Vo=V;) xcx 0,014 x 100 x 6,25
m

Burada;

V0 = Kor testinde kullanilan NaOH (3.10 ya da 3.11) hacmi (ml)

V1 = Numune titrasyonunda kullanilan NaOH (3.10 ya da 3.11) hacmi (ml)
¢ = Sodyum hidroksit (3.10 ya da 3.11) konsantrasyonu (mol/l)

m = Numunenin agirlig1 (g)



6.2. 5.3.2’ye gore titrasyon hesabi
6.2.1. Hidroklorik asitle titrasyon

Agirlikca yiizde olarak ifade edilen ham protein igerigi, asagidaki formiilden hesaplanir:

(Vi-Vp) xcx14x6,25

m

Burada;

m = Numunenin agirlig1 (g)

¢ = Standart volumetrik hidroklorik asit (3.19) ¢6zeltisinin konsantrasyonu (mol/1)
V0 = Kor testinde kullanilan hidroklorik asidin (ml cinsinden) hacmi

V1 = Numune i¢in kullanilan hidroklorik asidin (ml cinsinden) hacmi

6.2.2. Siilfiirik asitle titrasyon
Agirlikca yiizde olarak ifade edilen ham protein igerigi, asagidaki formiilden hesaplanir:

(Vi-Vo) xcx 28 x 6,25

m

Burada;

m = Agirhigi (g)

¢ = standart volumetrik siilflirik asit (3.6) ¢6zeltisinin konsantrasyonu (mol/l)
V0 = kér testinde kullanilan siilfiirik asidin (3.6) (ml cinsinden) hacmi

V1 = Numune i¢in kullanilan siilfiirik asidin (3.6) (ml cinsinden) hacmi

7. Metodun dogrulanmasi
7.1. Tekrarlanabilirlik
Ayn1 numunenin iki paralel tayininin sonuglari arasindaki fark asagidaki degerleri gegmemelidir:
— %20’den az ham protein icerigi i¢in mutlak deger olarak %0,2,
— %20 ila %40 ham protein igerigi i¢in bulunan en yiiksek degerin %1,0’1 kadar,
— %40’tan fazla ham protein igerigi i¢in mutlak deger olarak %0,4.
7.2. Dogruluk

Analiz (yas yakma, damitma ve titrasyon) 1 g sakkaroz (3.14) varliginda, 1,5 ila 2,0 g asetanilid (3.13) iizerinde
gerceklestirilir. 1 g asetanilid 14,80 ml stilfiirik asit (3.5) tiiketir. Geri kazamm en az %99 olmalidir.

8. Gozlemler

8.1. Cihaz manuel, yar1 otomatik ya da otomatik tip olabilir. Yas yakma ve damitma adimlari arasinda makine aktarim gerektiriyorsa,
bu aktarim kayipsiz gerceklestirilmelidir. Damitma cihazinin sisesine damlama hunisi takilmanmussa, kjeldahl balonu yogunlastirictya
baglanmadan hemen 6nce sodyum hidroksit yavagca kenardan dokiilerek eklenir.

8.2. Yas yakmaya tabi tutulan madde katilagirsa, yukarida belirtilenden daha fazla miktarda siilfiirik asit (3.4) kullanarak analiz
yeniden baglatilir.

8.3. Diisiik azot icerigi olan iriinler i¢in toplama erlenine koyulacak siilfiirik asit (3.7) hacmi gerekiyorsa 10 ya da 15 ml’ye
azaltilabilir ve su ile 25 ml’ye kadar tamamlanabilir.

8.4. Rutin analizlerde, ham protein tayini icin alternatif analiz metotlar1 uygulanabilir, ancak bu Boliim C’de aciklanan Kjeldahl
metodu referans metottur. Alternatif metotla (DUMAS gibi) elde edilen ve referans metot ile karsilastirilan sonuglarin esdegerligi her
matriks i¢in ayr1 ayr1 gosterilmelidir. Alternatif bir metotla elde edilen sonuglar, esdegerlikleri dogrulanmis olsa bile referans metot
ile elde edilen sonuglardan biraz sapabildiginden, ham protein tayini i¢in kullanilan analiz metodundan analitik raporda bahsedilmesi
gereklidir.

Not: 8.4.’te ad1 gegen DUMAS metodu, AOAC’de yayimlanmis metoda gore yapilabilir.

C. Ure Tayini
1. Amac ve kapsam
Bu metot, yemdeki iire seviyesinin tayinini miimkiin kilar.
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2. Prensip

Numune, berraklastirma ¢ozeltileriyle su iginde siispansiyon haline getirilir. Slispansiyon siiziiliir. Siizlintiiniin {ire igerigi 4-
dimetilaminobenzaldehid (4-DMAB) eklendikten sonra 420 nm dalga boyundaki optik yogunluk dlgiilerek tayin edilir.

3. Ayrraglar

3.1. 4-dimetilaminobenzaldehid ¢ozeltisi: 1,6 g 4-DMAB’yi 100 ml %96 etanol iginde ¢oziindiiriiliir ve 10 ml hidroklorik asit (pa
1,19 g/ml) eklenir. Bu ayirag, en fazla iki hafta kullamlabilir.

3.2. Carrez ¢ozeltisi I: Su iginde 21,9 g ¢inko asetat Zn(CH;COO), 2H,0 ve 3 g glasiyal asetik asit ¢oziindiiriliir. Su ile 100 ml’ye
tamamlanir.

3.3. Carrez ¢ozeltisi II: Su iginde 10,6 g potasyum ferrosiyanid K4 Fe (CN)s 3H,O ¢oziindiiriiliir. Su ile 100 ml’ye tamamlanir.
3.4. Ure absorbe etmeyen aktif karbon kullanilmahdir. (Kontrol edilmelidir.)

3.5. Ure, %0,1 ¢ozelti (w/v)

4. Cihazlar

4.1. Karistiricr: yaklasik 35 ila 40 rpm

4.2. Test tiipleri: 160 x 16 mm, silifli

4.3. Spektrofotometre

5. Metot

5.1. Numunenin analizi

2 gnumune 1 mg hassasiyetle tartilir ve 1 g aktif karbon (3.4) ile 500 mI’lik balon jojeye koyulur. 400 ml su ve 5 ml Carrez
I ¢ozeltisi (3.2) eklenir, yaklasik 30 saniye karistirtlir ve 5 ml Carrez II ¢ozeltisi (3.3) eklenir. Karistiricida 30 dakika karistirtlir. Su
ile gereken hacme tamamlanir, ¢alkalanir ve siiziiliir.

5 ml seffaf renksiz filtrat1 alinir, silifli test tiiplerine koyulur, 5 ml 4-DMAB ¢ozeltisi eklenir (3.1) ve kanistirihir. Tiipler
20°C’deki (+/- 4°C) bir su banyosuna koyulur. 15 dakika sonra, 420 nm’de spektrofotometrede numune ¢6zeltisinin optik yogunlugu
olciiliir. Ayiraglar ayni1 sekilde kullanilarak numunesiz kér deneme galismasi yapilir ve hesaplamalarda dikkate alinir.

5.2. Kalibrasyon egrisi

1, 2, 4, 5 ve 10 ml’lik hacimlerde iire ¢ozeltisi (3.5) aliir, 100 ml balon jojeye koyulur ve su ile gereken hacme
tamamlanir. Her bir ¢ozeltiden 5 ml alinir, bunlarin her birine 5 ml 4-DMAB ¢ozeltisi (3.1) eklenir, homojen hale getirir, 5 ml 4-
DMAB ve 5 ml iire icermeyen su ihtiva eden bir kontrol ¢ozeltisi ile karsilastirilarak optik yogunlugu yukarida gosterildigi gibi
olgiiliir, kalibrasyon egrisi ¢izilir.

6. Sonugclarin hesaplanmasi

Kalibrasyon egrisi kullanilarak numunedeki iire miktar1 tayin edilir. Sonuglar numunenin yiizdesi olarak ifade edilir. Ure
hesaplanmasi i¢in agagidaki formiil kullamlabilir.

Ure(%): ¢ x fx100
m x 1000
Burada;
c: Kalibrasyon egrisinden hesaplanan iire miktari(mg)
f: Seyreltme faktorii

m: Numune miktar1 (g)

7. Gozlemler

7.1. Ure igeriginin %3’ii gegmesi halinde numune 1 g’a azaltilir ya da orijinal ¢6zelti, 500 ml’de en fazla 50 mg iire olacak sekilde
seyreltilir.

7.2. Ure igeriginin diisiik olmas1 durumunda, siiziintii seffaf ve renksiz kalana kadar numune artirihr.

7.3. Numune, amino asitler gibi basit azot bilesikleri igeriyorsa, optik yogunluk 435 nm’de 6lgiilmelidir.



D. Ucucu Azotlu Bazlarin Tayini
L. Mikro Difiizyon Tle
1. Amag ve kapsam

Bu metot; yemdeki, amonyak olarak ifade edilen ugucu azotlu bazlarin tayinini miimkiin kilar.

2. Prensip

Numune su ile ekstrakte edilir ve ¢ozelti berraklastirilip siiziiliir. Ugucu azotlu bazlar, bir potasyum karbonat ¢ozeltisi
kullamlarak mikro difiizyon yoluyla ¢ikartilir, borik asit ¢dzeltisinde toplanir ve siilfiirik asit ile titre edilir.

3. Ayrraglar
3.1. Trikloroasetik asit, %20 (w/v) ¢ozelti.
3.2. Indikatér: 33 mg bromokrezol yesili ve 65 mg metil kirmizist 100 ml %95 ila %96 (v/v) etanol iginde ¢dziindiiriilir.

3.3. Borik asit ¢ozeltisi: 1 litrelik balon jojede 10 g borik asit 200 ml %95 ila %96 (v/v) etanol ve 700 ml su i¢inde ¢oziindiiriliir. 10
ml indikator (3.2) eklenir. Karistirilir ve gerekiyorsa ¢ozeltinin rengi bir sodyum hidroksit ¢ozeltisi ekleyerek agik kirmiziya
ayarlanir. Bu ¢dzeltinin 1 ml’si en fazla 300 ng NH; baglayacaktir.

3.4. Doymus potasyum karbonat ¢dzeltisi: 100 g potasyum karbonat 100 ml kaynar suda ¢dziindiirtiliir. Sogumaya birakilir.
3.5. Siilfiirik asit 0,01 mol/l

4. Cihaz

4.1. Karistiricr: yaklasik 35 ila 40 rpm

4.2. Cam ya da plastik Conway hiicreleri (bakiniz sekil)

4.3. 1/100 ml derecelendirilmis mikro biiretler

5. Metot

10 g numune 1 mg hassasiyetle tartilir ve 100 ml su ile 200 ml’lik balon jojeye koyulur. 30 dakika boyunca karistiricida
karigtirtlir. 50 ml trikloroasetik asit ¢ozeltisi (3.1) eklenir, su ile gereken hacme tamamlanir, kuvvetlice galkalanir ve katl bir siizgeg
kagdu ile siiziiliir.

Bir pipet kullanarak 1 ml borik asit ¢ozeltisi (3.3) Conway hiicresinin ortasina ve 1 ml numune siiziintiisii hiicrenin
basligina eklenir. Yaglanmis kapakla kismen kapatilir. 1 ml doymus potasyum karbonat ¢ozeltisi (3.4) hizli bir sekilde bashga
damlatilir ve kapag: hiicrenin hava almayacag: sekilde kapatilir. Hiicre, iki ayiracin karisacag: sekilde dikkatle yatay bir diizlemde
dondiirerek cevrilir. Oda sicakliginda en az dort saat ya da 40°C’de bir saat inkiibe edilmeye birakilir. Bir mikro biiret (4.3)
kullanilarak ugucu bazlari borik asit ¢ozeltisi i¢inde siilfiirik asit (3.5) ile titre edilir. Analiz edilecek bir numune olmadan ayn1 metot
kullanilarak kor testi gerceklestirilir.

6. Sonugclarin hesaplanmasi

1 ml H,SO, 0,01 mol/l, 0,34 mg amonyaga karsilik gelir. Sonuglar numunenin yiizdesi olarak ifade edilir.
6.1. Tekrarlanabilirlik

Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglar1 arasindaki farki asagidaki degerleri gegmemelidir:

— %1’den az amonyak igerigi i¢in bagil deger olarak %10,

— %1 ya da daha fazla amonyak igerigi i¢cin mutlak deger olarak %0, 1

7. Gozlem

Numunenin amonyak igerigi %0,6’dan fazla ise baslangig siiziintiisii seyreltilir.
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II. Damitmayla
1. Amag¢ ve Kapsam

Bu metot; {ire icermeyen balik ununda, amonyak olarak ifade edilen ugucu azotlu bazlarin tayinini miimkiin kilar.
Bu, yalnizca %0,25’ten az amonyak igerigi igin gegerlidir.

2. Prensip

Numune su ile ekstrakte edilir ve ¢ozelti berraklagtirilip siiziiliir. Ugucu azotlu bazlar kaynama noktasinda
magnezyum oksit eklenerek ¢ikartilir ve belirli miktardaki siilfiirik asit i¢inde toplanir, fazla miktart sodyum hidroksit
¢ozeltisi ile geri titre edilir.

3. Ayrraglar

3.1. Trikloroasetik asit, %20 (w/v) ¢dzelti

3.2. Magnezyum oksit

3.3. Kopiirmeyi onleyici emiilsiyon (silikon gibi)
3.4. Silfurik asit 0,05 mol/l

3.5. Sodyum hidroksit ¢ozeltisi, 0,1 mol/l

3.6. %095 ile %96 (v/v) etanol iginde %0,3 metil kirmizis1 ¢ozelti
4. Cihaz

4.1. Karistiricr: yaklasik 35 ile 40 rpm

4.2. Kjeldahl tipi damitma cihazi

5. Metot

10 g numune 1 mg hassasiyetle tartilir ve 100 ml su ile 200 ml’lik balon jojeye koyulur. 30 dakika boyunca
karistiricida karistirilir. 50 ml trikloroasetik asit ¢ozeltisi (3.1) eklenir, su ile gereken hacme tamamlanir, kuvvetlice ¢alkalanir
ve katl bir siizge¢ kagidi ile siiziiliir.

Varsayilan ugucu azotlu baz igerigi i¢in uygun miktarda berrak siizlintii alinir. (100 ml genelde uygundur) 200
ml’ye seyreltilir ve 2 g magnezyum oksit (3.2) ile birkag damla kopiirmeyi dnleyici emiilsiyonu (3.3) eklenir. Cozelti turnusol
kagidina gore alkali olmalidir, degilse biraz magnezyum oksit (3.2) eklenir.

Ham protein igeriginin tayini i¢in analiz metodunun 5.2 ve 5.3 maddelerine gére devam edilir. (Bakiniz Béliim C).
Numune olmadan ayn1 metot kullanarak kor testi gerceklestirilir.

6. Sonugclarin hesaplanmasi
1 ml H,SO4 0,05 mol/l, 1,7 mg amonyaga karsilik gelir. Sonuglar yiizde olarak ifade edilir.

6.1. Tekrarlanabilirlik

Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglar arasindaki fark, bagil deger olarak en fazla amonyagin %10’u
olmalidir.

E. Amino Asitlerin (Triptofan Hari¢) Tayini
1. Amac ve kapsam

Bu metot, amino asit analizorii kullanarak yemdeki serbest (sentetik ve dogal) ve toplam (peptid bagli ve serbest)
amino asitlerin tayinini miimkiin kilar. Sistein, metiyonin, lizin, treonin, alanin, arjinin, aspartik asit, glutamik asit, glisin,
histidin, izolysin, 18ysin, fenilalanin, prolin, serin, tirozin ve valin amino asitleri i¢in gegerlidir.

Metot, amino asit tuzlarmni ayirt etmez ve amino asitlerin D ve L formlar arasinda ayrim yapmaz. Triptofan ya da
amino asitlerin hidroksi analoglarinin tayini igin gecerli degildir.

2. Prensip
2.1. Serbest amino asitler

Serbest amino asitler seyreltilmis hidroklorik asit ile ekstrakte edilir. Beraber ekstrakte edilmis azotlu makro
molekiiller siilfosalisilik asit ile ¢okeltilir ve siiziiliir. Siiziintiiniin pH’1 2,20’ye ayarlanir. Amino asitler iyon degisim
kromatografisi ile ayrilir ve ninhidrin ile reaksiyona sokularak fotometrede 570 nm dalga boyunda tespit edilir.

2.2. Toplam amino asitler
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Secilen metot inceleme altindaki amino asitlere gore degisir. Sistein ve metiyonin hidrolizden &nce sirasiyla sisteik
aside ve metiyonin siilfona okside edilmelidir. Tirozin, oksitlenmemis numunelerin hidrolizatlarinda tayin edilmelidir. Amag
ve kapsamda listelenen diger tiim amino asitler oksitlenmis ya da oksitlenmemis numunede tayin edilebilir.

Oksidasyon 0°C’de performik asit/fenol karigimu ile gerceklestirilir. Oksitlenme ayiracinin fazlasi sodyum disiilfit
ile ayrigtinilir. Oksitlenmis ya da oksitlenmemis numune, hidroklorik asit (3.20) ile 23 saat boyunca hidrolize edilir.
Hidrolizat pH 2,20’ye ayarlanir. Amino asitler iyon degisim kromatografisi ile ayrilir ve ninhidrin ile reaksiyona sokularak
fotometrede 570 nm (prolin i¢in 440 nm) dalga boyunda tespit edilir.

3. Ayrraglar
Iki kere distile edilmis su ya da esdeger nitelikte su kullamlmahdir. (iletkenlik < 10 uS).
3.1. Hidrojen peroksit, a (a/a) = %30
3.2. Formik asit, a (a/a) = %98 - %100
3.3. Fenol.
3.4. Sodyum disiilfit
3.5. Sodyum hidroksit
3.6. 5-Siilfosalisilik asit dihidrat
3.7. Hidroklorik asit, yaklasik yogunlugu 1,18 g/ml
3.8. Tri-Sodyum sitrat dihidrat
3.9. 2,2-Tiyodietanol (tiyodiglikol)
3.10. Sodyum kloriir
3.11. Ninhidrin
3.12. Petrol eteri, kaynama araligi 40-60°C
3.13. Norldysin ya da bagka bir bilesik i¢ standart olarak kullanilmaya uygundur.
3.14. Azot gaz1 (< 10 ppm oksijen)
3.15. 1-Oktanol
3.16. Amino asitler

3.16.1. Standard maddeler paragraf 1 altinda listelenmistir. Saf bilesikler kristalizasyon suyu igermezler. Kullanmadan &nce
bir hafta boyunca P,Os ya da H,SO, tizerinde vakum altinda kurutulur.

3.16.2. Sisteik asit

3.16.3. Metiyonin siilfat.

3.17. Sodyum hidroksit ¢dzeltisi, ¢ = 7,5 mol/l, (300 g NaOH (3.5) su i¢inde ¢dziindiiriiliir ve 1 litreye tamamlanir.)
3.18. Sodyum hidroksit ¢dzeltisi, ¢ = 1 mol/l, (40 g NaOH (3.5) su i¢inde ¢6zlindiiriiliir ve 1 litreye tamamlanir.)
3.19. Formik asit— fenol ¢ozeltisi, (889 g formik asidi (3.2) 111 gsu ile karistirtlir ve 4,73 g fenol (3.3) eklenir.)

3.20. Hidroliz karisimi, ¢ = 6 mol/l HCI (1 g/l fenol iceren), (492 ml HCI (3,7) igine 1 g fenol eklenir ve suyla 1 litreye
tamamlanir)

3.21. Ekstraksiyon karisimi, ¢ = 0,1 mol/l HCI (%2 tiodiglikol igeren) (8,2 ml HCI (3.7) alinir, yaklasik 900 ml su ile
seyreltilir, 20 ml tiodiglikol (3.9) eklenir ve su ile 1 litreye tamamlanir) (3.7 ve 3.9. dogrudan karistirilmaz).

3.22. 5- Siilfosalisilik asit, B = %6, (60 g 5- siilfosalisilik asidi (3.6) su i¢inde ¢dziindiiriiliir ve su ile 1 litreye tamamlanir.)

3.23. Oksidasyon karisimi (Performik asit— fenol) (0,5 ml hidrojen peroksidi (3.1) 4,5 ml formik asit-fenol ¢ozeltisi (3.19)
ile kiigiik bir beherde karistirilir. Performik asit olusturmak igin 20-30°C’de 1 saat boyunca inkiibe edilir. Numuneyi
eklemeden 6nce (15 dakika) buz-su banyosunda sogutulur.)

Dikkat: Deriyle temasindan sakinilir ve koruyucu giysiler kullanilir.

3.24. Sitrat tamponu, ¢ = 0,2 mol/l Na’, pH 2,20 (19,61 g sodyum sitrat (3.8), 5 ml tiodiglikol (3.9), 1 g fenol (3.3) ve 16,50
ml HCTyi (3.7) yaklasik 800 ml su iginde ¢oziindiiriiliir. pH’s1 2,20’ye ayarlanir. Su ile 1 litreye tamamlanur.)

3.25. Eliisyon tamponlari, kullanilan analizér kosullarina gore hazirlanir (4.9)
3.26. Ninhidrin ayiraci, analizor kosullarina gére hazirlanir (4.9)
3.27. Amino asitlerin standart ¢ozeltileri. Bu ¢ozeltiler 5°C’de saklanmalidir.

3.27.1. Amino asitlerin stok standart ¢ozeltileri (3.16.1)
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¢ = 2,5 umol/ml (Her birinin hidroklorik asit i¢indeki ¢ozeltisi. Ticari olarakta bulunur.)
3.27.2. Sisteik asit ve metiyonin siilfatin stok standart ¢ozeltileri, ¢ = 1,25 pmol/ml

0,2115 g sisteik asit (3.16.2) ve 0,2265 g metiyonin siilfat1 (3.16.3)1 litrelik balon jojede sitrat tamponu igerisinde
¢Ozlindiiriiliir ve sitrat tamponu ile isaretine kadar tamamlanir. 5°C’nin altinda ve en fazla 12 ay saklanir. Bu ¢dzelti, stok
standart ¢ozeltisi (3.27.1) sisteik asit ve metiyonin siilfat igeriyorsa kullamlmaz.

3.27.3. I¢ standardin stok standart ¢dzeltisi, Srnegin norldysin, ¢ = 20 pmol/ml

0,6560 g norldysin (3.13) balon jojede sitrat tamponu (3.24) i¢inde ¢oziindiiriiliir ve sitrat tamponu ile 250 ml’ye
tamamlanir. 5°C’nin altinda en fazla 6 ay saklamr.

3.27.4. Hidrolizatlar ile kullanilmak iizere standart amino asitlerin kalibrasyon ¢ozeltileri, ¢ = 5 nmol/50 pl, sisteik asit ve
metiyonin siilfat ve ¢ = 10 nmol/50 pl diger amino asitler. 2,2 g sodyum klorit (3.10) 100 ml’lik beher i¢inde 30 ml sitrat
tamponu (3.24) ile ¢6ziindiiriiliir. 4,00 ml amino asit stok standart ¢dzeltisi (3.27.1), 4,00 ml sisteik asit ve metiyonin siilfatin
stok standart ¢ozeltisi (3.27.2) ve eger kullaniltyorsa 0,50 ml i¢ standardin stok standart ¢ozeltisi (3.27.3) eklenir. Sodyum
hidroksit (3.18) ile pH’s1 2,20’ye ayarlanir.

Hazirlanan kisim 50 ml’lik balon jojeye aktarilir ve sitrat tamponu (3.24) ile isarete kadar tamamlayip karistirilir.
5°C’nin altinda en fazla 3 ay saklanir. (Bakiniz gézlem 9.1.)

3.27.5. Hidrolizatlarla kullanilmak iizere standart amino asitlerin kalibrasyon c¢ozeltileri paragraf 5.3.3.1.°e gore ve
ekstraktlarla (5.2) birlikte kullamlmak iizere hazirlamr. Kalibrasyon ¢ozeltisi 3.27.4.e gore hazirlanir ancak sodyum kloriir
ilave edilmez. 5°C’nin altinda en fazla 3 ay saklanir.

4. Cihaz

4.1. Geri sogutucu takilmig 100 ila 250 mI’lik yuvarlak tabanli balon joje

4.2. Etiiv kullanimu i¢in kauguk/teflon astarli vida kapakli 100 mI’lik borosilikat cam sige (6rnegin Duran, Schott)
4.3.Havalandirmal1 ve = 2°C’den daha iyi bir hassasiyette sicaklik diizenleyicili etiiv

4.4. pH-metre (ii¢ ondalik haneli)

4.5. Membran filtre (0,22 pm)

4.6. Santriflij

4.7. Rotary vakum evaporator

4.8. Mekanik calkalayici ya da manyetik karistirict

4.9. Amino asit analizorii ya da iyon degisimi kolonlu HPLC cihazi, ninhidrin icin gereg, kolon sonras: tiirevlendirme ve
fotometrik detektér.

Amino asitleri birbirinden ve diger ninhidrin-pozitif materyallerden ayirabilecek kapasitede siilfonlu polistren
regineleri ile doldurulmus kolon. Tampon ve ninhidrin hatlarindaki akis hem standart kalibrasyon g¢alismasi ve hem de
numune analizini kapsayan siire¢ boyunca + %0,5 akis stabilitesi olan pompalarla saglanir.

Bazi amino asit analizorleri ile birlikte; hidrolizatin ¢ = 0,8 mol/l sodyum konsantrasyonuna sahip oldugu ve
oksidasyon basamagindan kalan tiim formik asidi igerdigi durumlarda hidroliz metotlar1 kullanilabilir. Hidrolizat asir1 formik
asit ve/veya yiiksek sodyum iyon konsantrasyonlart icerirse, digerleri belirli amino asitlerde tatmin edici bir ayirim saglamaz.
Bu durumda, asit hacmi hidrolizden sonra ve pH ayarlamasindan 6nce buharlastirma ile yaklasik 5 ml’ye azaltilir.
Buharlastirma vakum altinda en fazla 40°C’de yapilmalidir.

5. Metot
5.1. Numunenin hazirlanmasi

Numune 0,5 mm’lik elekten gegecek sekilde ogiitiiliir. Nem orani yiiksek numuneler islemden once ya 50°C’yi
agmayacak sicaklikta hava ile kurutulmali ya da dondurularak kurutulmalidir. Yiksek yag oranli numuneler islemden &nce
petrol eteri ile ekstrakte edilmelidir (3.12).

5.2. Yem ve 6n-karisimlarda serbest amino asitlerin belirlenmesi

Hazirlanan numuneden 0,2 mg hassasiyetle uygun bir miktar (1-5 g) (5.1) erlene tartilir ve ekstraksiyon
¢ozeltisinden 100 ml eklenir (3.21). Mekanik bir ¢alkalayici ya da manyetik bir karistirict kullanarak karisim 60 dakika
boyunca ¢alkalanir (4.8). Cokeltinin ¢okmesi beklenir ve 100 ml’lik bir behere siipernatant ¢zeltiden 10 ml pipetlenir.

5,0 ml siilfosalisilik asit ¢ozeltisi (3.22), karistirilarak eklenir ve manyetik karistirict yardimu ile 5 dakika boyunca
karistirmaya devam edilir. Cokeltiyi ayirmak igin siipernatant siiziiliir ya da santrifiije tabi tutulur. Elde edilen ¢dzeltiden 10
ml, 100 mI’lik bir behere alinirak sodyum hidroksit ¢ozeltisi (3.18) eklenir pH’1 2,20’ye ayarlanir, sitrat tamponu (3.24)
kullanarak uygun hacimdeki balon jojeye aktarilir ve tampon ¢6zeltisi (3.24) ile isarete kadar tamamlanir.

Bir i¢ standart kullanilacaksa, her 100 ml nihai ¢6zelti i¢in 1ml i¢ standart (3.27.3.) eklenir ve tampon ¢dzeltisi
(3.24) ile isarete kadar tamamlamir. 5.4.”e gore kromatografi islemine gegilir. Ekstraktlar ayni giin incelenmeyecekse 5°C’nin
altinda saklanur.
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5.3. Toplam amino asitlerin belirlenmesi
5.3.1. Oksidasyon
Hazirlanan numuneden (5.1) 0,2 mg hassasiyetle 0,1 ile 1 g’1,
— Agik hidroliz (5.3.2.3) i¢in 100 ml’lik yuvarlak tabanli balon (4.1) igine ya da,
— Diisiik sodyum konsantrasyonu gerekiyorsa (5.3.3.1) 250 ml’lik yuvarlak tabanli balon (4.1)igine ya da,
— Kapali hidroliz (5.3.2.4) i¢in 100 mI’lik vidali kapakli sise (4.2) igine tartilir.
Tartilan numune yaklasik 10 mg azot igerigine sahip olmali ve su miktar1100 mg asmamalidir.

Balon/sise buz-su banyosu i¢ine yerlestirilir ve 0°C’ye sogutulur, 5 ml oksidasyon karigimu (3.23) eklenir ve egik uglu
bir cam spatula ile karistirtlir. Spatulay: iceren balon/sise hava gecirmez bir filmle kapatilir, kapatilmis kap igeren buz-su
banyosu 0 °C’deki buzdolabina yerlestirilir ve 16 saat bekletilir. 16 saatten sonra buzdolabindan ¢ikarilir ve 0,84 g sodyum
distilfiir (3.4) ekleyerek fazla oksidasyon ayiraci ayirilir. 5.3.2.1°e gore isleme devam edilir.

5.3.2. Hidroliz
5.3.2.1. Oksitlenmis numunelerin hidrolizi

5.3.1.’e gore hazirlanmig oksitlenmis numuneye, 25 ml hidroliz karigimu (3.20) kabin ve spatulanin iizerine
yapismis tiim numune kalintilarim yikamaya 6zen gostererek eklenir. Kullamlan hidroliz metotuna baglh olarak, 5.3.2.3 ya da
5.3.2.4. e gore ilerlenir.

5.3.2.2. Oksitlenmemis numunelerin hidrolizi

Hazirlanan numuneden (5.1) 0,2 mg hassasiyetle 0,1 ile 1 g arasinda 100 ya da 250 ml’lik yuvarlak tabanli balona (4.1)
ya da 100 ml’lik vidali kapakli siseye (4.2) tartilir. Tartilan numune porsiyonu yaklasik 10 mg’lik bir azot icerigine sahip
olmalidir. 25 ml hidroliz karisimi (3.20) dikkatlice eklenir ve numuneyle karigtirilir. 5.3.2.3 ya da 5.3.2.4.¢ gore isleme
devam edilir.

5.3.2.3. Acik hidroliz

Balondaki karisima (5.3.2.1 ya da 5.3.2.2°ye gore hazirlanmus) 3 kaynama boncugu eklenir ve geri sogutucu altinda
23 saat boyunca siirekli kabartarak kaynatilir. Hidroliz tamamlandiginda, yogunlastirict 5 ml sitrat tamponu (3.24) ile yikanr.
Cam balon ayirilir ve buz banyosu iginde sogutulur. 5.3.3.”e gore isleme devam edilir.

5.3.2.4. Kapal1 hidroliz

5.3.2.1 ya da 5.3.2.2.”¢ gore hazirlanmis karisimi igeren sise 110°C’deki etiive (4.3) yerlestirilir. ik bir saat iginde
basing olusumunu engellemek icin (gaz halindeki maddelerin olusumundan kaynaklanan) ve patlamay: dnlemek igin, sisenin
iistiine vidal1 kapak yerlestirilir. Sige kapakla kapatilmamalidir. Bir saatten sonra sise kapak ile kapatilir ve etiiv (4.3) iginde
23 saat boyunca birakilir. Hidroliz tamamlandiginda, sise etiivden ¢ikarilir, sisenin kapag: dikkatlice agilir ve buz-su
banyosuna yerlestirilir. Sogumaya birakilir.

pH ayarlama metoduna (5.3.3) bagli olarak, hazirlanan kisim sisenin igerigi 250 ml’lik bir behere ya da 250 ml’lik
yuvarlak tabanli bir balona sitrat tamponu (3.24) kullanarak aktarilir. 5.3.3.”e gore isleme devam edilir.

5.3.3. pH’1n ayarlanmasi

Amino asit analizoriiniin (4.9) sodyum toleransina bagli olarak pH ayarlamasi i¢in 5.3.3.1 ya da 5.3.3.2."ye gore
isleme devam edilir.

5.3.3.1. Diisiik sodyum konsantrasyonu gerektiren kromatografik sistemler (4.9) i¢in

Diisiik bir sodyum konsantrasyonu gerektiren amino asit analizorleri kullanildiginda (asit hacmi diisiiriildiigiinde),
bir i¢ stok standardi (3.27.3) kullanilmasi Onerilir. Bu durumda buharlagtirmadan 6nce hidrolizata 2 ml i¢ stok standardi
(3.27.3) eklenir. Alinan hidrolizata 5.3.2.3 ya da 5.3.2.4’e gore 2 damla 1-oktanol (3.15) eklenir.

Rotary evaporatdr (4.7) kullanarak hacim vakum altinda 40°C’de 5-10 ml’ye diisiiriiliir. Kazayla hacim 5 ml’nin
altina diisiiriiliirse, hidrolizat atilir ve analiz bastan baglatilir. Sodyum hidroksit ¢ozeltisi (3.18) ile pH 2,20’ye ayarlanir ve
paragraf 5.3.4°e gore isleme devam edilir.

5.3.3.2. Tlim diger amino asit analizorleri i¢in (4.9 )

5.3.2.3 yada 5.3.2.4.’e gore elde edilen hidrolizatlar alinir ve 17 ml sodyum hidroksit ¢ozeltisi (3.17) karistirilarak
eklenir kismen nétrlestilir, bu durumda sicaklik 40°C’m altinda olmalidir. Oda sicakliginda sodyum hidroksit ¢ozeltisi (3.17)
ve sonra diger sodyum hidroksit ¢ozeltisi (3.18) ekleyerek pH 2,20’ye ayarlanir. 5.3.4’e gore isleme devam edilir.

5.3.4. Kromatografi i¢in numuneler

pH’s1 ayarlanmus hidrolizat (5.3.3.1 ya da 5.3.3.2) sitrat tamponu (3.24) ile birlikte 200 mI’lik balon jojeye aktarilir
ve tamponla (3.24) isarete kadar tamamlanir. I¢ standart heniiz kullamlmadiysa, 2 ml i¢ standart (3.27.3) eklenir ve sitrat
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tamponuyla (3.24) isarete kadar tamamlanr. Tyice karistirilir. Kromatografi basamagina (5.4) gecilir. Numune ¢ozeltileri aym
giin i¢inde incelenmeyecekse, 5°C’nin altinda saklanmalidir.

5.4. Kromatografi

Kromatografiden once ekstrakt (5.2) ya da hidrolizat (5.3.4) oda sicakligina getirilir, karigim calkalamr ve uygun
bir miktar 0,22 um membran filtreden (4.5) siiziiliir. Elde edilen berrak ¢dzelti, amino asit analizorii (4.9) kullanilarak iyon
degisim kromatografisine enjekte edilir.

Enjeksiyon elle ya da otomatik olarak uygulanabilir. Bir i¢ standart kullamldigi durumlar disinda standartlar ve
numunelerin analizi i¢in kolona aym1 miktarda + %0,5 c¢ozelti eklenmesi 6nemlidir ve standartlarla numune cdzeltileri
icindeki sodyum/amino asit oranlar1 benzerdir.

Genel olarak uygulanan kalibrasyon siklig1 ninhidrin ayiracinin stabilitesine ve analitik sisteme baglidir. Numune
amino asit pik alamimn %30-200’{ oraninda bir standart pik alani vermesi igin standart ya da numune sitrat tamponu (3.24)
ile seyreltilir.

Amino asitlerin kromatografisi kullanilan analizdr tiiriine ve kullanilan regineye gore ¢ok az degisim gosterebilir.
Kullanilan sistem amino asitleri birbirinden ve diger ninhidrin-pozitif materyallerden ayirabilecek kapasitede olmalidir.
Calisma araliginda kromatografik sistem, kolona eklenen amino asitlerin miktarlarindaki degisime dogrusal bir tepki
vermelidir.

Kromatografi basamaginda; esmolar bir ¢ozelti (belirlenen aminoasitlerin) analiz edildiginde asagida bahsedilen
cukur/pik yiikseklik oranlart uygulanir. Bu esmolar ¢dzelti amino asit analizér sistemi (4.9) ile hassas bir bi¢imde
oOlciilebilecek olan her bir amino asidin en azindan %30’ unu i¢ermelidir.

Treonin-serin ayirimi igin kromatogramdaki iki ¢akisan amino asidin daha diisiigiiniin ¢ukur:pik yiiksekligi orani
2:10’u ge¢memelidir. (Sistein, metiyonin, treonin ve lizin belirlenecekse, birlesik piklerden kaynaklanan yetersiz ayirim
belirlemeyi olumsuz etkiler). Tiim diger amino asitlerin ayirimi 1:10’dan daha iyi olmalidir.

Sistemde lizinin, lizin benzeri maddelerden ve ornitinden ayrildigina emin olunmalidir.
6. Sonuclarin Hesaplanmasi

Numune ve standart pik alanlart her bir amino asit i¢in ayr1 ayr1 dl¢iiliir ve miktar(X), her bir kilograma diigen
amino asit miktar1 g olarak asagidaki gibi hesaplanir:

AxecexM=xV

X=
Bxmx1000

Bir i¢ standart kullanilacaksa D/C ile ¢arpilir.

A = Pik alani, hidrolizat ya da ekstrakt

B = Pik alany, kalibrasyon standart ¢ozeltisi

C = Pik alany, hidrolizat ya da ekstrakt iginde i¢ standart

D = Pik alani, i¢ standart, kalibrasyon standart ¢ozeltisi

M = Belirlenen amino asidin mol agirlig

¢ = umol/ml cinsinden standardin yogunlugu

m = Numune agirlig1 (g) (kurutulmussa ya da yag1 ¢ikarilmissa orijinal agirhigina gére diizeltilmelidir)
V = Toplam hidrolizat (5.3.4) ya da ekstraktin ml cinsinden hesaplanan toplam seyrelti hacmi (6.1)

Hem sistin hem de sistein, oksitlenmis numunenin hidrolizatlarindaki sisteik asit olarak belirlenir, ancak mol
agirlign M =120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30 g/mol) kullanilarak sistin olarak hesaplanir (CsH,N,O4S,, M 240,30 g/mol)

Oksitlenmis numunenin hidrolizatlarindaki metiyonin, metiyonin siilfon olarak belirlenir, ancak metiyoninin mol
agirhigi M’149,21 g/ kullanilarak metiyonin olarak hesaplanir.

Metiyonin ekstraksiyonundan sonra ilave edilen serbest metiyonin belirlenir hesaplanmasi i¢in ayni mol agirlik
kullanilir.

6.1. Serbest amino asitlerin (5.2) belirlenmesi i¢in ekstraktlarin (F) toplam seyrelti hacmi asagidaki gibi hesaplanir:

100 ml x (10 ml+5ml) V
F= W o—
10 ml 10

V = Nihai ekstraktin hacmi

6. Referans materyallerin kullanim
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Metodun uygulanmasinin dogrulamasi bulunabildigi durumlarda sertifikali referans materyallerin paralel
Ol¢iimiiniin yapilmasiyla sinanmalidir. Kalibrasyonun; sertifikali amino asit kalibrasyon ¢6zeltisiyle yapilmasi onerilir.

7. Gozlemler

7.1. Amino asit analizorleri arasindaki farklardan 6tiirii; standart amino asitlerin (bakiniz 3.27.4 ve 3.27.5) ve hidrolizatlarin
(bakimz 5.3.4) kalibrasyon ¢ozeltilerinin son konsantrasyonlar1 kilavuz olarak alinmalidir. Cihazlarin lineer tepkilerinin
araligl tim amino asitler i¢in kontrol edilmelidir. Standart ¢6zelti; araligin ortasindaki tepe alanlarini vermesi igin sitrat
tamponu ile seyreltilir.

7.2. Yiiksek performans sivi kromatografik donanimlarin hidrolizatlarin analizinde kullanildig1 yerlerde, deneysel kosullar
iireticinin Onerilerine gore optimize edilmelidir.

7.3. %1°den fazla kloriir iceren yemlere (konsantre, mineral yemler, takviye yemler) Metodun uygulanmasiyla, metiyoninin
eksik tahmin edilmesi durumu olusabilir ve 6zel uygulama yapilmas: sarttir.

F.Triptofan Tayini
1. Amac ve kapsam

Bu metot, yemdeki toplam ve serbest triptofan miktarini belirlemek igindir. D- ve L- formlar1 arasinda bir ayrim
yapmaz.

2. Prensip

Toplam triptofan tayini i¢in numune, alkali kosullar altinda doymus baryum hidroksit ¢ozeltisi ile hidrolize edilir ve
20 saat boyunca 110°C’ye 1sitilir. Hidrolizden sonra i¢ standart eklenir. Serbest triptofan tayini i¢in numune, i¢ standardin
varliginda hafif asidik kosullar altinda ekstrakte edilir. Hidrolizatin ya da ekstraktin iginde triptofan ve i¢ standart, HPLC
fliioresan dedektér ile tayin edilir.

3. Ayrraglar

3.1. Iki kere distile edilmis su ya da esdeger nitelikte su kullaniimalidir (iletkenlik < 10 uS/cm)

3.2. Standard madde: Triptofan (saflik/igerik > %99) fosfor pentoksit ile vakum altinda kurutulmus

3.3. I¢ standart madde: o-metil-triptofan (saflik/icerik > %99), fosforlu pentoksit ile vakum altinda kurutulmus

3.4. Baryum hidroksit okta-hidrat (tayini bozabilecek BaCO; olusumunu 6nlemek amaciyla havaya asir1t Ba(OH), .8H,O
ac1ga ¢cikmamast i¢in gerekli 6nlemler alinacaktir) (bakiniz gézlem 9.3)

3.5. Sodyum hidroksit

3.6. Orto-fosforik asit, w (a/a) = %85

3.7. Hidroklorik asit, py 1,19 g/ml

3.8. Metanol, HPLC kalitesine esdeger

3.9. Petrol eteri, kaynama aralig1 40- 60°C

3.10. Sodyum hidroksit ¢dzeltisi, ¢ = 1 mol/l, 40,0 g NaOH (3.5) su iginde ¢ozdiiriiliir ve su ile 1 litreye tamamlanir (3.1)
3.11. Hidroklorik asit, c = 6 mol/l, 492 ml HCI (3.7) alinir ve su ile 1 litreye tamamlanir.

3.12. Hidroklorik asit, ¢ = 1 mol/l, 82 ml HCI (3.7) alinir ve su ile 1 litreye tamamlanir.

3.13. Hidroklorik asit, c = 0,1 mol/l, 8,2 ml HCI (3.7) alimir ve su ile 1 litreye tamamlanir.

3.14. Orto-fosforik asit, ¢ = 0,5 mol/l, 34 ml orto-fosforik asit (3.6) alinir ve su ile 1 litreye tamamlanir. (3.1)

3.15. Konsantre triptofan ¢ozeltisi (3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml, 500 ml’lik balon jojede 0,2553 g triptofan (3.2) hidroklorik asit
(3.13) icinde ¢oziindiiriiliir ve isarete kadar hidroklorik asit (3.13) ile tamamlanir. - 18°C’de en fazla 4 hafta saklanir.

3.16. Konsantre i¢ standart ¢ozeltisi, ¢ = 2,50 pmol/ml, 500 mI’lik balon jojede 0,2728 g a-metil-triptofan (3.3) hidroklorik
asit (3.13) iginde ¢Oziindiiriiliir ve isarete kadar hidroklorik asit (3.13) ile tamamlanir. - 18°C’de en fazla 4 hafta saklanir.

3.17. Triptofan ve i¢ standardin kalibrasyon standart ¢ozeltisi, 2,00 ml konsantre triptofan ¢ozeltisi (3.15) ve 2,00 ml
konsantre i¢ standart (a-metil-triptofan) ¢ozeltisi (3.16) alinir. Bitmis hidrolizatta ayni1 hacimde ve ayni metanol
konsantrasyonunda (%10 - %30) olacak sekilde esit hacimdeki su (3.1) ve metanol (3.8) ile seyreltilir. Bu ¢ozelti
kullanmadan &nce taze olarak hazirlanmalidir. Hazirlama sirasinda dogrudan giines 1s1gindan korunmalidir.

3.18. Asetik asit

3.19. 1,1,1-trikloro-2-metil-2-propanol

3.20. Etanolamin w (a/a) > %98

3.21. 100 ml metanol (3.8) i¢inde 1 g 1,1,1-trikloro-2-metil-2-propanol (3.19) ¢dzeltisi
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3.22. HPLC igin mobil faz: 3,00 g asetik asit (3.18) + 900 ml su (3.1) + metanol (3.8) i¢inde 50,0 ml 1,1,1-trikloro-2-metil-2-
propanol (3.19) ¢ozeltisi (3.21) (1g/100ml). Etanolamin (3.20) kullanarak pH’1 5,00’a ayarlanir. Su ile 1000 ml’ye
tamamlanir (3.1)

4. Cihaz

4.1. Spektroflorometrik detektérlii HPLC ekipmani

4.2. Stv1 kromatografik kolon, 125 mm x 4 mm, C18, 3 pm dolgu ya da esdegeri
4.3. pH metre

4.4. Polipropilen erlen, 125 ml kapasiteli, genis boyunlu ve vidali kapakli
4.5. Membran filtre, 0,45 pm

4.6. Otoklav, 110 (= 2)°C, 1,4 (£ 0,1) bar

4.7. Mekanik calkalayici ya da manyetik karistirict

4.8. Vorteks karistirict

5. Metot

5.1. Numunelerin hazirlanmasi

Numune 0,5 mm elekten gececek sekilde giitiiliir. Nem igerigi yiiksek numuneler en fazla 50°C sicaklikta hava
kurutulmali etiivde ya da &giitiilmeden dnce dondurularak kurutulmalidir. Yiiksek yag icerikli numuneler 6giitiilmeden 6nce
petrol eteri (3.9) ile ekstrakte edilecektir.

5.2. Serbest triptofan tayini (ekstrakt)

Hazirlanmis numuneden (5.1) uygun bir miktar (1-5 g) 1 mg hassasiyetle erlene tartilir. 100,0 ml hidroklorik asit
(3.13) ve 5,00 ml konsantre i¢ standart ¢ozelti (3.16) eklenir. Mekanik bir ¢alkalayici ya da manyetik bir karistirict (4.7)
kullanarak 60 dakika boyunca ¢alkalanir ya da karistirilir. Cokeltinin ¢okmesi beklenir ve 10,0 ml’lik siipernatant ¢ozelti
pipetle bir behere alinir. 5 ml orto-fosforik asit (3.14) eklenir. Soydum hidroksit (3.10) kullanarak pH 3’e ayarlanir. Nihai
hacimde %10 ila %30 arasinda bir metanol konsantrasyonu elde etmek icin yeteri kadar metanol (3.8) eklenir. Uygun
hacimdeki bir balon jojeye aktarilir ve su ile kromatografi i¢in gereken bir hacme seyreltilir (Yaklasik olarak kalibrasyon
standart ¢ozeltisiyle (3.17) ayn1 hacimde).

HPLC kolonuna enjeksiyondan dnce 0,45 pm’lik bir membran filtresinden (4.5) birkag ml ¢ozelti siiziiliir. 5.4.”¢ uygun
sekilde kromatografi isleme devam edilir.

Standart ¢ozelti ve ekstraktlar dogrudan giines 1s18indan korunur. Ekstraktlarin ayni giin analizi miimkiin degilse,
ekstraktlar 5°C’de en fazla 3 giin saklanabilir.

5.3. Toplam triptofan tayini (hidrolizat)

Hazirlanmis numuneden (5.1) 0,1 ila 1 g’1 0,2 mg hassasiyetle polipropilen malzemeye (4.4) tartilir. Tartilan
numune kisminda yaklasik 10 mg azot igerigi olmalidir. 8,4 g baryum hidroksit okta-hidrat (3.4) ve 10 ml su eklenir. Bir
vorteks karistiricida (4.8) ya da mekanik karigtiricida (4.7) karistirilir. Teflon kaplanmis miknatis karigim icinde birakilir.
Kabin duvarlar1 4 ml su ile yikanir. Vidali kapag: takilir ve balon joje gevsekge kapatilir.

Kaynayan su igeren bir otoklava (4.6) aktarilir ve 30-60 dakika buhar verilir. Otoklav kapatilir ve 110 (£ 2)°C’de
20 saat boyunca otoklavlanir.

Otoklavi agmadan dnce sicakligr 100°C’nin biraz altina diisiiriiliir. Ba(OH), - 8 H,O kristallesmesini dnlemek i¢cin
sicak karigima oda sicakliginda 30 ml su eklenir. Yavasea galkalanir ya da karistirtlir. 2,00 ml konsantre i¢ standart (o-metil-
triptofan) ¢ozeltisi (3.16) eklenir. Kaplar su/buz banyosunda 15 dakika sogutulur. Ardindan 5 ml orto-fosforik asit (3.14)
eklenir. Kap sogutucu banyoda tutulur ve HCI (3.11) ile nétrlestirilir, bu sirada karistirilir ve HCI (3.12) kullanilarak pH’1
3,0’e ayarlanir. Nihai hacimde %10 ila %30 arasinda bir metanol konsantrasyonu elde etmek i¢in yeteri kadar metanol
eklenir. Uygun hacimdeki bir balon jojeye aktarilir ve su ile kromatografi i¢in gereken tanimlanmis hacme (6rnegin 100 ml)
seyreltilir. Metanoliin eklenmesi ¢okeltiye neden olmayacaktir. HPLC kolonuna enjeksiyondan dnce birkag ml ¢ozelti 0,45
um’lik bir membran filtresinden (4.5) siiziiliir. 5.4’¢ uygun sekilde kromatografi adimina gegilir.Standart ¢ozelti ve
hidrolizatlar1 dogrudan giines 1s18indan korunur. Hidrolizatlarin ayni giin analizi miimkiin degilse, 5°C’de en fazla 3 giin
saklanabilirler.

5.4. HPLC tayini

Asagidaki izokratik eliisyon kosullart rehber olarak sunulmustur; esdeger sonuglar vermeleri kaydiyla baska kosullar da
kullamlabilir (bakimz gozlemler 9.1 ve 9.2):

S1vi kromatografik kolon (4.2): 125 mm x 4 mm, C18, 3 pm dolgu ya da esdegeri
Kolon sicakligi:  Oda sicakligt
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Mobil faz (3.22): 3,00 g asetik asit (3.18) + 900 ml su (3.1) + metanol i¢inde (3.8) 50,0 ml 1,1,1-trikloro-2- metil-2
propanol (3.19) ¢ozeltisi (3.21) (1 g/100 ml). Etanolamin (3.20) kullanarak pH 5,00’e ayarlanir. Su ile 1000 ml’ye
tamamlanir (3.1)

Akis lizi:1 ml/dak.

Toplam ¢alisma siiresi: Yaklagik 34 dak.

Tespit dalga boyu: eksitasyon: 280 nm, emisyon: 356 nm.
Enjeksiyon hacmi: 20 pl

6. Sonug¢larin hesaplanmasi

100g numune basina g cinsinden triptofan miktar1 (X) asagidaki gibi hesaplanir:

X= (AxBxV;xcxV,xM)/(CxDxV;x 10000 x m)

A = I¢ standardin pik alam, kalibrasyon standardi ¢ézeltisi (3.17)

B = Triptofan pik alani, ekstrakt (5.2) ya da hidrolizat (5.3)

V1 = Kalibrasyon ¢ozeltisine (3.17) eklenen konsantre triptofan ¢ozeltisinin (3.15) ml cinsinden hacmi (2 ml)

¢ = Kalibrasyon ¢ozeltisine (3.17) eklenen konsantre triptofan ¢ozeltisinin (3.15) pmol/ml cinsinden konsantrasyonu (= 2,50)
V2 = Ekstraksiyonda (= 5,00 ml) (5.2) hacmi ya da hidrolizata (= 2,00 ml) (5.3) eklenen konsantre i¢ standart ¢dzeltisinin
(3.16) ml cinsinden

C = I¢ standardin pik alani, ekstrakt (5.2) ya da hidrolizat (5.3)

D = Triptofanin pik alani, kalibrasyon standardi ¢ozeltisi (3.17)

V3 = Kalibrasyon standart ¢ozeltisine (3.17) eklenen konsantre i¢ standardi ¢dzeltisinin (3.16) ml cinsinden hacmi (= 2,00
ml)

m = g Cinsinden numune agirlig1 (kurutulmus ve/veya yagi alinmigsa orijinal agirliga gore diizeltilmis)

M = Triptofanin mol agirligi (= 204,23 g/mol)

7. Tekrarlanabilirlik

Ayn1 numunenin iki paralel tayininin sonuglari arasindaki fark en yiiksek sonucun %10’unu gegmemelidir.
8. Gozlemler
8.1. Asagidaki 6zel kromatografik kosullar triptofan ile a-metiltriptofan arasinda daha iyi bir ayirim sunabilir.
Gradyan kolonu temizlemesiyle elde edilen izokratik eliisyon:
S1vi kromatografik kolon: 125 mm x 4 mm, C18, 5 pm dolgu ya da esdegeri
kolon sicakligi: ~ 32°C

Mobil faz: A: 0,01 mol/l KH,PO4/metanol, 95+5 (H+H).
B: metanol
Gradyan programi: 0dak. %100A %0B

15 dak. %100 A %0 B
17 dak. %60 A %40B
19 dak. %60 A  %40B
21 dak. %100 A %0 B
33 dak. %100 A %0 B
Akis hizi: 1,2 ml/dak.
Toplam ¢alisma siiresi: yaklasik 33 dak.

8.2. Kromatografi HPLC tiiriine ve kullanilan kolon dolgu materyaline gére degisecektir. Segilen sistem, triptofan ile i¢
standart arasindaki kromatografik ayrim verebilmelidir. Ayrica pargalanma triinlerinin triptofan ve i¢ standardindan iyi
ayrilmasi da onemlidir. Safsizliklar igin i¢ standart altinda temel ¢izgiyi denetlemek amaciyla i¢ standart igermeyen
hidrolizatlar calistirilacaktir. Calisma siiresinin, tiim pargalanma firiinlerinin eliisyonu i¢in yeterince uzun olmast énemlidir,
aksi halde gec eliisyon pikleri sonraki kromatografik calistirmalari etkileyebilir.

Islem siiresince kromatografik sistem dogrusal bir yanit verecektir. Dogrusal yamt sabit (normal) bir i¢ standart
konsantrasyonu ve degisen triptofan konsantrasyonlar: ile Olgiilecektir. Hem triptofan hem de i¢ standart piklerinin
boyutlarinin, HPLC/fliioresans sisteminin dogrusal aralig1 araliginda olmas: énemlidir. Triptofan ve/veya i¢ standart pik(ler)i
¢ok kiiciik ya da ¢ok biiyiikse analiz basgka bir numune boyutu ve/veya degistirilmis bir nihai hacim ile yinelenecektir.

8.3. Baryum hidroksit

Zamanla baryum hidroksitin ¢dziinmesi zorlasir. Bu durum HPLC tayini igin, diisiik triptofan sonuglar iiretebilecek
bulanik bir ¢ozeltiye yol agar.
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G. Ham Kati ve Sivi Yaglarin Belirlenmesi
1. Amac ve kapsam

Bu metot; yem igindeki ham kati1 ve sivi yaglarin belirlenmesi i¢in kullanilir. Bu; yagli tohumlarin ve yagh
meyvelerin analizlerini kapsamaz. Asagida tanimlanmis olan iki metot; yemin dogasina ve bilesimine ve yapilan analizinin
yapilis nedenine baglidir.

1.1. Metot A — Dogrudan ekstrakte edilebilen ham kati ve siv1 yaglar
Bu metot; Metot B kapsaminda olanlar hari¢ bitki kokenli yem maddeleri igin uygulanabilir.
1.2. Metot B— Total ham kat1 ve s1v1 yaglar

Bu metot; hayvansal kokenli yem maddeleri ve tiim karma yemler igin uygulanabilir. Bu metot; 6n bir hidroliz
yapilmadan sivi ve kat1 yaglar1 ekstrakte edilemeyen tiim yemler igin kullamlir (6rnegin glutenler, maya, patates proteinleri
ve ekstriizyon, ezme ve 1sitma gibi iglemlerden gegirilmis tirtinler).

1.3. Sonuglarin yorumlanmasi

Metot B’ nin Metot A’ dan daha yiiksek sonug verdigi tiim durumlarda, Metot B* den elde edilen sonug dogru deger
olarak kabul edilmelidir.

2. Prensip
2.1. Metot A

Numune petrol eteri ile ekstrakte edilir. Coziicii damutilir, kalmtt kurutulur ve tartilir.
2.2. Metot B

Numune; hidroklorik asitle 1s1 altinda islem goriir. Karisim sogutulur ve siiziliir. Kalint1 yikanir ve kurutulur ve
Metot A’ ya gore isleme devam edilir.

3. Ayrraglar

3.1. Petrol eteri, kaynama araligi: 40 - 60°C. Brom degeri 1’ den diisiik olmal1 ve buharlasmadaki kalintt 2 mg/100 ml’den az
olmalidir.

3.2. Sodyum siilfat, susuz

3.3. Hidroklorik asit, ¢ = 3 mol/l

3.4. Filtrasyon yardimci malzemesi, 6rnegin Kieselguhr, Hyflo-supercel
4. Cihazlar

4.1. Ekstraksiyon cihazi. Eger Ekstraksiyon cihazi sifonluysa (Soxhlet cihazi), geri akis orani; saatte yaklasik 10 doniis
olusturacak kadar olmalidir; eger sifonsuz tipse, dakikada yaklagik 10 ml geri akim olusturacak kadar olmalidur.

4.2. Ekstraksiyon; kartusu, petrol eteri i¢inde ¢dziilebilen madde igermeyen ve madde 4.1’de belirtilen gézenekli sahip
4.3. Etiiv, ya 75 + 3°C’de vakum etiiv seti ya da 100 = 3°C’de hava etiivii

5. Metot

5.1. Metot A (bakimz madde 8.1)

5 g ornek, 1 mg hassasiyetle tartilip bir Ekstraksiyon kartusuna (4.2) aktarilir ve yagsiz bir hidrofil pamuk ile
kapatilir.

Kartus bir ekstraktore yerlestirilir (4.1) ve 6 saat boyunca petrol eteri ile ekstrakte edilir (3.1). Petrol eteri ekstrakti;
kuru, tartilmis ve siinger tagi parcalar iceren bir balona toplamr.(®) Céziicii damutilir. Kalintilari; balonu bir buguk saat
boyunca etiivde tutarak kurutulur (4.3).Bir desikatdriin iginde sogumaya birakilir ve tartilir. Kat1 ve sivi yaglarin agirlhiginim
ayn1 kaldigindan emin olmak i¢in 30 dakika boyunca tekrar kurutulur (birbirini izleyen bu iki tartim arasindaki fark 1mg’dan
azyada 1 mg’ a esit olmalidir).

5.2. Metot B

2,5 g ornek, 1 mg hassasiyetle tartilip (bakiniz madde 8.2), 400ml’lik bir behere ya da 300 ml’lik bir konik cam
balona yerlestirilir ve 100 ml hidroklorik asit (3.3) ve siinger tasi1 pargalar: eklenir. Beher bir saat camu ile kapatilir ya da
konik cam balonu bir geri-sogutucuya yerlestirilir. Karigim diisiik ates ya da 1sitici iizerinde yavasca kaynamaya getirilir ve
bir saat boyunca orda tutulur. Uriiniin; kabin duvarlarina yapismasina izin verilmemelidir. Sogutulur ve siizme sirasinda hig

(%) Kat1 ve sivi yaglarin kalite testine girmesi gerektigi durumlarda, siingertasi parcalari yerine cam boncuklar kullanilir.
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katt ya da s1vi yag kaybi olmamasina yetecek kadar siizme destegi eklenir. Nemlendirilmis, yagsiz iki kath siizge¢ kagidi ile
stiziillir. Kalanlar; notr bir siiziintii elde edene kadar soguk su ile yikanir. Siizlintiiniin herhangi bir kat1 ya da siv1 yag
icermedigi kontrol edilir. Kat1 ya da sivi yaglarin varligi; hidrolizden 6nce 6rnegin Metot A kullanilarak petrol eterile
ekstrakte edilmesi gerektigini gosterir.

Kalintilart iceren iki katl siizgeg kagidini bir saat cami tizerine yerlestirilir ve hava iiflemeli etiivde (4.3) bir buguk saat
boyunca 100 + 3°C’ de kurutulur.

Kalintilant igeren iki kath stizgeg kagidi bir Ekstraksiyon kartusuna (4.2) yerlestirilir ve yagsiz bir hidrofil pamugu
ile kapatilir. Kartus ekstraksiyon iinitesinin (4.1) igine yerlestirilir ve madde 5.1° in ikinci ve li¢lincli paragraflarinda
belirtildigi sekilde ilerlenir.

6. Sonugclarin gosterilmesi
Kalmtimn agirli§1 numunenin yiizdesi olarak gosterilir.
7. Tekrarlanabilirlik
Analizi yapan ayni1 kisi ve ayn1 numune iizerinde yapilan 2 paralel 6l¢limiiniin sonuglari arasindaki fark:
— %5’ ten az ham kat1 ya da s1v1 yag igerigi olanlar i¢in mutlak degerde % 0,2’ den,
— lcerikleri %S5 ile %10 arasindaki icin en yiiksek sonuglara gére bagil olarak %4,0’ dan,
— lcerikleri %10’dan fazla olanlar i¢in mutlak deger olarak %0,4’ ten fazla olmamalidir.
8. Gozlemler

8.1. Pargalamasi zor olan ya da homojen bir numuneye doniistiiriilmesi zor olan yiiksek kati ve siv1 yag icerigine sahip olan
iirtinler i¢in agagidaki gibi ilerlenir.

20 g numune 1 mg hassasiyetle tartilir ve 10 g ya da daha fazla anhidre (susuz) sodyum siilfat (3.2) ile karistirilir.
Madde 5.1°de belirtildigi gibi petrol eteri (3.1) ile ekstrakte edilir. Elde edilen ekstrakt petrol eteri (3.1) ile 500 ml’ ye
tamamlanir ve karistirtlir. 50 ml ¢6zelti alnir ve kurutulmus tartilmis ve siingertast pargalari iceren cam balona yerlestirilir.
Coziicli damitilip, kurutulur ve madde 5.1°in son paragrafinda belirtildigi gibi ilerlenir. Kartus i¢inde kalan kalintilardan
¢oziicii ayirilir, kalintilar 1 mm’lik incelikte pargalanip, tekrar kartusun igine alinir (sodyum siilfat eklenmez) madde 5.1° in
ikinci ve liglincii paragraflarinda belirtildigi sekilde ilerlenir.

Asagidaki formiilii kullanarak kat1 ve s1v1 yag iceriginin numunedeki yiizdesini hesaplanir:
(10m; + myp) x 5
m, = [lk ekstraksiyondan sonraki kalmtinmin gram cinsinden agirhgi (ekstraktin s1vi kismu),
m, = Ikinci ekstraktraksiyondan sonraki kalintinin gram cinsinden agirhig;.
8.2. Kat1 ve s1v1 yag orani diisiik iirlinlerde test numunelerinin agirhigs 5 g’a ¢ikarilabilir.

8.3. Yiiksek miktarda su igeren pet hayvan yemlerinin; her bir Metot B’de hidroliz ve ekstraktsiyon isleminden 6nce susuz
sodyum siilfat ile karistirilmas: gerekebilir.

8.4. Paragraf 5.2’de; siizdiikten sonra soguk su yerine sicak su ile yikama yapmak daha etkili olabilir.

8.5. Bazi yemler icin kurutma siiresi olan 1,5 saatin uzatilmasi gerekebilir. Disiik sonuglara sebep olmamak igin asiri
kurutmadan kagimlmalidir. Mikrodalga etiiv de kullanilabilir.

8.6. Eger ham kat1 ya da sivi yag oram1 %15°ten yiiksek ise; Metot A icin On-Ekstraksiyon ve Metot B i¢in tekrar-
Ekstraksiyon Onerilir. Baz1 yemler i¢in bu yemdeki kati/sivi yag yapisina ve yemin yapisina baglidir.

G. Ham Seliiloz Tayini
1. Amag ve kapsam

Bu metot; yemlerde ham seliiloz miktarinin belirlenmesini miimkiin kilar.
2. Prensip

Gerekli ise yag1 alinmis numune, belirli yogunluktaki siilfiirik asit ve potasyum hidroksit ¢ozeltileriyle ile arka
arkaya kaynatilir. Kalintil; sinterlenmis cam filtre iizerinde siiziilerek ayrilir, yikanir, kurutulur, tartilir ve 475 ile 500°C
araliginda yakilir. Yanma sonunda olusan agirlik kaybi, numunedeki ham seliiloz miktarma karsilik gelir.

3. Ayrraglar
3.1. Silfurik asit, ¢ = 0,13 mol/l
3.2. Kopiik engelleyici madde (6rnegin, n-oktanol)
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3.3. Filtre yardime1 malzemesi (Celite 545 ya da esdegeri) dort saat boyunca 500°C’de yakilmus, (8.6)
3.4. Aseton

3.5. Petrol eteri, kaynama aralig1 40 ile 60°C olan

3.6. Hidroklorik asit, ¢ = 0,5 mol/l

3.7. Potasyum hidroksit ¢ozeltisi, ¢ = 0,23 mol/l

4. Cihazlar

4.1. Isitma iinitesi, siizme krozesi (4.2) i¢in destegi olan ve kapakl likit ¢ikisi ve vakumu —miimkiinse basingli hava ile-
saglayan siilfiirik asit ve potasyum hidroksitle pargalama isleme i¢in. Her kullanimdan 6nce iinite kaynayan su ile 5 dakikada
boyunca 6n 1sitmaya tabi tutulur.

4.2. Gézenek boyutu 40-90 pm olan sinterlenmis cam siizge¢ plakali kroze (nuge krozesi). ilk kullanimdan 6nce birkag
dakika boyunca 500°C’ ye 1sitilir ve sogutulur (8.6)

4.3. Kaynamaya uygun, geri sogutuculu en azindan 270 ml kapasiteli silindir
4.4. Termostatl kurutma etiivii
4.5. Termostath kiil firim

4.6. Ekstraksiyon tinitesi, siizge¢ krozesi (4,2) i¢in destek plakasindan olusan ve vakum igin kapakli bosaltim borusu ve sivi
¢ikist olan

4.7. Birlestirme halkalari, 1sitma tinitesi (4.1), kroze (4.2) ve silindiri (4.3) monte etmek ve soguk ekstraksiyon tinitesi (4.6)
ve krozeyi birbirine baglamak i¢in

5. Metot

1 g numune, 1 mg hassasiyetle kroze igerisine tartilir ve (bakiniz gézlem 8.1, 8.2 ve 8.3) ve 1 g filtreleme destegi
filtre yardimc1 malzemesi eklenir (3.3).

Isitma {initesi (4.1) ve filtre krozesi (4.2) monte edilir daha sonra silindir (4.3) krozeye baglanir. 150 ml kaynayan
stilfiirik asit (3.1) baglanmus silindir ve krozeye dokiiliir ve eger gerekli ise birkag damla kopiik 6nleyici madde (3.2) eklenir.

S1vi 5 + 2 dakika iginde kaynama durumuna getirilir ve aktif bir bicimde tam olarak 30 dakika boyunca kaynatilir.
Bosaltim borusunun kapagi agilir (4.1) ve vakum altinda siilfiirik asit filtre krozeden gecirilir ve kalintilar ard ardina {i¢ defa
30 ml kaynayan suyla yikanir, her yitkamadan sonra siiziilen edilen kalintinin kuru oldugundan emin olunmalidir.

Cikis kapagi kapatilir ve 150 ml kaynayan potasyum hidroksit ¢ozeltisi (3.7) baglanmus silindir ve krozeye dokiiliir
ve birkag damla kopiik 6nleyici madde (3.2) eklenir. Siv1 5 + 2 dakika iginde kaynama durumuna getirilir ve aktif bir bigimde
tam olarak 30 dakika boyunca kaynatilir. Siiziiliir ve siilflirik asit i¢in uygulanan yikama islemi tekrarlanir. Son yikama ve
kurutma adimindan sonra krozenin ve parcalarmin baglantist ayrilir ve kroze tekrar soguk ekstraksiyon iinitesine (4.6)
baglanir. Vakum uygulanir ve kroze igindeki kalintilar ard1 ardina ti¢ defa 25 ml aseton (3.4) ile yikanir, her yikamadan sonra
stiziilen kalintinin kuru oldugundan emin olunmalidir.

Kroze 130°C’ de etiivde sabit agirliga gelene kadar kurutulur. Kurutmadan sonra desikatérde sogutulur ve hemen
tartilir. Kroze kiil firinina yerlestirilir ve sabit agirlhiga kadar 475 ile 500°C araliginda en azindan 30 dakika boyunca yakilir
(birbirini izleyen bu iki tartim arasindaki fark 2 mg’dan az ya da 2 mg’ a esit olmalidir). Her yakmadan sonra dnce firin
icinde daha sonra desikatdrde sogutulur tartilir.

Numune igermeyen bos bir test uygulanir. Yakma sonucu olusan agirlik kaybi 4 mg’1 asmamalidir.
6. Sonugclarin hesaplanmasi

Ham seliiloz igeriginin numunedeki yiizdesi soyle ifade edilir:

(mg-m;) x 100
m

X =

m = Numune agirligig
m0 = Yaktiktan sonraki agirlik kaybi, g
ml = Numune icermeyen bos testin yaktiktan sonraki agirlik kaybi, g

7. Tekrarlanabilirlik
Ayni numune i¢in iki paraleller arasindaki fark:
- % 10’dan daha az ham seliiloz kapsayan numunelerde mutlak deger olarak % 0.6’dan

- %10 ve daha fazla ham seliiloz kapsayan numunelerde en yiiksek sonucun % 6’sindan fazla olmamalidir.
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8. Gozlemler

8.1. %10’dan fazla ham yag igerigi olan yemlerin analizden dnce petrol eteri (3.5) ile yag1 alinmalidir. siizme krozesi (4.2) ve
pargcalari soguk ekstraksiyon iinitesine (4.6) baglanir, Vakum uygulanir ve kroze i¢indeki kalintilar ardi ardina ti¢ defa 30 ml
petrol eteri ile yikanir, kalintinin kuru oldugundan emin olunmalidir. Kroze ve pargalari 1sitma iinitesine (4.1) ve 5.1°e gore
isleme devam edilir.

8.2. Petrol eteri (3.5) ile yag1 alinamayan yemlerin yag: 8.1°de gosterildigi gibi alinmali ve daha sonra kaynayan asit ile bir
kez daha yaglar1 alinmalidir. Asitle kaynatilmasindan sonra yikama agamasindan sonra kroze ve parcalar1 soguk Ekstraksiyon
iinitesine (4.6) baglanir ve ii¢ defa 30 ml asetonla yikamay: takiben ii¢ defa 30 ml petrol eteri ile yikanir. Vakum altinda
kuruyana kadar filtre edilir ve potasyum hidroksit islemi ile baslayan 5’i isleme devam edilir.

8.3. Eger yem %5’ten fazla karbonat} (kalsiyum karbonat olarak) igeriyorsa olarak numune ile birlikte kroze (4.2) 1sitma
initesine (4.1) baglanir numune ii¢ defa 30 ml hidroklorik asitle (3.6) yikanir. Her bir eklemeden sonra numunenin
stiziilmeden o6nce bir dakika boyunca beklemesine izin verilir. 30 ml su ile bir defa yikanir ve 5’e gore isleme devam edilir.

8.4. Stand seklinde bir cihaz kullaniliyorsa (birgok kroze ayni 1sitma iinitesine baglanmistir) ayn1 numunenin iki paraleli ayn1
seri iginde analiz edilemeyebilir.

8.5. Eger kaynatmadan sonra asidik ve bazik ¢ozeltileri siizmek zor ise 1sitma iinitesinin bosaltim borusundan basingli hava
kullamlir ve stizmeye devam edilir.

8.6. Yakma islemi icin sicaklik; cam filtre krozelerinin émriinii uzatmak i¢in 500°C’den daha yiiksek olmamalidir. Isitma
sogutma dongiileri sirasinda asir1 termal sokun engellenmesi i¢in dikkat edilmelidir.

H. Seker Tayini
1. Amac ve kapsam

Bu metot; indirgen seker ve inversiyondan sonra toplam seker miktarini glukoz olarak veya gerekirse 0,95 faktorii
ile carpilarak sakkaroz olarak belirlemeyi miimkiin kilar. Karma yemlere uygulanabilir. Diger yemler igin 6zel metotlar
bulunmaktadir. Gerektigi noktada laktoz ayr1 olarak dlgiiliir ve sonuglar hesaplanmirken dikkate alinir.

2. Prensip

Sekerler seyreltilmis etanol ile ekstrakte edilir; Carrez I ve II ¢ozeltileri ile berraklastirilir. Etanolun ayrilmasindan
sonra, inversiyondan 6nceki ve sonraki miktarlar Luff-Schoorl metodu ile belirlenir.

3. Ayrraglar
3.1. Etanol ¢ozeltisi %40 (v/v) 20°C’de yogunluk: 0,948 g/ml, fenolftalein ile nétrlestirilmis.

3.2. Carrez I ¢ozeltisi: 21,9 g ¢inko asetat Zn (CH;COO), 2H,0 ve 3 g glasiyel asetik asit su i¢inde ¢oziindiiriiliir. Su ile 100
ml’ye tamamlanr.

3.3. Carrez II ¢ozeltisi: 10,6 g Potasyum ferro siyaniir K4Fe (CN)s 3H,O su iginde ¢oziindiiriiliir. Su ile 100 ml’ye
tamamlanir.

3.4. Metil oranj, % 0,1 (w/v)

3.5. Hidroklorik asit 4 mol/l

3.6. Hidroklorik asit 0,1 mol/l

3.7. Sodyum hidroksit ¢ozeltisi 0,1 mol/l

3.8. Luft-Schoorli ayiraci: Dikkatlice karigtirarak sodyum karbonat ¢ozeltisinin (3.8.3) icine sitrik asit ¢ozeltisi (3.8.2)
dokiiliir. Bakir siilfat ¢ozeltisi (3.8.1) eklenir ve su ile 1 litreye tamamlanir. Cokmesi i¢in gece boyunca bekletilir ve siiziiliir.
Elde edilen ayiracin (Cu 0,05 mol/litre; Na,CO; 1 mol/l) konsantrasyonu kontrol edilir, (bakimz (5.4) son paragraf)
Cozeltinin pH degeri yaklasik olarak 9,4 olmalidir.

3.8.1. Bakur siilfat ¢ozeltisi: 25 g bakir siilfat (demir icermeyen); CuSO4 SH,0O, 100 ml su i¢inde ¢oziindiiriiliir.
3.8.2. Sitrik asit ¢ozeltisi: 50 g sitrik asit C¢HgO7-H,0O 50 ml su i¢inde ¢dziindiiriiliir.

3.8.3. Sodyum karbonat ¢ozeltisi: 143,8 g susuz sodyum karbonat yaklasik 300 ml 1lik su i¢inde ¢6ziindiiriiliir. Sogumaya
birakilir.

3.9. Sodyumtiyosiilfat ¢ozeltisi 0,1 mol/l

3.10. Nisasta ¢ozeltisi: 5 g nisasta 30 ml su iginde ¢oziiliirlerek karisim 1 litre kaynayan suya eklenir. 3 dakika kaynatilir ve
sogumaya birakilir, gerekli ise 10 mg civa iki iyodiirii koruyucu olarak eklenir.

3.11. Siilfiirik asit 3 mol/l
3.12. Potasyum iyodiir, ¢dzelti %30 (w/v)
3.13. Graniil siinger tas1, hidroklorik asit iginde kaynatilmis, su ile yikanmis ve kurutulmus;

3.14. 3-metilbiitan-1-ol
21



4. Cihazlar

Calkalayici: yaklasik 35 ile 40 rpm
5. Metot

5.1. Numune ekstraksiyonu

2,5 g numune 1 mg hassasiyetle tartilir (numunenin yapisina gore numune miktari arttirilabilir.) ve 250 ml’lik balon
jojeye koyulur. 200 ml etanol (3.1) eklenir ve calkalayicida bir saat karistirilir. 5 ml Carrez 1 ¢ozeltisi (3.2) eklenir ve
yaklasik 30 saniye karistirilir. 5 ml Carrez II ¢6zeltisi (3.3) eklenir ve tekrar bir dakika karigtirilir. Etanol (3.1) ile hacme
tamamlanir, homojenize edilir ve siiziiliir. 200 ml siiziintli atilir ve etanolun ¢ogunu ayirma icin edebilmek icin yaklagik
olarak hacmin yarisina kadar buharlastirilir. Buharlasma kalintist 200 ml’lik balon jojeye ilik su kullanarak aktarilir,
sogutulur, su ile hacmine tamamlanir, homojenize edilir ve eger gerekiyorsa siiziiliir. Bu ¢ozelti indirgen sekerlerin miktarim
ve inversiyondan sonra ki toplam seker miktarim belirlemekte kullanilir.

5.2. Indirgen sekerlerin belirlenmesi

Bir pipet kullanarak; glikoz olarak adlandirilan indirgen sekerlerden en fazla 60 mg igeren ¢ozeltiden 25 ml’den
fazla olmayacak sekilde aliir. Eger gerekiyorsa saf su ile hacmi 25 ml’ye tamamlanir ve indirgen sekerin igerigi Luff-
Schoorl metodu ile belirlenir. Sonu¢ numune igindeki glikoz igeriginin yiizde olarak ifadesidir.

5.3. Inversiyondan sonra toplam sekerin belirlenmesi

Bir pipet kullanarak ¢ozeltiden 50 ml alimr ve 100 ml’lik balon jojeye aktarilir. Birkag damla metil oranj ¢dzeltisi
(3.4) eklenir daha sonra dikkatlice ve siirekli karistirarak sivi belirgin bir kirmiziya doénene kadar hidroklorik asit (3.5)
eklenir. 15 ml hidroklorik asit (3.6) eklenir ve balon joje hizli kaynayan su banyosuna daldirilir ve burada 30 dakika tutulur.
Hizlica 20°C’ye sogutulur ve 15 ml sodyum hidroksit ¢ozeltisi (3.7) eklenir. Saf su ekleyerek 100 ml’ye tamamlanir ve
homojenize edilir. indirgen sekerden 60 mg’dan az olacak sekilde, 25 ml’ye kadar aliir 25 ml’den az alinnugsa saf su ile
hacmi 25 ml’ye tamamlanir ve indirgen sekerin igerigi Luff-Schoorl metodu ile belirlenir. Sonu¢ numune igindeki glikoz
iceriginin ya da uygun olan yerde 0,95 carpim faktérii ile sakaroz igeriginin yiizde olarak ifadesidir.

5.4. Luff-Schoorl metodu ile titrasyon

Bir pipet kullanarak 25 ml Luff-Schoorli ayiraci (3.8) alinir ve 300 ml erlene aktarilir; tam olarak 25 ml berrak
seker ¢ozeltisi eklenir. 2 graniil siingertas: (3.13) eklenir, kontrollii bir ates iizerinde elle karistirarak 1sitilir ve sivi yaklagik
iki dakika i¢inde kaynama noktasina getirilir. Erlen lizerinde yaklasik 6 cm ¢apinda bir delik bulunan ve altinda ates yakilmig
olan asbest kapli tel 6rgii lizerine hemen alinir. Alev sadece Erlenin merkezinin isitilacagi bir bigimde ayarlanmalidir. Erlen
bir geri sogutucuya baglanir. Tam olarak 10 dk boyunca kaynatilir. Hemen soguk su iginde sogutulur ve 5 dakika sonra
asagidaki sekilde titre edilir:

10 ml potasyum iyodiir ¢dzelitisi (3.12) eklenir ve hemen arkasindan 25 ml siilfiirik asit (3.11) eklenir. (¢ok
koptiklenme riskine karst dikkat edilmelidir), Tiyosiilfat ¢ozeltisi (3.9) ile donuk bir sar1 renk olusana kadar titre edilir,
nisasta indikatorii (3.10) eklenir ve titrasyon tamamlanir.

Ko&r deneme: Ayni titrasyon tam olarak 6lgiilen 25 ml Luff-Schoorl ayiraci (3.8) ve 25 ml su karistminda 10 ml
potasyum iyodiir ¢dzeltisi (3.12) ve 25 ml siilfiirik asit (3.11) eklendikten sonra kaynatmadan tekrar edilir.

6. Sonug¢larin hesaplanmasi

Tablo kullanilarak iki titrasyon degerleri arasindaki (0,1 mol/litre konsantrasyondaki sodyum tiyosiilfat diizeyleri)
farka karsilik gelen glikoz miktarinin mg cinsinden bulunur. Sonu¢ numunenin yiizdesi olarak ifade edilir.

7. Ozel Metotlar

7.1. Yemin melas bakimindan zengin oldugu ya da yemin 6zellikle homojen olmadig1 durumlarda, 20 g tartilir ve 500 ml saf
su ile 1 litrelik balon jojeye aktarilir. Calkalayicida bir saat boyunca karistirilir. Carrez I (3.2) ve II (3.3) ayiraglari
kullanilarak 5.1°e gore berraklagtirilir, ancak bu sefer her bir ayiracin dort katr kullanilir. %80°lik etanol (v/v) ile hacmine
tamamlanir .

Homojenize edilir ve siiziiliir. 5.1’e gore etanol ayrilir. Eger hi¢ dekstrinaz nisasta bulunmuyor ise, saf su ile hacme
getirilir.

7.2. Analiz yapilacak numunenin seker bakimindan zengin ve nisasta igermeyen (keci boynuzu, kurutmus seker pancari
posast gibi) yem maddeleri ve melas olmasi durumunda, 5 g tartilir ve 250 ml’lik balon jojeye aktarilir, 200 ml saf su ilave
edilir ve calkalayicida bir saat, gerekirse daha fazla kanstirthir. Carrez 1 (3.2) ve II (3.3) ayiraclari kullanilarak 5.1°de
anlatildigr sekilde berraklastirilir. Soguk saf su ile hacmine tamamlanir, homojenize edilir ve siiziiliir. Toplam seker
miktarlarim belirlemek i¢in 5.3’de anlatildig1 sekilde devam edilir.

8. Gozlemler

8.1. Kopiiklenmeyi 6nlemek igin Luff-Schoorl ayiraci ile kaynatmadan once (hacme bakilmaksizin) yaklasik 1 ml 3-
metilbiitan-1-ol (3.14) eklenmesi Onerilir.
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8.2. Inversiyondan sonraki glikoz olarak belirtilen toplam seker igerigi ile glikoz olarak belirtilen indirgen seker miktari
arasindaki fark 0,95 ile ¢arpildiginda sakaroz igeriginin ylizdesini verir.

8.3. Laktoz disinda, indirgen seker igeriginin belirlenmesi i¢in iki metot uygulanabilir:

8.3.1. Yaklagik bir hesaplama i¢in, farkli bir analiz metodu ile bulunmus laktoz igerigi 0,675 ile carpilir ve elde edilen sonug
indirgen seker igeriginden ¢ikarilir.

8.3.2. Laktoz disindaki indirgen sekerin dogru bir sekilde hesaplanmasi i¢in ayni numune iki nihai belirleme igin
kullanilmadir. Analizlerden biri 5.1°de ifade edilen ¢ozelti kullanilarak, digeri; bu amag i¢in belirlenmis metotla (diger tiir
sekerler fermente edilerek ve berraklastirilarak) laktoz belirlenmesi sirasinda elde edilen ¢dzelti kullamlarak gergeklestirilir.
Her iki durumda da var olan seker miktar1 Luff-Schoorl metodu ile belirlenir ve mg glikoz olarak hesaplamr. Bu degerlerden
biri digerinden ¢ikarilir ve fark numunenin yiizdesi olarak belirtilir.

Ornek:

Her bir belirleme i¢in alinan iki hacim 250 mg’lik numuneye karsilik gelir. Bu ilk durumda 17 ml sodyum
tiyosiilfat ¢ozeltisi (0,1 mol/I’lik) kullanilan 44,2 mg glikoza; ikincisinde 11 ml’si; 27,6 mg glikoza karsilik gelmektedir.
Aradaki fark 16,6 mg glikozdur.

Glikoz olarak hesaplanan indirgen seker igerigi (laktoz haric) soyledir:

fx166 Xl Lﬁ'ﬁ - 6,64 %
25 ml Luff-Schoorl ayiraci icin degerler tablosu
ml Na, S; O; 0,1 mol/l, iki dakika 1sitma, 10 dakika kaynatma
Na, S,03 Glikoz, fruktoz Laktoz Maltoz Na, S, O3
0,1 mol/l invert sekerler Ci» Hy Oy Ci» Hy Oy 0,1 mol/l
Cs Hiz Og

ml mg Fark mg Fark mg Fark ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 442 2,9 63,8 3,9 68,0 42 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 43 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
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21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23

I- Laktoz Tayini
1. Amac ve kapsam

Bu metot; % 0,5’ten fazla laktoz iceren yemlerdeki laktoz seviyesini belirmeyi miimkiin kilar.
2. Prensip

Sekerler su iginde ¢oziiliir. Cozelti; laktozu pargalanmadan koruyan Saccharomyces cerevisiae mayasi ile
fermantasyona tabi tutulur. Berraklagtirma ve siizme isleminden sonra; siizlintiideki laktoz igerigi Luff-Schoorl metodu ile
belirlenir.

3. Ayrraglar

3.1. Saccharomyces cerevisiae siispansiyonu: 25 g taze maya 100 ml saf su i¢inde siispanse edilir. Siispansiyon buzdolab:
icinde en fazla bir hafta siire ile saklanmalidir.

3.2. Carrez I ¢ozeltisi : 21,9 g ¢inko asetat Zn (CH;COO), 2H,0 ve 3 g glasiyal asetik asidi saf su iginde ¢oziindiirtiliir. Saf
suile 100 mI’ye tamamlanir.

3.3. Carrez ¢ozeltisi II: 10,6 g potasyum demir siyaniir KsFe (CN)s 3H,O saf su iginde ¢oziindiiriiliir. Saf su ile 100 ml’ye
tamamlanir.

3.4. Luff-Schoorl ayrraci:

Sodyum karbonat ¢ozeltisinin (3.4.3) icine dikkatlice karistirilarak sitrik asit ¢ozeltisi (3.4.2) dokiiliir. Bakr siilfat
¢ozeltisi (3.4.1) eklenir ve saf su ile 1 litreye tamamlanir. Cokmesi igin gece boyunca bekletilir ve siiziiliir. Elde edilen
ayiracin (Cu 0,05 mol/litre; Na, CO; 1 mol/litre) konsantrasyonu kontrol edilir. Cozeltinin pH degeri yaklasik 9,4 olmalidir.

3.4.1. Bakur siilfat ¢ozeltisi: 25 g bakir siilfati, Cu SO4 SH,O (demir icermeyen), 100 ml su i¢inde ¢dzlindiiriiliir.
3.4.2. Sitrik asit ¢ozeltisi: 50 g sitrik asit C¢HgO7-H,0O 50 ml su i¢inde ¢dziindiiriiliir.

3.4.3. Sodyum karbonat ¢ozeltisi: 143,8 g susuz sodyum karbonat yaklasik 300 ml 1lik su i¢inde ¢oziindiiriiliir. Sogumaya
birakilir.

3.5. Graniil siinger tas1, hidroklorik asit i¢inde kaynatilmus, su iginde yikanmig ve kurutulmus.
3.6. Potasyum iyodiir, %30’luk ¢ozelti (w/v)

3.7. Siilfiirik asit, 3 mol/l

3.8. Sodyumtiyosiilfat ¢ozeltisi 0,1 mol/l

3.9. Nisasta ¢ozeltisi: 5 g nisasta 30 ml saf su iginde ¢dzdiiriiliir, karisim 1 litre kaynayan suya eklenir. Ug dakika kaynatilir
ve sogumaya birakilir, gerekli ise 10 mg civa iki iyodiirii koruyucu olarak eklenir.

4. Cihazlar
Su banyosu, 38 - 40 “C’ye ayarlanmis termostatli
5. Metot

1 g numune 1 mg hassasiyetle tartilir ve 100 ml’lik balon jojeye aktarilir. 25 - 30 ml saf su eklenir. Balon joje 30
dakika kaynayan su banyosunda bekletilir ve sonra yaklasik 35 °C’ye sogutulur. 5 ml maya siispansiyonu (3.1) eklenir ve
homojenize edilir. Balon joje 38 - 40°C’deki su banyosunda iki saat siireyle birakilir. Yaklagik 20°C’ye sogutulur.

2,5 ml Carrez I ¢ozeltisi (3.2) eklenir ve yaklasik 30 saniye karistirilir, daha sonra 2,5 ml Carrez II ¢ozeltisi (3.3)
eklenir ve tekrar 30 saniye karistirtlir. Saf su ile 100 ml hacme tamamlanir, karstirilir ve siiziliir. Bir pipet kullanilarak;
tercihen siiziintiiden 40 ila 80 mg laktoz igerebilecek ve siiziintiiden 25 ml’den fazla olmayacak sekilde bir miktar alinir ve
300 ml hacminde bir Erlene aktarilir. Eger gerekiyorsa su ile hacmi 25 ml’ye tamamlanir (Alinan hacim 25 ml’den az ise).

5 ml maya siispansiyonu (3.1) ile ayn1 sekilde bir bos test gerceklestirilir. Laktoz igerigini Luff-Schoorl’a gére su
sekilde belirlenir: tam olarak 25 ml Luff-Schoorl ayiraci (3.4) iki graniil siingertas1 (3.5) eklenir. Orta yiikseklikteki bir
serbest ates iizerinde elle kanstirilarak 1sitilir ve sivi yaklasik iki dakika i¢inde kaynama seviyesine getirilir. Erlen, {izerinde
yaklasik 6 cm ¢apinda bir delik bulunan ve altinda ates yakilmis olan asbest kapli tel 6rgii lizerine hemen alinir. Alev sadece
Erlenin merkezinin 1sitilacagi bir bi¢cimde ayarlanmalidir. Bir geri sogutucu Erlen balonuna takilir. Tam olarak 10 dk boyunca
kaynatilir. Hemen soguk su i¢inde sogutulur ve daha sonra 5 dakikalik titrasyon asagidaki sekilde yapilir; 10 ml potasyum
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iyodiir ¢ozelitisi (3.6) eklenir ve hemen arkasindan 25 ml siilfiirik asit (3.7)eklenir. (¢ok kopiiklenme riskine kargi dikkatli
olunmalidir), Tiyosiilfat ¢ozeltisi (3.8) ile donuk bir sart renk olusana kadar titre edilir, nisasta ayiract (3.9) eklenir ve
titrasyon tamamlanir.

Ko&r deneme: Ayni titrasyon tam olarak 6lgiilen 25 ml Luff-Schoorl ayiraci (3.8) ve 25 ml su karistminda 10 ml
potasyum iyodiir ¢dzeltisi (3.12) ve 25 ml siilfiirik asit (3.11) eklendikten sonra kaynatmadan tekrar edilir.

6. Sonugclarin hesaplanmasi

Tablo kullanilarak; mg olarak sodyum tiyosiilfat 0,1 mol/litre ifade edilen, iki titrasyon degerleri arasindaki farka
karsilik gelen laktoz miktarinin mg cinsinden degeri olusturulur. Susuz laktozun sonucu, 6rnegin yiizdesi degerinden ifade
edilir.

7. Gozlemler

% 40’tan daha fazla fermente edilebilir seker iceren iirlinler i¢in 5 ml’den daha fazla maya siispansiyonu (3.1)
kullanilir.

25 ml Luff-Schoorl ayiraci i¢in degerler tablosu
ml Na; S, O; 0,1 mol/litre, iki dakika 1sitma, 10 dakika kaynatma

Na,S, O3 Glikoz, fruktoz Laktoz Maltoz Na,S, O3
0,1 mol/l invert sekerler Ci» Hy Oy Ci» Hy O 0,1 mol/l
Ce Hiy O¢
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ml mg Fark mg Fark mg Fark ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59.8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79.8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23
I. Nisasta Tayini

Polarimetrik Metot

1. Amac ve kapsam

Bu metot; nisasta seviyelerini ve yiiksek molekiiler agirlikli nisasta bozulum iiriinlerinin seviyelerini beyan edilen
enerji degerleri (EK-7 igindeki hiikiimler) ile uyusup uyusmadigini kontrol edebilmek i¢in kullanilir.

2. Prensip

Bu metot; iki asamayr kapsamaktadir. ilkinde; numune seyreltilmis hidroklorik asit ile isleme tabi tutulur.
Berraklastirma ve filtrelemeden sonra ¢dzeltinin optik sapmasi polarimetre ile dlgiiliir. Ikincisinde, numune % 40 etanol ile
ekstrakte edilir. Sitiziintii hidroklorik asit ile asitlestirilmesinden sonra, berraklastirma ve filtreleme ile ¢ozeltinin optik
rotasyonu ilkindeki gibi belirlenir. Bilinen bir faktdrle ¢arpilan iki 6l¢iim arasindaki fark 6rnegin nisasta igerigini verir.

3. Ayrracilar
3.1. Hidroklorik asit, ¢dzeltisi %25 (w/w) yogunluk: 1,126 g/ml
3.2. Hidroklorik asit, ¢ozeltisi %1,13 (w/v)

Yogunluk; %94 (v/v) etanol i¢indeki %0,1 (w/v) metil kirmizi varligi ile 0,1 mol/l sodyum hidroksit ¢ozeltisi
kullanilarak titrasyon ile kontrol edilmelidir. 10 ml’nin nétrlestirilmesi i¢in 30,94 ml NaOH 0,1 mol/l gerekmektedir.

3.3. Carrez I ¢ozeltisi: 21,9 g ¢inko asetat Zn (CH3COO), 2H,0 ve 3 g saf asetik asit su i¢inde ¢oziindiiriiliir. Su ile 100
ml’ye tamamlanr.

3.4. Carrez II ¢ozeltisi: 10,6 g demir siyaniir K4Fe (CN)s 3H,0 su iginde ¢dzlindiiriiliir. Su ile 100 m1’ye tamamlanir.
3.5. Etanol, ¢ozelti % 40 (v/v), 20°C’de yogunluk: 0,948 g/ml
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4. Cihazlar
4.1. Geri sogutucu ve 250 ml silifli Erlen
4.2. Polarimetre ya da sakarimetre
5. Metot
5.1. Ornegin hazirlanmasi
Ornek 0,5 mm yuvarlak delikli elekten gegebilecek incelige gelene kadar dgiitiiliir.
5.2. Toplam optik sapma belirlenmesi (P ya da S) (bakimiz gézlem 7.1)

1 mg hassasiyetle 2,5 g ogiitiilmiis 6rnek tartilir ve bu numune 100 ml’lik bir balon jojeye yerlestirilir. 25 ml
hidroklorik asit (3.2) eklenir, test drneginin homojen dagilimu saglanana kadar ¢alkalanir ve bir 25 ml daha hidroklorik asit
(3.2) eklenir. Balon kuvvetlice ¢alkalanarak kaynayan suyun i¢ine daldirilir ve ilk ii¢ dakika boyunca topaklanma olusumunu
onlemek i¢in devam edilir. Su banyosundaki su miktar1 balonun i¢ine daldirildiginda kaynamanin devam etmesine yeterli
olmalidir. Calkalanmasi sirasinda balon; banyodan ¢ikarilmamalidir. Tam olarak 15 dakika sonra, banyodan ¢ikarilir, 30 ml
soguk su eklenir ve hemen 20 "C’ye sogutulur. 5 ml Carrez I ¢dzeltisi (3.3) eklenir ve yaklagik 30 saniye boyunca ¢alkalanir.
Daha sonra, 5 ml Carrez Ilgdzeltisi (3.4) eklenir ve tekrar 30 saniye boyunca ¢alkalanir. Su ekleyerek hacme getrilir,
karistirtlir ve filtre edilir. Eger filtrat tam olarak berrak degilse (nadir bir durumdur) belirlemeyi, daha fazla miktar Carrez
¢ozeltisi I ve II kullanarak tekrarlamr, (6rneginl0 ml). Cozeltinin optik sapmasi 200 mm'ik tiipte polarimetre ya da
sakarimetre ile dlgiiliir.

5.3. %40 etanol iginde ¢6ziilebilen maddelerin optik sapmasinin (P' ya da S')belirlenmesi

Img hassasiyetle 5 g 6rnek tartilir. 100 ml lik balon joje i¢ine alimir ve yaklasik 80 ml etanol (3.5) eklenir. (bakimz
gozlem (7.2)) Balon 1 saat boyunca oda sicakliginda birakilir; bu siire esnasinda, alt1 kez daha kuvvetlice ¢alkalanir, bdylece
test ornegi etanol ile iyice karigmasi saglanir. Etanol (3.5) ekleyerek hacme getirilir, karistirilir ve filtre edilir. Bir pipet
kullanarak 50 ml filtrat (2,5 g 6rnege karsilik gelir) 250 ml erlene alinir. 2,1 ml hidroklorik asit (3.1) eklenir ve kuvvetlice
calkalanir. Geri sogutucu erlene baglanir ve kaynayan su banyosuna daldirilir. Tam olarak 15 dakika sonra erlen banyodan
cikarlir. Igerik, 100 ml'lik balon jojeye bir parga soguk su ile galkalayarak aktarihr ve 20 “C’ye sogutulur.

Carrez ¢ozeltileri 1 (3.3) ve II (3.4) kullanarak berraklastirilir, su ekleyerek hacme tamamlanir, karistirilir, filtre
edilir ve 5.2’nin ikinci ve iigiincii paragraflarinda belirtildigi gibi optik sapmasin dlgiiliir.

6. Sonugclarin hesaplanmasi
Nisasta icerigi (%) asagidaki gibi hesaplanir:

6.1. Polarimetre ile hesaplanma:

Nisasta icerigi (%)= 2 OOO(P" P')
ly
P = Derece cinsinden toplam optik sapma
P'= %40 etanol ( v/v) i¢inde ¢dziilebilen maddelerin derece cinsinden toplam optik sapma
Ll! ;*'J{'o = Safnisastanin 6zgiil optik sapmas1 Bu faktor i¢in konvansiyonel olarak kabul edilen degerler asagidaki gibidir:
+ 185,9°: Piring nigastasi
+ 185,7°: Patates nigastasi
+ 184,6°: Misir nigastasi
+ 182,7°: Bugday nisastast
+ 181,5% Arpa nigastast
+181,3°: Yulaf nigastasi

+ 184,0°: Diger tiir nisastalar ve karma yemlerdeki nigasta karigimlari
6.2. Sakarimetre ile hesaplama

Nisasta igerigi 2000 (2Nx0,665) = (5-58") 266 N=(5-5)
=g B i

lal 100 al;
S = Sakarimetre derecelerinde toplam optik sapma

(%)
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S'= %40 etanol (v/v) i¢inde ¢dziilebilen maddelerin sakarimetre derecelerinde toplam optik sapmast
N =200 mm tiip kullanarak 6l¢iim yapildiginda 100 sakarimetre derecelik bir optik sapma yaratan 100 ml su i¢indeki sakaroz

agirhigl (g)

Fransiz sakarimetreleri i¢in 16,29 g
Alman sakarimetreleri i¢in 26,00 g
Karisik sakarimetreler igin 20,00 g.

) ;‘;{P= Saf nisastanin 6zgiil optik sapmasi (bakimz 6.1)
6.3. Tekrarlanabilirlik

Ayn1 numune lizerinden elde edilen iki paralel 6l¢limiin sonuglari arasindaki fark nisasta icerigi %40°tan az olanlar
icin mutlak deger olarak 0,4’ii ve nisasta icerigi %40’a esit ya da daha fazla olanlar icin goreceli deger olarak %1’i
agmamalidir.

7. Gozlemler

7.1. Eger numune % 6’dan fazla karbonat iceriyorsa, kalsiyum karbonat olarak hesaplanmali. Toplam optik sapma
hesaplanmadan 6nce karbonatlar uygun miktarda seyreltilmis siilfiirik asitle islenerek par¢alanmalidir.

7.2. Siit tozu serumu ya da yagr alinmus siit tozu gibi laktoz icerigi yiiksek tirtinler i¢in, 80 ml etanol (3.5) ekledikten sonra
asagidaki gibi ilerlenir. Geri sogutucu balona tutturulur ve 30 dakika boyunca 50°C’deki su banyosuna daldirilir. Sogumaya
birakilir ve 5.3’te belirtildigi gibi analiz edilir.

7.3. Yem i¢inde asagida belirtilen materyaller dnemli miktarda oldugu zaman nisastanin polarimetrik metot ile belirlenmesi
sirasinda etkilesim yaratmalari ile bilinirler bu da yanlis sonuglar ortaya ¢ikmasina sebep olabilir.

— Seker pancart iiriinleri seker pancari pulpu gibi posasi, pancar kokiinden elde edilen, melas,

— Pancar sirasi, (pancar) sekeri gibi (seker) pancar iirtinleri

— Turunggil posasi,

— Keten tohumu; keten tohumu ekspeller kiispesi; keten tohumu ekstraksiyon kiispesi,

— Kolza tohumu; kolza tohumu ekspeller kiispesi; kolza tohumu ekstraksiyon kiispesi; kolza tohumu kabuklari,

— Aygicegi tohumu; aygicegi tohumu ekspeller kiispesi; kismen kabugu soyulmus aygicegi tohumu ekstraksiyon kiispesi,
— Kopra (Hindistan Cevizi i¢i) ekspeller kiispesi; kopra (Hindistan Cevizi i¢i) ekstraksiyon kiispesi,

— Patates posasi,

— Kurutulmus maya,

— Inulin agisindan zengin iiriinler (yerelmasi talast ve unu gibi),

— Don yag tortusu.

J. Ham Kiil Tayini
1. Amac¢ ve Kapsam
Bu metot; yemdeki ham kiil igeriginin tayinini miimkiin kilar.
2. Prensip
Numune 550°C’de kiillenir; kalinti tartilir.
3. Ayrraglar
Amonyum nitrat, %20 (w/v) ¢ozelti
4. Cihaz
4.1. Isitic1 plaka
4.2. Elektrikli, termostath kil firim

4.3. Kiillendirme i¢in dikdortgen (yaklasik 60 x 40 x 25 mm) ya da dairesel (¢ap: 60 ila 75 mm, yiikseklik: 20 ila 40 mm)
formda silis, porselen ya da platin kroze.

5. Metot

Yaklasik 5 g numune (sisme egilimi olan iiriinlerde 2,5 g) yaklasik olarak 1 mg hassasiyetinde 550°C’de 1sitilmus,
sogutulmus ve darast alinmig bir kiillendirme krozesine tartilir. Kroze sicak plakaya konur ve madde karbonize olana kadar
dereceli olarak 1sitilir 5.1 ya da 5.2’ye gore kiillenir.
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5.1. Kroze, 550°C’ye ayarlanmus ve kalibre edilmis kiil firinina konur. Bu sicaklik, goriiniirde karbonlu partikiiller igermeyen
beyaz, acik gri ya da kirmizims: bir kiil elde edilene kadar tutulur. Kroze bir desikatore yerlestirilir, sogumaya birakilir ve
hemen tartilir.

5.2. Kroze, kalibre edilmis 550°C’deki kiil firrmina konur. 3 saat boyunca kiillendirilir. Kroze bir desikatére yerlestirilir,
sogumaya birakilir ve hemen tartilir. Kiil agirliginin sabit oldugundan emin olmak icin 30 dakika daha kiillendirilir (iki
ardisik tartim arasindaki agirlik kayb1 1 mg’a esit ya da daha az olmalidir).

6. Sonug¢larin hesaplanmasi
Daray1 diiserek kalintinin agirligi hesaplanir. Sonuglari numunenin yiizdesi olarak ifade edilir.
7. Gozlemler

7.1. Kiillenmesi zor maddelerin kiilii en az {i¢ saat boyunca bir ilk kiillendirme islemine tabi tutulmali, sogutulmali ve
ardindan birka¢ damla %20 amonyum nitrat ¢ozeltisi ya da su eklenmelidir(bu islem, kiiliin dagilmasim ya da yumru
olusmasini 6nlemek icin dikkatle yapilmalidir). Firinda kuruttuktan sonra kalsine etme islemine devam edilir. Kiillenme
tamamlanana kadar islem gereken sayida yinelenir.

7.2. 7.1 altinda anlatilan isleme direngli maddeler olmasi halinde agagidaki islemler yapilir: Ug saat kiillendirdikten sonra,
kiil sicak suya konur ve kiiciik, kiil icermeyen bir filtre ile filtrelenir. Filtre ve orijinal krozedeki igerik kiillenir. Siiziintii
sogutulmus darasi alinnus bir krozeye konur, kuruyana kadar buharlastirilir, kiillendirilir ve tartilir. Sonug hesaplanip esas kiil
sonucuna eklenir.

7.3. Siv1 yaglar ya da yaglar’da tam olarak 25 g numuneyi uygun boyutlu bir krozeye tartilir. Kiil igermeyen bir filtre kagidi
seridi ile maddeye 151k tutarak karbonize edilir. Yanma sonrasinda, olabildigince az su ile nemlendirilir. Kurutulur ve madde
5’te anlatilan sekilde kiillenir.

K. Hidroklorik Asitte Coziinmeyen Kiil Tayini
1. Amac ve Kapsam

Bu metot yemde yer alan, hidroklorik asit i¢inde ¢dziinmeyen mineral maddelerin tayinini miimkiin kilar. Numunenin
dogasina gore iki metot kullanilabilir.

1.1. Metot A: Organik yem ham maddeleri ve cogu karma yem i¢in gegerlidir.

1.2. Metot B: Mineral bilesikler ve karigimlarin yani sira Metot A ile tayin edilen hidroklorik asit i¢inde ¢éziinmeyen madde
icerigi %1 den biiyiik olan karma yemler i¢in gegerlidir.

2. Prensip

2.1. Metot A: Numune kiillenir, kiil hidroklorik asit i¢inde kaynatilir ve ¢dziinmeyen kalint1 filtrelenip, kurutulup, yakilip
tartilir.

2.2. Metot B: Hidroklorik asitle islem gérmiis numune. Cozelti filtre edilir, kalint1 kiillenir ve bu sayede Metot A’ya uygun
sekilde islem gormiis kiil elde edilir.

3. Ayrraglar

3.1. Hidroklorik asit 3 mol/l

3.2. Trikloroasetik asit, %20 (w/v) ¢dzelti
3.3. Trikloroasetik asit, %1 (w/v) ¢ozelti
4. Cihaz

4.1. Isitic1 plaka

4.2. Elektrikli, termostath kil firim

4.3. Kiillendirme i¢in dikdortgen (yaklasik 60 x 40 x 25 mm) ya da dairesel (¢ap: 60 ile 75 mm, yiikseklik: 20 ile 40 mm)
formda silis, porselen ya da platinden iiretilen krozeler

5. Metot
5.1. Metot A:

Numune ham kiil tayini i¢in anlatilan metot kullanarak kiillendirilir. Ayrica bu analizden elde edilen kiil de
kullanilabilir.

Kiil, 75 ml hidroklorik asit (3.1) kullanarak 250 ila 400 mI’lik bir behere konur. Yavas yavas kaynama noktasina
getirilir ve 15 dakika hafifce kaynatilir. Sicak ¢ozelti kiil igermeyen bir filtre kagidiyla siiziiliir ve kalinti, asit reaksiyonu
goriinmez hale gelene kadar sicak su ile yikanir. Kalimnti igeren filtre kurutulur ve darast alinmis bir kroze iginde en az 550°C
ve en fazla 700°C sicaklikta 30 dakika kiillenir. Bir desikatérde kurutulur ve tartilir.
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5.2. Metot B:

5 g numune yaklagik 1 mg hassasiyetle tartilir ve 250 ila 400 ml’lik bir behere konur. 25 ml su ve 25 ml hidroklorik
asid (3.1) art arda eklenir, karistirilir ve kopiirmenin durmasi beklenir. 50 ml daha hidroklorik asit (3.1) eklenir. Tiim gazlarin
aciga cikisimin durmasini beklenir ardindan beheri kaynayan su banyosuna yerlestirilir ve olasi tiim nigastanin hidrolize
olmasi i¢in en az 30 dakika ya da daha uzun siire bekletilir.

Sicakken kiil igermeyen bir filtreden siiziiliir ve filtre 50 ml sicak su ile yikanir (bakiniz gézlem 7). Kalint1 igeren
filtre bir kiillendirme krozesine konur, kurutulur ve en az 550°C ve en fazla 700°C sicaklikta 3 saat kiillendirilir. Kiil, 75 ml
hidroklorik asit (3.1) kullamlarak 250 ila 400 ml’lik bir behere konur; 5.1 maddesinin ikinci alt paragrafindan anlatilan
sekilde devam edilir.

6. Sonug¢larin hesaplanmasi
Dara diisiilerek kalintinin agirlig1 hesaplanir. Sonuglar numunenin yiizdesi olarak ifade edilir.
7. Gozlem

Filtrasyon islemi zorsa, yeni bir analiz numunesi hazirlanarak 50 ml hidroklorik asit (3.1) yerine 50 ml %20
trikloroasetik asit (3.2) ile degistirerek ve filtreyi sicak bir %1 trikloroasetik asit (3.3) ¢ozeltisi ile yikayarak analiz yeniden
baglanir.

L. Karbonatlarin Tayini
1. Amac ve Kapsam

Bu metot, ¢ogu yemde genelde kalsiyum karbonat olarak ifade edilen karbonatlarin tayinini miimkiin kilar. Ancak
belirli durumlarda (6rnegin demir karbonatla) 6zel bir metot kullanilmalidir.

2. Prensip

Karbonatlar hidroklorik asitte bozunur; agiga ¢ikan karbon dioksit derecelendirilmis bir tiipte toplanir ve hacmi,
ayn1 kosullar altinda agiga ¢ikan bilinen miktardaki kalsiyum karbonat ile karsilagtirilir.

3. Ayrraglar
3.1. Hidroklorik asit, 1,10 g/ml yogunlugunda
3.2. Kalsiyum karbonat
3.3. Siilfiirik asit, yaklasik 0,05 mol/litre, metil kirmizisi ile renklendirilmis
4. Cihaz
Scheibler-Dietrich cihazi (bkz. diyagram) ya da esdegeri bir cihaz
5. Metot
Numunenin karbonat igerigine gore numune asagida gosterildigi gibi tartilir:
— %50 ila %100 kalsiyum karbonat olarak ifade edilen karbonat igeren {iriinlerde 0,5 g,
— %40 ila %50 kalsiyum karbonat olarak ifade edilen karbonat igeren iirtinlerde 1 g,
— diger {iriinlerde 2 ila 3 g.

Tartilan numune, cihazin kirilmaz bir malzemeden firetilen kiigiik bir tiip takilmis ve 10 ml hidroklorik asit (3.1)
iceren &zel sisesine (4) konur ve balon joje cihaza baglanir. Ug yonlii musluk (5) tiipii (1) disartya baglanacak sekilde
gevirilir. Renklendirilmis siilfiirik asit doldurulmus (3.3) ve derecelendirilmis tiipe (1) baglanmis hareketli tiipii (2)
kullanarak sivi seviyesi sifir isaretine kadar getirilir. Musluk, (1) ve (3) tiipleri baglayacak sekilde cevirilir ve seviyenin
sifirda oldugu kontrol edilir.

Balon joje (4) egilerek hidroklorik asid (3.1) yavag¢a numuneye akitilir. Tiip (2) algaltilark basing esitlenir. Karbon
dioksitin agiga ¢ikmasi tamamen durana kadar balon joje (4) ¢alkalanir.

Sivi (1) ve (2) tiipleride ayn1 seviyeye getirilerek yeniden basing olusturulur. Birkag dakika sonra, gaz hacmi sabit
oldugunda degeri okunur. Ayni kosullarda 0,5 g kalsiyum karbonat (3.2) ile bir kontrol testi yapilir.

6. Sonugclarin hesaplanmasi

Kalsiyum karbonat olarak ifade edilen karbonat igerigi asagidaki formiille hesaplanir:

V= 100
X=———

Vi x2m
burada:

X = Numune i¢inde kalsiyum karbonat olarak ifade edilen karbonat %’si (w/w)
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V = Numuneden ag¢i8a ¢ikan CO2’nin ml cinsinden hacmi
V1=0,5 g CaCO3’ten agiga ¢cikan CO2’nin ml cinsinden hacmi
m = Numunenin gram cinsinden agirhig

ifade eder.

7. Gozlemler

7.1. Numune 2 g’dan fazla tartildiginda, énce 15 ml damitilmis su cam malzemeye (4) konur ve teste baslamadan &nce
karistirtlir. Kontrol testi i¢in ayn1 hacimde su kullanilir.

7.2. Kullamlana cihazin Scheibler-Dietrich cihazindan farkli bir hacmi varsa, numuneden ve kontrol maddesinden alinan
miktarlar ile sonuglarin hesaplanmasi, uygun sekilde ayarlanmalidir.

SCHEIBER-DEITRICH CO, TAYIN CIHAZI

420

TR

430
P

i

ek

AT

e

(6lgiiler mm cinsinden verilmistir)

M. Toplam fosfor tayini
Fotometrik Metot

1. Amac ve Kapsam

Bu metot, yemdeki toplam fosfor igeriginin tayinini miimkiin kilar. Ozellikle fosfor icerigi diisiik iiriinlerin analizi
icin uygundur. Belirli durumlarda (fosfor agisindan zengin iiriinler), gravimetrik bir metot da kullanilabilir.

2. Prensip
Numune, kuru yanma (organik yemde) ya da asitle parcalama (mineral bilesikler ve sivi yemde) yoluyla

minerallestirilir ve bir asit ¢ozeltisinin i¢inde koyulur. Cozelti, molibdovanadat reaktifi ile isleme tabi tutulur. Bu sekilde
olusan sar1 ¢dzeltinin optik yogunlugu 430 nm’de spektrofotometre ile 6lgiiliir.
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3. Ayrraglar

3.1. Kalsiyum karbonat.

3.2. Hidroklorik asit, py = 1,10 g/ml (yaklasik 6 mol/I)
3.3. Nitrik asit, pyo = 1,045 g/ml

3.4. Nitrik asit, py = 1,38 ila 1,42 g/ml

3.5. Siilfiirik asit, py = 1,84 g/ml

3.6. Molibdovanadat ayiraci: 200 ml amonyum heptamolibdat ¢6zeltisi (3.6.1), 200 ml amonyum monovanadat ¢ozeltisi
(3.6.2) ve 134 ml nitrik asid (3.4) 1 litrelik balon jojede karistirilir. Su ile gereken hacme tamamlanir.

3.6.1. Amonyum heptamolibdat c¢dzeltisi: Sicak su icinde 100 g amonyum heptamolibdat (NH;) 6Mo;0,44H,0
¢Ozlindiiriiliir. 10 ml amonyak (0,91 g/ml yogunlugunda) eklenir ve su ile 1 litreye tamamlanir.

3.6.2. Amonyum monovanadat ¢ozeltisi: 2,35 g amonyum monovanadat NH,VO;, 400 ml sicak suda ¢oziindiiriiliir. Siirekli
kanistirtlirken, yavagga 20 ml seyreltik nitrik asit (7 ml HNO; (3.4) + 13 ml H,O) eklenir ve su ile 1 litreye tamamlanir.

3.7. 1 mg/ml fosfor standart ¢dzeltisi: 4,387 g potasyum dihidrojen fosfat KH,PO, suda ¢oziindiiriiliir. Su ile 1 litreye
tamamlanir.

4. Cihaz
4.1. Silis, porselen ya da platin kiillendirme krozeleri
4.2. Elektrikli, 550°C’ye ayarlanmus termostatli kiil firin
4.3. 250 mI’lik Kjeldahl sisesi
4.4. Balon joje ve hassas pipetler
4.5. Spektrofotometre
4.6. Yaklasik 16 mm ¢apinda, 14,5 mm capinda tapal ve 25 ila 30 ml kapasiteli test tiipleri
5. Metot
5.1. Cozeltinin hazirlanmast
Numunenin dogasina gore 5.1.1 ya da 5.1.2°de anlatilan sekilde bir ¢ézelti hazirlanir.
5.1.1. Genel Metot

1 g ya da daha fazla numune 1 mg hassasiyetle tartilir. Test numunesi bir Kjeldahl sisesine konur, 20 ml siilfiirik
asit (3.5) eklenir, madde tamamen asitle 1slatmak ve sisenin yanlarina yapismasim 6nlemek igin ¢alkalanir, 1sitilir ve 10
dakika boyunca kaynama noktasinda tutulur. Biraz sogumaya birakilir, 2 ml nitrik asit (3.4) eklenir, hafifce 1sitilir, biraz
sogumaya birakilir, biraz daha nitrik asit (3.4) eklenir ve yeniden kaynama noktasina getirilir. Renksiz bir ¢ozelti elde edilene
kadar bu metot yinelenir. Sogutulur, biraz su ekleyip, sivi 500 ml’lik balon jojeye aktarilir, Kjeldahl sisesi sicak su ile
calkalanir. Sogumaya birakilir, su ile gereken hacme tamamlanir, homojenlestirilir ve filtre edilir.

5.1.2. Organik maddeler iceren, kalsiyum ve magnezyum dihidrojen fosfatlar1 igermeyen numuneler:

2,5 g numune en yakin 1 mg hassasiyetle bir kiillendirme krozesine konur. Test numunesi, tamamen karisana kadar
1 g kalsiyum karbonat (3.1) ile karistirilir. Beyaz ya da gri kiil elde edilene kadar 550°C firinda kiillendirilir (bir miktar
komiir sorun olusturmaz). Kiil, 250 ml’lik bir behere aktarilir. K&piirme durana kadar 20 ml su ve hidroklorik asit (3.2)
eklenir. 10 ml daha hidroklorik asit (3,2) eklenir. Beher bir kum banyosuna konur ve ¢dzlinmeyen silika olusturarak kuruyana
kadar buharlagtirilir. Kalinti 10 ml nitrik asitte (3.3) yeniden ¢dziindiiriiliir ve kum banyosunda ya da 1sitic1 plakada 5 dakika
boyunca kuruyana kadar buharlastirmadan kaynatilir. Stvi 500 ml’lik balon jojeye bosaltilir, beher birkag¢ kez sicak su ile
durulanir. Sogumaya birakilir, su ile gereken hacme tamamlanir, homojenlestirilir ve filtrelenir.

5.2. Renk olusumu ve optik yogunlugun 6l¢timii

5.1.1 ya da 5.1.2 ile elde edilen filtratin temsili bir miktari, en fazla 40 pg/ml’lik bir fosfor konsantrasyonu elde
etmek i¢in seyreltilir. Bu ¢dzeltinin 10 ml’si bir test tiipiine (4.6) konur ve 10 ml molibdovanadat ayiract (3.6) eklenir.

Homojenlestirilir ve 20°C’de en az 10 dakika boyunca bekletilir. 10 ml suya 10 ml molibdovanadat ayiraci (3.6)
eklenerek elde edilen bir ¢dzeltiye karsilik 430 nm’de bir spektrofotometre ile optik yogunluk olgiiliir.

5.3. Kalibrasyon egrisi

Standart ¢ozeltiden (3.7), sirasiyla 5, 10, 20, 30 ve 40 pg/ml fosfor iceren ¢ozeltiler hazirlanir. Bu ¢6zeltilerin her
birinden 10 ml almir ve ilaveten 10 ml molibdovanadat ayiraci (3.6) eklenir. Homojenlestirilir ve 20°C’de en az 10 dakika
boyunca bekletilir. Optik yogunluk 5.2°de belirtildigi gibi 6lgiiliir. Karsilik gelen fosfor miktarlarina gore optik yogunluklart
cizerek kalibrasyon egrisi ¢izilir. 0 ile 40 pg/ml arasindaki konsantrasyonlarda egri dogrusal olacaktir.
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6. Sonugclarin hesaplanmasi

Kalibrasyon egrisini kullanilarak test numunesindeki fosfor miktarim tayin edilir. Sonuglari numunenin yiizdesi
olarak ifade edilir.

Tekrarlanabilirlik
Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglar1 arasindaki farki asagidaki degerleri gegmemelidir:
— %S5’ten az fosfor icerigi i¢in daha yiiksek sonuca bagil %3
— %5 ve daha fazla fosfor igerigi icin mutlak deger olarak %0,15.

N. Suda Coziinebilen Kloriir I¢eriginin Tayini
1. Amac ve Kapsam

Bu metot; yemlerde sodyum kloriir olarak suda ¢oziinebilen kloriir tayinini miimkiin kilar. Tim yemler icin
gecerlidir.

2. Prensip

Kloriirler suda ¢dziiniir. Uriin organik madde igeriyorsa berraklastirilir. Cozelti nitrik asitle biraz asitlestirilir ve
kloriirler, glimiis nitrat ¢ozeltisi ile giimiis kloriir formunda ¢oktiiriiliir. Glimiis nitratin fazlasi amonyum tiyosiyanat ¢dzeltisi
ile Volhard metoduna gore titre edilir.

3. Ayrraglar

3.1. 0,1 mol/I’lik amonyum tiyosiyanat ¢dzeltisi

3.2. 0,1 mol/I’lik giimiis nitrat ¢ozeltisi

3.3. Doymus amonyum demir siilfat (NH4)Fe(SO,), ¢cozeltisi
3.4. Nitrik asit, yogunluk: 1,38 g/ml

3.5. Dietil eter

3.6. Aseton

3.7. Carrez I ¢ozeltisi: Su icinde 21,9 g ¢inko asetat Zn(CH;COO), 2H,0 ve 3 g glasiyal asetik asit ¢oziindiiriiliir. Su ile 100
ml’ye tamamlanr.

3.8. Carrez II ¢ozeltisi: Su iginde 10,6 g potasyum ferrosiyanid K4Fe(CN)g 3H,0 ¢6ziindiiriilir. Su ile 100 m1’ye tamamlanir.
3.9. Aktif karbon (kloriir igermeyen ve kloriirleri absorbe etmeyen).

4. Cihaz

Karstirier (calkalayier): yaklasik 35 ila 40 rpm

5. Metot

5.1. Cozeltinin hazirlanmast

Numunenin yapisina gore 5.1.1, 5.1.2 ya da 5.1.3’te gosterilen sekilde bir ¢ozelti hazirlanir. Ayn1 zamanda analiz
edilecek numuneyi igermeyen bir kor testi gerceklestirilir.

5.1.1. Organik madde igermeyen numuneler

En fazla 10 g agirhginda ve kloriir formunda en fazla 3 g klor igeren numune 1 mg hassasiyetle tartilir. Yaklasik
20°C’deki 400 ml su ile birlikte 500 ml’lik bir balon jojeye konur. Karistiricida 30 dakika karistirilir, hacmine tamamlanir,
homojenlestirilir ve siiziiliir.

5.1.2. 5.1.3’te listelenenler disindaki organik maddeleri iceren numuneler

Yaklasik 5 g numune 1 mg hassasiyetle tartilir ve 1 g aktif karbon (3.4) ile 500 ml’lik balon jojeye konur. Yaklasik
20°C’deki 400 ml su ve 5 ml Carrez I ¢ozeltisi (3.7) eklenip, 30 saniye karistirilir, ardindan 5 ml Carrez II ¢ozeltisi (3.8)
eklenir. Karistiricida 30 dakika karistirilir, hacmine tamamlanip, homojenlestirilir ve siiziiliir.

5.1.3. Pigirilmis yem, keten tohumu kiispesi ve unu, keten tohumu unu agisindan zengin {irlinler ve miisilaj ya da kolloidal
maddeler agisindan zengin iiriinler (6rnegin; dekstrine edilmis nisasta):

Cozelti 5.1.2°de anlatilan sekilde hazirlanir ancak siiziilmez. Gerekiyorsa santrifiijlenir, 100 ml siipernatant sivi
alinir ve 200 ml’lik bir balon jojeye aktarilir. Aseton (3.6) ile karistirilir ve bu ¢dziicii ile hacmine tamamlanip,
homojenlestirilir ve siiziiliir.
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5.2. Titrasyon

Bir pipet ile 5.1.1, 5.1.2 ya da 5.1.3’te agiklanan sekilde elde edilen 25 ml - 100 ml siizlintii (varsayilan kloriir
icerigine gore) bir erlene aktarilir. Alinan ¢ozelti en fazla 150 mg kloriir (Cl) igermelidir. Gerekiyorsa en az 50 ml su ile
seyreltilir, 5 ml nitrik asit (3.4), 20 ml doymus amonyum demir siilfat ¢ozeltisi (3.3) ve sifir isaretine kadar doldurulmus bir
biiretle aktarilan iki damla amonyum tiyosiyanat ¢ozeltisi (3.1) eklenir. Bir biiret kullanarak giimiis nitrat ¢ozeltisi (3.2) 5
ml’lik bir fazlalik elde edecek sekilde aktarilir. 5 ml dietil eter (3.5) eklenir ve ¢okelti olusturmak i¢in sert¢e calkalanir.
Glimiis nitratin fazlast amonyum tiyosiyanat c¢ozeltisi (3.1) ile kirmizimsi1 kahverengi renk (bir dakika siireyle)
kaybolmayincaya kadar titre edilir.

6. Sonugclarin hesaplanmasi

Kloriir miktar1 % sodyum kloriir olarak (X) asagidaki formiil kullanilarak hesaplanir:

5,845 x (V; -V3)

:I:._.
m

burada:

V1 = Eklenen 0,1 mol/l giimiis nitrat ¢dzeltisinin miktari, ml

V2 = Titrasyon i¢in kullanilan 0,1 mol/l amonyum tiyosiyanat ¢dzeltisinin miktar1, ml
m = Numunenin agirlig1.

Kor testi igin 0,1 mol/l giimiis nitrat ¢dzeltisi tiiketiliyorsa, bu deger hacimden disiiliir (V| — V,).
7. Gozlemler
7.1. Ayrica titrasyon potansiyometre ile de gerceklestirilebilir.
7.2. S1v1 ya da kat1 yaglar agisindan ¢ok zengin iiriinlerde, 6nce dietil eter ya da petrol eteri ile yag alinir.

7.3. Balik ununda, titrasyon Mohr metodu ile yiiriitiilebilir.
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EK-3

YEMDEKI ONAYLAMIS KATKI MADDELERININ SEVIYESINIi KONTROL ETMEK iCIN ANALIZ
METOTLARI

A. A Vitamini Tayini
1. Amac ve Kapsam

Bu metot; yemlerdeki ve premikslerdeki A vitamini (retinol) seviyesinin tayinini miimkiin kilar. A vitamini all-
trans-retinil alkol ve bunun cis-izomerlerini igerir; bu bilesenler bu metot ile tayin edilir. A vitamininin icerigi kg basina
Uluslararasi Birim (IU) cinsinden ifade edilir. Bir IU, 0,300 pg all-frans-vitamin A alkol ya da 0,344 pg all-trans-vitamin A
asetat veya 0,550 pg all-trans-vitamin A palmitat etkinligine karsilik gelir. Olgiim limiti 2.000 IU/kg vitamin A’dir.

2. Prensip

Numune etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile hidrolize edilir ve vitamin A petrol eter iginde ekstrakte edilir.
Coziicli buharlastirilarak uzaklastinlir ve kalinti metanol i¢inde ¢oziindiiriilir ve gerekiyorsa gereken konsantrasyona
seyreltilir. Vitamin A miktar1 UV veya florasans dedektor kullanilarak ters fazli yiiksek performans sivi kromatografisi (RP-
HPLC) ile belirlenir. Kromatografik parametreler all-trans-vitamin A alkolii ile cis izomerleri arasinda ayrim olmayacak
sekilde secilir.

3. Ayrraglar

3.1. Etanol, o = %96

3.2. Petrol eteri, kaynama aralig1 40-60°C

3.3. Metanol

3.4. Potasyum hidroksit ¢ozeltisi, ¢ = 50 g/100 ml

3.5. Sodyum askorbat ¢ozeltisi, ¢ = 10 g/100 ml (bakimz 7.7)

3.6. Sodyum siilfit, Na,S - x H20 (x = 7-9)

3.6.1. Sodyum siilfit ¢dzeltisi, gliserol icinde ¢ = 0,5 mol/l, B =120 g/l (x =9 i¢in) (bakimz 7.8)
3.7. Fenolftalein ¢ozeltisi, etanol (3.1) iginde ¢ =2 g/100 ml

3.8. 2-Propanol

3.9. HPLC i¢in mobil faz: metanol (3.3) ve su karigimi, 6rn. 980 + 20 (v + v) Tam oran kullanilan kolon &zellikleri ile
belirlenebilir.

3.10. Azot, oksijen igermeyen
3.11. All-trans-vitamin A asetat, ekstra saf, onaylanan etkinlikte, (6rnegin 2,80 x 10° IU/g)

3.11.1. All-trans-vitamin A asetat stok ¢ozeltisi: 50 mg vitamin A asetat1 (3.11) 0,1 mg hassasiyetle 100 ml’lik balon jojeye
tartilir. 2-propanol (3.8) iginde ¢6zlindiiriiliir ve ayn1 ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. Bu ¢dzeltinin nominal konsantrasyonu
1 400 IU/ml vitamin A’dir. Tam igerik 5.6.3.1°e gore tayin edilir.

3.12. All-trans-vitamin A palmitat, ekstra saf, onaylanan aktivitede, rn. 1,80 x 10° U/g

3.12.1. All-trans-vitamin A palmitatin stok ¢ozeltisi: 80 mg vitamin A palmitati (3,12) 0,1 mg hassasiyetle 100 ml’lik balon
jojeye tartilir. 2-propanol (3.8) icinde ¢oziindiiriilir ve ayni ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. Bu ¢6zeltinin nominal
konsantrasyonu 1 400 IU/ml vitamin A’dir. Tam igerik 5.6.3.2°ye gore tayin edilir.

3.13. 2,6-Di-tert-butil-4-metilfenol (BHT) (bakiniz 7.5)

4. Cihazlar

4.1. Vakumlu doner buharlastirici (rotary evaporator)

4.2. Amber renkli cam malzemeler

4.2.1. 500 mI’lik, silif cam soketli, diiztabanl ya da konik sise.

4.2.2. Silif tapali, dar agizli, 10, 25, 100 ve 500 ml’lik balon jojeler

4.2.3. 1000 mI’lik, silif cam tapali, konik, ayirma hunileri

4.2.4. 250 mI’lik, buzlu cam soketli, armut sekilli balon

4.3. Allihn yogunlastirici, ceket uzunlugu 300 mm, rodajli baglantili, gaz besleme borusu igin adaptor
4.4. Faz ayrimi i¢in, 185 mm ¢apinda katl: filtre kagidi (6rn. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)
4.5. Enjeksiyon sistemli HPLC cihazi
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4.5.1. Sivi kromatografik kolon, 250 mm x 4 mm, C;s, 5 ya da 10 um dolgu ya da esdegeri (performans kriteri: HPLC
kosullart altinda tiim retinol izomerleri i¢in yalnizca tek bir pik)

4.5.2. UV ya da fliioresans detektdrii, degisken dalga boyu ayarli

4.6. 10 mm kuvars hiicreli spektrofotometre

4.7. Manyetik karistiricili su banyosu

4.8. Asagidakilerden olusan ekstraksiyon cihazi (bakiniz sekil 1):

4.8.1. 1 litre kapasiteli, silifli camdan bir boyun ve tipa takilmis cam silindir

4.8.2. Bir yan kol ve merkezden gecen ayarlanabilir bir tiip takilnus silifli cam ek. Ayarlanabilir tiipiin, silindirdeki st s1v1
katmaninin ayirici bir huniye aktarilabilecegi sekilde U sekilli bir alt ucu ve kars1 ugta bir jeti olmalidir.

5. Metot

Not: Vitamin A (UV-) 15182 ve oksitlenmeye duyarlidir. Tim islemler 151k (amber cam malzemeler ya da
aliminyum folyo ile korunan cam malzemeler kullamilarak) ve oksijenden korunmali (azot akiminda) bir ortamda
gerceklestirilmelidir.

Ekstraksiyon sirasinda sivi lizerindeki hava azotla yer degistirmelidir (ara sira tipa gevsetilerek asirt basing
olusmasi engellenmelidir).

5.1. Numunenin hazirlanmasi

Numune 1 mm gdzenekli elekten gececek sekilde ogiitiiliir, 1s1 olusumunun &nlenmesine dikkat edilir. Ogiitme
islemi tartim ve sabunlastirmanin hemen 6ncesinde gerceklestirilmelidir, aksi halde vitamin A kaybi olabilir.

5.2. Sabunlastirma

Vitamin A yogunluguna bagl olarak 2 g - 25 g numune 1 mg hassasiyetle 500 ml’lik bir diiztabanli ya da konik
cam malzemeye (4.2.1) koyulur. Karigtirarak sirasiyla 130 ml etanol (3.1), yaklasik 100 mg BHT (3.13), 2 ml sodyum
askorbat ¢ozeltisi (3.5) ve 2 ml sodyum siilfit ¢ozeltisi (3.6) eklenir. Cam malzemeye bir yogunlastirict (4.3) takilir ve balon
joje manyetik karistiricilt bir su banyosuna (4.7) daldirilir. Kaynama noktasina 1sitilir ve 5 dakika boyunca geri sogutucuda
tutulur. Ardindan 25 ml potasyum hidroksit ¢ozeltisi (3.4) yogunlastirict (4.3) iginden eklenir ve yavas bir azot akimu altinda
karistirtlarak 25 dakika daha geri sogutucuda tutulur. Ardindan yogunlastirict yaklasik 20 ml su ile durulanir ve sisenin
icerigi oda sicakligina sogutulur.

5.3. Ekstraksiyon

Sabunlastirma ¢dzeltisi toplam hacmi 250 ml olan su ile durulayarak nicel olarak 1000 ml’lik bir ayirma hunisine
(4.2.3) ya da ekstraksiyon cihazina (4.8) bosaltilarak aktarilir. Sabunlastirma sisesi sirasiyla 25 ml etanol (3.1) ve 100 ml
petrol eteri (3.2) ile durulanir ve durulama ¢dzeltileri ayirma hunisine ya da ekstraksiyon cihazina aktarilir. Birlestirilmis
¢ozeltilerdeki su ve etanol oram yaklasik 2:1 olmalidir. 2 dakika boyunca kuvvetlice galkalanir ve 2 dakika durulmasi
beklenir.

5.3.1. Bir ayirma hunisi (4.2.3) kullanarak ekstraksiyon

Katmanlar ayrildiginda (bakimiz 7.3) petrol eteri katmam baska bir ayirma hunisine (4.2.3) aktarilir. Bu
ekstraksiyon islemi 100 ml petrol eteri ile (3.2) iki kez ve 50 ml petrol eteri ile (3.2) iki kez yinelenir.

Ayirma hunisindeki birlestirilmis ekstraktlari, 100 mI’lik su ile hafif¢e karistirarak (emiilsiyon olusumunu dnlemek
icin) ve ardindan fenolftalein ¢ozeltisi (3.7) eklendiginde su renksiz kalana kadar 100 m!’lik su ile yeniden ¢alkalayarak (dort
kez yikamak genelde yeterlidir) yikanir.

Yikanmus ekstrakt, siispansiyon halindeki suyu ¢ikartmak amaciyla faz ayrimi (4.4) igin bir kuru katmanli filtreden
500 ml’lik balon jojeye (4.2.2) siiziiliir. Ayirma hunisi ve filtre 50 ml petrol eteri ile (3.2) durulanr, petrol eteri ile (3.2)
isarete kadar tamamlanir ve iyice karistirilir.

5.3.2. Ekstraksiyon cihazi (4.8) kullanarak ekstraksiyon

Katmanlar ayrildiginda (bakiniz 7.3) cam silindirin tipast (4.8.1) silifli cam ek (4.8.2) ile degistirilir ve ayarlanabilir
tiiptin U sekilli alt ucu, birlesme yiizeyi seviyesinin hemen lizerinde olacak sekilde yerlestirilir. Azot hattindan yan kola
basing uygulayarak iistteki petrol eteri 1000 ml’lik bir ayirma hunisine (4.2.3) aktarilir. 100 ml petrol eteri (3.2) cam silindire
eklenir, agz1 kapatilir ve iyice ¢alkalanir. Katmanlarin ayrilmasina izin verilir ve {istteki katmani dnceki gibi ayirma hunisine
aktarilir. Ekstraksiyon islemi 100 ml petrol eteri ile (3.2), ardindan iki kez 50 mI’lik petrol eteri ile (3.2) yinelenir ve petrol
eteri katmanlar1 ayirma hunisine eklenir. Birlestirilmis petrol eteri ekstraktlar1 5.3.1°de anlatildig1 gibi yikanir ve devam
edilir.

5.4. HPLC i¢in numune ¢6zeltisinin hazirlanmasi

Belirli miktarda petrol eteri ¢ozeltisi (5.3.1 ya da 5.3.2°den elde edilen) 250 ml’lik armut sekilli balona (4.2.4)
pipetle alinir. En fazla 40°C’lik bir su banyosunda azaltilan basingla doner buharlastiricida (rotary evaporator) (4.1) ¢oziicii
neredeyse kuruyana kadar buharlastirilir. Azot (3.10) igeri alinarak atmosferik basing yeniden saglanir ve balon joje doner
buharlastiricidan (rotary evaporator) cikartilir. Kalan ¢oziicii bir azot (3.10) buhan ile ¢ikartilir ve kalinti hemen bilinen

36



hacimdeki (10-100 ml) metanol (3.3) (vitamin A konsantrasyonu 5 IU/ml ile 30 IU/ml arasinda olmalidir) icinde
¢Oziindiiriiliir.

5.5. HPLC ile tayin

Vitamin A, bir C18 ters faz kolonunda (4.5.1) ayrilir ve konsantrasyon bir UV detektorii (325 nm) ya da bir
fliloresans detektorii ile olgiiliir. (eksitasyon: 325 nm, emisyon: 475 nm) (4.5.2)

5.4’te elde edilen metanolik ¢ozeltiden belirli miktarda (6rnegin 20 ul) enjekte edilir ve mobil faz (3.9) ile eliie edilir. Ayn1
numune ¢ozeltisinin ¢esitli enjeksiyonlarinin ortalama pik yiiksekligi (alan) ve kalibrasyon c¢ozeltilerinin (5.6.2) cesitli
enjeksiyonlarinin ortalama pik yiikseklikleri (alanlar) hesaplanir.

HPLC kosullart

Asagidaki kosullar rehberlik amaciyla sunulmustur; esdeger sonuglar vermeleri kaydiyla diger kosullar da
kullanilabilir.

S1vi kromatografik kolon (4.5.1):250 mm % 4 mm, Cys, 5 ya da 10 pm dolgu ya da esdegeri

Mobil faz (3.9) :Metanol (3.3) ve su karigimi, 6rn. 980 + 20 (h+h).
Akis iz1 :1-2 ml/dak.
Dedektor (4.5.2) :UV detektorii (325 nm) ya da floresans detektorii (eksitasyon: 325 nm/emisyon: 475 nm)

5.6. Kalibrasyon
5.6.1. Calisma standardi ¢6zeltilerinin hazirlanmasi

20 ml vitamin A asetat stok ¢ozeltisi (3.11.1) ya da 20 ml vitamin A palmitat stok ¢o6zeltisi (3.12.1) 500 ml’lik diiz
tabanli ya da konik cam balona (4.2.1) pipet ile alimir ve BHT eklenmeden 5.2°de anlatildig1 gibi hidrolize edilir. Ardindan
petrol eteri ile (3.2) 5.3’e gore ekstrakte edilir ve petrol eteri ile (3.2) 500 ml’ye tamamlamr. Bu ekstraktin 100 ml’si doner
buharlastiricida (rotary evaporator) (bakiniz 5.4) neredeyse kuruyana kadar buharlastirilir, kalan ¢6ziicii bir azot (3.10) buhar1
ile ¢ikartilir ve kalint1 10,0 ml metanol (3.3) iginde yeniden ¢oziindiiriiliir. Bu ¢dzeltinin nominal konsantrasyonu 560 [U/ml
vitamin A’dir. Tam igerik 5.6.3.3’e gore tayin edilir. Calisma standardi ¢ozeltisi, kullamilmadan 6nce taze hazirlanmalidir. Bu
calisma standardi ¢ozeltisinin 2,0 ml’sini 20 ml’lik balon jojeye pipetlenir, metanol (3.3) ile isarete kadar tamamlanir ve
karistirtlir. Bu seyreltilmis ¢alisma standardinin nominal konsantrasyonu 56 IU/ml vitamin A’dir.

5.6.2. Kalibrasyon ¢ozeltilerinin ve kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi

1,0- 2,0- 5,0 ve 10,0 ml seyreltilmis ¢alisma standardi ¢ozeltisi bir dizi 20 ml’lik balon jojeye aktarilir, metanol
(3.3) ile isarete kadar tamamlanir ve karnistirilir. Bu ¢ozeltilerin nominal konsantrasyonlar: 2,8- 5,6- 14,0 ve 28,0 IU/ml
vitamin A’dir.

Her bir kalibrasyon ¢6zeltisinin 20 pl’si birkag kez enjekte edilir ve ortalama pik yiikseklikleri (alanlar) tayin edilir.
Ortalama pik yiikseklikleri (alanlar) ve UV kontroliiniin (5.6.3.3) sonuglar1 géz oniinde bulundurularak bir kalibrasyon
grafigi ¢izilir.

5.6.3. Standart ¢dzeltilerinin UV standardizasyonu
5.6.3.1. Vitamin A asetat stok ¢ozeltisi

2,0 ml vitamin A asetat stok ¢ozeltisi (3.11.1) 50 ml’lik bir balon jojeye (4.2.2) pipet ile alinir ve 2-propanol (3.8)
ile isaretine kadar tamamlanir. Bu ¢dzeltinin nominal konsantrasyonu 56 IU/ml vitamin A’dir. Bu seyreltilmis vitamin A
asetat ¢Ozeltisinin 3,0 ml’si 25 ml’lik balon jojeye pipet ile alinir ve 2-propanol (3.8) ile isaretine kadar tamamlanir. Bu
¢ozeltinin nominal konsantrasyonu 6,72 IU/ml vitamin A’dir. Bu ¢6zeltinin UV spektrumu 2-propanole (3.8) gére, 300 nm
ile 400 nm arasinda spektrofotometrede (4.6) dlgiiliir. Ekstinksiyon maksimumu 325 nm ile 327 nm arasinda olmalidir.

Vitamin A igeriginin hesabi:

IU vitamin A/ml = E3,6 x 19,0

Vitamin A asetat i¢in B, * =326 nm’de 2-propanol i¢inde 1530)
5.6.3.2. Vitamin A palmitat stok ¢dzeltisi

2,0 ml vitamin A palmitat stok ¢ozeltisi (3.12.1) 50 ml’lik (3.8) ile isaretine kadar tamamlanir. Bu ¢ozeltinin
nominal konsantrasyonu 56 IU/ml vitamin A’dir.

Bu seyreltilmis vitamin A palmitat ¢6zeltisinin 3,0 ml’si 25 ml’lik bir balon jojeye pipetlenir ve 2-propanol (3.8) ile
isarete kadar tamamlanir. Bu ¢6zeltinin nominal konsantrasyonu 6,72 IU/ml vitamin A’dir. Bu ¢6zeltinin UV spektrumu 2-
propanole (3.8) gore, 300 nm ile 400 nm arasinda spektrofotometrede (4.6) olgiiliir. Ekstinksiyon maksimumu 325 nm ile
327 nm arasinda olmalidir.

Vitamin A igeriginin hesabi:
U vitamin A/ml = E3 % 19,0 balon jojeye (4.2.2) pipetle alinir ve 2-propanol
Vitamin A palmitat igin (E, ', "= 326 nm’de 2-propanol iginde 957)
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5.6.3.3. Vitamin A ¢alisma standardi ¢6zeltisi

5.6.1’¢ gore hazirlanan seyreltilmis vitamin A ¢alisma standardi ¢ozeltisinin 3,0 ml’si 50 ml’lik bir balon jojeye
(4.2.2) pipetle alimir ve 2-propanol (3.8) ile isaretine kadar tamamlanir. Bu ¢dzeltinin 5,0 ml’si 25 ml’lik bir balon jojeye
pipetle alinir ve 2-propanol (3.8) ile isaretine kadar tamamlanir. Bu ¢dzeltinin nominal konsantrasyonu 6,72 IU/ml vitamin
A’dir. Bu ¢o6zeltinin UV spektrumu 2-propanole (3.8) gore, 300 nm ile 400 nm arasinda spektrofotometrede (4.6) dlgiiliir.
Ekstinksiyon maksimumu 325 nm ile 327 nm arasinda olmalidir.

Vitamin A igeriginin hesabi:

IU vitamin A/ml = E;p5 x 18,3

Vitamin A alkol iin (E, ', =325 nm’de 2-propanol i¢inde 1821)
6. Sonugclarin hesaplanmasi

Kalibrasyon grafigini (5.6.2) referans alarak, ¢ozeltinin vitamin A piklerinin ortalama yiiksekliginden (alan), ayni
¢ozeltisinin konsantrasyonu IU/ml cinsinden tayin edilir.

[amst)

Numunenin [U/kg cinsinden vitamin A igerigi “w” asagidaki formiille elde edilir:

500 % ¢ = V; = 1000 [k
W= .|I| b
Vi = m gl

burada:

¢ = Numune ¢ozeltisinin (5.4) vitamin A konsantrasyonu, [U/ml
V1 = Numune ¢ozeltisinin (5.4) hacmi, ml

V2 =5.4’te alinan temsili miktarinin hacmi, ml

m = Test porsiyonunun agirligi, g

7. Gozlemler

7.1. Diisiik vitamin A konsantrasyonu olan numunelerde iki sabunlastirma yiikiiniin (tartilan miktar: 25 g) petrol eteri
ekstraktlarinin HPLC tayini igin bir numune ¢ozeltisinde birlestirilmesi yararl olabilir.

7.2. Analiz i¢in alinan numunenin agirligi 2 g’dan fazla yag icermemelidir.

7.3. Faz ayrimi olusmazsa emiilsiyonu kirmak icin yaklastk 10 ml etanol (3.1) eklenir.

7.4. Balik yag1 ve diger saf yaglarla sabunlastirma siiresi 45-60 dakikaya kadar uzatilabilir.
7.5. BHT yerine hidrokinon kullanilabilir.

7.6. Normal bir faz kolonu kullanilarak retinol izomerlerinin ayrim miimkiindiir. Ancak bu durumda tiim cis ve trans izomer
piklerinin yiikseklikleri (alanlar) hesaplar i¢in toplanmalidir.

7.7. Sodyum askorbat ¢ozeltisi yerine yaklasik 150 mg askorbik asit kullanilabilir.
7.8. Sodyum siilfit ¢dzeltisi yerine yaklasik 50 mg EDTA kullanilabilir.
7.9. Siit ikame yemlerindeki vitamin A’nin analizinde, asagidakilere dzellikle dikkat edilmelidir

— sabunlastirmada (5.2): Numunede mevcut yag miktar1 nedeniyle potasyum hidroksit ¢dzeltisi (3.4) miktarinin artirilmasi
gerekebilir,

— ekstraksiyonda (5.3): emiilsiyonlarin varlig1 nedeniyle, su/etanol 2:1 oraninin adaptasyonu gerekebilir.

Uygulanan analiz metodunun bu spesifik matrikste (siit ikame yemi) giivenilir sonuglar verip vermedigini kontrol
etmek icin, ilave test porsiyonunda bir geri kazamim testi uygulanmalidir. Geri kazanim oram %80’den diisiikse analitik
sonucun geri kazanim i¢in diizeltilmesi gerekir.

8. Tekrarlanabilirlik

Ayn1 numunenin iki paralel tayininin sonuglar1 arasindaki fark daha yiiksek sonuca bagil %15°1 gegmemelidir.
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9. Ortak bir calismanin sonuclari

Premiks Premiks-yem Mineral Protein yemi Domuz yavrusu
konsantresi
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
ortalama [IU/kg] 17,02 x 10° 1,21 x10° 537.100 151.800 18.070
S; [TU/kg] 0,51x10° 0,039 x 10° 22.080 12.280 682
r [TU/kg] 1,43 x 10° 0,109 x 10° 61.824 34.384 1.910
CV,[%] 3,0 3,5 4,1 8,1 3,8
Sr [IU/kg] 1,36 x 10° 0,069 x 10° 46.300 23.060 3.614
R [TU/kg] 3,81 x10° 0,193 x 10° 129.640 64.568 10.119
CVg [%] 8,0 6,2 8,6 15 20

L = Laboratuvarlarin sayisi

n= Tekil degerlerin say1s1

sr = Tekrarlanabilirlik standart sapmasi

SR = Tekrar iiretilebilirligin standart sapmasi
r = Tekrarlanabilirlik

R = Tekrar tiretilebilirlik

CVr = Tekrarlanabilirlik varyasyonu katsayisi

CVR = Tekrar iiretilebilirlik varyasyonu katsayisi.
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Ektraksiyon Cihazlan
Cam silindir (4.8.1) (yaklasik yiikseklik 48 cm)

Sekil 1: Ekstraksiyon cihazi (4.8)
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B. E Vitamini Tayini
1. Amac ve Kapsam

Bu metot; yemdeki ve premikslerdeki E vitamini seviyesinin tayinini miimkiin kilar. Vitamin E igerigi mg/kg DL-
a-tokoferol asetat olarak ifade edilir. 1 mg DL-a-tokoferol asetat 0,91 mg DL-a-tokoferole (vitamin E) karsilik gelir.

Olgiim limiti 2 mg/kg vitamin BE’dir. Bu 6lgiim limiti yalnizca floresans detektdrilyle gegerlidir. Bir UV
detektoriinde dlgtim limiti 10 mg/kg’dir.

2. Prensip

Numune etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile hidrolize edilir ve vitamin E petrol eteri ile ekstrakte edilir.
Coziicli buharlastirilarak uzaklastinlir ve kalinti metanol i¢inde ¢oziindiiriilir ve gerekiyorsa gereken konsantrasyona
seyreltilir. Vitamin E igerigi, bir UV ya da floresans detektorii kullamlarak ters fazli yiiksek performans sivi kromatografisi
(RP-HPLC) ile tayin edilir.

3. Ayrraglar

3.1. Etanol, o = %96.

3.2. Petrol eteri, kaynama aralig1 40-60°C.

3.3. Metanol.

3.4. Potasyum hidroksit ¢dzeltisi, ¢ = 50 g/100 ml.

3.5. Sodyum askorbat ¢ozeltisi, ¢ = 10 g/100 ml (bakimz 7.7 ).

3.6. Sodyum siilfit, Na,S - x H,O (x =7-9).

3.6.1. Sodyum siilfit ¢dzeltisi, gliserol i¢inde ¢ = 0,5 mol/l, 8 =120 g/1 (x =9 i¢in) (bakiniz 7.8 )
3.7. Fenolftalein ¢ozeltisi, etanol (3.1) iginde ¢ =2 g/100 ml.

3.8. HPLC i¢in mobil faz: metanol (3.3) ve su karisimi, 6rn. 980 + 20 (h + h). Tam oran, kullanilan kolon &zellikleri ile tayin
edilecektir.

3.9. Azot, oksijen icermemeli.
3.10. DL-a-tokoferol asetat, ekstra saf, onaylanan aktivitede.

3.10.1. DL-o-tokoferol asetatin stok ¢ozeltisi: 100 mg DL-a-tokoferol asetat (3.10) 0,1 mg hassasiyetle 100 ml’lik balon
jojeye tartilir. Etanol (3.1) i¢inde ¢oziindiiriiliir ve ayn1 ¢6ziicii ile isaret ¢izgisine kadar tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 1 ml’si 1
mg DL-a-tokoferol asetat icerir (UV kontrolii i¢in bakiniz 5.6.1.3; stabilizasyon i¢in bakiniz 7.4 ).

3.11. DL-a-tokoferol, ekstra saf, onaylanan aktivitede.

3.11.1. DL-o-tokoferol stok ¢ozeltisi: 100 mg DL-a-tokoferol (3.10) 0,1 mg hassasiyetle 100 ml’lik balon jojeye tartilir.
Etanol (3.1) icinde ¢oziindiirtiliir ve ayn1 ¢oziicil ile isaret ¢izgisine kadar tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 1 ml’si 1 mg DL-o-
tokoferol igerir. (UV kontrolii i¢in bakiniz 5.6.2.3; stabilizasyon i¢in bakiniz 7.4 gézlemleri).

3.12. 2,6-Di-tert-biitil-4-metilfenol (BHT) (bakiniz 7.5 ).
4. Cihazlar
4.1. Doner buharlastirict (Rotary evaporator).
4.2. Amber renkli cam malzemeler.
4.2.1. 500 mI’lik, silifli, diiz tabanli ya da konik sise.
4.2.2. Silifli , dar agizli, 10, 25, 100 ve 500 m!’lik balon jojeler.
4.2.3. 1000 mI’lik, silifli, konik, ayirma hunileri.
4.2.4. 250 mI’lik, silifli , armut sekilli balon joje.
4.3. Allihn yogunlastirici, ceket uzunlugu 300 mm, silifli cam ekleme, gaz besleme borusu igin adaptér.
4.4. Faz ayrimi i¢in, 185 mm ¢apinda katli filtre kagidi (6rn. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2).
4.5. Enjeksiyon sistemli HPLC cihazi
4.5.1. Sivi kromatografik kolon, 250 mm x 4 mm, C;g, 5 ya da 10 um dolgu ya da esdegeri.
4.5.2. UV ya da fliioresans detektorii, degisken dalga boyu ayarli.
4.6. 10 mm kuvars hiicreli spektrofotometre.
4.7. Manyetik karistiricili su banyosu.
4.8. Asagidakilerden olusan ekstraksiyon cihazi (bakiniz sekil 1)
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4.8.1. 1 litre kapasiteli, silifli camdan bir boyun ve tipa takilmis cam silindir.

4.8.2. Bir yan kol ve merkezden gecen ayarlanabilir bir tiip takilnus silifli cam ek. Ayarlanabilir tiipiin, silindirdeki st s1v1
katmaninin ayirici bir huniye aktarilabilecegi sekilde U sekilli bir alt ucu ve kars1 ugta bir jeti olmalidir.

5.Metot

Not: Vitamin E (UV-) 1518a ve oksitlenmeye duyarlidir. Tiim islemler 151k (amber cam malzemeler ya da aliiminyum folyo ile
korunan cam malzemeler kullamlarak) ve oksijen (azot ile yikama) korunmali bir ortamda gerceklestirilmelidir.

Ekstraksiyon sirasinda sivi iizerindeki hava, azotla degistirilmelidir (ara sira tipay1 gevseterek asir1 basing olusmasi
engellenmelidir).

5.1. Numunenin hazirlanmasi

Numune 1 mm gdzenekli elekten gececek sekilde oiitiiliir, 1s1 olusumunun énlemesine dikkat edilir. Ogiitme islemi
tartim ve sabunlastirmanin hemen dncesinde gergeklestirilmelidir, aksi halde vitamin E kaybi olabilir.

5.2. Sabunlastirma

Vitamin E yogunluguna bagli olarak 2 g - 25 g numune 0,01 g hassasiyetle 500 ml’lik bir diiz tabanli ya da konik
cam balona (4.2.1) koyulur. Karistirarak sirasiylal30 ml etanol (3.1), yaklasik 100 mg BHT (3,12), 2 ml sodyum askorbat
¢ozeltisi (3.5) ve 2 ml sodyum siilfit ¢ozeltisi (3.6) eklenir. Cam malzemeye yogunlastirict (4.3) takilir ve balon manyetik
karistiricili bir su banyosuna (4.7) daldirilir. 5 dakika boyunca geri sogutucuda kaynama noktasina isitilir. Ardindan 25 ml
potasyum hidroksit ¢ozeltisi (3.4) yogunlastirici (4.3) icinden eklenir ve yavas bir azot akimu altinda karistirilarak 25 dakika
daha geri sogutucuda birakilir. Ardindan yogunlastirict yaklasik 20 ml su ile durulamir ve balonun igerigi oda sicakligina
sogutulur.

5.3. Ekstraksiyon

Sabunlastirma ¢ozeltisi, toplam hacmi 250 ml olan su ile durulanarak nicel olarak 1000 ml’lik bir ayirma hunisine
(4.2.3) ya da ekstraksiyon cihazina (4.8) bosaltilarak aktarilir. Sabunlastirma sisesi sirasiyla 25 ml etanol (3.1) ve 100 ml
petrol eteri (3.2) ile durulanir ve durulama suyu ayirma hunisine ya da ekstraksiyon cihazina aktarilir. Birlestirilmis
¢ozeltilerdeki su ve etanol orani yaklasik 2:1 olmalidir. 2 dakika boyunca kuvvetlice ¢alkalanir ve 2 dakika ¢okmesi i¢in (faz
ayrimi i¢in) beklenir.

5.3.1. Ayirma hunisi (4.2.3) kullanarak ekstraksiyon

Katmanlar ayrildiginda (bakimiz 7.3) petrol eteri katmam baska bir ayirma hunisine (4.2.3) aktarilir. Bu
ekstraksiyon islemi 100 ml hafif petrolle (3.2) iki kez ve 50 ml hafif petrolle (3.2) iki kez yinelenir.

Ayirma hunisindeki birlestirilmis ekstraktlara, 100 ml’lik su ekleyip hafifce karistirarak (emiilsiyon olusumunu
onlemek i¢in) ve ardindan fenolftalein ¢ozeltisi (3.7) eklenerek su renksiz kalana kadar 100 mI’lik su ile yeniden ¢alkalayarak
(dort kez yikamak genelde yeterlidir) iki kez yikanir.

Yikanmus ekstrakt, siispansiyon halindeki suyu ayirmak amaciyla faz ayrim (4.4) i¢in bir kuru katmanl: filtreden
500 ml’lik balon jojeye (4.2.2) siiziiliir. Ayirma hunisi ve filtre 50 ml petrol eteri ile (3.2) durulanir, petrol eteri ile (3.2)
isaretine kadar tamamlanir ve iyice karistirilir.

5.3.2. Ekstraksiyon cihazi (4.8) kullanarak ekstraksiyon

Katmanlar ayrildiginda (bakiniz 7.3) cam silindirin tipasi (4.8.1) buzlu cam ek (4.8.2) ile degistirilir ve ayarlanabilir
tiiptin U sekilli alt ucu, birlesme ylizeyi seviyesinin hemen {izerinde olacak sekilde yerlestirilir. Azot hattindan yan kola
basing uygulayarak iistteki hafif petrol 1000 ml’lik bir ayirma hunisine (4.2.3) aktarilir. 100 ml petrol eteri (3.2) cam silindire
eklenir, agz1 kapatilir ve iyice ¢alkalanir. Katmanlarin ayrilmasina izin verilir ve istteki katman onceki gibi ayirma hunisine
aktarilir. Ekstraksiyon islemini 100 ml petrol eteri ile (3.2), ardindan iki kez 50 ml’lik petrol eteri ile (3.2) yinelenir ve hafif
petrol eteri katmanlar1 ayirma hunisine eklenir. Birlestirilmis petrol eteri ile ekstraktlari 5.3.1°de anlatildigr gibi yikanir ve
devam edilir.

5.4. HPLC i¢in numune ¢6zeltisinin hazirlanmasi

Belli bir miktarda petrol eteri ¢ozeltisi (5.3.1 ya da 5.3.2’den elde edilen) 250 ml’lik armut sekilli balona (4.2.4)
pipetle alinir. En fazla 40°C’lik bir su banyosunda azaltilan basingla déner buharlastiricida (rotary evaporator) (4.1) ¢6ziicii
neredeyse kuruyana kadar buharlastirilir. Azot (3.9) igeri almarak atmosferik basing yeniden saglanir ve balon joje doner
buharlastiricidan (rotary evaporator) ¢ikartilir. Kalan ¢oziicii bir azot (3.9) buhar ile ¢ikartilir ve kalinti hemen bilinen
hacimdeki (10-100 ml) metanol (3.3) (DL-a-tokoferol konsantrasyonu 5 pg/ml ile 30 pg/ml arasinda olmalidir) icinde
¢Oziindiiriiliir.

5.5. HPLC ile tayin

Vitamin E, bir Cyg ters faz kolonunda (4.5.1) ayrilir ve konsantrasyon bir floresans detektorii (eksitasyon: 295 nm,
emisyon: 330 nm) ya da UV detektorii (292 nm) (4.2.1) kullanilarak 6lgiiliir.

5.4°te elde edilen metanollii ¢ozeltiden belli miktarda (6rn. 20 pl) enjekte edilir ve mobil faz (3.8) ile eliie edilir.
Ayn1 numune ¢dzeltisinin ¢esitli enjeksiyonlarinin ortalama pik yiikseklikleri (alanlar) ve kalibrasyon ¢dzeltilerinin (5.6.2)
cesitli enjeksiyonlarinin ortalama pik yiikseklikleri (alanlar) hesaplanir..
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HPLC kosullart

Asagidaki kosullar rehberlik amaciyla sunulmustur; esdeger sonuglar vermeleri kaydiyla diger kosullar da
kullanilabilir.

S1vi kromatografik kolon (4.5.1): 250 mm x 4 mm, Cg, 5 ya da 10 um dolgu ya da esdegeri
Mobil faz (3.8): Metanol (3.3) ve su karigimi, 6rn. 980 + 20 (h+h).

Akis lzi: 1-2 ml/dak.

Detektor (4.5.2) Floresans detektorii

(eksitasyon: 295 nm/emisyon: 330 nm) ya da UV detektorii (292 nm)
5.6. Kalibrasyon (DL-a-tokoferol asetat ya da DL-a-tokoferol)
5.6.1. DL-0- tokoferol asetat standard1
5.6.1.1. Caligma standardi ¢dzeltisinin hazirlanmasi

25 ml DL-a-tokoferol asetat stok ¢ozeltisi (3.10.1) 500 ml’lik diiz tabanl ya da konik erlene (4.2.1) pipetle aktarilir
ve 5.2°de anlatildig1 gibi hidrolize edilir. Ardindan petrol eteri ile (3.2) 5.3’e gore ekstrakte edilir ve petrol eteri ile 500 mI’ye
tamamlanir. Bu ekstraktin 25 ml’si doner buharlastiricida (rotary evaporator) (bakiniz 5.4) neredeyse kuruyana kadar
buharlastirilir, kalan ¢6ziicli azot (3.9) buhar ile ¢ikartilir ve kalint1 25,0 ml metanol (3.3) i¢inde yeniden ¢oziindiiriiliir. Bu
¢oOzeltinin nominal konsantrasyonu, 50 pg/ml DL-a-tokoferol asetata esdeger 45,5 pg/ml DL-o-tokoferoldiir. Calisma
standardi ¢ozeltisi, kullanilmadan 6nce taze hazirlanmalidir.

5.6.1.2. Kalibrasyon ¢ozeltilerinin ve kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi

1,0- 2,0- 4,0 ve 10,0 ml calisma standardi ¢dzeltisi bir dizi 20 ml’lik balon jojeye aktarilir, metanol (3.3) ile
isaretine kadar tamamlanir ve karistirtlir. Bu ¢ozeltilerin nominal konsantrasyonlart 2,5- 5,0- 10,0 ve 25,0 ug/ml DL-o-
tokoferol asetattir ya da 2,28- 4,55- 9,10 pg/ml ve 22,8 pg/ml DL-a-tokoferoldiir. Her bir kalibrasyon ¢ozeltisinin 20 pl’si
birkag kez enjekte edilir ve ortalama pik yiikseklikleri (alanlar) tayin edilir. Ortalama pik yiikseklikleriyle (alanlar), bir
kalibrasyon grafigi ¢izilir.

5.6.1.3. DL-o-tokoferol asetat stok ¢dzeltisinin UV standardizasyonu (3.10.1)

5,0 ml DL-o-tokoferol asetat stok ¢ozeltisi (3.10.1) etanol ile 25,0 ml’ye seyreltilir ve bu ¢ozeltinin UV spektrumu
etanole (3.1) gore, 250 nm ile 320 nm arasinda spektrofotometrede (4.6) dlgiiliir.

Absorpsiyon maksimumu 284 nm’de olmalidir:

E1'%, =284 nm’de etanol i¢inde 43,6

Bu seyreltmede 0,84 ila 0,88 arasinda bir ekstinksiyon degeri elde edilmelidir.
5.6.2. DL-0- tokoferol standard

5.6.2.1. Caligma standardi ¢ozeltisinin hazirlanmasi

2 ml DL-a-tokoferol stok ¢ozeltisi (3.11.1) 50 mI’lik balon jojeye pipetle alinir, metanol (3.3) iginde ¢oziindiiriiliir
ve metanol ile isarete kadar tamamlanir. Bu ¢6zeltinin nominal konsantrasyonu, 44,0 pg/ml DL-a-tokoferol asetata esdeger
40 pg/ml DL-a-tokoferoldiir. Caligma standardi ¢ozeltisi, kullanilmadan 6nce taze hazirlanmalidir.

5.6.2.2. Kalibrasyon ¢ozeltilerinin ve kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi

1,0- 2,0- 4,0 ve 10,0 ml calisma standardi ¢dzeltisi bir dizi 20 ml’lik balon jojeye aktarilir, metanol (3.3) ile
isaretine kadar tamamlanir ve karistirilir. Bu ¢ozeltilerin nominal konsantrasyonlari 2,0- 4,0- 8,0 ve 20,0 pg/ml DL-o-
tokoferol ya da 2,20, 4,40, 8,79 pg/ml ve 22,0 pg/ml DL-a-tokoferol asetattir.

Her bir kalibrasyon ¢6zeltisinin 20 pl’si birkag kez enjekte edilir ve ortalama pik yiikseklikleri (alanlar) tayin edilir.
Ortalama pik yiikseklikleriyle (alanlar), bir kalibrasyon grafigi ¢izilir.

5.6.2.3. DL-o-tokoferol stok ¢ozeltisinin UV standardizasyonu (3.11.1)

2,0 ml DL-a-tokoferol stok ¢ozeltisi (3.11.1) etanol ile 25,0 ml’ye seyreltilir ve bu ¢ozeltinin UV spektrumu etanole
(3.1) gore, 250 nm ile 320 nm arasinda spektrofotometrede (4.6) dlgiiliir.

Absorpsiyon maksimumu 292 nm’de olmalidir:
E1!'%,, =292 nm’de etanol iginde 75,8

Bu seyreltmede ekstinksiyon degeri 0,6 elde edilmelidir.

6. Sonugclarin hesaplanmasi

Kalibrasyon grafigini (5.6.1.2 ya da 5.6.2.2) referans alarak, numune ¢6zeltisinin vitamin E piklerinin ortalama
yiiksekligi (alan), ayn1 ¢ézeltinin konsantrasyonu pg/ml (a-tokoferol asetat olarak hesaplanan)cinsinden tayin edilir.
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[7amet)

Numunenin mg/kg cinsinden vitamin E igerigi “w” asagidaki formiille elde edilir:

500 = ¢ x V3 .
ol [mg/kg]

¢ = Numune ¢dzeltisinin (5.4) vitamin E konsantrasyonu (a-tokoferol asetat olarak), pg/ml
V1 = Numune ¢ozeltisinin (5.4) hacmi, ml

V2 =5.4’te alinan belirli miktarin hacmi, ml

m = Numunenin agirligl, g

7. Gozlemler

7.1. Diisiik vitamin E konsantrasyonu olan numunelerde iki sabunlastirma yiikiiniin (tartilan miktar: 25 g) petrol eteri
ekstraktlarinin HPLC tayini i¢in bir numune ¢ozeltisinde birlestirilmesi yararl olabilir.

7.2. Analiz i¢in alinan numunenin agirligi 2 g’dan fazla yag icermemelidir.
7.3. Faz ayrimi olusmazsa emiilsiyonu kirmak icin yaklastk 10 ml etanol (3.1) eklenir.

7.4. DL-a-tokoferol asetat ya da DL-o-tokoferol ¢ozeltisinin sirasiyla 5.6.1.3 ya da 5.6.2.3’e gore spektrofotometrik
Olciimlerden sonra yaklasik 10 mg BHT yi (3.12) ¢ozeltiye (3.10.1 ya da 3.10.2) eklenir ve ¢dzelti bir buzdolabinda tutulur
(saklama 0mrii en fazla 4 haftadir).

7.5. BHT yerine hidrokinon kullanilabilir.

7.6. Normal bir faz kolonu kullanilarak a-, B-, y- ve §-tokoferol ayrimi miimkiindiir.
7.7. Sodyum askorbat ¢ozeltisi yerine yaklasik 150 mg askorbik asit kullanilabilir.
7.8. Sodyum siilfit ¢dzeltisi yerine yaklasik 50 mg EDTA kullanilabilir.

7.9. Vitamin E asetat, alkali kosullar altinda son derece hizli hidrolize olur ve bu nedenle &zellikle demir ve bakir gibi iz
elementlerin varliginda oksitlenmeye ¢ok duyarlidir. 5000 mg/kg’dan yiiksek seviyelerdeki Premikslerda vitamin E tayini
yapilirken, bir vitamin E parcalanmasi olusabilir. Bu nedenle onay i¢in, alkalin sabunlastirma adimi olmayan vitamin E
formiilasyonu enzimatik pargalanmasini igeren bir HPLC metodu onerilir.

8. Tekrarlanabilirlik
Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglar1 arasindaki fark daha yiiksek sonuca bagil %15°1 gegmemelidir.

9. Ortak bir calismanin sonuclari

Premiks Premiks yem Mineral Protein yemi Domuz yavrusu
konsantresi
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
ortalama [mg/kg] 17.380 1.187 926 315 61,3
S; [mg/kg] 384 45,3 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1.075 126,8 70,6 36,4 6,4
CV,[%] 2,2 3,8 2,7 4,1 3,8
Sgr [mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/kg] 2.324 182,0 1554 52,9 21,8
CVR [%] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7

L = Laboratuarlarin sayisi

N = Tekil degerlerin sayis1

s, = Tekrarlanabilirlik standart sapmasi

Sg = Tekrar iiretilebilirlik standart sapmast

r = Tekrarlanabilirlik

R = Tekrar iiretilebilirlik

CV, = Tekrarlanabilirlik varyasyonu katsayis1
CVy = Tekrar iiretilebilirlik varyasyonu katsayisi
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Sekil 1: Ekstraksiyon cihazi (4.8)
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C. Demir, Bakir, Mangan ve Cinko iz Elementlerinin Tayini
1. Amac ve kapsam

Bu metot; yemdeki iz miktardaki demir, bakir, mangan ve ¢inko elementlerinin tayinini miimkiin kilar. Miktar
tayini sinrlart sunlardir:

— demir (Fe): 20 mg/kg
— bakar (Cu): 10 mg/kg
— mangan (Mn): 20 mg/kg
— ¢inko (Zn): 20 mg/kg.
2. Prensip

Numune, organik maddeler hidroklorik asit iginde parcalandiktan sonra ¢6zelti haline getirilir. Demir, bakir,
mangan ve ¢inko elementleri, uygun bir seyreltmeden sonra atomik absorpsiyon spektrometresi ile tayin edilir.

3. Ayrraglar
Tamitic1 yorumlar

Ayiraclarin ve analitik ¢ozeltilerin hazirlanmasinda tayin edilecek maddeleri icermeyen, borosilikat cam ya da
kuvars imbikte iki kere damitilarak ya da iyon degisimi recinesinde iki kez islem gorerek elde edilen su kullanilir.

Ayiraglar en azindan analitik saflikta olmalidir. Tayin edilecek elementlerin var olmadigi, bir kor deneyle kontrol
edilmelidir. Gerekiyorsa, ayiraglar daha da saflastiriimalidir.

Asagida agiklanan standart ¢dzeltiler yerine, garantili olmalar1 ve kullanmadan 6nce kontrol edilmeleri kaydiyla
ticari standart ¢ozeltiler de kullanilabilir.

3.1. Hidroklorik asit (d:1,19 g/ml).
3.2. Hidroklorik asit (6 mol/litre).
3.3. Hidroklorik asit (0,5 mol/litre).

3.4. En fazla 1 mg/litre demir (Fe) igerigi olan ve buharlagtirmadan sonra en fazla 10 mg (siilfat olarak)/litre kalint1 birakan
hidroflorik asit, %38 - %40’1ik (v/v).

3.5. Siilfiirik asit (d: 1,84 g/ml).
3.6. Hidrojen peroksit (yaklasik 100 hacim oksijen (agirlikca %30)).

3.7. Asagidaki gibi hazirlanan standart demir ¢ozeltisi (1000 pg Fe/ml) ya da ticari olarak satin alinabilir egsdeger bir ¢ozelti:
1 g demir teli 200 ml 6 mol/litre hidroklorik asitte (3.2) ¢dziindiiriiliir, 16 ml hidrojen peroksit (3.6) eklenir ve suyla bir
litreye tamamlamnir.

3.7.1. Calisma standard: demir ¢ozeltisi (100 pg Fe/ml), standart ¢ozeltinin bir kismunin (3.7) 9 kisim suyla seyreltilmesiyle
hazirlanmaktadir.

3.8. Asagidaki gibi hazirlanan standart bakir ¢6zeltisi (1000 pg Cu/ml) ya da ticari olarak satin alinabilir egsdeger bir ¢ozelti:

— 1 g toz formundaki bakir 25 ml 6 mol/litre hidroklorik asitte (3.2) ¢6ziindiiriiliir, 5 ml hidrojen peroksit (3.6) eklenir ve
suyla bir litreye tamamlanir.

3.8.1. Calisma standard1 bakir ¢ozeltisi (10 pg Cu/ml), standart ¢ozeltinin 1 kisminin (3.8) 9 kisim suyla seyreltilmesiyle ve
ardindan ortaya ¢ikan ¢ozeltinin 1:9 suyla seyreltilmesiyle hazirlanir

3.9. Asagidaki gibi hazirlanan standart mangan ¢ozeltisi (1000 ng Mn/ml) ya da ticari olarak satin almabilir esdeger bir
¢ozelti:

— 1 g toz formundaki bakir 25 ml 6 mol/litre hidroklorik asitte (3.2) ¢6ziindiiriiliir ve suyla bir litreye tamamlanir.

3.9.1. Calisma standard1 mangan ¢ozeltisi (10 pg Mn/ml), standart ¢6zeltinin bir kisminin (3.9) 9 kisim suyla seyreltilmesiyle
ve ardindan ortaya ¢ikan ¢ozeltinin 1:9 suyla seyreltilmesiyle hazirlanir.

3.10. Asagidaki gibi hazirlanan standart ¢inko ¢6zeltisi (1000 pg Zn/ml) ya da ticari olarak satin alinabilir esdeger bir ¢ozelti:

— 1 g serit ya da yaprak formundaki ¢inko 25 ml 6 mol/litre hidroklorik asitte (3.2) ¢dziindiiriiliir ve suyla bir litreye
tamamlanir.

3.10.1. Caligma standard: ¢inko ¢ozeltisi (10 pg Zn/ml), standart ¢6zeltinin bir kismunin (3.10) 9 kisim suyla seyreltilmesiyle
ve ardindan ortaya ¢ikan ¢ozeltinin 1:9 suyla seyreltilmesiyle hazirlanir.

3.11. Lantan kloriir ¢6zeltisi: 12 g lantan oksit 150 ml suda ¢oziindiiriiliir, 100 ml 6 mol/litre hidroklorik asit (3.2) eklenir ve
suyla bir litreye tamamlanir.
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4. Cihazlar
4.1. Sicaklik diizenlemesi ve tercihen kaydedicisi olan kiil firm.

4.2. Cam malzemeler dayanikli borosilikat tipi olmalidir ve &zellikle eser element tayini i¢in kullanima ayrilmus cihaz
kullanilmast Onerilir.

4.3. Gerekli araliktaki hassasiyet ve kesinlik agisindan metodun gerekliliklerini karsilayan atomik absorpsiyon
spektrofotometresi.

5. Metot (%)
5.1. Organik madde iceren numuneler
5.1.1. Yakma ve analiz i¢in ¢bzeltinin hazirlanmasi (*)

5.1.1.1. 5 ila 10 g numune 0,2 mg hassasiyetle tartilarak kuvars ya da platin krozeye (bakimz Not (b)) yerlestirilir,
105°C’deki bir etiivde kurutulur ve kroze soguk kiil firmma (4.1) alinir. Firin kapatilir (bakiniz Not (c)) ve sicaklig, yaklagik
90 dakika i¢cinde kademeli olarak 450 ila 475°C’ye yiikseltilir. Karbonlu materyali ortadan kaldirmak i¢in bu sicaklik 4 ila 16
saat (6rnegin Gece boyunca) siirdiiriiliir, ardindan firin agilir ve sogumaya birakilir (bakiniz Not (d)).

Kiiller su ile nemlendirilir ve bunlar 250 ml’lik bir behere aktarilir. Kroze toplamda yaklasik 5 ml hidroklorik asit
(3.1) ile yikanir ve hidroklorik asit yavasca ve dikkatle behere eklenir (CO2 olusumu nedeniyle siddetli bir reaksiyon
olabilir). Tiim kdpiirme durana kadar damla damla hidroklorik asit (3.1) eklenir. Kuruyana kadar buharlastirilir, ara sira cam
bir ¢cubukla karistirilir.

Sonra kalintiya 15 ml 6 mol/l hidroklorik asit (3.2) ve ardindan yaklasik 120 ml su eklenir. Cam cubuk ile
karistirtlir (cubuk beherin iginde birakilmalidir) ve beher bir saat camu ile ortiiliir. Yavagca kaynama noktasimna getirilir ve
¢ozlinecek kiil kalmayana kadar kaynama noktasinda tutulur. Kiil igermeyen siizge¢ kagidindan siiziiliir ve siiziintii 250
ml’lik bir balon jojeye alinir. Beher ve siizge¢ kagidi 5 ml sicak 6 mol/litre hidroklorik asitle (3.2) ve iki kez kaynar suyla
yikanir. Balon joje isaretine kadar suyla doldurulur (HCI konsantrasyonu yaklasik 0,5 mol/l).

5.1.1.2. Siizgecteki kalint1 siyah (karbon) goriiniiyorsa, yeniden firina koyulur ve yeniden 450 ile 475°C’de yakilir. Bu yakma
(yalnizca {i¢ ila bes saat yeterlidir) islemi, kiil beyaz ya da beyaza yakin goriindiigiinde tamamlanir. Kalint1 yaklagik 2 ml
hidroklorik asit (3.1) ile ¢dziindiiriiliir, kuruyana kadar buharlastirtlir ve 5 ml 6 mol/litre hidroklorik asit (3.2) eklenir. Isitilir,
¢ozelti balon joje igerisine siiziiliir ve su ile isarete kadar tamamlanir (HCI konsantrasyonu yaklasik 0,5 mol/1).

Notlar:

(a) Iz elementlerin tayininde &zellikle ginko, bakir ve demir kaynakli kontaminasyon risklerine karsi dikkatli olmak
6nemlidir. Bu nedenle numunelerin hazirlanmasinda kullanilan ekipman bu metalleri igermemelidir.

Genel kontaminasyon riskini azaltmak i¢in tozsuz bir ortamda, dikkatlice temiz ekipmanla ve iyice yikanmis cam
malzemelerle ¢alisilir. Cinko tayini 6zellikle cam malzeme, reaktifler, toz vb. bir¢cok kontaminasyon tiiriine duyarlidir.

(b) Yakilacak numunenin agirlii, kullamlan spektrofotometre duyarliligina uygun olarak yemdeki yaklagik iz element
iceriginden hesaplanir. 1z element icerigi diisiik belirli yemlerde 10 ila 20 g numune ile baslamak ve son ¢dzeltiyi yalnizca
100 ml’ye tamamlamak gerekebilir.

(c) Yakma islemi, hava ya da oksijen girmeyen kapali bir kiil firininda gergeklestirilmelidir.
(d) Pirometre ile gosterilen sicaklik en fazla 475°C olmalidir.

5.1.2. Spektrofotometrik tayin

5.1.2.1. Kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Tayin edilecek her element igin madde 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 ve 3.10.1°de verilen ¢alisma standardi ¢dzeltisinden bir
dizi kalibrasyon ¢ozeltisi hazirlamr, her bir kalibrasyon ¢ozeltisi yaklasik 0,5 mol/litrelik bir HCI konsantrasyonu demir,
mangan ve ¢inko s6z konusu oldugunda %0,1 Lantanyuma (a/h) esdeger bir lantan kloriir konsantrasyonu icermelidir.

(*) Ayni sonuglar1 vermeleri kaydiyla diger pargalama metotlari (mikrodalga basingli pargalama) de kullanilabilir.

(*) Yesil kaba yem (taze ya da kuru), eser elementleri tutabilecek gok miktarda bitkisel silis igerme egilimindedir ve ortamdan
uzaklastirilmalidir. Bu nedenle bu yemlerin numunelerinde asagidaki degistirilmis metod izlenmelidir. Siizme islemine kadar 5.1.1.1 iglemini
uygulanir. Coziinmeyen kalintiyr igeren siizge¢ kagidi iki kez kaynar suyla yikanir ve kuvars ya da platin bir kroze igine koyulur. Kiil
firminda (4.1) 550°C’nin altinda bir sicaklikta tiim karbonlu materyaller tiimiiyle yanana kadar yakilir. Sogumaya birakilir, birka¢ damla su
ve ardindan 10 ile 15 ml hidroflorik asit (3.4) eklenir ve yaklasik 150°C’de kuruyana kadar buharlagtirilir. Kalintida herhangi bir silis igerigi
kalirsa, birka¢ ml hidroflorik asit (3.4) i¢inde yeniden ¢oziindiiriiliir ve kuruyana kadar buharlagtirilir. Bes damla siilfiirik asit (3.5) eklenir
ve beyaz duman ¢ikmayana kadar 1sitilir. 5 ml 6 mol/litre hidroklorik asit (3.2) ve yaklasik 30 ml su ekledikten sonra, 1sitilir, ¢ozelti 250
ml’lik balon jojeye filtrelenir ve su ile isaretine kadar tamamlanir (HCI konsantrasyonu yaklagik 0,5 mol/l). Tayin islemine madde 5.1.2’den
devam edilir.
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Segilen iz element konsantrasyonlar1 kullanilan spektrofotometrenin hassaslik sinir1 araliginda olmalidir.

Asagidaki tablolarda kalibrasyon c¢ozeltilerinin bilesim araliklari gosterilmektedir; bununla birlikte kullanilan
spektrofotometrenin tiiriine ve duyarliligina gore baska konsantrasyonlar segmek gerekebilir.

Demir

ug Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
caligma standardi ¢ozeltisi (3.7.1) (1 0 0,5 1 2 3 4 5
ml =100 pg Fe), ml

HCI (3.2), ml 7 7 7 7 7 7 7
10 ml of lantan kloriir ¢ozeltisi (3.11) eklenir ve suyla 100 ml’ye tamamlanir

Bakir

pg Cu/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Calisma standardi ¢ozeltisi (3.8.1) (1 0 1 2 4 6 8 10
ml =10 pg Cu), ml

HCI (3.2), ml 8 8 8 8 8 8 8
Mangan

pg Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Calisma standardi ¢ozeltisi (3.9.1) (1 0 1 2 4 6 8 10

ml =10 pg Mn), ml

HCI (3.2), ml 7 7 7 7 7 7 7

10 ml of lantan kloriir ¢6zeltisi (3.11) eklenir ve suyla 100 ml’ye tamamlanir

Cinko

ug Zn/ml 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
Caligma standardi ¢ozeltisi (3.10.1) (1 | O 0,5 1 2 4 6 8
ml =10 pg Zn), ml

HCI (3.2), ml 7 7 7 7 7 7 7
10 ml of lantan kloriir ¢ozeltisi (3.11) eklenir ve suyla 100 mI’ye tamamlanir

5.1.2.2. Analiz i¢in ¢dzeltinin hazirlanmasi

Bakir tayini i¢in madde 5.1.1°den hazirlanan ¢o6zelti normalde dogrudan kullanilabilir. Konsantrasyonunu
kalibrasyon ¢ozeltilerinin siniria ¢ekmek gerekiyorsa, belli bir miktart 100 ml’lik bir balon jojeye pipetle alinir ve 0,5
mol/litre hidroklorik asit (3.3) ile isarete kadar tamamlanabilir.

Demir, mangan ve ¢inko tayini i¢in madde 5.1.1°den hazirlanan ¢dzeltiden belli bir miktar 100 ml’lik balon jojeye
pipetle alinir, 10 ml lantan kloriir ¢ozeltisi (3.11) eklenir ve 0,5 mol/litre hidroklorik asit (3.3) ile isaretine kadar tamamlanir
(ayrica bkz. madde 8 ‘Gozlem’).

5.1.2.3. Kér deney

Kor deney metodun belirtilen tiim adimlarini icermeli, ancak numune materyali g6z ardi edilmelidir. Kalibrasyon
¢ozeltisi ‘0°, kor olarak kullanilmamalidir.

5.1.2.4. Atomik absorpsiyon dl¢iimil

Kalibrasyon ¢dzeltilerinin ve analiz edilecek ¢ozeltinin atomik absorpsiyonu, oksitlendirici bir hava-asetilen alevi
kullanarak asagidaki dalga boylarinda 6lgiiliir:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm
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Mn: 279,5 nm

Zn:213,8 nm

Her dl¢iim dort kez gergeklestirilir.
5.2. Mineral yem

Numune organik madde i¢ermiyorsa, dnceden yakmak gerekli degildir. Madde 5.1.1.1°de belirtilen sekilde ve
ikinci paragraftan baslatilarak devam edilir. Hidroflorik asidin buharlastiriimasi géz ard: edilebilir.

6. Sonug¢larin hesaplanmasi

Bir kalibrasyon egrisi kullanarak, analiz edilecek ¢ozeltideki iz element konsantrasyonunu hesaplanir ve sonuglar
bir kg numunede bulunan iz element miktari, mg seklinde (ppm) ifade edilir.

7. Tekrarlanabilirlik

Ayni numunenin, ayn1 analist ile ger¢eklestirilen iki paralel tayininin sonuglar1 arasindaki fark asagidaki degerleri
gecmemelidir:

— en fazla 50 mg/kg’a kadar iz element igerigi i¢cin mutlak deger olarak 5 mg/kg,
— 50 ila 100 mg/kg’a kadar iz element igerigi i¢in daha yiiksek sonucun %10’u,
— 100 ila 200 mg/kg’a kadar iz element igerigi i¢in mutlak deger olarak 10 mg/kg,
— 200 mg/kg’dan fazla iz element igerigi i¢in daha yiiksek sonucun %5’1,
8. Gozlem

Cok miktarda fosfat varlig1 demir, mangan ve ¢inko tayinini etkileyebilir.

Bu etkilesim lantanyum kloriir ¢ozeltisi (3.11) eklenerek diizeltilmelidir. Ancak numunedeki agirlik oram1 Ca +
Mg/P => 2 ise, analiz ¢ozeltisine ve kalibrasyon ¢ozeltilerine lantanyum kloriir ¢zeltisi (3.11) eklenmesi goz ard: edilebilir.

C. Halofuginon Tayini
DL-trans-7-bromo-6-kloro-3- [3-(3-hidroksi-2-piperidil)asetonil ]-kuinazolin-4-(3H)-bir hidrobromiir
1. Amac ve kapsam
Metot, yemdeki halofuginon seviyesinin tayinini miimkiin kilar. Miktar tayinlerinin simr1 1 mg/kg’dur.
2. Prensip

Sicak su ile igleme tabi tuttuktan sonra, halofuginon serbest baz olarak etil asetata ekstrakte edilir ve ardindan
hidrokloriir olarak sulu asit ¢ozeltisine ayristirilir. Ekstrakt iyon degisim kromatografisi ile saflastirilir. Halofuginon igerigi,
bir UV detektorii kullanilarak ters fazl yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ile tayin edilir.

3. Ayiraclar

3.1. Asetonitril, HPLC kullamim safliginda
3.2. Amberlit XAD-2 reginesi.

3.3. Amonyum asetat.

3.4. Etil asetat.

3.5. Asetik asit, Glasiyal.

3.6. Halofuginon standart maddesi DL-trans-7-bromo-6-kloro-3- [3-(3-hidroksi-2-piperidil)asetonil]- (quinazoline) -4-(3H)-
bir hidrobromiir, E 764).

3.6.1. Halofuginon stok standart ¢6zeltisi, 100 pg/ml

50 mg halofuginon (3.6) 0,1 mg hassasiyetle 500 ml’lik balon jojeye tartilir, amonyum asetat tampon ¢dzeltisinde
(3.18) ¢oziindiiriiliir, tampon ¢dzeltiyle isarete kadar tamamlanir ve karistirilir. Bu ¢ozelti, karanlikta 5°C’de saklanirsa ti¢
hafta boyunca stabildir.

3.6.2. Kalibrasyon ¢ozeltileri

Bir dizi 100 mI’lik balon jojeye 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ve 6,0 ml stok standart ¢cozelti (3.6.1) aktarilir. Mobil faz (3.21) ile
isarete kadar tamamlanir ve karistirilir. Bu ¢ozeltiler sirastyla 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ve 6,0 pg/ml halofuginon konsantrasyonlarina
sahiptir. Bu ¢ozeltiler kullanmadan &nce taze olarak hazirlanmalidir.

3.7. Hidroklorik asit (py yaklasik 1,16 g/ml).
3.8. Metanol.

3.9. Giimiis nitrat.
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3.10. Sodyum askorbat.

3.11. Sodyum karbonat.

3.12. Sodyum kloriir.

3.13. EDTA (etilenediamintetraasetik asit, disodyum tuzu).

3.14. Su, HPLC kullanim safliginda

3.15. Sodyum karbonat ¢o6zeltisi, ¢ = 10 g/100 ml.

3.16. Sodyum kloriirce doymus sodyum karbonat ¢6zeltisi, c = 5 g/100 ml.

50 g sodyum karbonat (3.11) suda ¢oziindiirtiliir, 1 litreye seyreltilir ve ¢ozelti doymus hale gelene kadar sodyum
kloriir (3.12) eklenir.

3.17. Hidroklorik asit, yaklasik 0,1 mol/l.
10 ml HCI (3.7) suyla 1 litreye seyreltilir.
3.18. Amonyum asetat tampon ¢6zeltisi, yaklasik 0,25 mol/l.
19,3 g amonyum asetat (3.3) ve 30 ml asetik asid (3.5) suda ¢oziindiiriiliir (3.14) ve 1 litreye seyreltilir.
3.19. Amberlit XAD-2 reginesi hazirlama.

Uygun miktarda Amberliti (3.2) tiim kloriir iyonlar1 giderilene kadar suyla yikanir; bu, atilmis sulu faz iistiinde
gerceklestirilen bir giimiis nitrat (3.20) testi ile belirlenebilir. Ardindan regine 50 ml metanol (3.8) ile yikanir, metanolii atilir
ve regine taze metanol altinda saklanir.

3.20. Giimiis nitrat ¢ozeltisi, yaklasik 0,1 mol/l.
0,17 g giimiis nitrat1 (3.9) 10 ml suda ¢6ziindiiriliir.
3.21. HPLC Mobil faz.

500 ml asetonitril (3.1) 300 ml amonyum asetat tampon ¢dzeltisi (3.18) ve 1200 ml su (3.14) ile kanistirtlir. Asetik
asit (3.5) kullanarak pH’1 4,3’e ayarlanir. 0,22 pm filtreden (4.8) siiziiliir ve ¢ozelti gazdan arindirtlir (6rn. 10 dakika ultrason
ses dalgalar1 uygulayarak). Bu ¢ozelti, kapali bir kapta ve karanlikta saklanirsa bir ay boyunca stabildir.

4. Cihazlar

4.1. Ultrasonik banyo

4.2. Doner buharlastirict (Rotary evaporator)

4.3. Santrifiij

4.4. HPLC cihazi, degisken dalga boyu mor 6tesi detektorlii (UV Dedektor) ya da Diode Array detektorlii
4.4.1. Siv1 kromatografik kolon, 300 mm x 4 mm, C18, 10 um dolgu ya da esdegeri bir kolon.
4.5. Sinterlenmis bir cam filtre ve bir musluk takilmig cam kolon (300 mm x 10 mm)

4.6. Fiberglas filtreler, 150 mm ¢apinda

4.7. Membran filtreler, 0,45 um

4.8. Membran filtreler, 0,22 um

5. Metot

Not: Halofuginon serbest baz oldugundan, alkali ya da etil asetat ¢ozeltilerinde stabil degildir. Etil asetat icinde en
fazla 30 dakika kalir.

5.1. Genel
5.1.1. Halofuginon ya da etkileyen maddelerin olmadigini kontrol etmek i¢in bir kor yem testi yapilmalidir.

5.1.2. Numunedeki varligina yakin miktarda halofuginon eklenerek zenginlestirilen kor yem analiz edilerek bir geri kazanim
testi yiiriitiilmelidir. 3 mg/kg diizeyine ulastirmak igin 300 pl stok standart ¢dzelti (3.6.1) 10 g kor yeme eklenir, karigtirilir ve
ekstraksiyon basamagindan (5.2) 6nce 10 dakika bekletilir.

Not: Bu metodun amaci dogrultusunda, kor yem, numunedekine benzer olmali ve analizde halofuginon tespit
edilmemelidir.

5.2. Ekstraksiyon

10 g hazirlanmis numune 0,1 mg hassasiyetle 200 ml’lik santrifiij tiipline tartilir, 0,5 g sodyum askorbat (3.10), 0,5

g EDTA (3.13) ve 20 ml su eklenip kanistirtlir. Tiip 5 dakika siireyle bir su banyosuna (80°C) konulur. Oda sicakligina

soguttuktan sonra 20 ml soydum karbonat ¢ozeltisi (3.15) eklenir ve karistirilir. Hemen 100 ml etil asetat (3.4) eklenir ve elle

15 saniye boyunca siddetle calkalanir. Ardindan tiip {i¢ dakika ultrasonik banyoya (4.1) konulur ve tapasi gevsetilir. iki
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dakika santrifiije tabi tutulur ve etil asetat faz1 bosaltilir fiberglas bir filtreden (4.6) 500 ml’lik ayirma hunisine bosaltilir.
Numunenin ekstraksiyonu 100 ml’lik ikinci bir etil asetat ile yinelenir. Birlestirilen ekstraktlar bir dakika boyunca 50 ml
sodyum karbonat bakimindan doymus sodyum kloriir ¢ozeltisiyle (3.16) yikanir ve sulu katman atilir.

Organik katman 1 dakika boyunca 50 ml hidroklorik asitle (3.17) ekstrakte edilir. Alttaki asit katmani1 250 ml’lik
ayirma hunisine akitilir. Organik katman 1,5 dakika boyunca 50 ml’lik ilave hidroklorik asit ile yeniden ekstrakte edilir ve ilk
ekstrakt ile birlestirilir. Birlestirilmis asit ekstraktlari yaklasik 10 saniye 10 ml etil asetatla (3.4) karistirilarak yikanir.

Sulu katman nicel olarak 250 ml’lik yuvarlak tabanli cam balona aktarilir ve organik faz atilir.

Kalan tiim etil asetat, bir doner buharlastirici (rotary evaporator) (4.2) kullanilarak asit ¢dzeltisinden buharlastirtlir.
Su banyosunun sicakligi en fazla 40°C olmalidir. Tiim etil asetat kalintisi, yaklagik 25 mbar’lik bir vakum altinda, 38°C°de 5
dakika i¢inde ayrilir.

5.3. Temizleme
5.3.1. Amberlit Kolonunun Hazirlanmasi

Her numune ekstrakti i¢in bir XAD-2 kolunu hazirlanir. 10 g hazirlanmig amberliti (3.19), metanol (3.8) ile cam
kolona (4.5) aktartlir. Regine yataginin iistiine cam yiiniinden kiigiik bir tipa eklenir. Metanol kolondan tahliye edilir ve regine
100 ml suyla yikanir, s1vi regine yataginin iistiine ulastiginda akisi durdurulur. Kullanmadan 6nce kolonun dengeye ulagmasi
icin 10 dakika beklenilir. Kesinlikle kolonun kurumasina izin verilmemelidir.

5.3.2. Numune Temizleme

Ekstrakt (5.2), nicel olarak, hazirlanmig Amberlit kolonunun (5.3.1) listiine aktarilir ve eliie edilir, eliiati atilir.
Eliiasyon hiz1 en fazla 20 ml/dakika olmalidir. Yuvarlak tabanl balon joje 20 ml hidroklorik asitle (3.17) yikanir ve bu regine
kolonunu yikamak i¢in kullamlir. Kalan asit ¢zeltisi hava iifleyerek giderilir. Yikama sulart atilir. 100 ml metanol (3.8)
kolona eklenir ve 5 ila 10 ml’sinin eliie olmasina izin verilir, eliiat1 250 mI’lik yuvarlak tabanli bir balona alinir. Kalan
metanoliin regine ile dengelenmesi igin 10 dakika beklenir ve elilasyon islemine en fazla 20 ml/dakika hizda devam edilir,
eliiati ayn1 yuvarlak tabanli cam balona almir. Metanol doner buharlastiricida (rotary evaporator) (4.2) buharlastirilir, su
banyosunun sicakligi en fazla 40°C olmalidir. Kalint1, mobil faz (3.21) kullanarak ve nicel olarak 10 ml’lik kalibre edilmis
balon jojeye aktarilir. Mobil faz ile isarete kadar tamamlanir ve karistirilir. Sulu kisim bir membran filtreden (4.7) siiziiliir.
Bu ¢6zelti HPLC tayini (5.4) igin saklanir.

5.4. HPLC Tayini
5.4.1. Parametreler

Asagidaki kosullar rehberlik amaciyla sunulmustur; esdeger sonuglar vermeleri kaydiyla diger kosullar da
kullanilabilir.

S1vi kromatografik kolon (4.4.1)
HPLC Mobil faz (3.21)
Akis lizi: 1,5 - 2 ml/dak.
Dalga boyu: 243 nm
Enjeksiyon hacmi: 40 ila 100 pl.

3,0 ng/ml igeren kalibrasyon ¢ozeltisi (3.6.2), tutarli pik yiikseklikleri (alanlar) ve alikonma siireleri elde edilene
kadar birkag kez enjekte edilerek kromatografik sistemin stabilitesi kontrol edilir.

5.4.2. Kalibrasyon grafigi

Her bir kalibrasyon ¢6zeltisi (3.6.2) birkac kez enjekte edilir ve her bir konsantrasyonun pik yiikseklikleri (alanlart)
Olgiiliir.

Kalibrasyon ¢ozeltilerinin apsisteki pg/ml cinsinden konsantrasyonlarma ordinatlarda denk gelen ortalama pik
yiikseklikleri ya da alanlar kullanilarak bir kalibrasyon grafigi ¢izilir.

5.4.3. Numune ¢dzeltisi

Kalibrasyon ¢ozeltileri igin alinanla ayni hacmi kullanarak numune ekstrakti (5.3.2) birka¢ kez enjekte edilir ve
halofuginon piklerinin ortalama pik yiiksekligi (alan) belirlenir.

6. Sonugclarin hesaplanmasi

Numune ¢6zeltisinin konsantrasyonunu, kalibrasyon grafigini (5.4.2) referans alarak numune ¢6zeltisinin
halofuginon piklerinin ortalama yiiksekliginden (alan) ve pg/ml cinsinden belirlenir.

[TEEs )

Numunenin mg/kg cinsinden halofuginon igerigi “w” asagidaki formiille elde edilir:

cx= 10
I

-
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Burada;
¢ = Numune ¢dzeltisinin pg/ml cinsinden halofuginon konsantrasyonu,
m = Test porsiyonunun gram cinsinden agirlig1.

7. Sonug¢larin Validasyonu
7.1. Tamima

Analitin tamimasi ortak kromatografi ile ya da numune ekstraktinin ve 6,0 pg/ml igeren kalibrasyon ¢dzeltisinin
(3.6.2) spektrumlarinin karsilastirilacag: bir Diode Array detektorii kullanilarak onaylanabilir.

7.1.1. Ortak kromatografi

Bir numune ekstrakti, uygun miktarda kalibrasyon ¢ozeltisi (3.6.2) eklenerek zenginlestirilir. Eklenen halofuginon
miktart numune ekstraktinda bulunan tahmini halofuginon miktarina benzer olmalidir.

Hem eklenen miktar hem de ekstraktin seyreltilmesi hesaba katilarak yalnizca halofuginon pikinin yiiksekligi
gelistirilmelidir. Maksimum yiiksekliginin yaris1 boyutundaki pik genisligi orijinal genisligin +%10 araliginda olmalidir.

7.1.2. Diode Array ile Tanimlama
Sonuglar asagidaki kriterlere gore degerlendirilir:

(a) numunenin ve standart spektrumlarinin, kromatogramin pik apeksinde kaydedilen maksimum absorpsiyon dalga
boyu, tespit sisteminin ¢oziileme giiciiyle tayin edilen bir marj araliginda ayn1 olmalidir. Diode Array tespit icin bu tipik
olarak + 2 nm’dir;

(b) 225 ile 300 nm arasinda, kromatogramin pik apeksinde kaydedilen numune ve standart spektrumlar, spektrumun
%10 ila %100 bagil absorbans araligindaki boliimleri i¢in farklt olmamalidir. Bu kriter ayn1 maksimum piki oldugunda ve
gozlenen noktalarin higbirinde iki spektrum arasindaki sapma, standart analizin absorbansinin %15’ini ge¢gmediginde
karsilanir;

(c) 225 ile 300 nm arasinda, ayni ekstrakt tarafindan {iretilen pikin yukar1 egim, apeks ve asag1 egim spektrumlari,
spektrumun %10 ila %100 bagil absorbans araligindaki boliimleri i¢in birbirinden farkli olmamalidir. Bu kriter, aym
maksimum piki oldugunda ve gézlenen tiim noktalarda spektrumlar arasindaki sapma, apeks spektrumunun absorbansinin
%15’ini gegmediginde karsilanir.

Bu kriterlerden biri karsilanmazsa analitin varligi dogrulanmamustir.
7.2. Tekrarlanabilirlik

Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglar arasindaki fark, halofuginon igerigi i¢in 3 mg/kg’a kadar 0,5
mg/kg’1 gegmemelidir.

7.3. Geri kazamim
Zenginlestirilmis kor numune igin geri kazamm en az %80 olmalidir.
8. Ortak bir calismanin sonuclari

Ucg numunenin 8 laboratuvarda analiz edilmesi igin bir caligma diizenlenmistir.

Sonuglar
Numune A (kér): | Numune B (Ogutiilmiis halde Ince yem): Numune C (Pelet halde yem):
Alindiginda
Alindiginda Iki ay sonra Alindiginda Iki ay sonra
Ortalama [mg/kg] ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sgr [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVg [%] — 16 18 14 17
Rec. [%] 86 74 88 75

ND = Tespit edilmedi

SR = Tekrar iiretilebilirlik standart sapmasi

CVR = Tekrar iiretilebilirlik varyasyonu katsayisi (%)
Rec. = Geri kazanim (%)

D. Robenidin Tayini
1,3-bis [(4-klorobenziliden)amino]guanidin — hidrokloriir
1. Amac ve kapsam

Bu metot; yemdeki robenidin seviyelerinin tayinini miimkiin kilar. Miktar tayinlerinin sinir1 5 mg/kg’dir.
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2. Prensip

Numune asitlestirilmis metanol ile ekstrakte edilir. Ekstrakt kurutulur ve temsili bir miktar1 bir aliiminyum oksit
kolonunda temizlemeye tabi tutulur. Robenidin, metanol ile kolondan eliie edilir, konsantre edilir ve mobil faz ile uygun
hacme tamamlanir. Robenidin igerigi, bir UV detektorii kullamilarak ters fazli yliksek performans sivi kromatografisi (HPLC)
ile tayin edilir.

3. Ayiraclar
3.1. Metanol.
3.2. Asitlestirilmis metanol.

4,0 ml hidroklorik asidi (p,0 = 1,18 g/ml) 500 mI’lik balon jojeye aktarilir, metanol (3.1) ile isarete kadar
tamamlanilir ve karigtirtlir. Bu ¢ozelti kullanilmadan 6nce taze olarak hazirlanilmalidir.

3.3. Asetonitril, HPLC kullanim safliginda
3.4. Molekiiler elek.

Tip 3A, 8 ila 12 gozli inciler (tanecik) (1,6-2,5 mm’lik inciler (tanecik), kristalimsi aliiminyum silikat, 0,3 mm’lik
gozenek capi).

3.5. Kolon kromatografisi i¢in aliiminyum oksit asidik etkinlik simfi I.

100 g aliiminyum oksidi uygun bir kaba aktarilir ve 2,0 ml su eklenir. Kapatilir ve yaklasik 20 dakika ¢alkalanir. Tyi
kapatilmus bir kapta saklanilir.

3.6. Potasyum dihidrojen fosfat ¢6zeltisi, c = 0,025 mol/l.

3,40 g potasyum dihidrojen fosfat1 1000 ml’lik balon jojede suda (HPLC kullanim safliginda) ¢oziindiiriiliir, isarete
kadar tamamlanir ve karigtirilir.

3.7. Disodyum hidrojen fosfat ¢ozeltisi, ¢ = 0,025 mol/l.

3,55 g susuz (ya da 4,45 g dihidrat ya da 8,95 g dodesahidrat) di-sodyum hidrojen fosfat1 1 litrelik balon jojede su
(HPLC kullanim safliginda) i¢inde ¢dziindiiriiliir, isarete kadar tamamlanir ve karistirilir.

3.8. HPLC mobil faz.

Asagidaki reaktiflerle birlikte karistirilir:

650 ml asetonitril (3.3),

250 ml su (HPLC kullanim safliginda),

50 ml potasyum di-hidrojen fosfat ¢ozeltisi (3.6),

50 ml di-sodyum hidrojen fosfat ¢ozeltisi (3.7).

0,22 pm filtreden (4,6) siiziiliir ve ¢dzelti gazdan armdirtlir (6rn. 10 dakika ultrason ses dalgalari uygulayarak).
3.9. Standard madde.

Saf robenidin: 1,3-bis [(4-klorobenziliden)amino]guanidin — hidrokloriir
3.9.1. Robenidin stok standart ¢dzeltisi: 300 pg/ml

30 mg robenidin standart maddesi (3.9) 0,1 mg hassasiyetle tartilir. Asitlestirilmis metanol (3.2) i¢inde 100 ml’lik
balon jojede ¢odziindiiriiliir, ayn1 ¢oziiciiyle isarete kadar tamamlanilir ve karistirilir. Balon joje aliiminyum folyo ile sartlir ve
karanlik bir yerde saklamilir.

3.9.2. Robenidin ara standart ¢ozeltisi: 12 pg/ml

10,0 ml stok standart ¢ozeltisi (3.9.1) 250 ml’lik balon jojeye aktarilir, mobil fazla (3.8) isarete kadar tamamlanir ve
karistirilir. Balon joje aliiminyum folyo ile sarilir ve karanlik bir yerde saklanir.

3.9.3. Kalibrasyon ¢ozeltileri

Bir dizi 50 ml’lik kalibre edilmis balon jojeye 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 ve 25,0 ml ara standart ¢ozeltisi (3.6.1) aktarilir.
Mobil faz (3.8) ile isarete kadar tamamlanir ve karistirilir. Bu ¢ozeltiler sirasiyla 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 ve 6,0 pg/ml robenidine
karsilik gelir. Bu ¢ozeltiler kullanmadan 6nce taze olarak hazirlanmalidir.

3.10. Su, HPLC kullanim safliginda
4. Cihazlar
4.1. Cam kolon.
Amber camdan tiretilmis, musluk ve yaklagik 150 ml kapasiteli bir hazne takilmais, i¢ cap1 10 — 15 mm,
uzunlugu 250 mm.
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4.2. Mekanik calkalayici ya da manyetik karistirici.
4.3. Doner buharlastirici (Rotary evaporator).

4.4. HPLC cihazi, degisken dalga boyu mor 6tesi detektorlii (ultraviolet detector) ya da 250 — 400 nm araliginda ¢alisan
Diode Array detektorlil.

4.4.1. Siv1 kromatografik kolon: 300 mm x 4 mm, C18, 10 pm dolgu ya da esdegeri.
4.5. Fiberglas siizgec kagidi (Whatman GF/A ya da esdegeri).
4.6. Membran filtreler, 0,22 um.
4.7. Membran filtreler, 0,45 um.
5. Metot
Not: Robenidin 1s18a duyarlidir. Tiim islemlerde amber renkli cam malzeme kullanilmalidir.
5.1. Genel
5.1.1. Robenidin ya da etkileyen maddelerin olmadigini kontrol etmek i¢in bir kér yem analiz edilmelidir.

5.1.2. Numunedeki varligina yakin miktarda robenidin eklenen koér yem (5.1.1) analiz edilerek bir geri kazanim testi
yiriitilmelidir. 60 mg/kg seviyesine ulastirmak igin 3,0 ml stok standart ¢ozeltisi (3.9.1) 250 ml’lik erlene aktarilir. Cozelti,
bir azot akisinda yaklasik 0,5 ml’ye buharlastirtlir. 15 g kor yem eklenir, karistirilir ve ekstraksiyon agamasina (5.2) devam
etmeden once 10 dakika bekleyin.

Not: Bu metodun amaci dogrultusunda, kér yem numunedekine benzer olmali ve analizde robenidin tespit
edilmemelidir.

5.2. Ekstraksiyon

Yaklasik 15 g hazirlanmig numune 0,01 g hassasiyetle tartilir. 250 ml’lik bir konik cam balona aktarilir ve 100,0 ml
asitlestirilmis metanol (3.2) eklenilir, kapatilir ve calkalayici (4.2) ile bir saat ¢alkalanilir. Cozelti fiberglas siizgeg kagidindan
(4.5) stiziiliir ve siiziintliniin timii 150 ml’lik konik cam balona alinir. 7,5 g molekiiler elek (3.4) eklenir, kapatilir ve bes
dakika calkalanilir. Hemen fiberglas siizge¢ kagidindan siiziilir.

Bu ¢ozelti saflagtirma adimu (5.3) i¢in tutulur.
5.3. Saflastirma
5.3.1. Aliminyum oksit kolonunun hazirlanmasi

Bir cam kolonunun (4.1) alt ucuna cam yiiniinden kiigiik bir tipa sokulur ve bir cam ¢ubuk kullanilarak
sikigtirilir. 11,0 g hazirlanmis aliiminyum oksit (3.5) tartilir ve kolona aktarilir. Bu asamada havayla temasin en az diizeyde
olmasina dikkat edinilmelidir. Yiiklenen kolona alt ucundan nazikce vurarak aliiminyum oksidin ¢okmesi saglanilir.

5.3.2. Numune saflagtirma

Pipetle kolona (5.2) maddesinde hazirlanan 5,0 ml numune ekstrakti aktarilir. Pipetin ucu kolon duvarina yakin
tutulur ve ¢dzeltinin aliiminyum okside absorbe edilmesi beklenilir. 100 ml metanol (3.1) kullanilarak, 2 - 3 ml/dakikalik bir
hizla robenidini kolondan eliie edilir ve eliiatt 250 ml’lik yuvarlak tabanli bir balona alinir. Metanol ¢ozeltisi, azaltilmig
basing altinda, 40°C’de, bir doner buharlastirict (rotary evaporator) (4.3) ile kuruyana kadar buharlastirtlir. Kalint1 3 - 4 ml
mobil faz (3.8) i¢inde yeniden ¢oziindiiriiliir ve nicel olarak 10 ml’lik balon jojeye aktarilir. Balon birkag kez 1 ila 2 ml’lik
mobil faz ile durulanir ve bu durulama sular1 balon jojeye aktarilir. Ayni ¢oziicii ile isarete kadar tamamlanir ve karistirilir.
Temsili bir miktar, 0,45 um’lik bir membran filtreden (4.7) siiziiliir. Bu ¢ozelti HPLC tayini (5.4) i¢in saklanir.

5.4. HPLC tayini
5.4.1. Parametreler

Asagidaki kosullar rehberlik amaciyla sunulmustur; esdeger sonuglar vermeleri kaydiyla diger kosullar da
kullanilabilinir:

S1vi kromatografik kolon (4.4.1),
HPLC Mobil faz (3.8),

Akis hizi: 1,5 - 2 ml/dakika,
Detektor dalga boyu: 317 nm,
Enjeksiyon hacmi: 20 ila 50 pl.

3,6 ng/ml igeren kalibrasyon ¢dzeltisini (3.9.3), tutarl pik yiikseklikleri ve alikonma siireleri elde edene kadar birkag kez
enjekte ederek kromatografik sistemin stabilitesi kontrol edilir.

5.4.2. Kalibrasyon grafigi
54



Her bir kalibrasyon ¢6zeltisi (3.9.3) birkac kez enjekte edilir ve her bir konsantrasyonun pik yiikseklikleri (alanlart)
Olgiiliir.

Kalibrasyon ¢dzeltilerinin apsisteki pg/ml cinsinden konsantrasyonlarma ordinatlarda denk gelen ortalama pik
yiiksekliklerini ya da alanlarini kullanarak bir kalibrasyon egrisi ¢izilir.

5.4.3. Numune ¢dzeltisi

Kalibrasyon ¢ozeltileri igin alinanla ayni hacmi kullanarak numune ekstrakt: (5.3.2) birka¢ kez enjekte edilir ve
robenidin piklerinin ortalama pik yiiksekligi (alan) belirlenir.

6. Sonuclarin Hesaplanmasi

Kalibrasyon grafigini (5.4.2) referans alarak, ayni ¢dzeltinin robenidin piklerinin ortalama yiiksekliginden (alan),
numune ¢dzeltisinin konsantrasyonunu pg/ml cinsinden tayin edilir.

[aEs )

Numunedeki mg/kg cinsinden robenidin icerigi “w” asagidaki formiille elde edilir:

c x 200
W=
m
Burada;

¢ = Numune ¢dzeltisinin pg/ml cinsinden robenidin konsantrasyonu,
m = Test porsiyonunun gram cinsinden agirlig1.

7. Sonug¢larin Validasyonu
7.1. Tamima

Analitin tanimasi ortak kromatografi ile ya da numune ekstraktmin ve 6 pg/ml iceren kalibrasyon ¢dzeltisinin
(3.9.3) spektrumlarinin karsilastirilacag: bir Diode Array dedektorii kullanilarak onaylanabilir.

7.1.1. Ortak kromatografi

Bir numune ekstrakti, uygun miktarda kalibrasyon ¢ozeltisi (3.9.3) eklenerek gii¢lendirilir. Eklenen robenidin
miktart numune ekstraktinda bulunan tahmini robenidin miktarina benzer olmalidir.

Hem eklenen miktar hem de ekstraktin seyreltilmesi hesaba katilarak yalnizca robenidin pikinin yiiksekligi
gelistirilmelidir. Maksimum yiiksekliginin yaris1 boyutundaki pik genisligi orijinal genisligin yaklasik %10’u araliginda
olmalidir.

7.1.2. Diode Array Tanimlama
Sonuglar asagidaki kriterlere gore degerlendirilir:

(a) numunenin ve standart spektrumlarinin, kromatogramin pik apeksinde kaydedilen maksimum absorpsiyon dalga boyu,
tespit sisteminin ¢oziileme giiciiyle tayin edilen bir marj araliginda ayn1 olmalidir. Diode Array ile tespit i¢in bu tipik olarak
yaklasik 2 nm’dir;

(b) 250 ile 400 nm arasinda, kromatogramin pik apeksinde kaydedilen numune ve standart spektrumlar, spektrumun %10 ila
%100 bagil absorbans araligindaki boliimleri igin farkli olmamalidir. Bu kriter ayn1 maksimum piki oldugunda ve gdzlenen
noktalarin higbirinde iki spektrum arasindaki sapma, standart analizin absorbansinin %15’ini gegmediginde karsilanir;

(c) 250 ile 400 nm arasinda, ayn1 ekstrakt tarafindan iiretilen pikin yukar1 egim, apeks ve asagi egim spektrumlari,
spektrumun %10 ila %100 bagil absorbans araligindaki boliimleri igin birbirinden farkli olmamalidir. Bu kriter, ayni
maksimum piki oldugunda ve gézlenen tiim noktalarda spektrumlar arasindaki sapma, apeks spektrumunun absorbansinin
%15’ini gegmediginde karsilanir.

Bu kriterlerden biri karsilanmazsa analitin varligi dogrulanmamustir.

7.2. Tekrarlanabilirlik

Ayni numunede gergeklestirilen iki paralel tayininin sonuglar arasindaki fark, 15 mg/kg’den yiiksek robenidin
icerigi igin daha yliksek sonucun %10’unu gegmemelidir.

7.3. Geri kazamim

Giiclendirilmis bir kér numune i¢in geri kazanim en az %85 olmalidir.
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8. Ortak bir calismanin sonuclari

Bir EC ortak ¢alismasi diizenlenmis, bu ¢alismada 12 laboratuar tarafindan toz Ogiitiilmiis ya da pelet formunda
dort kanatli ve tavsan yemi numunesi analiz edilmistir. Her numunede analizler paralel olarak gerceklestirilmistir. Sonuglar
asagidaki tabloda verilmistir:

Kanatl Tavsan
Ogiitiilmiis toz ince Pelet formda Ogiitiilmiis toz ince Pelet formda
formda formda
Ortalama [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1
s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
CV,[%] 5,4 4,5 3,3 4,1
Sgr [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 3,91
CVr [%] 16,1 12,0 10,6 9,7
Geri kazanim [%] 90,0 93,3 87,2 80,2

s, = Tekrarlanabilirlik standart sapmasi,

CVr = Tekrarlanabilirlik varyasyonu katsayisi, %
SR = Tekrar iiretilebilirlik standart sapmasi,

CVR = Tekrar iiretilebilirlik varyasyonu katsayisi. %

E. Diklazuril Tayini
(+)-4-klorfenil [2,6-dikloro-4-(2,3,4, 5-tetrahidro-3, 5-diokso-1,2,4-triazin-2-il)fenil] asetonitril
1. Amac ve kapsam

Metot, yemdeki ve premikslerdeki diklazuril seviyesinin tayinini miimkiin kilar. Tespit limiti 0,1 mg/kg, dl¢iim
limiti 0,5 mg/kg’dir.

2. Prensip

Bir i¢ standart ekledikten sonra, numune asitlestirilmis metanol ile ekstrakte edilir. Yem i¢in temsili bir miktar
ekstrakt, bir C18 kat1 fazli ekstraksiyon kartusunda saflastirtlir. Diklazuril, asitlestirilmis metanol ve su karigim ile kartustan
eliie edilir. Buharlastirmadan sonra kalintt DMF/su iginde ¢oziindiiriiliir. Premiksler i¢in ekstrakt buharlastirilir ve kalinti,
DMF/su iginde ¢oziindiiriilir. Diklazuril igerigi, bir UV dedektorii kullanilarak gradyan ters fazli yiiksek performans sivi
kromatografisi (HPLC) ile tayin edilir.

3. Ayrraglar

3.1. Su, HPLC kullamim safliginda

3.2. Amonyum asetat.

3.3. Tetrabutilamonyum hidrojen siilfat (TBHS)
3.4. Asetonitril, HPLC kullamim safliginda

3.5. Metanol, HPLC kullanim safliginda.

3.6. N, N-dimetilformamid (DMF)

3.7. Hidroklorik asit, pyp=1,19 g/ml.

3.8. Standard madde: diklazuril 11-24: (+)-4-klorfenil [2,6-dikloro-4-(2,3,4,5-tetrahidro-3,5-diokso-1,2,4-triazin-2-il)fenil]
asetonitril, garantili saflikta,

3.8.1. Diklazuril stok standart ¢ozeltisi, 500 pg/ml

25 mg diklazuril standart maddesi (3.8) 0,1 mg hassasiyetle 50 ml’lik balon jojeye tartilir. DMF (3.6) icinde
¢oziindiiriiliir ve DMF (3.6) ile isarete kadar tamamlanir ve karistirilir. Balon joje aliiminyum folyo ile sarilir ya da amber
renkli cam malzeme kullamlir ve buzdolabinda saklamlir. En fazla 4°C sicaklikta ¢ozelti 1 ay siireyle stabildir.

3.8.2. Diklazuril standart ¢ozeltisi, 50 pg/ml

5,00 ml stok standart ¢ozeltisi (3.8.1) 50 ml’lik balon jojeye aktarilir, DMF (3.6) ile isarete kadar tamamlanir ve
karistirilir. Balon joje aliiminyum folyo ile sarilir ya da amber renkli cam malzeme kullanilir ve buzdolabinda saklamr. En
fazla 4°C sicaklikta ¢ozelti 1 ay siireyle stabildir.
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3.9. ¢ standart maddesi: 2,6 dikloro-a-(4-klorofenil)-4-(4,5 dihidro-3,5-diokso-1,2,4-triazine-2 (3H) —il) a-metilbenzen-
asetonitril

3.9.1. I¢ stok standart ¢ézeltisi, 500 pg/ml

25 mg i¢ standart maddesini (3.9) 0,1 mg hassasiyetle 50 ml’lik balon jojeye tartin. DMF (3.6) iginde ¢oziindiiriiliir
ve DMF (3.6) ile isarete kadar tamamlanir ve karistirtlir. Balon joje aliiminyum folyo ile sarilir ya da amber renkli balon joje
kullanilir ve buzdolabinda saklanir. En fazla 4°C sicaklikta ¢cozelti 1 ay siireyle stabildir.

3.9.2. I¢ standart ¢ozeltisi, 50 ug/ml

5,00 ml i¢ stok standart ¢ozeltisi (3.9.1) 50 ml’lik balon jojeye aktarilir, DMF (3.6) ile isarete kadar tamamlanir ve
karistirilir. Balon joje aliiminyum folyo ile sarlir ya da amber renkli balon joje kullamlir ve bir buzdolabinda saklamr. En
fazla 4°C sicaklikta ¢ozelti 1 ay siireyle stabildir.

3.9.3. Premiksler i¢in i¢ standart ¢6zeltisi, p/1000 mg/ml
(p = premiksdeki diklazuril’in nominal igerigi, mg/kg)

p/10 mg i¢ standart maddesi 0,1 mg hassasiyetle 100 ml’lik balon jojeye tartilir, DMF (3.6) i¢inde, ultrasonik
banyoda (4.6) ¢oziindiiriilir, DMF ile isarete kadar tamamlanir ve karigtirilir. Balon joje aliiminyum folyo ile sarilir ya da
amber renkli cam malzeme kullanilir ve bir buzdolabinda saklanilirr. En fazla 4°C sicaklikta ¢ozelti 1 ay siireyle stabildir.

3.10. Kalibrasyon ¢ozeltisi, 2 pg/ml.

2,00 ml diklazuril standart ¢ozeltisi (3.8.2) ve 2,00 ml i¢ standart ¢ozeltisi (3.9.2) 50 ml’lik balon jojeye pipetle
alinir. 16 ml DMF (3.6) eklenir, DMF (3.6) ile isarete kadar tamamlanir ve karistirilir. Bu ¢dzelti kullanmadan 6nce taze
olarak hazirlanmalidir.

3.11. C18 kat1 fazl ekstraksiyon kartusu, 6rn. Bond Elut, boyut: 1 cc, sorban agirligi: 100 mg.
3.12. Ekstraksiyon ¢oziiciisii: asitlestirilmis metanol.

5,0 ml hidroklorik asit (3.7) pipetle alinarak 1000 ml metanol (3.5) igerisine koyulur ve karistirtlir.
3.13. HPLC i¢in mobil faz

3.13.1. Eliient A: amonyum asetat — tetrabutilamonyum hidrojen siilfat ¢ozeltisi.

5 g amonyum asetat (3.2) ve 3,4 g TBHS (3.3) 1000 ml suda (3.1) ¢oziindiirtiliir ve karistirilir.
3.13.2. Eliient B: asetonitril (3.4).

3.13.3. Eliient C: metanol (3.5).

4. Cihaz

4.1. Mekanik calkalayici

4.2. Uglii gradyan HPLC cihazi

4.2.1. Siv1 kromatografik kolon, Hipersil ODS, 3 pm dolgu, 100 mm x 4,6 mm, ya da esdegeri.
4.2.2. Degisken dalga boyu ayarl1 UV detektorii ya da Diode Array dedektorii

4.3. Doner buharlastirici (Rotary evaporator)

4.4. Membran filtre, 0,45 pm.

4.5. Vakumlu manifold

4.6. Ultrasonik banyo

5. Metot

5.1. Genel

5.1.1. Kér yem

Diklazuril ya da etkilesime giren maddelerin olmadigini kontrol etmek i¢in bir kor yem analiz edilmelidir. Kér yem
numunedekine benzer tiirde olmal1 ve analizde, diklazuril ya da etkileyen maddeler tespit edilmemelidir.

5.1.2. Geri kazanim testi

Numunedeki varligina yakin miktarda diklazuril eklenen kor yem analiz edilerek bir geri kazamm testi
yiriitilmelidir. 1 mg/kg diizeyine ulastirmak icin 0,1 ml stok standart ¢ozeltisi (3.8.1) 50 g’lik kor yeme eklenilir, iyice
karistirtlir ve 10 dakika dinlendirilir. (5.2) maddesine gegmeden 6nce birkag kez yeniden karistirlir.

Alternatif olarak, numune ile benzer tiirde bir kor yem miimkiin degilse (bkz. 5.1.1), standart ekleme metodu
yoluyla bir geri kazanim testi gergeklestirilebilir. Bu durumda analiz edilecek numune, zaten numune iginde mevcut olana
benzer bir miktar diklazuril ile zenginlestirilir. Bu numune zenginlestirilmemis numune ile birlikte analiz edilir ve ¢ikartma
yoluyla geri kazamm hesaplanabilir.
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5.2. Ekstraksiyon
5.2.1. Yem

Yaklasik 50 g numune 0,01 g hassasiyetle tartilir. 500 ml’lik bir erlene aktarilir, 1,00 ml i¢ standart ¢ozeltisi (3.2),
200 ml ekstraksiyon ¢oziiciisii (3.12) eklenilir ve balon joje kapatilir. Karigim calkalayicida (4.1) gece boyunca calkalanir.
Cokmesi i¢in 10 dakika dinlendirilir. 20 ml temsili miktarda siipernatant uygun bir cam kaba aktarilir ve 20 ml su ile
seyreltilir. Bu ¢o6zelti bir ekstraksiyon kartusuna (3.11) aktarilir ve vakum (4.5) uygulayarak gecirilir. Kartus 25 ml
ekstraksiyon ¢oziicii karisimi (3.12) ve suyla [65 + 35 (V + V)] yikanir. Toplanan fraksiyonlar atilir ve bilesikler 25 ml
ekstraksiyon ¢o6ziicli karigimu (3.12) ve suyla [80 + 20 (V + V)] eliie edilir. Bu fraksiyonu, doner buharlastirici (rotary
evaporator) (4.3) ile 60°C’de kuruyana kadar buharlagtirilir. Kalint1 1,0 ml DMF (3.6) icinde ¢oziindiiriiliir, 1,5 ml su (3.1)
eklenir ve karistirilir. Bir membran filtreden (4.4) siiziiliir. HPLC tayinine (5.3) gegilir.

5.2.2. Premiksler

Yaklasik 1 g numune 0,001 g hassasiyetle tartilir. 500 ml’lik konik erlene aktarilir, 1,00 ml i¢ standart ¢ozeltisi
(3.9.2), 200 ml ekstraksiyon ¢oziiciisii (3.12) eklenir ve erlenin agz1 kapatilir. Karisim galkalayicida (4.1) gece boyunca
calkalanir. Cokmesi icin 10 dakika dinlendirilir. 10.000/p ml’lik (p = premiksdeki diklazuril’in nominal igerigi, mg/kg )
temsili miktarda siipernatant uygun boyuttaki yuvarlak tabanli bir balona aktartlir.

Azaltilan basing altinda, 60°C’de, doner buharlastiric1 (rotary evaporator) (4.3) ile kuruyana kadar buharlagtirilir.
Kalint1 10,0ml DMF (3.6) i¢inde yeniden ¢oziindiiriiliir, 15,0 ml su (3.1) eklenir ve karistirtlir. HPLC tayinine (5.3) gegilir.

5.3. HPLC tayini
5.3.1. Parametreler

Asagidaki kosullar rehberlik amaciyla sunulmustur; esdeger sonuglar vermeleri kaydiyla diger kosullar da
kullanilabilir.

S1v1 kromatografik kolon (4.2.1):

100 mm x 4,6 mm, Hipersil ODS, 3 um dolgu ya da esdegeri

Mobil faz: Eliient A (3.13.1): Sulu amonyum asetat ve tetrabutil-amonyum hidrojen siilfat ¢ozeltisi.
Eliient B (3.13.2): asetonitril

Eliient C (3.13.3): metanol

Eltisyon modu: — dogrusal gradyan

— baslangi¢ kosullar: A+ B+C=60+20+20(V+V+YV)

— 10 dakika gradyan eliisyonundan sonraki 30 dakika boyunca hedef: A+ B+ C=45+20+35(V+V+YV)
10 dakika boyunca B ile yikanur.

Akis lizi: 1,5-2 ml/dak.

Enjeksiyon hacmi: 20 pl

Detektor dalga boyu: 280 nm.

2 pg/ml igeren kalibrasyon ¢ozeltisini (3.10), tutarh pik yiikseklikleri ve alikonma siireleri elde edene kadar birkag kez
enjekte ederek kromatografik sistemin stabilitesi kontrol edilir.

5.3.2. Kalibrasyon ¢ozeltisi

20 pl kalibrasyon ¢ozeltisi (3.10) birkag kez enjekte edilir ve diklazuril ortalama pik yiiksekligi (alan) ile i¢ standart
pikleri tayin edilir.

5.3.3. Numune ¢dzeltisi

20 pl numune ¢ozeltisi (5.2.1 ya da 5.2.2) birkag kez enjekte edilir ve diklazuril ortalama pik ile i¢ standart
piklerinin yiiksekligi (alan) tayin edilir.

6. Sonugclarin hesaplanmasi
6.1. Yemler

[aEs )

Numunedeki mg/kg cinsinden diklazuril icerigi “w” asagidaki formiille elde edilir:

_h\'.l.l, X th % Cde X 10V
) I-1i.-.-_ x h\-]_C \ m

[mg/kg]

w

Burada;
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hy,s = Diklazurilin numune ¢6zeltisindeki (5.2.1) pik yiiksekligi (alan)
hi,s = I¢ standardin numune ¢ézeltisindeki (5.2.1) pik yiiksekligi (alan)
hd,c = Diklazurilin kalibrasyon ¢6zeltisindeki (3.10) pik yiiksekligi (alan)
hi,c = I¢ standardin kalibrasyon ¢&zeltisindeki (3.10) pik yiiksekligi (alan)
cd,c = Kalibrasyon ¢ozeltisindeki diklazuril konsantrasyonu (3.10), pg/ml
m = Test porsiyonunun agirligi, g

V = Numune ekstraktinm 5.2.1’e gore hacmi (6rnegin 2,5 ml)

6.2. Premiksler

iy 99

Numunedeki mg/kg cinsinden diklazuril icerigi “w” asagidaki formiille elde edilir:

_has x by o Sde X 0,02V x pl kel
" his % hy, m MBS

Burada;

hy,c = Diklazurilin kalibrasyon ¢ozeltisindeki (3.10) pik yiiksekligi (alan)
hi,c = I¢ standardin kalibrasyon ¢&zeltisindeki (3.10) pik yiiksekligi (alan)
hd,s = Diklazurilin numune ¢ozeltisindeki (5.2.2) pik yiiksekligi (alan)
hi,s = I¢ standardin numune ¢ézeltisindeki (5.2.2) pik yiiksekligi (alan)
cd,c = Kalibrasyon ¢ozeltisindeki diklazuril konsantrasyonu (3.10), pg/ml
m = Test porsiyonunun agirligi, g

V = Numune ekstraktinin 5.2.2’ye gdre hacmi (6rnegin 25 ml)

p = Premiksdeki diklazuril’in nominal igerigi, mg/kg

7. Sonug¢larin validasyonu

7.1. Tamima

Analitin tamimasi ortak kromatografi ile ya da numune ekstraktinin (5.2.1 ya da 5.2.2) ve kalibrasyon ¢ozeltisinin
(3.10) spektrumlarinin karsilastirilacag bir Diode Array dedektorii kullanilarak onaylanabilir.

7.1.1. Ortak kromatografi
Bir numune ekstrakti (5.2.1 ya da 5.2.2), uygun miktarda kalibrasyon ¢dzeltisi (3.10) eklenerek zenginlestirilir.
Eklenen diklazuril miktar1 numune ekstraktinda bulunan diklazuril miktarina benzer olmalidir.

Hem eklenen miktar hem de ekstraktin seyreltilmesi hesaba katildiktan sonra yalnizca diklazuril piki ve i¢ standart pikinin
yiiksekligi gelistirilmelidir. Yiiksekliginin yaris1 boyutundaki pik genisligi, orijinal diklazuril piki genisliginin ya da
zenginlestirilmemis numune ekstraktinin i¢ standart piki +%10 araliginda olmalidir.

7.1.2. Diode Array Tanimlama
Sonuglar asagidaki kriterlere gore degerlendirilir:

(a) Numunenin ve standart spektrumlarinin, kromatogramin pik apeksinde kaydedilen maksimum absorpsiyon
dalga boyu, tespit sisteminin ¢oziileme giiciiyle tayin edilen bir marj araliginda ayni1 olmalidir. Diode Array metodu i¢in bu
tipik olarak + 2 nm’dir.

(b) 230 - 320 nm arasinda, kromatogramin pik apeksinde kaydedilen numune ve standart spektrumlar, spektrumun
%10 ila %100 bagil absorbans araligindaki boliimleri icin farklt olmamalidir. Bu kriter ayn1 maksimum piki oldugunda ve
gozlenen noktalarin higbirinde iki spektrum arasindaki sapma, standart analizin absorbansinin %15’ini gegmediginde
karsilanir.

(c) 230 - 320 nm arasinda, ayn1 ekstrakt tarafindan iiretilen pikin yukar1 egim, apeks ve asagi egim spektrumlari,
spektrumun %10 ila %100 bagil absorbans araligindaki boliimleri icin birbirinden farkli olmamalidir. Bu kriter, aym
maksimum piki oldugunda ve gozlenen tiim noktalarda spektrumlar arasindaki sapma, pik apeksi spektrumunun
absorbansinin %15’ini gegmediginde karsilanir.

Bu kriterlerden biri karsilanmazsa analitin varligi dogrulanmamustir.
7.2. Tekrarlanabilirlik
Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglar1 arasindaki farki asagidaki degerleri gegmemelidir:
— 0,5 mg/kg ila 2,5 mg/kg diklazuril icerigi i¢in daha yiiksek degere bagil %30,
— 2,5 mg/kg ile 5 mg/kg arasindaki diklazuril igerigi i¢in 0,75 mg/kg,
— 5 mg/kg’dan fazla diklazuril igerigi i¢in daha yiiksek degere bagil %15,
7.3. Geri kazanim

Zenginlestirilmis bir (kdr) numune igin geri kazanim en az %80 olmalidir.
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8. Ortak bir calismanin sonuclar

Bir EC ortak ¢alismasi diizenlenmis, bu ¢alismada 11 laboratuar tarafindan 5 numune analiz edilmistir. Bu numuneler iki
premiksden olusmaktadir; biri organik bir matris (O 100) ile ve digeri inorganik bir matris (A 100) ile karistirilmustir. Teorik
icerik 100 mg/kg diklazurildir. 3 farkli tireticiden (NL) (L1/Z1/K1) ii¢ kanisik kanatli yemi olusturulmustur. Teorik icerik 1
mg/kg diklazurildir. Laboratuarlara numunelerin her birini bir kez ya da iki kez analiz etme talimati verilmistir. (Bu ortak
calisma hakkinda daha ayrintili bilgi i¢in bkz. Journal of AOAC International, Volume 77, No 6, 1994, p. 1359-1361).
Sonuglar asagidaki tabloda verilmistir.

Numune 1 Numune 2 Numune 3 Numune 4 Numune 5

A 100 0 100 L1 Z1 K1
L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Ortalama 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89
S (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
CV; (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34
Sgr (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CVr (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Nominal icerik (mg/kg) 100 100 1 1 1

L = Laboratuarlarin sayisi

n = Tekil degerlerin sayisi

Sr = Tekrarlanabilirlik standart sapmast

CVr = Tekrarlanabilirlik varyasyonu katsayisi
SR = Tekrar iiretilebilirlik standart sapmasi

CVR = Tekrar iiretilebilirlik varyasyonu katsayist

9. Gozlemler

Diklazuril yanitinin 6l¢iilen konsantrasyon dizisinde dogrusal oldugu dnceden gosterilmis olmalidir.
F. Lasalosid Sodyum Tayini

Streptomyces lasaliensis ile iiretilen bir polieter monokarboksilik asidin sodyum tuzu

1. Amag ve kapsam

Bu metot; yemlerdeki ve premikslerdeki lasalosid sodyum seviyesinin tayinini miimkiin kilar. Tespit limiti 5
mg/kg, Olgiim limiti 10 mg/kg’dir.

2. Prensip

Lasalosid sodyum numuneden asitlestirilmis metanolle ekstrakte edilir ve spektroflorometrik bir detektor
kullamlarak ters fazli yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ile tayin edilir.

3. Ayrraglar

3.1. Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,)

3.2. Ortofosforik asit, w (w/w) = %85

3.3. Ortofosforik asit ¢ozeltisi, ¢ = %20, 23,5 ml ortofosforik asit (3.2) suyla 100 ml’ye seyreltilir.
3.4. 6-Metil-2-heptilamin (1,5-dimetilheksilamin), w (w/w) = %99

3.5. Metanol, HPLC kullanim safliginda

3.6. Hidroklorik asit, yogunluk = 1,19 g/ml

3.7. Fosfat tampon ¢ozeltisi, ¢ = 0,01 mol/l, 1,36 g KH,PO, (3.1) 500 ml suda (3.11) ¢6zlindiiriiliir, 3,5 ml ortofosforik asit
(3.2) ve 10,0 ml 6-metil-2-heptilamin (3.4) eklenir. Ortofosforik asit ¢ozeltisiyle (3.3) pH 4,0’e ayarlanir ve su ile (3.11) 1000
ml’ye tamamlanr.

3.8. Asitlestirilmis metanol, 5,0 ml hidroklorik asit (3.6) 1000 mI’lik balon jojeye aktarilir, metanol (3.5) ile isarete kadar
tamamlanir ve karigtirtlir. Bu ¢dzelti kullanilmadan 6nce taze olarak hazirlanmalidir.
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3.9. HPLC mobil fazi, fosfat tampon metanol ¢dzeltisi 5 + 95 (V + V), 5 ml fosfat tampon ¢6zeltisi (3.7) 95 ml metanol (3.5)
ile karigtirilir.

3.10. Garantili saflikta lasalosid sodyum standart maddesi, C;4Hs;OgNa (Streptomyces lasaliensis ile {iretilen bir polieter
monokarboksilik asidin sodyum tuzu), E763

3.10.1. Lasalosid sodyum stok standart ¢ozeltisi, 500 pg/ml, 50 mg lasalosid sodyum (3.10) 0,1 mg hassasiyetle 100 ml’lik
balon jojeye tartilir, asitlestirilmis metanolde (3.8) ¢oziindiiriiliir, ayn1 ¢oziicii ile isarete kadar tamamlanir ve karistirilir. Bu
¢ozelti, kullanmadan 6nce taze olarak hazirlanmalidir.

3.10.2. Lasalosid sodyum ara standart ¢ozeltisi, 50 pg/ml, 10,0 ml stok standart ¢dzeltisi (3.10.1) 100 mI’lik balon jojeye
pipetlenir, asitlestirilmis metanol (3.8) ile isarete kadar tamamlanir ve karigtirtlir. Bu ¢ozelti, kullanmadan 6nce taze olarak
hazirlanmalidir.

3.10.3. Kalibrasyon ¢ozeltileri

Bir dizi 50 mI’lik balon jojeye 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ve 10,0 ml ara standart ¢ozeltisi (3.10.2) aktarilir. Asitlestirilmis
metanol (3.8) ile isarete kadar tamamlanir ve karistirilir. Bu ¢ozeltiler sirastyla 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ve 10,0 pg/ml lasalosid
sodyuma karsilik gelir. Bu ¢ozeltiler kullanmadan 6nce taze olarak hazirlanmalidir.

3.11. Su, HPLC kullanim safliginda

4. Cihazlar

4.1. Sicaklik kontrollii ultrasonik banyo (ya da c¢alkalanan su banyosu).

4.2. Membran filtreler, 0,45 um.

4.3. 20 pl’lik hacimleri enjekte etmeye uygun enjeksiyon sistemli HPLC cihazi.

4.3.1. Siv1 kromatografik kolon, 125 mm x 4 mm, ters fazli C18, 5 um dolgu ya da esdegeri.
4.3.2. Eksitasyon ve emisyon dalga boylari i¢in degisken dalga boyu ayarli spektroflorometre
5. Metot

5.1. Genel

5.1.1. Kér yem

Geri kazanim testinin (5.1.2) performansinda, lasalosid sodyum ya da etkilesime giren maddelerin olmadigim
kontrol etmek ig¢in bir kér yem analiz edilmelidir. Kér yem numunedekine benzer tiirde olmali ve analizde, lasalosid sodyum
ya da etkileyen maddeler tespit edilmemelidir.

5.1.2. Geri kazanim testi

Numunedeki varligina yakin miktarda lasalosid sodyum eklenen kor yem analiz edilerek bir geri kazamm testi
yiiriitilmelidir. Lasalosid sodyumu 100 mg/kg diizeyine ulastirmak i¢in 10,0 ml stok standard: (3.10.1) 250 ml’lik erlene
aktarilir ve ¢ozelti yaklasik 0,5 ml’ye buharlasgtirtlir. 50 g kor yem eklenir, iyice karstirilir, 10 dakika dinlendirilir,
ekstraksiyon agamasina (5.2) devam etmeden dnce birkag kez yeniden karistirlir.

Alternatif olarak, numune ile benzer tiirde bir kor yem miimkiin degilse (bakiniz 5.1.1), standart ekleme metodu
yoluyla bir geri kazanim testi gergeklestirilebilir. Bu durumda analiz edilecek numune, zaten numune ig¢inde mevcut olana
benzer bir miktar lasalosid sodyum ile zenginlestirilir. Bu numune zenginlestirilmemis numune ile birlikte analiz edilir ve
¢ikartma yoluyla geri kazanim hesaplanir.

5.2. Ekstraksiyon
5.2.1. Yem

5 gile 10 g numune 0,01 g hassasiyetle 250 ml’lik tapali bir konik cam erlene tartilir. 100,0 ml asitlestirilmis
metanol (3.8) pipetle eklenir. Gevsekge kapatilir ve igerigin dagilmasi i¢in karistirilir. Erlen yaklasik 40°Cdeki bir ultrasonik
banyoya (4.1) 20 dakika konulur, ardindan banyodan alinir ve oda sicakligina sogutulur. Siispansiyon halindeki madde
oturana kadar yaklagik bir saat dinlendirilir, ardindan temsili bir miktar 0,45 pm’lik bir membran filtreden (4.2) uygun bir
kaba siiziiliir. HPLC tayinine (5.3) gegilir.

5.2.2. Premiksler

Yaklagik 2 g ogiitiilmemis premiks 0,001 g hassasiyetle 250 ml’lik balon jojeye tartilir. 100,0 ml asitlestirilmis
metanol (3.8) eklenir ve icerigin dagilmasi i¢in karistirtlir. Balon joje ve igindekiler yaklasik 40°C’deki bir ultrasonik
banyoya (4.1) 20 dakika siireyle koyulur, ardindan banyodan alinir ve oda sicakligina sogutulur. Asitlestirilmis metanol (3.8)
ile isarete kadar tamamlanir ve iyice karistirilir. Slispansiyon halindeki madde oturana kadar bir saat dinlendirilir, ardindan
temsili bir miktar 0,45 um’lik bir membran filtreden (4.2) stiziiliir. Yaklasik 4 pg/ml lasalosid sodyum igeren nihai test
¢ozeltisi iretmek icin uygun hacimdeki berrak filtrat asitlestirilmis metanol (3.8) ile seyreltilir. HPLC tayinine (5.3) gegcilir.
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5.3. HPLC tayini
5.3.1. Parametreler

Asagidaki kosullar rehberlik amaciyla sunulmustur, esdeger sonuglar vermeleri kaydiyla diger kosullar da
kullanilabilir:

S1vi kromatografik kolon (4.3.1): 125 mm x 4 mm, ters fazli C18, 5 um dolgu ya da esdegeri.
Mobil faz (3.9):Fosfat tampon ¢ozeltisi (3.7) ve metanol (3.5) karisimi, 5 + 95 (V+V)
Akis lizi:1,2 ml/dak.

Tespit dalga boylari:

Eksitasyon: 310 nm
Emisyon: 419 nm
Enjeksiyon hacmi: 20 pl

4,0 pg/ml iceren kalibrasyon ¢ozeltisi (3.10.3), tutarli pik yiikseklikleri (alanlar) ve alikonma siireleri elde edene
kadar birkag kez enjekte ederek kromatografik sistemin stabilitesi kontrol edilir.

5.3.2. Kalibrasyon grafigi

Her bir kalibrasyon c¢ozeltisi (3.10.3) birkag kez enjekte edilir ve her bir konsantrasyonun ortalama pik
yiikseklikleri (alanlar1) tayin edilir. Apsisteki pg/ml cinsinden konsantrasyonlara ordinatlarda denk gelen ortalama pik
yiikseklikleri ya da alanlar kullanarak bir kalibrasyon grafigi ¢izilir.

5.3.3. Numune ¢dzeltisi

Kalibrasyon ¢ozeltileri i¢in alinanla ayni hacim kullanilarak 5.2.1 ya da 5.2.2’deki numune ekstraktlar1 birka¢ kez
enjekte edilir ve lasalosid sodyum piklerinin ortalama pik yiiksekligi (alanlar) belirlenir.

6. Sonug¢larin hesaplanmasi

Kalibrasyon grafigi referans alinarak, ayni1 ¢ozeltinin (5.3.3) enjeksiyonu ile iiretilen ortalama pik yiiksekliginden
(alan) lasalosid sodyum ¢dzeltisinin konsantrasyonu (pg/ml) tayin edilir.

6.1. Yemler

Numunedeki mg/kg cinsinden lasalosid sodyum igerigi “w” asagidaki formiille elde edilir:
cx Wy ,
w =—— |[mg/kg]
Im

Burada;

¢ = Numune ¢ozeltisinin lasalosid sodyum konsantrasyonu, pg/ml
V1 = Numune ekstraktinin 5.2.1’e gére hacmi, ml (6rnegin 100)
m = Test kisminin agirligy, g

6.2. Premiksler

[TEEs )

Numunedeki mg/kg cinsinden lasalosid sodyum igerigi “w” asagidaki formiille elde edilir:

e Vaxf ,
W S e— TTE RT
—— [mglkg]
Burada;

¢ = Numune ¢dzeltisinin (5.2.2.) lasalosid sodyum konsantrasyonu, pg/ml
V2 = Numune ekstraktinin 5.2.2’ye gére hacmi, ml (6rn. 250)
f=5.2.2"ye gore seyreltme faktorii

m = Test kisminin agirligy, g

7. Sonuglarin validasyonu
7.1. Tamima

Spektroflorometriye dayanan metotlar, UV tespitinin kullanildig1 metotlara gére etkilenmeye daha az duyarlidir.
Analitin tamimast ortak kromatografi ile dogrulanabilir.

7.1.1. Ortak kromatografi

Bir numune ekstraktina (5.2.1 ya da 5.2.2), uygun miktarda kalibrasyon ¢6zeltisi (3.10.3) eklenir. Eklenen lasalosid
sodyum miktar1 numune ekstraktinda bulunan lasalosid sodyum miktarina benzer olmalidir. Hem eklenen lasalosid sodyum
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miktar1 hem de ekstraktin seyreltilmesi hesaba katilarak yalnizca lasalosid sodyum pikinin yiiksekligi gelistirilmelidir.
Yiiksekliginin yaris1 boyutundaki pik genisligi, zenginlestirilmemis numune ekstrakt: ile {iretilen orijinal pik genisliginin
+%10 araliginda olmalidir.

7.2. Tekrarlanabilirlik
Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglar1 arasindaki farki asagidaki degerleri gegmemelidir:
— 30 mg/kg ile 100 mg/kg lasalosid sodyum igerigi i¢in daha yiiksek degere bagil %15,
— 100 mg/kg ile 200 mg/kg arasindaki lasalosid sodyum igerigi i¢in 15 mg/kg,
— 200 mg/kg’dan fazla lasalosid sodyum igerigi icin daha yiiksek degere bagil %7,5.
7.3. Geri kazamm

Zenginlestirilmis (kor) numune igin geri kazanim en az %80 olmalidir. Giiglendirilmis premiks numuneleri i¢in geri
kazanim en az %90 olmalidir.

8. Ortak bir calismanin sonuclari

Bir EC ortak ¢aligmasi diizenlenmis, bu ¢aligmada 12 laboratuar tarafindan 2 premiks numunesi (numuneler 1 ve 2)
ile 5 yem (numuneler 3-7) analiz edilmistir. Her numunede analizler paralel olarak gerceklestirilmistir. Sonuglar asagidaki
tabloda verilmistir:

Numune 1 Numune2 Numune 3 | Numune 4 | Numune 5 | Numune 6 | Numune 7
Tavuk Hindi Hindi yemi, | Tavuk yemi | Hindi Yemi Tavuk Yemi | Tavuk Yemi
avu'k . premiksi Pelet krumbil A B
premixsi formunda formunda
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Ortalama 5050 16200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
[mg/kg]
s; [mg/kg] 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
CV,[%] 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 5,37
sg [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVg [%] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Nominal 5000 (*) 16 000 (*) 80 (%) 105 (*) 120 (*) 50 (*%) 35 (*%)
icerik
[mg/kg]

(*) Uretici tarafindan beyan edilen igerik

(**) Laboratuarda hazirlanan yem

L = Laboratuarlarin sayisi

n = Tekil sonuglarin sayis1

sr = Tekrarlanabilirlik standart sapmasi

SR = Tekrar iiretilebilirlik standart sapmasi

CVr = Tekrarlanabilirlik varyasyonu katsayisi, %
CVR = Tekrar iiretilebilirlik varyasyonu katsayisi, %

EK-4

YEMDEKI ISTENMEYEN MADDELERININ KONTROLU ICIN ANALIZ METOTLARI
A. Serbest ve Toplam Gosipol Tayini
1. Amag ve kapsam

Bu metot, 20 mg/kg’dan fazla serbest gosipol, toplam gosipol ve kimyasal olarak bu maddelerle ilgili maddeleri
iceren pamuk tohumu, pamuk tohumu kiispesinde ve bu yem materyallerini iceren karma yemlerde serbest gosipol, toplam
gosipol ve kimyasal olarak bu maddelerle ilgili maddelerin tayinini miimkiin kilar.
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2. Prensip

Gosipol, 3-aminopropan-1-ol varliginda serbest gosipol tayini igin bir propan-2-ol ve hekzan karigim ile ya da
toplam gosipol tayini i¢in dimetilformamid ile ekstrakte edilir. Gosipol, anilin ile, optik yogunlugu 440 nm’de olgiilen
gosipol-dianiline doniistiiriliir.

3. Ayrraglar
3.1. Propan-2-ol- hekzan karigimi: hacmen 60 birim propan-2-ol ile hacmen 40 birim n- hekzan karistirilir.

3.2. Coziicti A: 1 litrelik balon jojeye yaklasik 500 ml propan-2-ol- hekzan karigim (3.1), 2 ml 3- aminopropan-1-ol, 8 ml
glasiyal asetik asit ve 50 ml su koyulur. Propan-2-ol- hekzan karsimi (3.1) ile hacmine tamamlanir. Bu ayirag bir hafta
stabildir.

3.3. Coziicii B: 2 ml 3-aminopropan-1-ol ile 10 ml glasiyal asetik asit 100 mI’lik balon jojeye pipetlenir. Oda sicakligina
sogutulur ve N, N-dimetilformamid ile gereken hacme tamamlanir. Bu ayirag bir hafta stabildir.

3.4. Anilin: Kor testinin optik yogunlugu 0,022 ’yi gegerse, anilin ¢inko tozu {istiinde damutilir, distilatin ilk ve son %10’luk
fraksiyonlar: atilir. Kahverengi, kapali bir sisede, sogutulup saklanirsa, bu ayirag¢ birkag ay korunabilir.

3.5. Standart gosipol ¢ozeltisi A: 27,9 mg gosipol asetat 250 ml’lik balon jojeye koyulur. Coziindiiriiliir ve ¢oziicii A (3.2) ile
hacmine tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 50 ml’si 250 ml’lik balon jojeye pipetlenir ve ¢dziicii A ile hacmine kadar tamamlanir. Bu
¢ozeltideki gosipol konsantrasyonu 0,02 mg/ml’dir. Kullanmadan 6nce oda sicakliginda bir saat dinlenmeye birakilir.

3.6. Standart gosipol ¢ozeltisi B : 27,9 mg gosipol asetat 50 ml’lik balon jojeye koyulur, ¢dziindiiriiliir ve ¢oziicti B (3.3) ile
hacmine kadar tamamlanir. Bu ¢6zeltideki gosipol konsantrasyonu 0,5 mg/ml’dir. Standart gosipol ¢ozeltileri A ve B, 1siktan
korunduklarinda 24 saat stabildir.

4. Cihaz

4.1. Karstiricr : yaklasik 35 rppm
4.2. Spektrofotometre

5. Metot

5.1. Test numunesi

Kullanilan test numunesi miktar1 numunenin varsayilan gosipol igerigine gore degisir. Tercihen az miktarda test
numunesi ve bagil olarak daha fazla temsili miktarda filtrat ile ¢alisilir, bu sayede hassas fotometrik 6l¢tim yapilabilmesi igin
yeterli gosipol elde edilir. Pamuk ve pamuk tohumu kiispesinde serbest gosipol tayini igin, test numunesi 1 g’1 gegmemelidir,
karma yemlerde en fazla 5 g olabilir. 10 ml’lik temsili miktarda filtrat ¢ogu durumda uygundur, 50 ile 100 pg gosipol
icermelidir. Toplam gosipol tayini i¢in test numunesi 0,5 ile 5 g arasinda olmalidir, bu durumda 2 ml temlisi miktarda filtrat
40 ile 200 pg gosipol igerecektir. Analiz yaklasik 20°C’deki oda sicakliginda gerceklestirilmelidir.

5.2. Serbest gosipol tayini

Numune yuvarlak boyunlu, dibi ezilmis camla kaplanmis 250 ml’lik bir cam balona koyulur. Bir pipet kullamilarak
50 ml ¢oziicti A (3.2) eklenir, balon joje kapatilir ve bir karistiricida bir saat karigtirilir. Kuru bir siizge¢ kagidindan siiziiliir
ve siizlintii kiigiik, yuvarlak boyunlu bir cam balona alinir. Stizme sirasinda huni bir saat camu ile ortiiliir.

50 ile 100 pg gosipol igeren benzer temsili miktarda siiziintii, 25 ml’lik balon jojelerin (A ve B) her birine
pipetlenir. Gerekiyorsa hacmi ¢oziicii A (3.2) ile 10 ml’ye tamamlanir. Ardindan sisedeki (A) igerigi propan-2-ol- hekzan
karsimu (3.1) ile hacmine tamamlanir. Bu ¢dzelti, numune ¢6zeltisinin 6lglimiinde referans ¢ozelti olarak kullanilacaktir.

10 ml ¢oziicli A (3.2) diger 25 ml’lik balon jojelerden (C ve D) her birine pipetlenir. Sisedeki (C) igerigi propan-2-
ol- hekzan karsimi (3.1) ile hacmine tamamlanir. Bu ¢ozelti, kor test ¢ozeltisinin Olglimiinde referans ¢ozelti olarak
kullanilacaktir.

2 ml anilin (3.4) siselerden (D ve B) her birine eklenir. Renk gelistirmek igin kaynar su banyosunda 30 dakika
sitilir. Oda sicakligmma sogutulur, propan-2-ol- hekzan karsimi (3.1) ile hacmine tamamlanir, homojenlestirilir ve bir saat
dinlendirilir.

1 cm cam hiicreler kullanilarak 440 nm’deki spektrofotometrede, kor testin (D) optik yogunlugu referans ¢ozelti
(C) ile karsilastirilarak ve numune ¢ozeltisinin (B) optik yogunlugu referans ¢ozeltisi (A) ile karsilastirilarak tayin edilir.

Kor testin optik yogunlugu numune ¢ozeltisinin optik yogunlugundan ¢ikartilir (=diizeltilmis optik yogunluk). Bu
degerden, serbest gosipol igerigi madde 6’da belirtilen sekilde hesaplanir.

5.3. Toplam gosipol tayini

1 - 5 mg gosipol igeren bir test numunesi 50 ml’lik balon jojeye koyulur ve 10 ml ¢oziicii B (3.3) eklenir. Ayn1
zamanda, 10 ml ¢éziicii B (3.3) baska bir 50 mI’lik balon jojeye koyularak bir kér test hazirlamr. iki balon joje 30 dakika
kaynar su banyosunda isitilir. Oda sicakligina sogutulur ve her bir sisedeki icerik propan-2-ol-hekzan karsimi (3.1) ile
hacmine tamamlanir. Homojenlestirilir ve 10 ile 15 dakika ¢okmesi beklenir, ardindan siiziiliir ve siiziintiiler yuvarlak
boyunlu erlenlere alinur.
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2 ml numune filtrat1 iki 25 ml’lik balon jojelerden her birine ve 2 ml kér test filtrat1 diger iki 25 ml’lik siselerden
her birine pipetlenir. Her seriden bir sigenin icerigini propan-2-ol-hekzan karsimi (3.1) ile 25 ml’ye tamamlanir. Bu ¢ozeltiler
referans ¢ozeltiler olarak kullanilacaktir.

2 ml anilin (3.4) diger iki siseden her birine eklenir. Renk gelistirmek i¢in kaynar su banyosunda 30 dakika 1sitilir.
Oda sicakligina sogutulur, propan-2-ol-hekzan karsimu (3.1) ile 25 ml’ye tamamlamir, homojenlestirilir ve bir saat
dinlendirilir.

Optik yogunlugu, serbest gosipol i¢in 5.2°de belirtildigi gibi 6l¢iiliir. Bu degerden, toplam gosipol icerigi madde
6’da belirtilen sekilde hesaplanir.

6. Sonugclarin hesaplanmasi

Sonuglar spesifik optik yogunluktan (6.1) ya da bir kalibrasyon egrisini (6.2) referans alarak hesaplanabilir.
6.1. Spesifik optik yogunluk ile

Belirtilen kosullar altindaki spesifik optik yogunluklar asagidaki gibidir:

Serbest gosipol: E 1% =625
1 em
ol 1%
Toplam gosipol: F = 600
cm

Numunenin serbest ya da toplam gosipol igerigi asagidaki formiil kullamilarak hesaplanir:
% gosipol :
Ex1 250
1% . % a
Burada; E lem Xpxa
E = Diizeltilmis optik yogunluk, madde 5.2’de belirtilen sekilde tayin edilmis,

p = Test numunesi, g
a = Filtratin temsili miktari, ml

6.2. Kalibrasyon egrisi ile
6.2.1. Serbest gosipol

2 seri bes adet 25 ml’lik balon joje hazirlanir. 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 ve 10,0 ml’lik standart gosipol ¢ozeltisi A (3.5)
temsili miktarlart her bir balon joje serisine pipetlenir. Coziicii A (3.2) ile 10 ml’ye tamamlanir. Her seri yalnizca 10 ml
¢oziicii A (3.2) igeren 25 ml’lik balon jojeyle tamamlanir (kor test).

Ik serideki balon jojelerin hacmi (kér testinin sisesi de dahil) propan-2-ol-hekzan karisimu (3.1) ile 25 ml’ye
tamamlanir (referans serisi).

Ikinci serideki her bir balon jojeye (kor testinin balon jojesi de dahil) 2 ml anilin (3.4) eklenir. Renk gelistirmek igin
kaynar su banyosunda 30 dakika sitilir. Oda sicakligina sogutulur, propan-2-ol-hekzan karsimi (3.1) ile hacmine tamamlanir,
homojenlestirilir ve bir saat dinlendirilir (standart serisi).

5.2’de belirtilen sekilde, standart serisindeki ¢ozeltilerin optik yogunlugu, referans serisindeki c¢ozeltilerle
karsilastirarak tayin edilir. Gosipol (pg) miktarlarina gore optik yogunluklari yazilarak kalibrasyon egrisi ¢izilir.

6.2.2. Toplam gosipol

Alt1 adet 50 m!’lik balon joje hazirlanir. Birinci cam malzemeye 10 ml ¢oziicii B (3.3) ve digerlerine sirastyla 2,0,
4,0, 6,0, 8,0 ve 10,0 mI’lik standart gosipol ¢ozeltisi B (3.6) koyulur. Her balon jojedeki igerik ¢oziicii B (3.3) ile 10 ml’ye
tamamlanir. 30 dakika kaynar su banyosunda sitilir. Oda sicakligina sogutulur, propan-2-ol-hekzan karsimu (3.1) ile hacmine
tamamlanir ve homojenlestirilir.

Bu ¢dzeltilerin 2,0 ml’si alt1 adet 25 ml’lik balon jojelerin iki serisinden her birine koyulur. ilk serideki balon
jojelerin icerigi propan-2-ol-hekzan karisimu (3.1) ile 25 ml’ye tamamlanir (referans serisi).

2 ml anilin (3.4) ikinci serideki her bir balon jojeye eklenir. 30 dakika kaynar su banyosunda 1sitilir. Oda sicakligina
sogutulur, propan-2-ol-hekzan karsimu (3.1) ile gerekli hacme tamamlanir, homojenlestirilir ve bir saat dinlendirilir (standart
serisi).

5.2’de belirtilen sekilde, standart serisindeki ¢ozeltilerin optik yogunlugu, referans serisindeki c¢ozeltilerle
karsilastirarak tayin edilir. Gosipol (pg) miktarlarina gore optik yogunluklari yazilarak kalibrasyon egrisi ¢izilir.

6.3. Tekrarlanabilirlik
Ayn1 numunenin iki paralel tayininin sonuglari arasindaki fark asagidaki degerleri gegmemelidir:
— 500 ppm’den az gosipol igerigi i¢in daha yiiksek degere bagil %15
65



— 500 ppm ile 750 ppm arasindaki gosipol icerigi icin mutlak deger olarak 75 ppm
— 750 ppm’den fazla gosipol igerigi i¢in daha yiiksek degere bagil %10

B. Dioksin (PCDD/PCDF) ve Dioksin Benzeri PCB Seviyelerinin Tayini
I. Numune Alma Metotlar1 ve Analitik Sonuclarin Yorumlanmasi
1. Amac ve kapsam

Yemdeki dioksin (poliklorlu dibenzo-p-dioksinler (PCDD) ve poliklorlu dibenzofuranlar (PCDF)) ve dioksin
benzeri poliklorlu bifenillerin (PCB’ler)(’) seviyelerinin resmi kontrolii i¢in amaglanan numuneler EK-1’deki sartlara gore
alinmalidir. Yem igin esit oranda dagilmis maddelerin ya da {iriinlerin kontroliine iliskin EK-1 madde 4.A’da belirtilen nicel
gereklilikler uygulanmalidir.

Bu nedenle elde edilen pagal numuneler, alindiklari kistm igin temsili numuneler olarak diisiintilmelidir.
Laboratuvar numunelerinde tayin edilen seviyeler Bakanlik¢a belirlenen maksimum seviyelere uygun olmalidir.

2. Numune alinan kismin spesifikasyonlara uygunlugu

Tek bir analizin sonucu, 6lgiim belirsizligi de goz Oniinde bulunduruldugunda Bakanlik¢a belirlenen ilgili
maksimum seviyeleri gegmiyorsa numune alinan kisim uygun kabul edilir.

Paralel analizle (*) dogrulanan iist simir (7) analitik sonug, maksimum seviyeyi 6l¢iim belirsizligi de goz Gniinde
bulunduruldugunda gegiyorsa, numune alinan kisma ait sonu¢ Bakanlik¢a belirlenen maksimum seviye ile uyumlu degildir.

(*) Dioksinler, furanlar ve dioksin benzeri PCB’ler i¢in TEF (= toksik esdegerlik faktérleri) tablosu

Tiirdes (congener) TEF degeri Tiirdes (congener) TEF degeri
Dibenzo-p-dioksinler (‘PCDD’ler’) ‘Dioksin benzeri PCB’ler: Non-
23.7.8.TCDD 1 ;rg(];’le]:CB’ler + Mono-orto
1,2,3,7,8-PeCDD 1
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 Non-orto
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB’ler
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 77
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 81
OCDD 0,0001 PCB 126

PCB 169 0,0001
Dibenzofuran’lar (‘PCDF’ler’) Mono- orto PCB’ler 0,0001
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,1
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05 PCB 114 0,01
2,3,4,7,8-PeCDF 0,5 PCB 118
1,2,3,4,7,8-HXCDF 0,1 PCB 123 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 156 0,0005
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 157 0,0001
2,3,4,6,7,8-HXCDF 0,1 PCB 167 0,0001
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,0005
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01 0,0005
OCDF 0,0001 0,00001

0,0001

Kullanilan kisaltmalar: «T» = tetra; «Pe» = penta; «Hx» = heksa; «Hp» = hepta; «O» = okta; «CDD» = klorodibenzo-p-dioksin; «CDF» =

klorodibenzofuran; «CB» = klorobifenil.

(%) I¢ capraz kontaminasyon ya da numuneleri kazara karistirma olasihgini disarida birakmak igin paralel analiz gereklidir. ilk analiz, 6l¢tim
belirsizligi de hesaba katilarak uyumlulugun dogrulanmasi igin kullanilir.

(") <Ust simr’ kavramu, nicellestirilmemis her bir tiirdesin Toksik Esdegerlige (TEQ) katkis1 igin 6lgiim limiti kullamlmasim gerektirir.
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Analizin bir dioksin kontaminasyonu olay1 ¢ercevesinde yapilmasi halinde, analiz i¢in secilen numuneler, dioksin
kontaminasyonu olayiyla baglantil olarak izlenebiliyorsa paralel analizle dogrulama g6z ard edilebilir.

Olgiim belirsizligi asagidaki yaklagimlardan birine gore hesaba katilabilir:

— Yaklasik %95°1ik bir giiven aralig1 veren 2 kapsam faktoriinii kullanarak genisletilmis belirsizligi hesaplama yoluyla.
“Olgiilen deger eksi U” isleminin sonucu maksimum seviyenin iistindeyse numune alinan kisim ile uyumlu degildir.
Dioksinlerin ve dioksin benzeri PCB’lerin ayr1 tayininde, dioksinlerin ve dioksin benzeri PCB’lerin ayr1 analitik sonuglarinin
genisletilmis belirsizliginin toplamu, dioksinlerin ve dioksin benzeri PCB’lerin toplamu igin kullamlmalidir,

—Karar sinirt (CCa) tesis edilerek dlgiilen deger CCa’ya esit ya da daha yiiksekse numune alinan kisim ile uyumlu degildir.
Mevcut yorum kurallari, resmi kontrol amaciyla numunede elde edilen analitik sonuglar i¢in gegerlidir.

II. Dioksin]er (PCDD/PCDF) ve Dioksin Benzeri PCB’lerin Seviyelerinin Resmi Kontroliinde Kullanilan Analiz
Metotlar: I¢in Numune Hazirlanmasi ve Gereklilikler

1. Amac ve uygulama alam

Bu ekte belirtilen hiikiimler dioksinler ve dioksin benzeri PCB’lerin seviyelerinin resmi kontrolii igin analiz edilen
yem ve yam katki maddelerinde uygulanmalidir.

Yem ve yem katki maddelerinde dioksinlerin varligini izleme, maksimum limitin iistiinde veya maksimum limitin
% 25 altindan daha az dioksinler ve dioksin benzeri PCB seviyelerine sahip numuneleri segmeyi hedefleyen tarama
metodunu kapsayan metotlarla gerceklestirilebilir. Onemli diizeyde siipheli seviyelere sahip bu numunelerdeki dioksinlerin
konsantrasyonu ile dioksinler ve dioksin benzeri PCB’lerin toplammin konsantrasyonu dogrulama metodu ile
dogrulanmalidir.

Tarama metotlari, dioksinler ve dioksin benzeri PCB’lerin ilgilenilen seviyede varliklarinin tespit edilmesi igin
kullanilir. Bu metotlar, ¢ok sayida numune ¢alisma kapasitesine sahip olmalidir ve ¢ok sayida numuneden muhtemel
pozitifleri segmek i¢in kullanilir. Bu metotlar, hatali negatiflerden kaginmak i¢in 6zel olarak tasarlanmalidir.

Dogrulama metotlart, ilgilenilen seviyede dioksinler ve dioksin benzeri PCB’lerin net bir bigimde tanimlanmasi ve
hesaplanmasi i¢in tam veya tamamlayici bilgi saglayan metotlardir.

2. Arka plan

Numunedeki her bir maddenin konsantrasyonu, bu ekin ilavesinde listelenen ve Diinya Saglik Orgiitii tarafindan
saptanan, o maddeye karsilik gelen Toksik Esdegerlik Faktorli (TEF) ile carpilmali ve daha sonra Toksik Esdegerlikler
(TEQs) seklinde ifade edilen dioksin benzeri bilesiklerin toplam konsantrasyonunu bulmak i¢in toplanmalidir.

Bu mevzuatta, her bir bilesigin kabul edilir spesifik 6l¢iim limiti; EPA metodu 1613 revizyon B’de belirtilen tayin
metoduna gére alitkonma zamani, izotop orani gibi temel hiikiimleri yerine getirmesi kosuluyla, iki farkli iyonda diisiik
duyarliliktaki sinyal i¢in 3:1 oraminda S/N (sinyal/giiriilti) estriimental yaniti veren, numune ekstraktindaki analit
konsantrasyonudur.

3. Numune hazirlamada uyulacak kalite giivencesi gereklilikleri

EK-2’de belirtildigi lizere analiz i¢in numuneler hazirlamayla ilgili genel hiikiimler gecerlidir. Ek olarak agagidaki
gerekliliklere uyulmalidir:

a) Numune alma ve analiz metodunun her bir basamaginda ¢apraz bulasmay1 6nleyecek tedbirler alinmalidir.

b) Numuneler, cam, aliiminyum, polipropilen veya polietilen kaplarda muhafaza edilmeli ve taginmalidir. Kagit
tozlarinin kalintilart numune kabindan uzaklastirilmalidir. Cam malzemelerin, dioksinleri igermedigine dair 6nceden kontrol
edilmis veya belgelenmis ¢oziiciiler ile ¢alkalanmalidir.

¢) Numuneler, biitiinligii korunarak &zellikleri degismeyecek sekilde muhafaza edilmeli ve tasmmalidir. Yem ve
yem katki maddelerinde 6zellikle numunenin rutubet iceriginin degismemesi i¢in 6nlemler alinmalidir.

¢) Miimkiin oldugu kadar, her bir laboratuvar numunesi tam homojenizasyonu saglayacak bir metot kullanilarak,
numune 1 mm elekten gececek sekilde iyice dgiitiilmeli ve iyice karistiriimalidir.

d) Numune harig tutularak tiim analitik metodun uygulamast ile kor analiz gerceklestirilmelidir.

e) Ekstraksiyon i¢in kullanilan numune agirligi, metodun hassasiyet gerekliliklerini karsilamak icin yeterli
olmalidir.

f) Analiz edilecek iiriinler i¢in kullanilan spesifik numune hazirlama metotodlar:, uluslararasi kabul edilen
talimatlara gore gecerli kilinmalidir.

4. Laboratuarlar icin gereklilikler

‘Alt sinir” kavramy, nicellestirilmemis her bir tiirdesin TEQ’ya katkist igin sifir kullanilmasimi gerektirir.

‘Ara sinir’ kavrami, nicellestirilmemis her bir tiirdesin TEQ’ya katkisim hesaplarken, 6l¢tim limitinin yarisinin kullanilmasim gerektirir.
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a) Laboratuvarlar, metodun verimini, tekrarlanan analizlerde kabul edilebilir bir varyasyon katsayis1 saglanacak
sekilde, ilgilenilen seviyenin 0.5, 1 ve 2 kat1 gibi seviye araliklarinda gostermelidir. Kabul edilebilirlik kriterlerinin detaylar1
Madde 5°de verilmistir.

b) Dogrulama metodunun 6l¢iim limiti ilgilenilen seviyenin yaklasik beste biri araliginda olmalidir.

¢) I¢ kalite kontrol dlgiimleri amactyla, diizenli kér kontrolleri ve spiking denemeler veya tercihen sertifikali
referans materyal kullanilarak kontrol numunelerinin analizi gerceklestirilmelidir.

¢) Laboratuvar yeterliligi, ilgili matrikslerde dioksinlerin ve dioksin benzeri PCB’lerin tespitine yonelik yapilan
laboratuvarlar arasi ¢aligmalara siirekli ve basarili katilimi ile kamitlanmalidir.

— Laboratuvar yeterligini degerlendiren laboratuvarlar arasi ¢aligmalara basarili katilimlar, spesifik analizlerdeki yeterligin
kanit1 i¢in en iyi yoldur. Bununla birlikte toprak ya da sivi atik gibi numunelere yonelik laboratuvarlar arasi ¢aligmalara
katilimlar, daha diisiik kontaminasyon seviyeleri sunan gida ve yem numuneleri alaninda da yeterliligi kanitlamaz. Bu
nedenle dioksinler ve dioksin benzeri PCB’lerin ilgili yem/gida matrislerindeki tayinine yonelik laboratuarlar arasi
caligmalara siirekli katilim sarttir.

— Laboratuarlar, analitik kalite giivencesi uyguladiklarindan emin olmak i¢in ISO Guide 58’e uygun ¢alisan taninmis bir
kurum tarafindan akredite edilmelidir. Laboratuarlarin ISO/IEC/17025 standardini izledigi akredite edilmelidir.

5. Dioksinler ve dioksin benzeri PCB’lere yonelik analitik metotlarin gereklilikleri
Analitik metotlarin kabulii i¢in temel gereklilikler:

a) Yiiksek hassasiyet ve diisiik tespit limitleri. PCDD’ler ve PCDF’ler i¢in, bu bilesiklerin bazilarinin asirt
toksisiteleri nedeniyle tespit edilebilir miktarlar pikogram TEQ (10'%g) diizeyinde olmalidir. PCB’lerin, PCDD’ler ve
PCDF’lerden daha yiiksek diizeylerde bulundugu bilinmektedir. Cogu PCB bileseni igin nanogram (10°g) araligindaki
hassasiyet yeterlidir. Ancak, daha toksik dioksin benzeri PCB bilesenlerinin, 6zellikle non-ortho PCB bilesenlerin, dl¢iimil
icin PCDD’ler ve PCDF’lere uygulanan hassasiyetin aynist uygulanmalidir.

b) Yiiksek segicilik (spesifiklik). PCDD’ler, PCDF’ler ve dioksin benzeri PCB’leri, konsantrasyonu aranilan
analitlerden birkag kat fazla olan, aramlan analitlerle birlikte ekstrakte olan ve muhtemel girisim yapan bilesiklerden ayirt
etmek gereklidir. Gaz kromotografisi/kiitle spektrometrisi (GC/MS) metotlarinda, TEF degeri belirtilmis toksik bilesiklerin
(17 adet 2,3,7,8-PCDD ve -PCDF’ler ve dioksin benzeri PCB’ler) ve diger aym tiirden bilesiklerin ayirimi gereklidir.
Biyotestler, PCDD’ler, PCDF’ler ve dioksin benzeri PCB’lerin toplamu seklinde TEQ degerlerini secigi olarak
belirleyebilmelidir.

c) Yiiksek dogruluk (gergeklik ve kesinlik). Tespit, numunedeki ger¢ek konsantrasyonun gegerli bir tahmini
olmalidir. Yiiksek dogruluk (6l¢iim dogrulugu: analite iliskin gercek veya atfedilen deger ile olciilen sonug arasindaki
uyumun yakinligi), TEQ’nun tahmininde zayif giivenilirlik iizerine dayali analiz sonucunda numunenin reddinden kaginmak
icin gereklidir. Dogruluk; gergeklik ve kesinlik olarak ifade edilir. Gergeklik; sertifikali materyal igindeki analit i¢in dlgiilen
ortalama deger ve onun sertifikalanmig degeri arasindaki farktir ve bu degerin yiizdesi olarak ifade edilir. Kesinlik; tekrar
iiretilebilirlik kosullart altinda elde edilen sonuglardan hesaplanan relatif standart sapmadir (RSDg).

Tarama metotlar1, biyotestleri ve GC/MS metotlarim igerir; dogrulama metotlari, yiiksek ¢oztiniirliikli gaz
kromatografisi/yliksek ¢oziiniirliikli kiitle spektrometrisi (HRGC/HRMS) metotlaridir. Toplam TEQ degeri verilirken
asagidaki kriterler uygulanmalidir.

Toplam TEQ degerinde asagidaki kriterlere uyulmalidir:

Tarama metotlari Dogrulama metotlari
Yanlis negatif orani <1%
Gergeklik - %20 ila +%20
Kesinlik RSDg <30 % <15%

6. Tarama ve dogrulama amaglarina yonelik GC/MS metotlar icin uyulacak spesifik gereklilikler.

a) 2,3,7,8 pozisyonlarda klor iceren BC-isaretlenmis PCDD/F internal standartlar ve '*C-igaretlenmis dioksin
benzeri PCB internal standartlari analitik metodun en basinda, Ornegin analitik metot validasyonu i¢in ekstraksiyon ncesi
eklenmelidir. 4’den 8’e kadar klor ihtiva eden her bir PCDD/F grubu ve her bir dioksin benzeri PCB grubu i¢in en az bir
isaretli bilesik eklenmelidir (alternatif olarak, kiitle spektrofotometresinde PCDD/F ve dioksin benzeri PCB’lerin
taranmasinda kullanilan secici iyon kaydedici fonksiyonlarin her biri i¢in en az bir isaretli bilesik). Dogrulama metotlari s6z
konusu oldugunda kesinlikle 17 tane 2,3,7,8 pozisyonlarinda klor igeren “C-isaretlenmis PCDD/F i¢ standartlarimin
tiimiinin ve 12 tane “C-igaretlenmis dioksin benzeri PCB i¢ standartlarimin tiimiiniin kullaniimasi gereklidir. Be-
isaretlenmis analogu eklenmemis her bir bilesik icin de uygun kalibrasyon ¢ozeltileri kullanilarak relatif tepki faktorii (RRF)
belirlenmelidir.

b) %10’dan daha az yag iceren yem ve yem katki maddeleri i¢in internal standartlarin ekstraksiyon oncesi
eklenmesi zorunludur. %10’dan daha fazla yag iceren yem ve yem katki maddeleri i¢in i¢ standartlar yag ekstraksiyonundan
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once veya sonra eklenebilir. Ekstraksiyon etkinliginin uygun validasyonu, internal standartlarin eklendigi asamaya ve
sonuglarin {irlin veya yag iizerinden verilmesine bagli olarak yapilmalidir.

¢) GC/MS analizi 6ncesinde, 1 veya 2 geri kazanim standardi/standartlari eklenmelidir.

¢) Geri kazanim kontrolii gereklidir. Dogrulama metotlar1 igin, her bir i¢ standardin geri kazanimi % 60-120
araliginda olmalidir. Herhangi bir bilesigin, 6zellikle baz1 7 ve 8 klorlu dibenzodioksinler ve dibenzofuranlarin, toplam TEQ
degerine katkisi, toplam TEQ degerinin (PCDD/F ve dioksin benzeri PCB’lerin toplami) %10’unu gegmemesi durumunda,
daha diisiik veya daha yiiksek geri kazanimlar kabul edilebilir. Tarama metotlar1 igin geri kazamim %30-140 araliginda
olmalidir.

d) Dioksin benzeri olmayan PCB’ler ve klorlanmug difenil eterler gibi girisim yapan klorlanmis bilesiklerden
dioksinlerin ayrimi uygun kromotografik tekniklerle tercihen florisil, aliimina ve/veya karbon kolonu ile
gerceklestirilmelidir.

e) Izomerlerin gaz kromotografisi ile ayirmm yeterli olmalidir (1,2,3,4,7,8-HxCDF ve 1,2,3,6,7,8-HxCDF
arasindaki pikten pike ayrim %25’den kiigiik olmalidir).

f) Tespit, EPA 1613 revizyon B: 4 den 8 e kadar klor ihtiva eden dioksinler ve furanlarin HRGC/HRMS izotop
diliisyon teknigi ile veya esdeger performans kriterlerine sahip baska bir teknik ile yapilmalidir.

g) Dioksin kontaminasyonu maksimum seviye araliginda ya da iistiinde olan yemler igin iist smir seviyesi ile alt
sinir seviyesi arasindaki fark en fazla %20 olmalidir. Kontaminasyon seviyeleri maksimum seviyenin altinda olan yemler i¢in
fark %25 ila %40 olabilir.

7. Analizin tarama metotlar
7.1. Girig

Tarama metodu kullamilarak farkli analitik yaklasimlar gergeklestirilebilir; bu yaklagimlar yalnizca tarama yaklagimi
ve nicel yaklagimlardir.

1) Tarama yaklagimi

Numunelerin tepkisi, ilgilenilen seviyedeki referans numune ile karsilastirilir. Referansdan daha az tepki veren
numuneler negatif olarak beyan edilir, daha yiiksek tepki veren numuneler siipheli pozitiflerdir. Gereklilikler sdyledir;

1. Her bir test serisinde, ayn1 zaman ve kosullar altinda ekstrakte edilen ve test edilen kor ve referans numune(ler)
bulunmalidir. Referans numune, kor ile karsilastirildiginda belirgin bir sekilde yiiksek tepki gostermelidir.

2. ligilenilen seviyenin kontroliinde, ilgi araligindaki testin performansinmn uygunlugunu géstermek igin, ilgilenilen
seviyenin 0.5 ve 2 kat1 konsantrasyona sahip ekstra referans numuneler dahil edilmelidir.

3. Diger matriksler test edilecegi zaman, referans numunenin/numunelerinin uygunlugu, tercihen referans numune
seviyesinde TEQ degerine sahip oldugu HRGC/HRMS ile belirlenmis numuneler veya bu seviyede referans madde ilave
edilmis kor dahil edilerek ispatlanmalidir.

4. Biyotestlerde internal standartlar kullamlamadigindan, bir test serisi i¢inde standart sapma ile ilgili bilgi elde etmek
icin tekrarlanabilirlik testleri gerceklestirilmelidir. Varyasyon katsayist %30’un altinda olmalidir.

5. Biyotestler i¢in, hedef bilesikler, olas1 girisimler ve maksimum tolere edilebilir kor diizeyleri tanimlanmalidir.
2) Nicel yaklasim

Nicel yaklasim, kor ve geri kazanim kontrollerine ek olarak standart diliisyon serilerine, ikili veya ii¢lii saflastirma ve
Olciime ihtiyag duyar. Sonug, sinyali veren bilesiklerin TEQ prensibine karsilik gelen bilesikler oldugu varsayilarak TEQ
olarak ifade edilebilir. Bu, ekstraktaki ve dolayisiyla numunedeki TEQ seviyesinin hesaplanmasinda kalibrasyon egrisini
olusturmak icin TCDD veya dioksin/furan/dioksin benzeri PCB standart karisimu kullanilarak gergeklestirilebilir. Sonug,
daha sonra kor numune i¢in hesaplanan TEQ seviyesine (kullanilan ¢oziiciiler ve kimyasallardan gelen kirliligi hesaba
katmak icin) ve geri kazanima (ilgilenilen seviye civarindaki kalite kontrol drneginin TEQ seviyesinden hesaplanan) gore
diizeltilir. Geri kazanim kaybinin, biyotestlerdeki TEF degerleri ve WHO tarafindan belirlenen ve Tablo 5’ de yer alan resmi
TEF degerleri arasindaki farklara ve/veya matriks etkilerinden kaynaklanabilecegine dikkat etmek gereklidir.

7.2. Tarama i¢in kullanilan analiz metotlarmin gereklilikleri

1) Tarama icin GC/MS analiz metotlart ve biyotestler kullamlabilir. GC/MS metotlar: i¢in Madde 6 da verilen
hiikiimler kullanilmalidir. Hiicre temelli biyotestler i¢in 6zel hiikiimler (7.3) bendinde, kit-temelli biyotestler igin 6zel
hiikiimler (7.4) bendinde agiklanmustir.

2) Analizin dogrulama metodu ile belirlenen TEQ degeri ile karsilastirilarak, maksimum limit veya miidahale
seviyesi listiinde ve altindaki ¢ok sayidaki numune serisinin hatali-pozitif ve hatali-negatif sonuglarimin sayis1 hakkinda bilgi
gereklidir. Gergek hatali-negatif oram1 %1’in altinda olmalidir. Hatali-pozitif numunelerin orani, tarama metodunun
kullamiminin avantajli olmast igin yeteri kadar diisiik olmalidir.

3) Pozitif sonuglar her zaman analizin dogrulama metodu ile (HRGC/HRMS) dogrulanmalidir. Ayrica, genis TEQ
araligindaki numuneler HRGC/HRMS ile dogrulanmalidir (negatif numunelerin yaklasitk %2 - 10’u). Biyotestler ve
HRGC/HRMS sonuglar arasindaki uygunluk kontrolii yapilmalidir.
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7.3. Hiicre tabanli biyo analizler i¢in spesifik gereklilikler

1) Biyotestler gergeklestirildiginde, her bir test uygulamasi, TCDD’nin veya dioksin/furan/dioksin benzeri PCB
karisimlarinin referans konsantrasyonlarinin serisine gereksinim duyar (R?> 0.95 degerine sahip doz-tepki egrisinin tiimi).
Ancak, tarama amaglari i¢in diisiik seviyedeki numunelerin analizinde genisletilmis diisiik seviye egrisi kullanilabilir.

2) Kalite kontrol dokiimanindaki TCDD referans konsantrasyonu (6l¢iim limitinin yaklasik 3 kati), belli bir zaman
araliginda biyotestlerin sonucu i¢in kullanilmalidir. Hiicrelerin tepkisi birgok faktore bagli olabildigi i¢in, buna alternatif
olarak, referans numunenin relatif tepkisi TCDD kalibrasyon egrisiyle karsilastirilabilir.

3) Her bir gesit referans materyali i¢in kalite kontrol kartlart olusturulmali ve sonucun belirlenen klavuza uygunlugu
kontrol edilmelidir.

4) Ozellikle kantitatif hesaplamalar igin, kullanilan numune diliisyonunun konsantrasyonu tepki egrisinin dogrusal
kismmim iginde olmasi gerekir. Tepki egrisinin dogrusal kisminm istiindeki numuneler seyreltilmeli ve tekrar test
edilmelidir. Bu durumda, bir defada en az 3 veya daha fazla diliisyon test edilmelidir.

5) Yiizde standart sapma her bir numune diliisyonu ig¢in {iglii tayinde %151 gegmemeli ve {i¢ bagimsiz deney arasinda
%30’un tstiinde olmamalidir.

6) Tespit limiti, ¢oziicli koriiniin veya giiriiltii seviyesinin standart sapmasinin 3 kati olarak belirlenebilir. Diger bir
yaklasim, o giiniin kalibrasyon egrisinden hesaplanan en alt seviyenin (indiiksiyon faktorii ¢dziicii koriiniin 5 katr) iistiindeki
tepkiyi uygulamaktir. Olgiim limiti, giiriiltiiniin veya ¢dziicii kériiniin standart sapmasimn 5-6 kat1 olarak belirlenebilir. Diger
bir yaklasim, o giiniin kalibrasyon egrisinden hesaplanan en alt seviyenin (indiiksiyon faktorii ¢oziicli koriiniin 10 katr)
iistlindeki tepkiyi uygulamaktir.

7.4. Kit tabanli biyo analizler igin spesifik gereklilikler
1) Kit temelli biyotestler, gida numunelerine uygulamak i¢in yeterli duyarlilifa ve giivenilirlige sahip olmalidir.
2) Numune hazirlama ve analizler i¢in kit kullanim talimatlari takip edilmelidir.
3) Test kitleri son kullanma tarihinden sonra kullanilmamalidir.
4) Diger kitler ile kullanmak i¢in tasarlanmis materyaller veya bilesenler kullanilmamalidir.
5) Test kitleri belirtilen depolama sicakligi araliginda saklanmali ve belirtilen uygulama sicakliginda kullanilmalidir.

6) Immunolojik temelli testler igin tespit limiti, kériin 10 tekrarli analizine dayanan standart sapmanin 3 katinin
dogrusal regresyon esitliginin egim degerine boliinmesiyle belirlenir.

7) Standarda kabul edilebilir aralikta tepki verdiginden emin olmak icin, laboratuvardaki testlerde referans standartlar
kullanilmalidir.

8. Sonugclarin rapor edilmesi

Kullanilan analitik metot elverdigi 6l¢iide, analitik sonuglar her bir PCDD/F ve dioksin benzeri PCB bilesiklerinin
seviyelerini icermelidir ve sonuglarin raporlanmasinda maksimum bilgiyi icermesi ve bdylece ozel hiikiimlere gore
sonuglarin yorumunu etkinlestirmek igin altsinir, {istsinir veya orta sinir olarak rapor edilmelidir.

Rapor, eger talep edilir ise numunenin rutubet miktarini ve bu miktar1 belirlemede kullanilan metodu da i¢ermelidir.

Her bir i¢ standardin geri kazanimlar1; geri kazanimlar Madde 6’da bahsedilen aralik disinda oldugunda, maksimum
seviye asildiginda ve diger durumlarda talep edilmesi halinde belirtilmelidir.

Numunenin uygunlugu hakkinda karar verilecegi zaman Ol¢iim belirsizligi goz oniinde bulunduruluyorsa, bu
parametre de belirtilmelidir. Dolayistyla, analitik sonuglar x +/— U seklinde raporlanmalidir. Burada (x) analitik sonug ve (U)
ise koveraj faktorii olarak yaklasik % 95’lik giliven araligim veren “2” katsayisinin kullanildigi genisletilmis dlglim
belirsizligini ifade eder. Dioksinlerin ve dioksin benzeri PCB’lerin ayr1 ayri tespit edilmesi durumunda; toplam 6l¢lim
belirsizligi i¢in bu bilesiklerin ayr1 ayri analitik sonuglarindan hesaplanan toplama ait genisletilmis Ol¢iim belirsizligi
kullanilmalidir.

Sonuglar, Bakanlik¢ca Belirlenen maksimum limitlerin birimi ile ayn1 birimlerde ve ayni ondalik basamaginda ifade
edilmelidir.
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EK-5

YEMLERIN RESMi KONTROLU ICIN HAYVANSAL KOKENLI BILESENLERIN TAYININDE ANALIZ
METOTLARI

Yem icindeki hayvansal kokenli bilesenlerin mikroskobik tespiti, tanimlamasi ya da tahmini i¢in kosullar
1. Amac ve uygulama alam

Yem i¢indeki hayvansal kokenli bilesenlerin (memeli, kanathh hayvanlari ve balik viicut kisimlart ve viicut
parcalarinin iglenmesinden gelen iirlinler olarak tamimlanir) tespiti, Bakanlik diizenlemelerine uygun olarak hayvan
beslenmesi alaninda koordineli bir inceleme programi cergevesinde mikroskobik inceleme yoluyla gergeklestiriliyorsa bu
kosullar kullanilmalidir. Bu ekteki metotlarin tiim resmi testlerde uygulanmasi sartiyla, belirli hayvansal bilesen tiirlerinin
tespitini gelistirmek ya da hayvansal bilesen kdkenini daha kesin belirlemek i¢in varyant ya da alternatif metotlar kullanilarak
ikinci bir test de gerceklestirilebilir. Ayrica, plazma ya da don yagr igindeki kemikler gibi belirli spesifik hayvansal
bilesenleri incelendiginde (bakiniz 9), bu analizlerin koordineli inceleme programinda &ngériilen analizlere ek olarak
yapilmast sarttyla bir varyant protokolil kullanilabilir.

2. Hassasiyet
Hayvansal kokenli bilesenler, yapilarina gore yem iginde ¢ok az miktarlarda (< %0,1) tespit edilebilir.
3. Prensip

Tanimlama i¢in, EK-1’de belirtilen sartlar dogrultusunda alinan ve uygun sekilde hazirlanan temsili bir numune
kullanilir. Asagidaki protokol nem igerigi diisilk yemleri islemek i¢in uygundur. Nem igerigi %14’ten fazla olan yemler
islenmeden 6nce kurutulmalidir (yogunlastirma). Ozel yemler ve yem materyalleri (yag, sivi yag gibi) icin hassas islem
gereklidir (bakimz 9). Hayvansal kokenli bilesenleri tipik, mikroskopla tanimlanabilir karakteristiklere (6rn. Kas lifleri ve
diger et pargaciklari, kikirdak, kemikler, boynuz, kil, sert killar, kan, tiiyler, yumurta kabuklari, balik kil¢igi, pullar)
dayanilarak tanimlanir. Tamimlama, numunenin hem elek fraksiyonunda (6.1) hem de konsantre cokeltisinde (6.2)
yapilmalidir.

4. Ayrraclar

4.1. Bastirict ajan

4.1.1. Kloral hidrat (sulu, %60 w/v)

4.1.2. Elek fraksiyonlar igin ¢ozelti (NaOH %2,5 w/v ya da KOH %2,5 w/v)

4.1.3. Parafin yagi ya da gliserol (viskozite: 68-81), ¢cokeldeki mikroskobik gozlemler igin
4.2. Durulama ajanlari

4.2.1. Alkol, %96

4.2.2. Aseton

4.3. Konsantre edici ajan

4.3.1. Tetrakloroetilen (yogunluk 1,62)

4.4. Boyama ayiraglari

4.4.1. Tyot/potasyum iyodiir ¢dzeltisi (2 g potasyum iyodiir 100 ml suda ¢dziindiiriiliir ve sikca calkalarken 1 g iyot eklenir.)

4.4.2. Alizarin Kirmizist (2,5 ml 1M hidroklorik asit 100 ml’ye su ile tamamlanir ve bu ¢dzeltiye 200 mg alizarin kirmizisi
eklenir.)

4.4.3. Sistin ayiract (2 g kursun asetat, 10 g NaOH/100 ml H,O)

4.4.4. Tyot/potasyum iyodiir ¢dzeltisi (%70 etanolde ¢dziindiiriilmiis)

4.5. Agartici ayiract

4.5.1. Ticari sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (%9,6 aktif klorlu)

5. Ekipman ve aksesuarlar

5.1. Analitik terazi (0,01 g hassasiyet, konsantre sediment hari¢: 0,001 g)

5.2. Ogiitme materyali (6giitme degirmeni ya da havan, &zellikle analizde %15’ten fazla yag iceren yemler igin)
5.3. Maksimum 0,50 mm kare g6zlere sahip ag gozlii elek

5.4. Ayirma hunisi ya da konik tabanli dinlendirme beheri

5.5. Stereo mikroskop (minimum 40' biiytitmeli)

5.6. Compound mikroskop (minimum 400’ bilyiitmeli), aktarilan 151kla ya da polarize 151kl

5.7. Standart laboratuar cam malzemesi
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Tiim ekipman iyice temizlenmelidir. Ayirma hunileri ve cam malzemeler bir bulasik makinesine yikanmalidir.
Elekler firca ya da sert killar kullanilarak temizlenmelidir.

6. Metot
Pelet yemler, her iki fraksiyon da ayr1 numune olarak analiz edilecekse ogiitiildiikten sonra elekten gegirilebilir.

En az 50 g numune isleme tabi tutulmalidir (gerekiyorsa uygun bir yapi elde etmek amaciyla uygun Ggiitme
ekipmani (5.2) kullanarak dikkatle 6giitiiliir). Ogiitiilmiis materyalden iki temsili numune alinmaldir, biri elek fraksiyonu (en
az 5 g) (6.1) ve digeri konsantre sediment (en az 5 g) (6.2) i¢indir. Tanimlama i¢in boyama ayiraglariyla (6.3) renklendirme
ek olarak uygulanabilir.

Hayvansal proteinlerin yapisin1 ve pargaciklarin kdkenini gostermek igin ARIES gibi bir karar destek sistemi
kullamlabilir ve referans numuneler belgelendirilebilir.

6.1. Hayvansal kokenli bilesenlerin elek fraksiyonunda taninmasi

En az 5 g numune iki fraksiyon olarak elekten (5.3) elenir. Biiyiik pargali elek fraksiyonu (fraksiyonlar1) (ya da
fraksiyonun temsili bir kismi) uygun bir destege ince bir tabaka olarak uygulanir ve stereo mikroskop (5.5) altinda, gesitli
biiylitmelerde hayvansal kokenli bilesenler i¢in sistematik olarak taranir.

Ince partikiilli elek fraksiyonu (fraksiyonlar1) ile yapilan slaytlar bilesik mikroskop (5.6) altinda, cesitli
biiylitmelerde hayvansal kokenli bilesenler i¢in sistematik olarak taranir.

6.2. Hayvansal kdkenli bilesenlerin konsantre sedimentlerde tanimlanmasi

En az 5 g (0,01 g hassasliginda) numune bir ayirma hunisine ya da konik tabanli bir dinlendirme beherine
aktarilmali ve en az 50 ml tetrakloroetilen (4.3.1) ile islenmelidir. Karigim art arda ¢alkalanmali ya da karistirilmalidir.

— Kapal1 bir ayrim hunisi kullaniltyorsa sediment ayrilmadan once dinlendirmek igin yeterince beklenmelidir (en az 3
dakika). Calkalama tekrar edilmeli ve sediment yeniden en az 3 dakika dinlendirilmelidir. Sediment yeniden ayrilmalidir.

— Agik bir beher kullaniliyorsa sediment ayrilmadan dnce en az 5 dakika dinlendirilmelidir.

Tim sediment kurutulmali ve ardindan tartilmahdir (0,001 g hassasiyetinde). Tartim yalnizca bir tahmin
yapilacaksa gereklidir. Sediment birgok biiyiik partikiilden olusuyorsa bir elekten (5.3) iki fraksiyon halinde elenebilir.
Kurutulan sediment kemik igerigi i¢in stereo mikroskop (5.5) ve compound mikroskop (5.6) altinda incelenmelidir.

6.3. Bastirici ajanlarin ve boyama ayiraglarinin kullanilmasi

Hayvansal kdokenli bilesenlerin mikroskobik tamimi, 6zel bastirict ajanlar ve boyama ayiraglar kullanilarak
desteklenebilir.

Kloral hidrat (4.1.1): Dikkatle isitildiginda, nisasta tanelerinin jelatinlesmesi ve istenmeyen hiicre igeriginin ¢ikmasi
nedeniyle hiicre yapilar1 daha net goriilebilir.

Cozelti (4.1.2): Sodyum hidroksit ya da potasyum hidroksit, yem materyalini netlestirir, kas liflerinin, saglarin ve diger
keratin yapilarinin tespitini kolaylastirir.

Parafin yag1 ve gliserol (4.1.3): Kemik bilesenleri bu bastirict ajanda iyi tanimlanabilir, ¢iinkii cogu bosluk havayla dolu kalir
ve 5-15 um’lik siyah delikler olarak goriiliirler.

Iyot/potasyum Iyodiir ¢ozeltisi (4.4.1): Hem nisasta (mavi-mor renk) hem de protein (sari-amber renkli renk) tayininde
kullanilir. Cozeltiler gerekiyorsa seyreltilebilir.

Alizarin kirmizis1 ¢ozelti (4.4.2): Kemik, balik kil¢ig1 ve pullarda kirmizi/pembe renklendirme. Sediment kurutmadan 6nce
(bakimz 6.2), tiim sediment bir cam test tiipiine aktarilmali ve yaklasik 5 ml alkol (4.2.1) ile iki kez durulanmalidir (her
defasinda bir vorteks kullamilmalidir, ¢oziicii yaklasik bir saat dinlendirilmeli ve dokiilmelidir).

Bu boyama ayiracimi kullanmadan 6nce, sediment en az 1 ml sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (4.5.1) eklenerek
agartilmalidir. Reaksiyonun 10 dakika siirmesine izin verilmelidir. Tiip suyla doldurulmali sediment 2-3 dakika
dinlendirilmeli ve su ile siispansiyon halindeki partikiiller dokiilmelidir. Sediment yaklasik 10 ml suyla iki kez durulanmalidir
(bir vorteks kullanilmali, dinlendirilmeli ve su her defasinda dokiilmelidir). 2 ila 10 ya da daha fazla alizarin kirmizi ¢ozeltisi
damlas1 (kalinti miktarina gore) eklenmelidir.

Karigim ¢alkalanmali ve birka¢ saniye reaksiyon olusmasi beklenmelidir. Renklendirilmis sediment yaklasik 5 ml alkol
(4.2.1) ile iki kez durulandiktan sonra bir kez aseton (4.2.2) (her defasinda bir vorteks kullanilmali, ¢oziicli yaklasik bir
dakika dinlendirilmeli ve dokiilmelidir) ile durulanmalidir. Ardindan sediment kurutma i¢in hazirdir.

Sistin ayiract: (4.4.3): Dikkatle 1sit1ldiginda sistin i¢eren bilesenler (sag, tily vb.) koyu kahverengi olur.
6.4. Balik unu igermesi muhtemel yemde inceleme

Ince elek fraksiyonundan ve ince ¢dkel fraksiyonundan en az bir slayt bilesik mikroskop altinda incelenmelidir
(bakimz 6.1 ve 6.2).

Etikette balik unu igerdigine dair ibare varsa ya da ilk incelemede balik unu varlig: i¢in siiphe varsa ya da tespit
edilmisse, orijinal numuneden ve toplam sedimentten en az iki ilave ince elek fraksiyonu slayd1 incelenmelidir.
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7. Hesaplama ve degerlendirme

Karasal sicakkanli tiirlerin (memeliler ve kuslar gibi) kemik pargalari, tipik bosluklar yoluyla mikroskop slaydinda
farkl tiirdeki balik kemiginden ayirt edilebilir. Numune materyalindeki hayvansal kokenli bilesenlerin orani asagidakiler goz
6niinde bulundurularak tahmin edilmelidir:

— konsantre sedimentteki kemik pargalarinin tahmini orani (% agirlik) ve
— hayvansal kokenli bilesenlerdeki kemik oran1 (% agirlik)

Tahmin en az li¢ (miimkiinde) slayda ve slayt basina en az bes alana dayandirilmalidir. Karma yemde konsantre
sediment bir kural olarak, yalnizca karasal hayvan kemigi ve balik kemigi pargalar degil, ayrica yiiksek spesifik agirliktaki
diger parcalar1 da (mineraller, kum, odunlagmis bitki pargalar1 vb) igerir.

7.1. Kemik pargalarinin tahmini yiizde degeri
% karasal kemik parcalari = (S X ¢)/W
% balik kemigi ve pul pargalar1 = (S x d)/W

(S = sediment agirligt (mg), ¢ = sedimentdeki tahmini karasal hayvan kemigi bolimii i¢in (%) diizeltme faktori, d =
sedimentteki tahmini karasal balik kemigi ve pul pacalar1 boliimii icin (%) diizeltme faktorii, W = ¢okel icin numune
materyalinin agirlig1 (mg)).

7.2. Hayvansal kokenli bilesenlerin tahmini degeri

Hayvansal {iriinlerdeki kemik kismi biiyiik oranda degisiklik gosterebilir. (Kemik unu séz konusu oldugunda
kemigin yiizdesi %50 ila %60 ve et ununda %20 ila %30’dur; balik unu s6z konusu oldugunda, kemik ve pul igerigi, balik
ununun kategorisine ve kokenine gore, normalde %10-20 araliginda degisir).

Numunedeki hayvansal un tiirii biliniyorsa, igerigi tahmin etmek miimkiindiir:
Karasal hayvan {iriinii bilesiklerinin tahmini igerigi (%)= (S x ¢)/(W x f) x 100
Balik iiriinii bilesiklerinin tahmini igerigi (%)= (S x d)/(W x f) x 100

(S = sediment agirligi (mg), ¢ = sedimentteki tahmini karasal hayvan kemigi bolimii i¢in (%) diizeltme faktori, d =
sedimentteki tahmini karasal balik kemigi ve pul pargalari bolimil i¢in (%) diizeltme faktorli, f = incelenen numunede
hayvansal kokenli bilesenlerdeki kemik kismu i¢in diizeltme faktorii, W = sediment i¢in numune materyalinin agirligi (mg)).

8. inceleme sonuglariin ifade edilmesi

Rapor en azindan karasal hayvanlardan ve balik unundan tiiretilen bilesenlerin varligi hakkinda bilgi igermelidir.
Farkli durumlar asagidaki sekilde rapor edilmelidir:

8.1. Karasal hayvanlardan tiiretilen bilesenlerin varligina iliskin:

— bir mikroskop kullanilarak goriilebildigi kadariyla, incelenen numune iginde karasal hayvanlardan tiiretilen bir bilesen
bulunmadi,

ya da

— bir mikroskop kullanilarak goriilebildigi kadariyla, incelenen numune iginde karasal hayvanlardan tiiretilen bir bilesen
bulundu.

8.2. Balik unu varligina iliskin:
— bir mikroskop kullanilarak goriilebildigi kadartyla, incelenen numune iginde baliktan tiiretilen bir bilesen bulunmadi,
ya da
— bir mikroskop kullanilarak goriilebildigi kadartyla, incelenen numune iginde baliktan tiiretilen bir bilesen bulundu.

Baliktan ya da karasal hayvanlardan tiiretilen bilesenlerin bulunmasi durumunda, inceleme sonucunun raporu,
gerekiyorsa, tespit edilen bilesenlerin miktar1 igin bir tahmin belirtebilir (x %, < 0,1 %, 0,1-0,5 %, 0,5-5 % ya da > 5 %),
karasal hayvan tiirli ve miimkiinse hayvansal bilesen (kas lifi, kikirdak, kemikler, boynuz, kil, sert kil, tiyler, kan, yumurta
kabuklari, balik kil¢i81, pullar) tanimlanabilir.

Hayvansal icerik miktarinin tahmin edildigi durumlarda kullanilan f diizeltme faktorii belirtilmelidir.
Karasal hayvan kokenli kemik bilesenlerinin tanimlandi1 durumlarda, rapor ek maddeler icermelidir:
“Yukaridaki bilesenlerin memelilerden tiiretilmis olmasi olasilig1 goz ard: edilemez.’

Karasal hayvan kokenli kemik parcalarimin kanath hayvanlar1 ya da memelilerden gelen kemin pargalar1 olarak
belirtildigi durumlarda bu ek madde gerekli degildir.
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9. Siv1 yag ya da kat1 yag analizi icin istege bagh protokol
Asagidaki protokol sivi yag ya da kat1 yag analizi i¢in kullanilabilir:
— Yag katiysa, s1v1 haline gelene kadar mikrodalga etiivde 1sitilir.
— Bir pipet kullanarak 40 ml yag bir santrifiij tiiplindeki numunenin altina aktarilir.
— 10 dakika 4 000 r.p.m.’de santrifiije tabi tutulur.

— Yag, santrifiijden sonra katiysa, bir kez daha sivilasana kadar etiivde 1sitilir. Santrifiij, 4000 rpm’de 5 dakika boyunca
yinelenir.

— Kiigiik bir kasik ya da spatula kullanilarak bosaltilan safsizliklarin yarisi, olasi hayvansal bilesen igeriginin (et lifleri,
tiyler, kemik parcalari, vb) tanimlanmasi igin kiigiik bir petri tabagina ya da mikroskobik bir slayda alinir. Mikroskopi igin
bastirici ajan olarak parafin yag1 ya da gliserol onerilir.

— Kalan safsizliklar 6.2°de anlatildig tizere ¢okeltme igin kullanilir.
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EK-6
KANATLI YEMINDEKI ENERJi DEGERININ HESAPLANMASI
1. Hesaplama metodu ve enerji degerinin ifadesi

Kanath karma yemindeki enerji degeri, yemin belirli analitik bilesenlerinin yiizdesi temelinde asagida belirtilen
formiile gore hesaplanmalidir. Bu deger, karma yemin azota gore diizeltilmis metabolize olabilir enerji (ME) degerini MJ/kg
cinsinden ifade eder:

MJ/kg ME = 0,1551 % % ham protein + 0,3431 x % ham yag + 0,1669 x % nisasta + 0,1301 x % toplam seker (sakkaroz
olarak).

2. Beyan edilen degerler i¢in gecerli toleranslar

Resmi muayenede, muayene sonuglari ile beyan edilen enerji degeri arasinda bir farklilik (artan ya da azalan yem
enerji degeri) ortaya ¢ikarsa, en az 0,4 MJ/kg ME’lik bir toleransa izin verilmelidir.

3. Sonucun ifade edilmesi
Yukaridaki formiil uygulandiktan sonra, elde edilen sonuglar bir ondalik hane ile verilmelidir.
4. Numune alma ve analiz metotlar:

Karma yemden numune alma ve hesaplama metodunda belirtilen analitik bilesenlerin igeriginin tayini, resmi yem
kontrolii i¢in sirasiyla numune alma metotlarina ve analiz metotlarina gore gerceklestirilmelidir.

Asagidakiler gecerlidir:
— ham yag iceriginin tayini i¢in: EK-3, Bolim H’de agiklanan, ham sivi yag ve kat1 yag tayini metodu, metot B.

— nisasta i¢eriginin tayini i¢in: EK-3, B6liim L’de belirtilen polarimetrik metot.
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EK-7

YEMDE ARTIK iZiN VERILMEYEN KATKI MADDELERININ YASADISI VARLIGINI KONTROL ETMEK
ICIN ANALIZ METOTLARI

Onemli Notlar:

Artik izin verilmeyen katki maddelerinin yemdeki varlifimi tespit etmek i¢in bu ekte bahsedilen analiz
metotlarindan daha hassas analiz metotlar1 kullamlabilir. Bu ekte bahsedilen analiz metotlar1 dogrulama amaci igin
kullamlmalidur.

A. Metil Benzokuat Tayini
7-benziloski-6-butil-3-metoksikarbonil-4-kinolin
1. Amac ve kapsam
Bu metot; yemdeki metil benzokuat seviyesinin tayinini miimkiin kilar. Miktar tayinlerinin simr1 1 mg/kg’dur.
2. Prensip

Metil benzokuat, numuneden metanollii metansiilfonik asit ¢ozeltisi ile ekstrakte edilir. Ekstrakt, diklorometan,
iyon degisim kromatografisi ve sonra yeniden diklorometan ile saflastirilir. Metil benzokuat igerigi, bir UV dedektorii
kullamlarak ters fazli yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ile tayin edilir.

3. Ayiraclar

3.1. Diklorometan

3.2. Metanol, HPLC kullanim safliginda
3.3. HPLC mobil faz

Metanol (3.2) ve su (HPLC kullamim safliginda) karigim 75 + 25 (v+v), 0,22 um filtreden (4,5) stiziiliir ve ¢ozelti gazdan
arindirtlir (6rnegin 10 dakika ultrason ses dalgalart uygulayarak).

3.4. Metanosiilfonik asit ¢ozeltisi, c = %2, 20,0 ml metansiilfonik asit, metanol (3.2) ile 1000 ml’ye tamamlanir.
3.5. Hidroklorik asit ¢ozeltisi, c = %10, 100 ml hidroklorik asit (py 1,18 g/ml), su ile 1000 ml’ye tamamlanir.
3.6. Katyon degisimi reginesi Amberlit CG-120 (Na), 100 ila 200 gz

Recine kullanimdan 6nce on isleme tabi tutulur. 100 g recine 500 ml hidroklorik asit ¢ozeltisi (3.5) ile karistirilir ve
sicak plakada siirekli karigtirarak kaynayana kadar 1sitilir. Sogumasi beklenir ve asit bosaltilir. Vakum altinda bir siizgeg
kagidindan siiziiliir. Recine iki kez 500 ml’lik su porsiyonlari ile ve ardindan 250 ml metanol (3.2) ile yikanir.

Recine yeniden 250 ml’lik metanol ile durulanir ve filtre kekinden hava gegirerek kurutulur. Kuruyan regine kapali
bir sisede saklanir.

3.7. Standard madde: Saf metil benzokuat (7-benziloski-6-butil-3-metoksikarbonil-4-kinolin)

3.7.1. Metil benzokuat stok standart ¢ozeltisi, 500 pg/ml, 50 mg standart madde (3.7) 0,1 mg hassasiyetle tartilir, 100 ml’lik
balon jojede, metansiilfonik asit ¢dzeltisi i¢inde (3.4) ¢dziindiiriiliir, isarete kadar tamamlanir ve karistirilir.

3.7.2. Metil benzokuat ara standart ¢ozeltisi, 50 pg/ml,

5,0 ml metil benzokuat stok standart ¢ozeltisi (3.7.1) 50 ml’lik balon jojeye aktarilir, metanol (3.2) ile isarete kadar
tamamlanir ve karistirilir.

3.7.3. Kalibrasyon ¢ozeltileri

Bir dizi 25 ml’lik balon jojeye 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ve 5,0 ml metil benzokuat ara standart ¢dzelti (3.7.2) aktarilir.
Mobil faz (3.3) ile isarete kadar tamamlanir ve karistirtlir. Bu ¢ozeltiler sirasiyla 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 ve 10,0 pg/ml metil
benzokuat konsantrasyonlarina sahiptir. Bu ¢ozeltiler kullanmadan énce taze olarak hazirlanmalidir.

4. Cihaz

4.1. Laboratuar ¢alkalayicisi

4.2. Doner buharlastiric (Rotary evaporator)

4.3. Bir musluk ve yaklagik 200 ml kapasiteli bir hazne takilmig cam kolon (250 mm x 15 mm)
4.4. HPLC cihazi, degisken dalga boyu mor 6tesi detektorlii ya da Diode Array dedektorlii
4.4.1. Siv1 kromatografik kolon: 300 mm x 4 mm, C,s, 10 um dolgu ya da esdegeri.

4.5. Membran filtreler, 0,22 um

4.6. Membran filtreler, 0,45 um
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5. Metot
5.1. Genel
5.1.1. Metil benzokuat ya da etkileyen maddelerin olmadigin1 kontrol etmek i¢in bir kér yem analiz edilmelidir.

5.1.2. Numunedeki varligina yakin miktarda metil benzokuat eklenerek kirletilen kor yem analiz edilerek bir geri kazanim
testi yiiriitiilmelidir. 15 mg/kg diizeyine ulastirmak igin 600 pl stok standart ¢ozeltisi (3.7.1) 20 g kor yeme eklenir, karigtirilir
ve ekstraksiyondan (5.2) 6nce 10 dakika beklenir.

Bu metodun amacit dogrultusunda, kér yem numunesindekine benzer olmast ve analizde metil benzokuat tespit
edilmemesi gerekmektedir.

5.2. Ekstraksiyon

Yaklagik 20 g hazirlanmig numune 0,01 g hassasiyetle tartilir ve 250 ml’lik erlene aktarilir. 100,0 ml metansiilfonik
asit ¢ozeltisi (3.4) eklenir ve 30 dakika boyunca mekanik olarak (4.1) calkalanir. Cozelti bir siizge¢ kagidindan siiziiliir ve
filtrat stvi-s1vi ayirma asamast (5.3) igin saklanir.

5.3. S1vi-s1vi ayirma

Elde edilen (5.2) filtratin 25,0 ml’si, 100 ml hidroklorik asit ¢ozeltisi (3.5) igeren 500 ml’lik bir ayirma hunisine
aktarilir. Huniye 100 ml diklorometan (3.1) eklenir ve bir dakika calkalanir. Katmanlarin ayrilmasi beklenir ve alttaki
(diklorometan) katman 500 ml’lik yuvarlak tabanli bir balona akitilir. Sulu fazin ekstraksiyon iglemi 40 ml’lik diklorometan
porsiyonlart ile iki kez daha yapilir ve bunlar yuvarlak tabanli balon jojede ilk ekstrakt ile birlestirilir. Diklorometan
ekstrakti, azalan basing altinda 40°C’de doner buharlastiricida (rotary evaporator) (4.2) kuruyana kadar buharlastirilir. Kalint
20 ila 25 ml metanolde (3.2) ¢Oziindiiriiliir, balon joje kapatilir ve tiim ekstrakt iyon degisimi kromatografisi (5.4) icin
saklanir.

5.4. Tyon degisimi kromatografisi
5.4.1. Tyon degisimi kolonunun hazirlanmasi

Bir cam kolonunun (4.3) alt ucuna cam yiiniinden kiigiik bir tapa sokulur. 50 ml hidroklorik asit (3.5) ile 5,0 g
islenmis katyon degisimi reginesi bulamacindan (3.6) hazirlanir, cam kolona dokiiliir ve ¢ékmesi beklenir.

Recine yiizeyinin hemen iistiindeki asir1 asit akitilir ve disart akis turnusol kagidinda nétr gériinene kadar kolon su
ile yikanir. 50 ml metanol (3.2) kolona aktarilir ve regine yiizeyine tahliye olmas1 beklenir.

5.4.2. Kolon kromatografisi

Bir pipetle, (5.3)’te elde edilen ekstrakt dikkatle kolona aktarilir. Yuvarlak tabanli balon joje iki porsiyon 5 ile 10
ml metanol (3.2) ile ytkanir ve bu yikama sular1 kolona aktarilir. Ekstrakt recine yiizeyine akitilir ve kolon 50 ml metanol ile
yikanir, akig hizinin en fazla 5 ml/dakika doldugundan emin olunur. Atik su atilir. 150 ml metansiilfonik asit ¢ozeltisi (3.4)
kullanarak metil benzokuat kolondan eliie edilir ve kolonun eliiatt 250 ml’lik bir konik cam erlene alinir.

5.5. S1vi-s1vi ayirma

(5.4.2)’de elde edilen eliiat 1 litrelik ayirma hunisine alinir. Konik balon joje 5 ile 10 ml metanol (3.2) ile yikanir bu
yikama sulari ayirma hunisinin igerigi ile birlestirilir. 300 ml hidroklorik asit ¢ozeltisi (3.5) ve 130 ml diklorometan (3.1)
eklenir. 1 dakika galkalanir ve fazin ayrilmasi beklenir. Alttaki (diklorometan) katmani 500 ml’lik yuvarlak tabanli bir balona
akitilir. Sulu fazin ekstraksiyon islemi 70 ml’lik diklorometan porsiyonlari ile iki kez daha yapilir ve bunlar yuvarlak tabanl
balon jojede ilk ekstrakt ile birlestirilir.

Diklorometan ekstrakti, azalan basing altinda 40°C’de doner buharlastiricida (rotary evaporator) (4.2) kuruyana
kadar buharlastirilir. Sisedeki kalint1 yaklagik 5 ml metanol (3.2) i¢inde ¢oziindiiriiliir ve bu ¢ozelti nicel olarak 10 ml’lik
balon jojeye aktarilir. Yuvarlak tabanl balon joje iki porsiyon 1 ile 2 ml metanol ile durulanir ve bunlar1 balon jojeye
aktarilir. Metanol ile isarete kadar tamamlanir ve karistirtlir. Temsili bir miktar bir membran filtreden (4.6) siiziiliir. Bu
¢ozelti HPLC tayini (5.6) igin saklanir.

5.6. HPLC tayini
5.6.1. Parametreler

Asagidaki kosullar rehberlik amaciyla sunulmustur; esdeger sonuglar vermeleri kaydiyla diger kosullar da
kullanilabilir:

— s1v1 kromatografik kolon (4.4.1)

— HPLC mobil faz: Metanol-su karisimi (3.3)
— akis hizi: 1 - 1,5 ml/dakika

— tespit dalga boyu: 265 nm

— enjeksiyon hacmi: 20 ila 50 pl

4 pg/ml iceren kalibrasyon ¢ozeltisi (3.7.3), tutarli pik yiikseklikleri (alanlar) ve alitkonma siireleri elde edene kadar
birkag kez enjekte ederek kromatografik sistemin stabilitesi kontrol edilir.
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5.6.2. Kalibrasyon grafigi

Her bir kalibrasyon ¢6zeltisi (3.7.3) birkac kez enjekte edilir ve her bir konsantrasyonun pik yiikseklikleri (alanlart)
Olgiiliir.

Kalibrasyon ¢ozeltilerinin apsisteki pg/ml cinsinden konsantrasyonlarina ordinatlarda denk gelen ortalama pik
yiikseklikleri ya da alanlar kullanarak bir kalibrasyon grafigi ¢izilir.

5.6.3. Numune ¢ozeltisi

Kalibrasyon ¢ozeltileri i¢in alinanla ayni hacmi kullanarak numune ekstrakti (5.5) birkag kez enjekte edilir ve metil
benzokuat piklerinin ortalama pik yiiksekligi (alan) belirlenir.

6. Sonugclarin hesaplanmasi

Numune ¢o6zeltisinin konsantrasyonu, kalibrasyon grafigi (5.6.2) referans alinarak numune c¢ozeltisinin metil
benzokuat piklerinin ortalama yiiksekliginden (alan) ve pg/ml cinsinden belirlenir.

[aEs )

Numunenin mg/kg cinsinden metil benzokuat igerigi “w” asagidaki formiille elde edilir:

¢ » 40
W ——
Im
Burada;

¢ = Numune ¢ozeltisinin metil benzokuat konsantrasyonu, pg/ml
m = Test porsiyonunun agirligi, g

7. Sonug¢larin validasyonu
7.1. Tamima

Analitin tanimasi ortak kromatografi ile ya da numune ekstraktinin ve 10 pg/ml igeren kalibrasyon ¢dzeltisinin
(3.7.3) spektrumlarinin karsilastirilacag: bir Diode Array detektorii kullanilarak onaylanabilir.

7.1.1. Ortak kromatografi (co-chromatography)

Bir numune ekstraktina, uygun miktarda ara standart ¢ozeltisi (3.7.2) eklenir. Eklenen metil benzokuat miktari
numune ekstraktindaki tahmini metil benzokuat miktarina benzer olmalidir. Hem eklenen miktar hem de ekstraktin
seyreltilmesi hesaba katilarak yalnizca metil benzokuat pikinin yiiksekligi gelistirilmelidir. Maksimum yiiksekliginin yarisi
boyutundaki pik genisligi orijinal genisligin yaklasik %10’u araliginda olmalidir.

7.1.2. Diode Array Tanimlama
Sonuglar asagidaki kriterlere gore degerlendirilir:

(a) Numunenin ve standart spektrumlarinin, kromatogramin pik apeksinde kaydedilen maksimum absorpsiyon dalga boyu,
tespit sisteminin ¢dziileme giiciiyle tayin edilen bir marj araliginda ayni1 olmalidir. Diode Array ile tespit i¢in bu tipik olarak
yaklasik 2 nm’dir;

(b) 220 - 350 nm arasinda, kromatogramin pik apeksinde kaydedilen numune ve standart spektrumlar, spektrumun %10 ila
%100 bagil absorbans araligindaki boliimleri igin farkli olmamalidir. Bu kriter ayn1 maksimum piki oldugunda ve gozlenen
noktalarin higbirinde iki spektrum arasindaki sapma, standart analizin absorbansinin %15’ini gegmediginde karsilanir;

(c) 220 - 350 nm arasinda, ayn1 ekstrakt tarafindan {iretilen pikin yukart egim, apeks ve asag1 egim spektrumlari, spektrumun
%10 ila %100 bagil absorbans araligindaki boliimleri igin birbirinden farkli olmamalidir. Bu kriter, ayn1 maksimum pik
oldugunda ve gozlenen higbir noktada spektrumlar arasindaki sapma, apeks spektrumunun absorbansinin %15’ini
gecmediginde karsilanir.

Bu kriterlerden biri karsilanmazsa analitin varligi dogrulanmamustir.
7.2. Tekrarlanabilirlik

Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglan arasindaki farki asagidaki degerleri gegmemelidir: 4 ile 20 mg/kg
arasindaki metil benzokuat igerigi i¢in daha yiiksek sonuca bagil %10.

7.3. Geri kazamim

Giiclendirilmis bir kér numune i¢in geri kazanim en az %90 olmalidir.

8. Ortak bir calismanin sonuclari

10 laboratuarda bes numune analiz edilmistir. Her numunede analizler paralel olarak gergeklestirilmistir.
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Kor Toz yem 1 Pelet yem 1 Toz yem 2 Pelet yem 2
Ortalama [mg/kg] ND 4,50 4,50 8,90 8,70
s; [mg/kg] — 0,30 0,20 0,60 0,50
CV; [%] — 6,70 4,40 6,70 5,70
sg[mg/kg] — 0,40 0,50 0,90 1,00
CVg[%] — 8,90 11,10 10,10 11,50
Geri kazanim [%] — 92,00 93,00 92,00 89,00

ND = Tespit edilmedi

sr = Tekrarlanabilirlik standart sapmasi

CVr = Tekrarlanabilirlik varyasyonu katsayisi, %

sR = Tekrar iiretilebilirlik standart sapmast

CVR = Tekrar iiretilebilirlik varyasyonu katsayisi, %.

B. Olaquindox Tayini
2-[N-2'-(hidroksietil)karbamoil]-3-metilkinoksalin-N',N*-dioksit
1. Amac ve kapsam
Bu metot; yemdeki olaquindox seviyesinin tayinini miimkiin kilar. Miktar tayinlerinin sinir1 5 mg/kg’dir.
2. Prensip

Numune su-metanol karisimu ile ekstrakte edilir. Olaquindox icerigi, bir UV detektorii kullanilarak ters fazli yiiksek
performans sivi kromatografisi (HPLC) ile tayin edilir.

3. Ayrraglar

3.1. Metanol

3.2. Metanol, HPLC kullanim safliginda

3.3. Su, HPLC kullamim safliginda

3.4. HPLC i¢in mobil faz

Su (3.3)-metanol (3.2) karisimi, 900 +100 (V + V).

3.5. Standard madde: Saf olaquindox 2-[N-2'-(hidroksietil)karbamoil]-3-metilkinoksalin-N',N*-dioksit, E851.
3.5.1. Olaquindox stok standart ¢dzeltisi, 250 pg/ml

50 mg olaquindox’u (3.5) 0,1 mg hassasiyetle 200 ml’lik balon jojeye tartilir ve yaklasik 190 ml su eklenir.
Ardindan balon joje 20 dakika ultrasonik banyoya (4.1) koyulur. Ultrasonik islemden sonra ¢ozelti oda sicaklifina getirilir,
su ile isarete kadar tamamlanir ve kanistirilir. Balon joje aliiminyum folyo ile sarilir ve soguk bir yerde saklamr. Bu ¢dzelti
her ay taze olarak hazirlanmalidir.

3.5.2. Olaquindox ara standart ¢ozeltisi, 25 pg/ml

10,0 ml stok standart ¢ozeltisi (3.5.1) 100 ml’lik balon jojeye aktarilir, mobil fazla (3,4) isarete kadar tamamlanir ve
karistirilir. Balon joje aliiminyum folyo ile sarilir ve soguk bir yerde saklanir. Bu ¢dzelti her giin taze olarak hazirlanmalidir.

3.5.3. Kalibrasyon ¢ozeltileri

Bir dizi 50 mI’lik balon jojeye 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0 ve 20,0 ml ara standart ¢dzeltisi (3.5.2) aktarilir. Mobil faz
(3,4) ile isarete kadar tamamlanir ve karistirtlir. Cam malzeme aliiminyum folyo ile sarilir.

Bu ¢ozeltiler sirastyla 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 ve 10,0 pg/ml olaquindox’a karsilik gelir.Bu ¢dzeltiler her giin taze
olarak hazirlanmalidir.

4. Cihaz

4.1. Ultrasonik banyo

4.2. Mekanik calkalayici

4.3. HPLC cihazi, degisken dalga boyu mor 6tesi detektorlii ya da Diode Array dedektorlii
4.3.1. Siv1 kromatografik kolon, 250 mm x 4 mm, C;g, 10 pm dolgu ya da esdegeri

79




4.4. Membran filtreler, 0,45 um

5. Metot

Not: Olaquindox 1s18a duyarlidir. Tiim metotlar hafif 1g1k altinda ya da amber renkli cam malzeme kullanarak gergeklestirilir.
5.1. Genel

5.1.1. Olaquindox ya da etkileyen maddelerin olmadigini kontrol etmek i¢in bir kér yem analiz edilmelidir.

5.1.2. Numunedeki varligina yakin miktarda olaquindox eklenerek kirletilen kor yem analiz edilerek bir geri kazanim testi
yiriitilmelidir. 50 mg/kg diizeyinde kirletmek icin 10,0 ml stok standardi ¢ozeltisi (3.5.1) 250 ml’lik erlene aktarilir ve
¢ozelti yaklasik 0,5 ml’ye buharlastirilir. 50 g kor yem eklenir, iyice kanistirilir 10 dakika dinlendirilir, ekstraksiyon adimryla
(5.2) devam etmeden once birkag kez yeniden karigtirlir.

Not: Bu metodun amaci dogrultusunda, kér yem numunedekine benzer olmali ve olaquindox tespit edilmemelidir.
5.2. Ekstraksiyon

Yaklasik 50 g numune 0,01 g hassasiyetle tartilir. 1000 ml’lik bir konik cam erlene aktarilir ve 100 ml metanol
(3.1) eklenir ve balon joje 5 dakika boyunca ultrasonik banyoya (4.1) koyulur. 410 ml su eklenir ve ultrasonik banyoda 15
dakika daha birakilir. Balon joje ultrasonik banyodan alinir, 30 dakika calkalayicida (4.2) galkalanir ve katlanmus bir filtreden
stiziiliir. 10,0 ml filtrat 20 ml’lik balon jojeye aktarilir, su ile isarete kadar tamamlanir ve karistirilir. Temsili bir miktar bir
membran filtreden (4,4) siiziiliir. (bakiniz 9) HPLC tayini (5.3) adimina gegilir.

5.3. HPLC tayini
5.3.1. Parametreler:

Asagidaki kosullar rehberlik amaciyla sunulmustur; esdeger sonuglar vermeleri kaydiyla diger kosullar da
kullanilabilir.

Analitik kolon (4.3.1):

Mobil faz (3.4): Su (3.3)-metanol (3.2) karisimi, 900 100 (V + V).
Akis hizi: 1,5-2 ml/dak.

Tespit dalga boyu: 380 nm

Enjeksiyon hacmi: 20 pl —100 pl

2,5 pg/ml igeren kalibrasyon ¢ozeltisini (3.5.3), tutarli pik yiikseklikleri ve alikonma siireleri elde edilene kadar
birkag kez enjekte ederek kromatografik sistemin stabilitesi kontrol edilir.

5.3.2. Kalibrasyon grafigi

Her bir kalibrasyon ¢ozeltisi (3.5.3) birkag kez enjekte edilir ve her bir konsantrasyonun ortalama pik yiikseklikleri (alanlarr)
tayin edilir. Kalibrasyon ¢6zeltilerinin apsisteki pg/ml cinsinden konsantrasyonlarina ordinatlarda denk gelen ortalama pik
yiikseklikleri (alanlar) kullanilarak bir kalibrasyon grafigi ¢izilir.

5.3.3. Numune ¢dzeltisi

Kalibrasyon ¢ozeltileri igin alinanla ayn1 hacmi kullanarak numune ekstrakt: (5.2) birkag kez enjekte edilir ve olaquindox
piklerinin ortalama pik yiiksekligi (alan) belirlenir.

6. Sonugclarin hesaplanmasi

Kalibrasyon grafigi (5.3.2) referans alinarak, ayni ¢dzeltinin olaquindox piklerinin ortalama yiiksekliginden (alan),
numune ¢dzeltisinin konsantrasyonu pg/ml cinsinden tayin edilir.

[7auet)

Numunenin mg/kg cinsinden olaquindox igerigi “w” asagidaki formiille elde edilir:

c x 1000

T

¢ = Numune ekstraktimn olaquindox konsantrasyonu, pg/ml
m = Test porsiyonunun agirligi (5.2), g

w=
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7. Sonug¢larin validasyonu
7.1. Tamima

Analitin tanimasi ortak kromatografi ile ya da numune ekstraktinin (5.2) ve 5,0 pg/ml iceren kalibrasyon
¢ozeltisinin (3.5.3) spektrumlarimn karsilastirtlacagi bir Diode Array dedektorii kullanilarak onaylanabilir.

7.1.1. Ortak kromatografi

Bir numune ekstraktina (5.2), uygun miktarda kalibrasyon ¢ozeltisi (3.5.3) eklenir. Eklenen olaquindox miktari
numune ekstraktinda bulunan olaquindox miktarina benzer olmalidir.

Hem eklenen miktar hem de ekstraktin seyreltilmesi hesaba katilarak yalnizca olaquindox pikinin yiiksekligi
gelistirilmelidir. Yiiksekliginin yaris1 boyutundaki pik genisligi, kirletilmemis numune ekstraktinin orijinal olaquindox piki
genisliginin £%10 araliginda olmalidur.

7.1.2. Diode Array Tanimlama
Sonuglar asagidaki kriterlere gore degerlendirilir:

(a) Numunenin ve standart spektrumlarinin, kromatogramin pik apeksinde kaydedilen maksimum absorpsiyon dalga boyu,
tespit sisteminin ¢oziileme giiciiyle tayin edilen bir marj araliginda ayn1 olmalidir. Diode Array saptama igin bu tipik olarak +
2 nm’dir.

(b) 220 ile 400 nm arasinda, kromatogramin pik apeksinde kaydedilen numune ve standart spektrumlar, spektrumun %10 ila
%100 bagil absorbans araligindaki boliimleri igin farkli olmamalidir. Bu kriter ayn1 maksimum piki oldugunda ve gdzlenen
noktalarin higbirinde iki spektrum arasindaki sapma, standart analizin absorbansimn %15’ini ge¢gmediginde karsilanir.

(c) 220 ile 400 nm arasinda, aymi ekstrakt tarafindan {retilen pikin yukari egim, apeks ve asagi egim spektrumlari,
spektrumun %10 ila %100 bagil absorbans araligindaki boliimleri i¢in birbirinden farkli olmamalidir. Bu kriter, aym
maksimum piki oldugunda ve gozlenen tiim noktalarda spektrumlar arasindaki sapma, pik apeksi spektrumunun
absorbansinin %15’ini gegmediginde karsilanir.

Bu kriterlerden biri karsilanmazsa analitin varligi dogrulanmamustir.
7.2. Tekrarlanabilirlik

Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglar1 arasindaki fark, 10 ila 200 mg/kg arasindaki olaquindox igerigi i¢in
daha yiiksek sonuca bagil %15°1 gegmemelidir.

7.3. Geri kazanim
Giiclendirilmis bir kér numune i¢in geri kazanim en az %90 olmalidir.
8. Ortak bir calismanin sonuclari

Bir EC ortak calismast diizenlenmis, bu c¢aligmada 13 laboratuar tarafindan bir kér yem de dahil dort domuz
yavrusu yemi numunesi analiz edilmistir. Sonuglar asagida verilmistir:

Numune 1 Numune 2 Numune 3 Numune 4
L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
ortalama [mg/kg] — 14,6 48,0 95,4
S: [mg/kg] — 0,82 2,05 6,36
Sr [mg/kg] — 1,62 4,28 8,42
CV,[%] — 5,6 4,3 6,7
CVg [%] — 11,1 8,9 8,8
Nominal icerik [mg/kg] — 15 50 100
geri kazanim % — 97,3 96,0 95,4

L = Laboratuarlarin sayisi

n= Tekil degerlerin say1s1

Sr = Tekrarlanabilirlik standart sapmast

SR = Tekrar iiretilebilirlik standart sapmasi

CVr = Tekrarlanabilirlik varyasyonu katsayisi
CVR = Tekrar iiretilebilirlik varyasyonu katsayisi.
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9. Gozlem

Metot, 100 mg/kg’dan fazla olaquindox iceren yemler icin valide edilmemis olsa da, daha az numune agirlig1 alarak
ve/veya ekstrakti (5.2) kalibrasyon grafiginin (5.3.2) araligi araliginda ki bir konsantrasyona erisecek sekilde seyrelterek
tatmin edici sonuglar almak miimkiindjir.

C. Amprolium Tayini
1-[(4-amino-2-propilpirimidin-5-il)metil]-2-metil-piridinyum kloriir hidrokloriir
1. Amac ve Kapsam

Bu metot, yemdeki ve premikslerdeki amprolium seviyesinin tayinini miimkiin kilar. Tespit limiti 1 mg/kg, dl¢iim
limiti 5 mg/kg’dir.

2. Prensip

Numune su-metanol karisimi ile ekstrakte edilir. Mobil faz ile seyreltilip membran ile siiziildiikten sonra,
amprolium igerigi, bir UV detektorii kullanan katyon degisimi yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile tayin
edilir.

3. Ayrraglar

3.1. Metanol.

3.2. Asetonitril, HPLC kullanim safliginda.

3.3. Su, HPLC kullanim safliginda.

3.4. Sodyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisi, ¢ = 0,1 mol/l.

13,80 g sodyum dihidrojen fosfat monohidrat 1000 ml’lik balon jojede su (3.3) iginde ¢oziindiiriiliir, suyla (3.3)
isarete kadar tamamlanir ve karistirtlir.

3.5. Sodyum perklorat ¢ozeltisi, ¢ = 1,6 mol/l.

224,74 g sodyum perklorat monohidrat 1000 ml’lik balon jojede su (3.3) iginde ¢oziindiiriiliir, suyla (3.3) isarete
kadar tamamlanir ve karigtirilir.

3.6. HPLC i¢in mobil faz (bakiniz 9.1)

Asetonitril (3.2), sodyum dihidrojen fosfat c¢ozeltisi (3.4) ve sodyum perklorat ¢ozeltisi (3.5) karisimi,
450+450+100 (v+v+v). Kullanmadan 6nce 0,22 pm’lik bir membran filtreden (4.3) siiziiliir ve ¢ozelti gazdan arindirilir (6rn.
Ultrasonik banyoda (4.4) en az 15 dakika).

3.7. Standard madde: saf amprolium, 1-[(4-amino-2-propilpirimidin-5-il)metil]-2-metil-piridinyum kloriir hidrokloriir, E 750
(bakimz 9.2).

3.7.1. Amprolium stok standart ¢6zeltisi, 500 pg/ml

50 mg amprolium (3.7) en yakin 0,1 mg hassasiyetle 100 ml’lik balon jojeye tartilir, 80 ml metanol (3.1) iginde
¢Ozlindiiriiliir ve balon joje 10 dakika ultrasonik banyoya (4.4) koyulur. Ultrasonik iglemden sonra ¢ozelti oda sicakligina
getirilir, su ile isarete kadar tamamlanir ve karistirilir. En fazla 4°C sicaklikta ¢ozelti 1 ay siireyle stabildir.

3.7.2. Amprolium ara standart ¢ozeltisi, 50 pg/ml

5,0 ml stok standart ¢dzeltisi (3.7.1) 50 ml’lik balon jojeye pipetlenir, ekstraksiyon ¢oziiciisiiyle (3.8) isarete kadar
tamamlanir ve karistirilir. En fazla 4°C sicaklikta ¢ozelti 1 ay siireyle stabildir.

3.7.3. Kalibrasyon ¢ozeltileri
Bir dizi 50 ml’lik balon jojeye 0,5, 1,0 ve 2,0 ml ara standart ¢dzeltisi (3.7.2) aktarilir.

Mobil faz (3,6) ile isarete kadar tamamlanir ve karistirilir. Bu ¢ozeltiler sirasiyla 0,5, 1,0 ve 2,0 pg/ml amprolium’a
karsilik gelir. Bu ¢ozeltiler kullanmadan 6nce taze olarak hazirlanmalidir.

3.8. Ekstraksiyon ¢oziiciisii.

Metanol (3.1) -su karigimi 2+1 (v+v).

4. Cihaz

4.1. 100 pl’lik hacimleri enjekte etmeye uygun enjeksiyon sistemli HPLC cihazi.

4.1.1. Sivi kromatografik kolon, 125 mm x 4 mm, katyon degisimi Nucleosil 10 SA, 5 ya da 10 um dolgu ya da esdegeri.
4.1.2. Degisken dalga boyu ayarl1 UV detektorii ya da Diode Array dedektorii.

4.2. Membran filtre, PTFE materyali, 0,45 pm.

4.3. Membran filtre, 0,22 pm.
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4.4. Ultrasonik banyo.

4.5. Mekanik calkalayict ya da manyetik karistirici.
5. Metot

5.1. Genel

5.1.1. Kér yem

Geri kazanim testinin (5.1.2) performansinda, amprolium ya da etkileyen maddelerin olmadigini kontrol etmek i¢in
bir kor yem analiz edilmelidir. Kér yem numunedekine benzer tiirde olmal1 ve analizde, amprolium ya da etkileyen maddeler
tespit edilmemelidir.

5.1.2. Geri kazanim testi

Numunedeki varligina yakin miktarda amprolium eklenerek kirletilen kor yem analiz edilerek bir geri kazanim testi
yiriitilmelidir. 100 mg/kg diizeyinde kirletmek i¢in 10,0 ml stok standardi ¢ozeltisi (3.7.1) 250 ml’lik erlene aktarilir ve
¢ozelti yaklasik 0,5 ml’ye buharlastirilir.

50 g kor yem eklenir, iyice kanistirtlir 10 dakika dinlendirilir, ekstraksiyon adimiyla (5.2) devam etmeden 6nce
birkag kez yeniden karistirilir.

Alternatif olarak, numune ile benzer tiirde bir kor yem miimkiin degilse (bakimiz 5.1.1), standart ekleme metodu
yoluyla bir geri kazanim testi gergeklestirilebilir. Bu durumda analiz edilecek numune, zaten numune iginde mevcut olana
benzer bir miktar amprolium ile gii¢lendirilir. Bu numune kirletilmemis numune ile birlikte analiz edilir ve ¢ikartma yoluyla
geri kazanim hesaplanabilir.

5.2. Ekstraksiyon
5.2.1. Premiksler (igerik < %1 amprolium) ve yem

Amprolium igerigine gore 5-40 g numune 0,01 g hassasiyetle 500 ml’lik bir konik cam malzemeye tartilir ve 200
ml ekstraksiyon ¢oziiciisii (3.8) eklenir. Balon joje ultrasonik banyoya (4.4) koyulur ve 15 dakika birakilir. Balon joje
ultrasonik banyodan alinir ve 1 saat g¢alkalayicida galkalanir ya da manyetik karistiricida (4.5) karnistirilir. Ekstrakttan temsili
bir miktar1 mobil faz (3.6) ile 0,5-2 pg/ml amprolium igerigine seyreltilir ve karistirilir (bakiniz 9.3). Bu seyreltilmis
¢ozeltiden 5-10 ml bir membran filtrede (4.2) siiziiliir. HPLC tayinine (5.3) gegilir.

5.2.2. Premiksler (igerik > %1 amprolium)

Amprolium igerigine gore 1-4 g premiki 0,001 g hassasiyetle 500 ml’lik bir konik cam malzemeye tartilir ve 200 ml
ekstraksiyon ¢oziiciisii (3.8) eklenir. Balon joje ultrasonik banyoya (4.4) koyulur ve 15 dakika birakilir. Balon joje ultrasonik
banyodan alinir ve 1 saat calkalayicida calkalanir ya da manyetik karistiricida (4.5) karistirilir. Ekstrakttan temsili bir miktar1
mobil faz (3.6) ile 0,5-2 pg/ml amprolium igerigine seyreltilir ve karigtirilir. Bu seyreltilmis ¢ozeltiden 5-10 ml’si bir
membran filtrede (4.2) siiziiliir. HPLC tayinine (5.3) gegilir.

5.3. HPLC tayini
5.3.1. Parametreler:

Asagidaki kosullar rehberlik amaciyla sunulmustur; esdeger sonuglar vermeleri kaydiyla diger kosullar da
kullanilabilir.

S1vi kromatografik kolon (4.1.1): 125 mm % 4 mm, katyon degisimi Nucleosil 10 SA, 5 ya da 10 um dolgu ya da
esdegeri.

Mobil faz (3,6): Asetonitril (3.2), sodyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisi (3.4) ve sodyum perklorat ¢ozeltisi (3.5)
karisimi, 450+450+100 (v+v+v).

Akis lzi: 0,7-1 ml/dak

Tespit dalga boyu: 264 nm

Enjeksiyon hacmi: 100 pl

1,0 pg/ml iceren kalibrasyon ¢ozeltisi (3.7.3), tutarh pik yiikseklikleri ve alikonma siireleri elde edene kadar birkag
kez enjekte edilerek kromatografik sistemin stabilitesi kontrol edilir.

5.3.2. Kalibrasyon grafigi

Her bir kalibrasyon ¢ozeltisi (3.7.3) birkag kez enjekte edilir ve her bir konsantrasyonun ortalama pik ylikseklikleri
(alanlart) tayin edilir. Kalibrasyon cozeltilerinin apsisteki pg/ml cinsinden konsantrasyonlarina ordinatlarda denk gelen
ortalama pik yliksekliklerini (alanlar) kullanarak bir kalibrasyon grafigi cizilir.

5.3.3. Numune ¢dzeltisi

Kalibrasyon ¢ozeltileri igin alinanla ayni hacmi kullanarak numune ekstrakti (5.2) birka¢ kez enjekte edilir ve
amprolium piklerinin ortalama pik yiiksekligi (alan) belirlenir.
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6. Sonugclarin hesaplanmasi

Kalibrasyon grafigini (5.3.2) referans alinarak, aym1 ¢ozeltinin amprolium piklerinin ortalama yiiksekliginden
(alan), numune ¢6zeltisinin konsantrasyonu pg/ml cinsinden tayin edilir.

Gy 99

Numunenin mg/kg cinsinden amprolium igerigi “w” asagidaki formiille elde edilir:

Vxext
[ 5 ee— n'k:
W = [mg/fkg]

Burada;

V = Ekstraksiyon ¢6ziiciisiiniin (3.8) 5.2’e gore hacmi, ml (6rnegin 200 ml)
¢ = Numune ekstraktimin amprolium konsantrasyonu, pg/ml

f=15.2"ye gore seyreltme faktorii

m = Test porsiyonunun agirligi, g

7. Sonug¢larin validasyonu
7.1. Tamima

Analitin tanimasi ortak kromatografi ile ya da numune ekstraktinin (5.2) ve 2,0 pg/ml iceren kalibrasyon
¢ozeltisinin (3.7.3) spektrumlarimn karsilastirtlacagi bir Diode Array dedektorii kullanilarak onaylanabilir.

7.1.1. Ortak kromatografi (co-chromatography)

Bir numune ekstraktina (5.2), uygun miktarda kalibrasyon ¢ozeltisi (3.7.3) eklenir. Eklenen amprolium miktari
numune ekstraktinda bulunan amprolium miktarina benzer olmalidir.

Hem eklenen miktar hem de ekstraktin seyreltilmesi hesaba katilarak yalnizca amprolium pikinin yiiksekligi
gelistirilmelidir. Yiiksekliginin yarisi boyutundaki pik genisligi, kirletilmemis numune ekstraktinin orijinal amprolium piki
genisliginin £%10 araliginda olmalidur.

7.1.2. Diode Array Tanimlama
Sonuglar asagidaki kriterlere gore degerlendirilir:

(a) Numunenin ve standart spektrumlarinin, kromatogramin pik apeksinde kaydedilen maksimum absorpsiyon dalga boyu,
tespit sisteminin ¢oziileme giiciiyle tayin edilen bir marj araliginda ayn1 olmalidir. Diode Array saptama igin bu tipik olarak +
2 nm’dir.

(b) 210 ile 320 nm arasinda, kromatogramin pik apeksinde kaydedilen numune ve standart spektrumlar, spektrumun %10 ila
%100 bagil absorbans araligindaki boliimleri igin farkli olmamalidir. Bu kriter ayn1 maksimum piki oldugunda ve gozlenen
noktalarin higbirinde iki spektrum arasindaki sapma, standart analizin absorbansimn %15’ini ge¢gmediginde karsilanir.

(c) 210 ile 320 nm arasinda, ayni ekstrakt tarafindan tretilen pikin yukari egim, apeks ve asagi egim spektrumlari,
spektrumun %10 ila %100 bagil absorbans araligindaki boliimleri i¢in birbirinden farkli olmamalidir. Bu kriter, aym
maksimum piki oldugunda ve gozlenen tiim noktalarda spektrumlar arasindaki sapma, pik apeksi spektrumunun
absorbansinin %15’ini gegmediginde karsilanir.

Bu kriterlerden biri karsilanmazsa analitin varligi dogrulanmamustir.
7.2. Tekrarlanabilirlik
Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglar1 arasindaki farki asagidaki degerleri gegmemelidir:
— 25 mg/kg ila 500 mg/kg amprolium igerigi igin daha yiiksek degere bagil %15,
— 500 mg/kg ile 1.000 mg/kg arasindaki amprolium igerigi i¢in 75 mg/kg,
— 1000 mg/kg’dan fazla amprolium igerigi i¢in daha yiiksek degere bagil %7.,5.
7.3. Geri kazanim
Giiglendirilmis bir (kdr) numune i¢in geri kazanim en az %90 olmalidir.
8. Ortak bir calismanin sonuclari

Bir ortak calisma diizenlenmis, bu ¢alismada {i¢ kanatli yemi (numune 1-3), bir mineral yem (numune 4) ve bir
premiks (numune 5) analiz edilmistir. Sonuglar asagidaki tabloda verilmistir:
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Numune 1 Numune 2 Numune 3 Numune 4 Numune 5
(kor yem)
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
ortalama [mg/kg] — 45,5 188 5129 25140
s, [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550
CV,[%] — 4,95 1,90 3,46 2,20
sg [mg/ke] — 2,95 11,8 266 760
CVg [%] — 6,47 6,27 5,19 3,00
nominal icerik [mg/kg] — 50 200 5000 25000

L = Laboratuarlarin sayisi

n= Tekil degerlerin say1s1

sr = Tekrarlanabilirlik standart sapmasi

CVr = Tekrarlanabilirlik varyasyonu katsayisi

SR = Tekrar iiretilebilirlik standart sapmasi

CVR = Tekrar iiretilebilirlik varyasyonu katsayisi.

9. Gozlemler

9.1. Numune tiamin igeriyorsa, tiamin piki kromatogramda amprolium pikinden biraz 6énce goriiniir. Bu metodu izlerken
amprolium ve tiamin ayrilmalidir. Amprolium ve tiamin bu metotda kullamlan kolun (4.1.1) tarafindan ayrilmazsa, mobil
fazin %50 asetonitril kismi (3.6) metanol ile degistirilir.

9.2. Ingiliz Farmakopesine gore bir amprolium ¢dzeltisinin (¢ = 0,02 mol/l) hidroklorik asit (¢ = 0,1 mol/l) icindeki
spektrumu 246 nm ve 262 nm’de maksimum pikler gosterir. Absorbans 246 nm’de 0,84 ve 262 nm’de 0,80 olmalidur.

9.3. Ekstrakt her zaman mobil fazla seyreltilmelidir, ¢linkii amprolium pikinin tutma siiresi iyonik giigteki degisime baglh
olarak 6nemli oranda kayabilir.

C. Carbadox Tayini
Methil 3-(2-kinoksalinilmetilen) carbazate N' N*-dioksit
1. Amag ve kapsam

Bu metot, yemlerdeki, premikslerdeki ve preparatlardaki carbadox seviyesinin tayinini miimkiin kilar. Tespit limiti
1 mg/kg, 6l¢lim limiti 5 mg/kg’dir.

2. Prensip

Numune su ile dengelenir ve metanol-asetonitril ile ekstrakte edilir. Yem igin filtrelenmis ekstrakttan temsili bir
miktar, aliminyum oksit kolonunda temizlemeye tabi tutulur. Premiksler ve preparatlar icin filtrelenmis ekstrakttan temsili
bir miktar, su, metanol ve asetonitril ile uygun konsantrasyona seyreltilir. Carbadox igerigi, bir UV detektdrii kullanilarak ters
fazl1 yiiksek performans s1vi kromatografisi (HPLC) ile tayin edilir.

3. Ayrraglar

3.1. Metanol

3.2. Asetonitril, HPLC kullamim safliginda

3.3. Asetik asit, w = %100

3.4. Aliiminyum oksit: nétr, etkinlik derecesi [

3.5. Metanol-asetonitril 1+1 (v+v), 500 ml metanol (3.1) 500 ml asetonitril (3.2) ile karistirilir.
3.6. Asetik asit, 6 = %10, 10 ml asetik asit (3.3) suyla 100 ml’ye seyreltilir.

3.7. Sodyum asetat.

3.8. Su, HPLC kullamim safliginda

3.9. Asetat tampon ¢ozeltisi, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6,0, 0,82 g sodyum asetat (3.7) 700 ml su (3.8) iginde ¢oziindiiriilir ve
asetik asitle (3.6) pH’1 6,0’a ayarlanir. 1000 mI’lik balon jojeye aktarilir, su (3.8) ile isarete kadar tamamlanir ve karigtirilir.

3.10. HPLC igin mobil faz, 825 ml asetat tampon ¢6zeltisi (3.9) 175 ml asetonitril (3.2) ile karistirthir. 0,22 pum filtreden (4,5)
stiziillir ve ¢ozelti gazdan arindirilir (6rnegin 10 dakika ultrason ses dalgalari uygulayarak).
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3.11. Standard madde, Saf carbadox: Methil 3-(2-kinoksalinilmetilen) carbazate N',N*-dioksit, E 850.

3.11.1. Carbadox stok standart ¢ozeltisi, 100 pg/ml (bakiniz 5. Metot Not), 25 mg carbadox standart maddesi (3.11) 0,1 mg
hassasiyetle 250 mI’lik balon jojeye tartilir.

Metanol-asetonitril (3.5) i¢inde ultrason ses dalgalariyla (4.7) ¢6ziindiiriiliir. Ultrasonik islemden sonra ¢ozelti oda
sicakligina getirilir, metanol asetonitril (3.5) ile isarete kadar tamamlanir ve karistirilir. Balon joje aliiminyum folyo ile sarilir
ya da amber renkli cam malzeme kullanilir ve bir buzdolabinda saklanir. En fazla 4°C sicaklikta ¢ozelti 1 ay siireyle stabildir.

3.11.2. Kalibrasyon ¢ozeltileri

Bir dizi 100 mI’lik balon jojeye 2,0, 5,0, 10,0 ve 20,0 ml stok standart ¢ozeltisi (3.11.1) aktarilir. 30 ml su eklenir,
metanol-asetonitril (3.5) ile isarete kadar tamamlanir ve karistirilir. Balon jojeler aliiminyum folyo ile sarilir. Bu ¢ozeltiler
strastyla 2,0, 5,0, 10,0 ve 20,0 pg/ml carbadox’a karsilik gelir. Kalibrasyon ¢ozeltileri kullanilmadan once taze olarak
hazirlanmalidir.

Not: 10 mg/kg’dan az igeren yemlerde carbadox tayini i¢in, konsantrasyonu 2,0 pg/ml altindaki kalibrasyon
¢ozeltileri hazirlanmalidir.

3.12. Su-[metanol-asetonitril] (3.5) karigimi, 300 + 700 (v + v), 300 ml suyla 700 ml metanol-asetonitril karigimi (3.5)
karigtirtlir.

4. Cihaz

4.1. Laboratuar ¢alkalayicisi ya da manyetik karistirict

4.2. Fiberglas filtre kagidi (Whatman GF/A ya da esdegeri)

4.3. Sinterlenmis cam kirpintil1 ve sivi ¢ekme valfli cam kolon (300 ila 400 mm uzunluk yaklasik 10 mm i¢ ¢ap)

Not: Ayrica musluk takili bir cam kolon ya da konik u¢lu bir cam kolon da kullamlabilir; bu durumda cam
yiiniinden kiiciik bir tapa alt uca sokulur ve bir cam ¢ubuk kullanilarak sikistirlir.

4.4. 20 pl’lik hacimleri enjekte etmeye uygun enjeksiyon sistemli HPLC ekipmani

4.4.1. Siv1 kromatografik kolon: 300 mm x 4 mm, C,g, 10 pm dolgu ya da esdegeri

4.4.2. Degisken dalga boyu ayarl1 UV detektorii ya da 225 — 400 nm araliginda ¢alisan Diode Array detektorii
4.5. Membran filtre, 0,22 pm

4.6. Membran filtre, 0,45 pm

4.7. Ultrasonik banyo

5. Metot

Not: Carbadox 1518a duyarlidir. Tiim metotlar hafif 151k altinda ya da amber renkli cam malzeme ya da aliiminyum folyo
sarilmig cam malzeme kullanarak gergeklestirilir.

5.1. Genel
5.1.1. Kér yem

Geri kazanim testinin (5.1.2) performansinda, carbadox ya da etkileyen maddelerin olmadigini kontrol etmek i¢in
bir kor yem analiz edilmelidir. Kér yem numunedekine benzer tiirde olmal1 ve analizde, carbadox ya da etkileyen maddeler
tespit edilmemelidir.

5.1.2. Geri kazanim testi

Numunedeki varligina yakin miktarda carbadox eklenerek kirletilen kor yem (5.1.1) analiz edilerek bir geri
kazanim testi yiiriitiilmelidir. 50 mg/kg diizeyinde kirletmek igin 5,0 ml stok standart ¢ozeltisi (3.11.1) 200 ml’lik erlene
aktarilir. Cozelti, bir azot akisinda yaklagik 0,5 ml’ye buharlagtirilir. 10 g kor yem eklenir, kanistirtlir ve ekstraksiyon
adimryla (5.2) devam etmeden 6nce 10 dakika beklenir.

Alternatif olarak, numune ile benzer tiirde bir kor yem miimkiin degilse (bakiniz 5.1.1), standart ekleme metodu
yoluyla bir geri kazanim testi gergeklestirilebilir. Bu durumda numune, zaten numune iginde mevcut olana benzer bir miktar
carbadox ile zenginlestirilir. Bu numune zenginlestirilmemis numune ile birlikte analiz edilir ve ¢ikartma yoluyla geri
kazanim hesaplanabilir.

5.2. Ekstraksiyon
5.2.1. Yem

10 g numune 0,01 g hassasiyetle tartilir ve 200 ml’lik erlene aktarilir. 15,0 ml su eklenir, karistirilir ve 5 dakika
dengelenir. 35,0 ml metanol-asetonitril (3.5) eklenir, kapatilir ve 30 dakika calkalayicida calkalamir ya da manyetik
karistiricida (4.1) karistirilir. Cozelti fiberglas siizgeg kagidindan (4.2) siiziiliir. Bu ¢6zelti saflastirma adimu (5.3) i¢in tutulur.
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5.2.2. Premiksler (%0,1 ile %2,0)

1 g 6giitlilmemis numune 0,001 g hassasiyetle tartilir ve 200 ml’lik erlene aktarilir. 15,0 ml su eklenir, karigtirilir ve
5 dakika dengelenir. 35,0 ml metanol-asetonitril (3.5) eklenir, kapatilir ve 30 dakika calkalayicida galkalanir ya da manyetik
karistiricida (4.1) kanistirtlir. Cozelti fiberglas slizgeg kagidindan (4.2) siiziiliir.

Temsili miktarda filtrat 50 ml’lik balon jojeye pipetlenir. 15,0 ml su eklenir, metanol-asetonitril (3.5) ile isarete
kadar tamamlanir ve karistirilir. Nihai ¢ozeltideki carbadox konsantrasyonu yaklasik 10 pg/ml olmalidir. Temsili bir miktar,
0,45 pm’lik bir filtreden (4,6) siiziiliir. HPLC tayinine (5,4) gegilir.

5.2.3. Preparatlar ( > %2)

0,2 g ogiitiilmemis numune 0,001 g hassasiyetle tartilir ve 250 ml’lik erlene aktarilir. 45,0 ml su eklenir, karistirilir
ve 5 dakika dengelenir. 105,0 ml metanol-asetonitril (3.5) eklenir, kapatilir ve homojenlestirilir.

Numune 15 dakika sonikasyona (4.7) tabi tutulur, ardindan 15 dakika calkalanir ya da kanstirilir (4.1). Cozelti
fiberglas siizgec kagidindan (4.2) siiziiliir.

Temsili miktarda filtrat su-metanol-asetonitril (3.12) karigimu ile 10-15 pg/ml’lik nihai bir carbadox
konsantrasyonuna (%10’luk bir preparat igin seyreltme faktorii 10’dur) seyreltilir. Temsili bir miktar, 0,45 pum’lik bir
filtreden (4,6) siiziilir. HPLC tayinine (5,4) gecilir.

5.3. Saflastirma
5.3.1. Aliiminyum oksit kolonunun hazirlanmasi

4 g aliiminyum oksit (3.4) tartilir ve cam kolona (4.3) aktartlir.
5.3.2. Numune saflastirma

15 ml filtrelenmis ekstrakt (5.2.1) aliiminyum oksit kolonuna uygulanir ve ilk 2 ml’lik eliiat atilir. Sonraki 5 mI’lik
eltiat alinir ve temsili bir miktart 0,45 um’lik bir filtreden (4.6) siiziiliir. HPLC tayinine (5,4) gegilir.

5.4. HPLC tayini
5.4.1. Parametreler

Asagidaki kosullar rehberlik amaciyla sunulmustur; esdeger sonuglar vermeleri kaydiyla diger kosullar da
kullanilabilir:

S1vi kromatografik kolon (4.4.1): 300 mm x 4 mm, C;g, 10 pm dolgu ya da esdegeri

Mobil faz (3,10): Asetat tampon ¢ozeltisi (3.9) ve asetonitril (3.2) karigimi, 825 + 175
(vtv).

Akis hzi: 1,5-2 ml/dak.

Tespit dalga boyu: 365 nm

Enjeksiyon hacmi: 20 pl

5,0 pg/ml iceren kalibrasyon ¢ozeltisi (3.11.2), tutarli pik yiikseklikleri (alanlar) ve alikonma siireleri elde edilene
kadar birkag kez enjekte edilerek kromatografik sistemin stabilitesi kontrol edilir.

5.4.2. Kalibrasyon grafigi

Her bir kalibrasyon ¢ozeltisi (3.11.2) birkag kez enjekte edilir ve her bir konsantrasyonun pik yiikseklikleri
(alanlarr) olgiiliir. Kalibrasyon ¢ozeltilerinin apsisteki pg/ml cinsinden konsantrasyonlarina ordinatlarda denk gelen ortalama
pik yiikseklikleri ya da alanlar1 kullanilarak bir kalibrasyon egrisi ¢izilir.

5.4.3. Numune ¢dzeltisi

Numune ekstraktt (yem i¢in (5.3.2), Premiksler igin (5.2.2) ve preparatlar icin (5.2.3)) birkag¢ kez enjekte edilir ve
carbadox piklerinin ortalama pik yiiksekligi (alan) belirlenir.

6. Sonugclarin hesaplanmasi

Kalibrasyon grafigi (5.4.2) referans alinarak, ayni ¢ozeltinin carbadox piklerinin ortalama yiiksekliginden (alan),
numune ¢dzeltisinin carbadox konsantrasyonu pg/ml cinsinden tayin edilir.
6.1. Yemler

iy 99

Numunedeki mg/kg cinsinden carbadox igerigi “w” asagidaki formiille elde edilir:

cxWVi

I
Ws— :IIII'lfhI
- |mg/kg|

Burada;
¢ = Numune ekstraktinin (5.3.2) carbadox konsantrasyonu, pg/ml
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V1 = Ekstraksiyon hacmi, ml (6rnegin 50)
m = Test kisminin agirligy, g

6.2. On kargimlar ve preparatlar

[EER )

Numunedeki mg/kg cinsinden carbadox igerigi “w” asagidaki formiille elde edilir:

cx Vaxf
w-—T |mg/ke]

Burada;

¢ = Numune ekstraktinin (5.2.2 ya da 5.2.3) carbadox konsantrasyonu, pg/ml

V2 = Ekstraksiyon hacmi, ml (6rnegin 6n karsimlar igin 50, preparatlar i¢in 150)
f=15.2.2’ye (Premiksler) ya da 5.2.3'e (preparatlar) gore seyreltme faktorii

m = Test kisminin agirligy, g

7. Sonug¢larin validasyonu
7.1. Tamima

Analitin tanimasi ortak kromatografi ile ya da numune ekstraktinin ve 10,0 pg/ml igeren kalibrasyon ¢ozeltisinin
(3.11.2) spektrumlarmnn karsilastirtlacag bir Diode Array dedektorii kullanilarak onaylanabilir.

7.1.1. Ortak kromatografi ( co-chromatography)

Bir numune ekstraktina, uygun miktarda kalibrasyon ¢ozeltisi (3.11.2) eklenir. Eklenen carbadox miktar1 numune
ekstraktinda bulunan tahmini carbadox miktarina benzer olmalidir. Hem eklenen miktar hem de ekstraktin seyreltilmesi
hesaba katilarak yalnizca carbadox pikinin yiiksekligi gelistirilmelidir. Maksimum yiiksekliginin yarist boyutundaki pik
genisligi orijinal genisligin yaklasik %10’u araliginda olmalidir.

7.1.2. Diode Array Tanimlama
Sonuglar asagidaki kriterlere gore degerlendirilir:

(a) numunenin ve standart spektrumlarimn, kromatogramin pik apeksinde kaydedilen maksimum absorpsiyon dalga boyu,
tespit sisteminin ¢dziileme giicliyle tayin edilen bir marj araliginda ayni olmalidir. Diode Array tespit i¢in bu tipik olarak + 2
nm’dir.

(b) 225 ile 400 nm arasinda, kromatogramin pik apeksinde kaydedilen numune ve standart spektrumlar, spektrumun %10 ila
%100 bagil absorbans araligindaki boliimleri igin farkli olmamalidir. Bu kriter ayn1 maksimum piki oldugunda ve gozlenen
noktalarin higbirinde iki spektrum arasindaki sapma, standart analizin absorbansimn %15’ini ge¢gmediginde karsilanir.

(c) 225 ile 400 nm arasinda, aymi ekstrakt tarafindan {retilen pikin yukari egim, apeks ve asagi egim spektrumlari,
spektrumun %10 ila %100 bagil absorbans araligindaki boliimleri i¢in birbirinden farkli olmamalidir. Bu kriter, aym
maksimum piki oldugunda ve gézlenen tiim noktalarda spektrumlar arasindaki sapma, apeks spektrumunun absorbansinin
%15’ini gegmediginde karsilanir.

Bu kriterlerden biri karsilanmazsa analitin varligi dogrulanmamustir.
7.2. Tekrarlanabilirlik

10 mg/kg ya da {istii igerik i¢in, ayn1 numunenin iki paralel tayininin sonuglari arasindaki fark daha yiiksek sonuca
bagil %15°1 gegmemelidir.

7.3. Geri kazamm
Zenginlestirilmis bir (kdr) numune igin geri kazanim en az %90 olmalidir.
8. Ortak bir calismanin sonuclari

Bir ortak galisma diizenlenmis, bu caligmada 8 laboratuar tarafindan 6 yem, 4 premiks ve 3 preparat numunesi
analiz edilmistir. Her numunede analizler paralel olarak gerceklestirilmistir. (Bu ortak ¢alisma hakkinda daha ayrintili bilgi
icin bkz. Journal of the AOAC, Volume 71, 1988, p. 484-490). Sonuglar (atilanlar disinda) asagida verilmistir:
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Tablo 1

Yem icin ortak calismanin sonuclar:

Numune 1 Numune 2 Numune 3 Numune 4 Numune 5 Numune 6
L 8 8 8 8 8 8
n 15 14 15 15 15 15
Ortalama (mg/kg) 50,0 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
S; (mg/kg) 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
CV; (%) 5,8 5,6 2,9 3,1 3,2 4,3
Sgr (mg/kg) 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CVr (%) 7,8 8,7 4,6 5,2 4,8 4,9
Nominal icerik (mg/kg) 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Tablo 2
Premiksler ve preparatlar icin ortak caliymanin sonuglar:
Premiksler Preparatlar

A B C D A B C
L 7 7 7 7 8 8 8
n 14 14 14 14 16 16 16
Ortalama (g/kg) 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
S; (g/kg) 0,37 0,28 0,28 0,44 4,1 5,1 7,7
CV; (%) 4,2 3,0 3,0 5,0 4,3 5,2 7,4
Sk (g/kg) 0,37 0,28 0,40 0,55 54 6,4 7,7
CVr (%) 4,2 3,0 4,3 6,3 5,7 6,5 7,4
Nominal icerik (g/kg) 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100

L = Laboratuarlarin sayisi
n= Tekil degerlerin say1s1

Sr = Tekrarlanabilirlik standart sapmast

CVr = Tekrarlanabilirlik varyasyonu katsayisi
SR = Tekrar iiretilebilirlik standart sapmasi
CVR = Tekrar iiretilebilirlik varyasyonu katsayisi
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