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Tebliğler

[image: image1.png]43 Konsantre (yogunlastima) maddesi

431 Tewachioroethylene (yogunhuk, 1.62)
44 Boyamakimyasallars
441 lyot/ potasyum iyodad solusyonu ( 100 mil suya 2 gr. potasyum iyodad katilarak 8zdirlir ve

ditzenli olarak salkalanirken 1 gr. iyo ilave edilir)

442 Alizarin Kiemizisi (2.5 ml, 1M hidroklorik asit 100 ml suda seyrelili ve bu gozeltiye 200 mg
alizarine kirmizis) ilave edilr

443 Cystine kimyasah (2 gr. Kursun asetat, 10 gr. NaOH / 100 mI H;0)

444 lyot/ potasyum iyodad solusyonu ( %70"lik ctanolde goziinmis)

45 Bleaching kimyasal
451 Ticari sodyum hipoklorid gzeltisi (%9.6 akiif klor)
s Ekipman, aras ve geregler

51 Hassas terazi 0001 gr . tartabilecek dogrulukta)

52 Ogitme arac (degirmen vb)

53 Maksimum 0,50 mm genigliginde gozencileri olan clek

54 Aywmahunisi veya konik tabanh beaker

55 Stereomikroskop ( en az 40 kat bityicbilecek kapasitede)

56 Compound (yuksek gozinirlu) Mikroskob (400 kat bilyltehiten) g ve polarize itgs
yansitabilen

57 Standard laboratuvar gozlog

Kullanim onces biltin arag ve geregler iyice temizlenmis olmalidir
6 iglem
En az 50 gr 6mek alinarak dikkatlice 6go1DIur. Uygun bir sekilde 6g0tiimis numuneden elek
fraksiyonlarni incelemek igin en az S gr. ve yogunlastiimis sokeltiyi incelemek isin de en oz

S gr.iIk temsil porsiyon alinir. Mikroskobik analiz igin boy maddeleriyle boyanma islemi de
yapilabili

61 Elek fraksiyonlarind hayvansal orjini yapiari belirlenmisi
En az 5 gr Ik ormek elekten gegirilrek iki fraksiyona aynir.

I pargal fraksiyonlar uygun bir sekilde ince tabakaya yerlestirilerek, stereomikroskop altinda
hayvansal orijini yapilart belirlemek igin degisik boydklklerde tarama yapih.

Elekten gegen ince fraksiyonlar slaydlara yerlestirlerek yiksek sozonarluklu mikroskop altinda
hayvansal oriinli yapstartbelirlemek igin degisik buyitkitklerde tarama yapiir.

62 Yogunlasunimig okeltide haysansal orijinli yapiarin belirlenmesi

Enaz.5 g1, Omek tartlarak seperasyon (ayirma) hunisine veya konik abani beaker'a akiariir
ve en az 50 ml tetrakloretilen ile muamele edilir. Karisim iyice salkalanr ya da kanisurib.

- Eger kapah ayirma hunisi kullanihsa, gokelti ayriimadan nce gokeltinin tutiast isin en az ig
dakika bekletilir. Calkalama islemi tekrar edilir ve ¢okeltinin tutmasi igin yine en az tig dakika
bekletilir. Daha sonra ayristirma hunisi bogaltlarak kel ayril

- Eger agik ayima hunisi ya da konik beaker kullaniiyor ise sokelti ayriimadan ¢okeltinin
totmast igin en az 5 dakika beklenir
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Gokelti bir firm kabinda kuruwlur ve tartiir, Tartma islemi eger yemdeki hayvansal orijinli
maddenin tzhmin mriktars belirienecekse. yapilr, aksi halde buna gerek yokiur. Eger sokelti
fazla mikiarda i pargalardan olusursa elekten gegirilerek iki fraksiyona aynir. Kurutuian
gokelt kemik yapilarin belirlenmesi igin stereomikroskop ve yiksek cozuntlk mikroskobu
altinda incelenir.

Parlatici maddeler ile boyaytcs kimyasaliarin kullanim

Mikeoskobik analizde z¢! parlatma maddeleri ve boyayict kimyasallar kullanilarak hayvansal
orijintiyapilarin daha i belirenmesi saglanabili.

Chloral hydrate Dikkatlice Isitiidiginda nisasta tanecikleri jelatinize olacagindan ve
istenmeyen hilcre yapilan uzaklasinlacagindan hiire yaplan daha
net bir sekilde gordlecektir

Lye NaOH veya KOH, yem materyallerini temizleyerek kas fiflerinin, kil
Ve difer keratin yapilarin belirlenmesine yardimc ofur

Parafin yagi ve gliserol - Kemik yapilar bu partatier madde iginde daha olaylikla aynd
edilebilir, ginkii kemiklerdeki ince bosluklar hava ile dol
Kalacagindan bu bosiuklar 5-15 mikrometrelik siyahdelikler
seklinde grindrler.

ot / Potasyum iyodad solusyonu (4.4.1): Nisasta (mavi-mor renk olusturur) ve protcinin (san
portakal rengi olusturur) belirlenmesinde kullanific. Gerekirse  seyrelune
yapilabili

Alizarin Kirm

51 Solusyonu: Kemikleri, baltk kemigi ve pullarim kirmizi/pempe renge boyar.

Cystin kimyasalr: Dikkatlice sildigmnda csystin iceren yapilar (sac, tiy, vs.) siyah-kahverengi
bir renge dondstr.
Igeriginde balk unu bulunabilecek yemierin incelenmesi

Ince elek fraksiyonu ve ince gokelti frak
¢6zinbrlikIn mikroskop alunda incelenir

nundan en az bir slayd hazirlanarak yoksek

Lger yemin ctiketinde balik unu icerdigi yazihi ise veya balik un bulunmasi ihtimai varsa
arijinal ornekten itave olarak eleken gegirilen iki ince fraksiyon ve toplam gokelt fiaksiyonu
inceleni

Hesaplama ve degerlendirme

Yemlerde bulunan hayvansal dokularin mikroskopta incelenerek. belirlenmesi yukarida
agiklanmigur. Eger yemlerdeki hayvansal orijinli yapilarin miktarlariun tahmin edilmesi
gerekiyorsa asagida belitilen hususlara gére islem yapil.

Hesaplama ancak hayvansal orijini yapilarda kemik pargaciklan butunmas: halinde yapilabilir

Sicak kanlt kara hayvanlannin (or: memeli hayvaniar ve Kanathlar) kemik pargaciklar,
mikroskobik  slaydlarda kemik igi ince bogluklar sayesinde degisik tarlerde bailk
Kemiklerinden ayird edilebilir. Yem 6reginde hayvansal orijinii yaplann oram iki sekilde
tahuin edilebilr
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- Gikeltide (tortuda) bulunan kemik paraciklarini tahmini orani (% agirhik ) ile ve,
- Hayvansal orijinl yapilarda kemik parcaciklarunin oram (% 2@k ) ife

Mitar tayini en azidan g slayda bakarak ve her bir slayd igin bes ayri alan taranarak
yapimalidir. Karma yemlerden clde edilen gokeltide sadece kara hayvanlan ve baliklarin
kemik pargaciklan bulinmaz ayni zamanda ybiksek yogunlukta or: mineraller,  kum,
ligniniegmmis bitki pargaciklari ve benzeri diger bazt pargaciklar da bulunur

Kemik pargaciklart oranmin tahimini miktar

% kara hayvanlarmin kemik pargaciklar “(5x9IW

% balk kemikleri ve pullan =(sxd)/W

(8= gokelti aglig1 (mg), c= dizeltme fakior (%) gokeltide bulunan kara hayvan kemiklerinin
tahmini oranin, d= dizeltme [akoril (%) gokeltide bulunan bahik kemikleri ve pullarinin
tahmini orani, W = goktirmeden once alinan ek agirliés (me)

Hayvansal orjinli yapilanin tahuini mikiar

Hayvansal drinlerde kemik orant gok degiskendir. (Kemik unlarinda kemik orani %50-60

arasinda; et unlarinda %20-30 arasiminda; bahk unlarinda, kemik ve pul iserigi, balik unu
Kategorisi ve orijinine gore %10-20 arasinda degiskenlik gdstermektedir

Eger yem 6rneginde bulunan hayvansal uaun tipi bilinirse, bunun mikiarin da tahmin etmek
momkindor.

Yem rnegindeki kara hayvan irtnlerinin tahvini miktarinin hesaplanmasi
@)= [(Sx)/ (Wx1) ]x 100

Yem ornegindeki balk trtnlriuin tahmvini mikiarimn hesaplanmast
8= [(5x)] (Wx0]x100

= gokelti agirhs (mg), c= duzehime faktord (%), GOkeltide bulunan kara hayvan kemiklerinin
tahmini orans, d= dozelime fakiorl (%), gokeltide bulunan balik Kemikleri ve pullarinin
tahmini orani; f= duzeltme fakiors, omekicki hayvansal orijinfi yapiar isinde yer alan
Kemiklerin orant (ECkemik unu igin tahmini oran %40, balik unu icin %15'dir, eger gersek
orantar bilinirse gergek kemik oranlars dikkate alinir; W = Coktrmeden dnce alinan ek
agrigs (mg)

Inceleme sonuglarinin agiklanmast

Mikroskopla yaprlan yem analizi asagidaki sekillerde rapor edilebilir
Kara hayvanlarindan elde edilen yapilann bulunmasiyla lgil olarak
- Mikraskopla agiksa gorilebildi
yapi bulunamamishr

- Mikraskopla agtksa gorilebildigi kadarsyla, yem Gmeginde kara hayvanlanta ait
yapilar bulunmustur.

Kadariyla, yem Brneginde kara hayvanlarina ait bir

Balik unu bulunmasiyla il ofarak




[image: image4.png]- Mikroskopla agikca gortlebildigi kadariyla, yem omeginde balktan elde edilen bir
yap bulunamarnistr

- Mikraskopla agtka gorolebil

yapilar bulunmustor.

kadaryla, yem Omeginde baliktan elde edilen

Fger incelenen yemde hayvansal orijinli yapilara rastlanisa hazilanan raporda tahmini
miktarlarda belirilebilir (% X , < % 0.1, % 0.1-0.5, %0.5-5 veya > %5 gibi).

Daha ayrmal rapor igin, belirlenebildig akdirde kara hayvanlarina it yapilann orjini ve
hayvansal yaplarin neler oldugu ( kas ifes, kikirdak, kemikler, boynuz, sa, ki, tayler, kan,
yumurta kabuklari, balik kemikleri v pullan gibi) rapora ekleni.

KANATLI HAYVAN YEMLERINDE ENERJI TAYINI

Kanati karma yemerinin enerji degerleri, yemlerin befirl besin maddeleri oranlan dikkate alinarak
asaguda verilen formilasyona gore hesaplanir. Hesaplanan metabolik enerji degeri kcal / kg karmayem
olarak elde edilir

Kealfkg, ME = [ (0,151 % ham protein + 0.3431 x % ham yag + 0,1669 x % Nigasta + 0,1301 x %
toplam seker (sukroz)) /4.184 ] x 1000

YEM VE YEM KATKI MADDELERINDE A VITAMINLERININ HPLC ILE ANALIZI

VITAMIN A BELIRLENMES|

Bu metot yem ve yem katk maddelerinde, premikslerde Vit A (retinol) belirlenmesinde uygulanabilir. Bu
metotla tespit edilen Vitamin A tim trans-retinil alkol ve cis izomerlerini Kapsamakiadir. Vit A iserigi IUfkg
cinsinden ifade edilmektedir ve bir 1U 0,300 mikrogram all-trans-vitamin A akivitesine veya 0,344 mikrogram
alltrans vitamin A asetat veya 0,550 mikrogram all-rans-vitamin A palmitat aktiviesine denktir

Belirleme limiti 2000 1U Vit A/kg olarak tespit edilmistir

1 ILKE

Numune etanolik potasyum hidroksit gtzeltis le hidrolize edili ve Vit A petrol eterine ekstrakte edilr Solvent
evaporasyonla uzaklagilr, kalian metanol _igerisinde goziinduralor ve gerckli gortldugunde uygun
Konsantrasyona seyrelilir. UV veya fldoresans detekior kullanilarak ters faz. yuksek performans svi
komotografisi ile Vitamin A igerii tespit edilir. Kromotografik sartar all-trans vitamin a alkolleri ve cis
izomerleri arasinda bir aynma gergekiesmeyecek bisimde ayarlamr

2. ARAG VE GEREGLER
2.1, vakum rotary evaporator

amber cam malzeme

500 Lk amber renkli, il ve kapakh balonjojeler
24.10,25, 100, 500 mi.

ik balonjojeler
2.5 konik, 1000 mL Ik ayrma hunileri
2.6. aroudi balonlar 250 mL.

27, Geri sogutucular

2.8, Otomatik pipet

2.9, Sozme duzencgi




[image: image5.png]0.2 WLtk filreler

21 045 LTk filteler

21 Kaba file kagidh

213 Kanste, standart Vortex

214 Hassas terazi

215 Ultasonik su banyosu

216 HPLC, UV-DAD Detekidr

20 Analitik olon: 250 x 4 mm boyutlarinda, 5 veya 104 partikal irlgine sahip, silikajel bazh C18

Kimyasal bagh ters fazli kolon dolgu maddesi.
218 spektrofotometre ( 10 mm quartz bolmeli)
219,

3. REAKTIFLER

Anliz siasinda, yalnizea asagida. belirilen analitk saflikieki Kimyasallas ve ultra saf su (direng: 8.3 m2)
Kullawmalidr.

31 Metil alkol
32 Exlalkol %96

3.3 Petrl ter (ekstraksiyon iin)
3.4, Potasyun hidroksit, grandl

3.5 % 50°lik KOH: 50 g grantl KOH 100 mL'lik balonjojeye tarilir ve saf su ile sizdlerek hacmi tamamiannp
soputarak gozilmelidir

3.6. Sodyum askorbat gozelsi: 10 gr/100 mL (yaklagik 150 mg askorbik asit sodyum askorbat ozeltsi yerine
Kullanabilir)

3.7. Sodyum sulfit gzeltisi : 0.5 mol/ L gliserol (yaklagik SO mg EDTA sodyum salfit cozeltisi yerine
Kullanilabilic)

33, fenol fitalein indikator gizeltisi: 2 g fenolfitaleyn etil alkolde gbzilur ve 100 mL'ye tamamlanr.
3.9, 2-propanol

310, Mobil Faz: Metanol ve su, 982 (v/v) oramnda sistemden geirilir. Kesin aran kullanian kolonun
Karakteristgine gore tespit edilebilir.

301 Awotgan
302 Alltrans-vitamin A asetat standard:

All-uans-vitamin A asetat siok gozeltsi: 0,1 me hassasiyetle 50 mg standart 100 mL."lik balonjojeye alir, 2-
propanol igerisinde ¢ézindirIir ve aymi solventle 100 mL ye amamlanr. Tahmini Konsantrasyon 1400 [U/ mL.
dic ancak kesin konsantrasyon spektrofotometrik yontemle teyit edilmelidir

Stok gozehtiden 2 mL alinarak 50 mL'lik balonjojeye aktarir. Hacim 2-propanol ile tamamlanir. Tahmini
Koosantrasyon 56 1U/mLdir. Bu dilusyondan 3 mL alinarak 25 mLIik balonjoje ye aktarii hacim 2-propanol ile
@mamlanir. Bu g8zeltinin tahmini konsantrasyonu 6,72 1UANL dir. 326 nm dalga boylar: araliginda 2-propanola
Karst bu gBzeltinin UV spektromu aliir.

Vitamin A 10/mL = Bz x 19,0
313, Allrans-vitamin A palmitat standard:

All-wans.vitamin A palmitat stok gozeltisi - 0,1 mg hassasiyetle 80 mg standart 100 mL Ik balonioje ye ahnir. 2-
propanol igerisinde stzilir ve ayn solventle hacmine tamamlamir. Tahmini konsantrasyon 1400 1U/ mL. dir
ancak kesin konsantrasyon spektrofotometsk yntemle dogrulanmalidir

3 L stok guzeltisi 50 mL lik balonjoje ye alr hacim 2-propanol ile tamamlanis, Bu sozeltiden de S mL
almarak 25 mL fik balonjoje ye akiarlir hacim 2-propanol lanr. Bu gbzelinin tahmini konsantrasyonu





[image: image6.png]6,72 10/ L dir ancak spektrofotometrik yomiele konsantrasyonun dogrulanmas gerekmektedir. Dogrulama
igin Gozeltinin 2-propanola karsi 325 nm dalga boyunda UV spektrumu aliir.

Vitamin A 1/ ml. = Eye x 19
31 26dictert-bilti-a-metilfenol (BHT) (hidroquinon BHT yerine kullanlabilir.)

4. CALISMA TEKNIG

Vitamin A i51ga ve oksijene Karsi son derece hassastr bu nedenle gaismalar karanhkia ve mimkiin oldugunca
oksijen temasindan uzak bir sekilde yapilmalichr. Karanlik bir ortam saglamak igin cam malzemeler aliminyum
folyo ile kaplanmali veya amber cam malzeme kulfamimalidir. Oksijenden muhafaza etmek iginde eksiraksiyon
siiresince swa kismin zerinde bir azot akim saglanmalidr

Ornek Hazirlama

Ornekler 1mm'lik elekten gegecek sekilde 6gutbims olmalidir. Sabunlagurma sieminden hemen Snce 6gitme
islemi yapilina ve Sgutme swasinda rsinma oimas engelleamelidir. (Karma yem ise : 25 g Premiks ise Sg tartli)

42, Sabunlagtirma

Numunenin igerdigi Vit A mikianina gore 0,01 gr hassasiyetle 2.25 gr trmek S00mL lik balona alinr. 130 mL
etanol balon calkalanarak eklenir. Yaklasik 100 mg BHT, 2 mL sodyum askorbat tzeltisi, 2 mL sodyum silfit
qozelisi ilave edilerek geri sogutucuya baglanis. Balon geri sogutma islemi sirastnda manyetik kanstiici bir su
banyosuna daldirilr. Kaynayana kadar it kaynama basladiktan sonra $ dakika iin geri akisa mosaade edilir.
25 L potasyum hidroksit soldsyonu geri soButucu sisteminden balona aktanli ve 25 dakika daha sistem
salistintr. Oksidasyonu engellemek isin bu islem esnasinda azot akimindan faydalanilir. Geri sogutucu yaklasik
20 m. su le durulanir ve balon muhtevas oda sicakliguna sogutulur.

4.3, Eksteaksiyon- Saflagtirma

Toplam 250 mL su kullamilarak balon igerisindeki svi faz 1 IVlk bir ayiima hunisine veya ckstraksiyon
sisteniine akiarilir. Sabunlastirma balonu 25 m. etanol ve 100 mL petrol eter ile durulanarak iserigi tamamen
ayma hunisine veya ekstraksiyon duzenegine i Etanol su orant yaklagik 2:1 olmaldir. Sonra karisim 2
dakika stre e ivice aristmir ve 2 dakika faz aywims beklenir.

431 ayirma hunisi ile ekstraksiyon : faz. ayinimi gerceklestiginde petrol eteri fazs baska bir ayima hunisine
aktarilr. (faz ayimi-gerseklesmemis ise 10 L ctanol cklenebilir)100 mL peirol eteri kullanilarak bu
ekstraksiyon islemi 2 kere daha yapi (50 ser mL peiro etri kullanilarak). Birlesirlmi ekstraktlar iki kere her
seferinde 100 L su kullanarak galkalanir. Su ekleme islemine eklenen su fenolfialein varliginda renksiz ofana
Kadar devam edili. Yikanmig ekstrakt 500 mL ik bir balona stz0llr. Filtre ve ayirma hunisi S0 mi. petrol eteri
ile durulanir balon petrol et le hacmine tamamanarak iyice karistrlr.

43.2. ekstraksiyon dizenegi ile ekstraksiyon: faz ayinmi gersekiestiginde (gerceklesmez ise 10 m etanol
ilave edilebilir) cam silindirin kapags Kapatilc ayarlanabilir U tiplniin kisa vcuna takalr. Bu sekilde ara
yzeyden yukanida kalmis olur. Yan koldan azot basinc ile Ustteki petrol eteri fazi ayirma hunisine transfer
i Com sifindire 100 mL petrol etei konur kapads kapatilr ve iyice galkalari. Ust kisimda toplanan petrol
etert fazi daba Onceki gibi ayirma hunisine aklanh. Ayni islem | kere daha 100 mL sonra 2 kez 50 mL pefrol
eteri il tekrarlanis ayima hunisinde daha dnceden (d-3-1) anlatildigs gibi yrkanit ve durulanir

4.4 HPLC igin numune solisyonu hazirlanmasi : ekstraksiyon sunucu elde edilen petrol eteri soliisyonu 250
L ik asmudi balona aktarilr. Rotary evaporattide neredeyse tamamen kuruyana kadar 40 C ailmadan evapore
edilir. Kalan solvent azot akum altinda wzaklastirhir ve kalins bilinen hacimde metanal igerisinde gozindirdlr.
(10-100 mL) Vit A konsantrasyonu 5-30 [U/mL araligida olmalidir

45 HPLC de uygulama: Vit A C,y tersfaz Kolonunda UV dedektord igin 325nm Qioresans Detektor igin
325w eksitasyon 475 nn emisyonda olG0lor. Akis hizs -2 mUimin olmalidr

Mobit faz. Metanol ve suyun 98:2 oraninda hacimee karigini
Abss hizr: 2 mLidk

Dalsa boyu: Vit A 325 nm,

Enjeksiyon hacmi: 20 1

on sicaklizy: Oda sicaklig (20°C)
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46.1. standart saligma gozeltilerinin hazirlanmasi: vitamin A asetat stok cozeltisinden 20 mL veya vitamin A
palmitat stok gzeltisinden 20 mL S00 mL Iik balona alinic ve sabunlasma bilominde anlauldigs gibi hidrolize
edific ancak bu kez BT cklenmez. Ardindan ekstraksiyon boliminde anlauldig1 gibi petrol eter ile ekstrakie
cdili ve hacim petrol eteri ile tamamlanir. Hemen hemen kuruyana kadar evapore edilir kalan solvent azot akim
alunda ugurulur Kalio 10 mL metanol fgerisinde gz0ndUriiur. Bu gozeltinin tahmini konsantrasyonu 560
1Uf. di. Gersek konsantrasyon spektrofotometrik yontemle dogrulanmaidir. Galisma gozeltisi kullanumdan
once taze hazrlanmalidr.

3 mL vitaminA galima gbzeltisi SOmL lik balonjoje ye alimr ve 2-propanol ile hacmine tamarmlanir. bu
goveltiden S mL aline 25 mL ye 2-propanol ile tamamlanr. Bu gozeltinin tahmini konsantrasyonu 6,72 1U Vit
A mL dir. 2-propanole karsi 325 m de UV spektrumu alinir

1UVitA/mb = Eqy x 183

Bu alima gozeltisinden 2 mL ahmarak 20 mL lik balonjoje ve aktariir. Metanol ile hacmine tamamlan, Bu
gozeltinin ahmini konsantrasyonu 56 U vitamin A . dir

462 kalibrasyon gtzeltilerinin ve kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi : 12,5 ve 10 L galisma gozeltsi bir
dhzi 20 mL. 1k belonjojeye almi. Ve balonjojeler metanol ile hacimerine tamamiani. Bu ozelhtilerin tahmini
konsantrasyonlari 2,8,5,6,14 ve 28 [U vitamin A/ mL dir. Her biri HPLC ye verilerck pik alanlan hesaplani ve
Kalibrasyon grafig gizilmis ofur.

5 HESABI

Kalibrasyon kurvesi kullamilarak analiz edilen numunede bulunan analit konsantrasyonu hesaplanr.
W=(S00 % B x Vax 1000 ) (V. x m) Uke

W ornegin Viamin A igerigh 1Ukg

] omek gozeltsindeki 1U/mL vitamin A konsantrasyony

v, ek soltsyony haci L.

Vv, ahman st hacmi il

m omek mikiar g

YEM VE YEM KATKI MADDELERINDE E VITAMINLERININ HPLC ILE ANALIZI

VITAMIN E BELIRLENMESI

Bu metot yem ve yem katks maddelerinde, premikslerde Vit E belirlenmesinde uygalanabilir. Vitamin E icerigi
img DLea tokoferol asetatike, olarak ifade edilebilir. 1 mg DL-a- tokoferol asetat 0,91 mg DL-a-tokoferol ¢
esdegerdir

Belirieme limiti 2mg vitamin E/kg olarak tespit edilmisti.

1 ILKE

Numune etanolik potasyum hidroksit cozelis le hidrolize edils ve Vit A petrl eterine ekstrakic edilc. Solvent
evaporasyonla uzaklastl, Kalmu' metanol igerisinde gozindaralur ve gerckli goraldigtinde uygun
konsantrasyona_seyreltfir. UV veya Mhoresans detekior kullaniarak ters faz ytksek performans st
kromotografisi ife Vitamin E igerii fespit edilc

2. ARAG VE GERECLER
2.1, vakum rotary evaporaitr

22 amber cam malzeme.

23300 L ik amber renkl, s ve kapakhs balonjojeler
241,25, 100, 500 mL ik balonjojeler




[image: image8.png]25 konik, 1000 L lik ayrima huniler

26 armudi balonlar 250 mL.

2.7 Geri sogutucular

28 Otomatik pipet

2.9 Stzme dizencgi

2:100.2 LMk filtreler

211045 Lk ilreler

2.12Kaba filire kagich

2.13Kangtinc, standart Vortex

2.14Hassas terazi

2.15Ultrasonik su banyosu

216HPLC, UV-DAD Detekisr

2.17Analitik kolon: 250 x 4 mm boyutlarnda, Sveya 10y partikil irifigine sahip,

ikajel bazh C18 kimyasal

bagh ters fazlt kolon dolgy maddesi.

2.18spektrofotomeure ( 10 mm quart bolmeli)

2 19ekstraksiyon dizenegi

3 REAKTIFLER

Analiz sirasinda, yalnizca asagida belirtilen analitk saffikiaki kimyasaliar ve ulra saf su (direns:18.3 m@)

Kullamimaldir

31 Metil alkol

32 Eit alkol %96

33 Petrol eter (ekstraksiyon igin)

34 Potasyum hidroksit, grantl

35 % 50'lik KOH: 50 g granil KOH 100 mL'lik balonjojeye taril ve saf su ile stztlerek hacmi
tamamianip sogutarak gozblmelidir

36 Sodyum askorbat g8zeltisi: 10 g1/100 mL (yaklasik 150 mg askorbik asit sodyum askorbat
sozelisi yerine kullanilabilc.)

37 Sodyum sulfit sbzeltsi : 0,5 mol L gliserol (yakiastk 50 mg EDTA sodyum suift sozeltsi
yerine kuliamlabili. )

38 fenol ftalein indikattr gozeltisi: 2 ¢ fenolfialeyn etil alkolde goziilir ve 100 mL'ye
(amamlanir.

39 2-propanol

30 Mobil Faz: Metanol ve su, 98:2 (v/v) oraninda sistemden gegirilr. Kesin oran kullanian
kolonun karakieristigine gore tespit edilebili.

3 Azot gam

3 DL-a-tokoferol asetat

ENE! DL-a-tokoferol asetat stok cozelisi 0,1 mg hassasiyetle 100 mg standari 100,mL Ik balonjoje
ye alinu. etanol igerisinde g620ndUrdlor ve aym solventle 100 mL ye tamamlanirbu gtzeltinin ImL
5i 1 mg DL-a-tokoferol asetat iseri.

314 DL-a-tokoferol

3 DL-atokoferol stok gozelisi 0,1 mg hassasiyetle 100 g standiart 100 mL lik balonjoje ye

ali. etanal igerisinde §oz0ltr ve ayni solventle hacmine tamamlanur. Bu cozelinin ImL si lmg DL-
autokoferol igerir
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4. CALISMA TEKNIGI

Vitamin £ 12 ve oksijene karsi son derece hassastr bu nedenle galigmalar karaniikia ve miimkin oldugunca
oksijen temasindan uzak bir sekilde yapibmalidi. Karanhik bir ortam saglamak igin cam malzemeler afiminyum
folyo ile kaplanmali veya amber cam malzeme kullamlmalidi. Oksijenden muhafaza etmek iginde ekstraksiyon
stresince sivi kismin Uzerinde bir azot akimi saglanmalidir

4.1. Ornek Hazirlama

Grmekler lnm'lik elekten gegecek sekilde ogtlmis olmalidir. Sabunlastirma isleminden hemen Snce dgitme
islemi yapilma ve 6g0tme swasinda isinma olmast engelenmelidir. (Karma yem ise - 25 g Premiks ise Sg tartlr)

4.2 Sabunlastirma

Numunerin igerdigi Vitamin E miktarina gore 0,01 gr hassasiyedle 225 gr orek S00mL ik balona afimr. 130
L etanol balon calkalanarak eklenir. Yaklasik 100 mg BHT, 2 mL sodyum askorbat gozeltsi, 2 mL sodyum
sillfit ozeltsi ilave edilerek geri sogutucuya baglanir. Balon geri sogatma slemi sirasinda manyetik karistiricils
b su banyosuna daldiriir. Kaynayana kadar siilr, kaynama basladikian sonra § dakika igin geri akisa missazde
edillr, 25 L. potasyum hidroksit solusyonu geri sogutucu sisteminden balona akiarsr ve 25 dakika daha sistem
calistirihr. Oksidasyonu engellemek igin bu islem esnasinda azol akimindan faydalanihr. Geri sogutucu yaklasik
20 mL suile durulani ve balon muhtevast oda sicakligina sogutular

4.3, Ekstraksiyon- Saflastirma

Toplam 250 mL su kullanilarak balon igerisindeki svi faz 1 IWlik bir ayirma hunisine veya ekstraksiyon
sistemine aktanlir. Sabunlastirma balonu 25 mL_ etanol ve 100 mL petrol eter ife durulanarak igerigi tamamen
ayirma hunisine veya ekstraksiyon dizenegine ahnir. Etanol su oram yaklastk 2:1 olmalidir. Sonra karisim 2
dakik sie le iyice kanistiilr ve 2 dakika faz ayirim: beklenir

4.3.1. ayirma hunisi ile ekstraksiyon : foz ayirimi gerseklestiginde petcol etei fazs baska bir ayirma bunisine
akiarili. (faz ayimi gerseklesmenis ise 10 mL etnol eklenebilir)100 mL petrol eteri kullanlarak bu
ekstraksiyan slemi 2 kere daha yapihr (50 ser L. petrol eteri kullantlarak). Birlestrilmis eksirakilar iki kere her
seferinde 100 mL su kullanarak salkalanir. Su ekleme islemine eklenen su fenolftalein varliginda renksiz olana
Kadar devam edilir. Yikanmts ekstrakt 500 miL Ik bir balona siz0li. Filtre ve ayima hunisi 50 mL petrol eteri
ile durulanir baolon petol eteri ile hacmine tamamlanarak iyice kai

432 ekstraksiyon diizenedi ile ckstraksiyon: faz aymmi gergeklestiginde (gerceklesmez ise 10 mL etanol
ileve edilebilir) cam sitindiin kapaga kapatir ayarlanabilr U tipiinin kisa ucuna takilir. Bu sekilde ara
yizeyden yukanda Kalmis olur. Yan koldan azot basincr ile tstieki petrol eteri fazi ayima hunisine transfer
ditir. Camm silindire 100 mL petrol eteri konur kapag: kapatlr ve iyice salkalani. Ust kismda topfanan petrol
eteri fazy daha Gnceki gibi ayirma hunisine aktanbir. Ayni islem | kere daha 100 mi. sonra 2 kez 50 mL petrol
et le tekrarlanir ayirma hunisinda daha dnceden (A-d-3-1 ) anlaldi gibi yikamr ve durulanir.

4.4, HPLC igin numune solusyonu hazirlanmasi : ekstraksiyon sunuei elde edilen petrol eteri solusyonu 250
mL ik armudi balona aktarilr. Rotary evaporattide nesedeyse tamamen kuruyana kadar 40 C asilmadan evapore
egilir. Kalan solvent azot akimi altinda uzaklastii ve kalint bilinen hacimde metanol igerisinde gzondirolir.
(10-100 mL) Vit.A konsanteasyonu 5-30 [UfmL arabginda olmahdir

45, HPLC de uygulama. Vit E C,y tersfaz kolonunda UV dedekiort icin 2920m flioresans dedektor igin
205 eksitasyon 330 am emisyonda algolr. Akis hizi 1-2 mL/min olmalidr.

Mol

faz: Metanol ve suyun 98:2 oranida hacimee karisin1
Al bizs 2 mUdk.

Dalga boyy: Vit E 292 am,

Enjeksiyon hacmi: 20 1

Kolon sicakligy: Oda scakiis (20°C)
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46.1. standart sahsma gbzeltilerinin hazrlanmasi: DL-a-tokoferol asefat stok gozeltisinden 25 mL 500 mL
Jik balona alimir ve sabunlama bolmunde anlatldi@y gibi hidtolize edilir. Ardindan ekstraksiyon bolumande
anlaldi gibi petro eter le ckstrakie edil ve hacim petrol eteri il tamamanir. Hemen hemen kuruyana kadar
evapore edilir kalan solvent azot akims altida ugurulur Kalinti 10 mL. metanol igerisinde gozindurlur. Bu
sozeliinin tahmini konsanteasyonu 45. .5 mikrogram DL-a-tokoferol /mL yani 50 mikrogram DL-o-tokoferol
asetavml. dir.

4.6.2. kalibrasyon sbzeltilerinin ve kalibrasyon grafiginin hazlanmasi : 1.2.4 ve (0 mL gahisma gzeltisi bir
dizi 20 mL ik balonjojeye alimr. Ve balonjojeler metanal ile hacimlerine tamamfani. Bu gozeltilerin tahmini
Konsantrasyonlan 2,5:5,0;10;ve 25 mikrogram /mL DL-a-tokoferol asetat t.

5. HESABI
Kalibrasyon kurvesi kullanlarak analiz edilen numunede bulunan anait konsantrasyany hesaplanr
WA(S00XBx VoY (Vixm)  meke

w megin Vitamin E icerigi me/kg

[ ek gazehisindeki mikrogram mi. vitamin E konsantrasyonu
v Gmek solisyonu hacmi mL

Vi alinan sivi hacmi i

m Gmek miktan g

BITKISEL VE HAYVANSAL HAM YAG TAYINI

Bu metot yemlerde bitkisel ve hayvansal ham yag mikian tayin etmeyi mumkun kilar. Bu tayin oleaginous
tohumlari ve yagh tohumlarin analizini kapsamaz.

Yemin yapisina ve bilesimine gore analiz yapmak icin asagida iki prosedur agiklanmisur.

Metot A: Direkt ekstrakte edilebilen yaglar

Bu metod bitkisel orijink yem ve materyallerine uygatanabilir, B Metodunun konulart kapsamindakileri hrig.
wiar

Metot B: Bu metod hayvansal orijinli biton yem materyallerine ve bt karma yemlere uygulanabilir. Bunlar
on hidrolizsiz tam olarak ekstrakle edilemeyen materyallerdir

1. 1UKE:

1 Metot A: Ornek petrol eter il ekstrakte edili, Solvent distle edilip uzaklagtrhr. Kalint kuratulur ve
tarthe.

12 Metot B: Omek sicak hidroklorik asit ife hidrolize edilir. Gozelt soutulur ve suzalar. Kalint: yikanir,

Kurutulur ve metot A kullanilarak petrol etsi le ekstrakte edifr

2 ARAG VE GERECLER:

21, Soxhlet tip ekstrakidr veya egdegeri bir cihaz. ( Geri akis izt 10devir/saat olmaly).
220 Korutm v (100 °C 3 °C) veya Vakumlu ety (75 °C 4.3 °C)

23 Ekstraksiyon kartusu (Ekstraksiyon cihazina uygun gozenekie ofmal )

3. REAKTIFLER:

31 Petrol eteri 40-60 °C ( Brom degeri | mg'dan az evaporasyon kahntisi 2 mg/100 mL'den az olmalidir.)
32 Sodyum silfat (susuz).

33, 3N Hidroklorik asit el

34 Stemeye yardimes madde (Kieselgur, hyflo-superce).

4 CALISMA TEKNIGE:

41 MewotA:

Sg numune g hassasiyedle tartibr. Karisim yag isermeyen ekstraksiyon Kartwsuna (2.3) konulur ve yagsiz
pamuk tomariyla kapatihr.




[image: image11.png]Kartus ekstrakiore (2.1 yerlegtirilic ve petrol eteri ile (3.1) 6 saat ckstrakte edilir. Eger soxhelet tipi bi
ekstraktbr kullanifiyorsa sicakligs saatte en az 10 sifon yapacak sekilde ayarlanmalidir. Eter eksirakts kuru, darast
alimis singer tasy pargaciklan igeren balonda toplanir. Eter uzaklastihr ve kalnts 1.5 saai 100 °C'de etvde
(2.2) kurutulur, Desikatorde sogutulur ve tartil. Ya kalintlarinin ogarliginin sabit oldugundan emin olmak isin
30 dak. daha kurutulur, (Agirlik kaybs 1mg'dan az olmalidir)

42 MetotB:

25 g numune | mg hassasiyetle tarihr ve 400 mLlik behere veya 300 wLfl erlene koyulur. 100 mL 3N (3.3)
Ve siinger tagt porcalart koyulur. Beher sant cam ile kapatir veya erlen geri soputucuya baglani. Karigim
aleve veya elekirikii isicida hafifge kaynayacak sekilde | saat wiolur Numunenin Kabim eperlerine
yapismasina izin verilmez. Soputularak, filtrasyon esnasinda yag kaybin engelleyecek filtrasyon yardimer
maddesi (3 4) eklenir. Iki kat yagsiz ve nemli sbegeg kagidindan szilerek kel asit reaksiyonu bitene dek
souk suda yikanir. SOzintnon yag igermedigi kontrol edifir. Suzinttde yag varhgs numunenin hidrolizden
ince 4.1 de verilen melodla eksiraktc edilmesi gerektigini gostrir

2 katls kalints igeren filtre kagytlars bir saat camina koyulur ve 100+ 3 °C de etivde kurutuiup ekstaksiyon
Kartusuna koyulup peivol eteri le eksiraksiyona 4.1 deki gibi devam edilr

s HESABI
Sonuglar numunenin ylzdesi olarak ifade edili.
Tekrartanabi
Ayt numunede aym analistin ki paralel galismasinin yag oran sonugiarindaki fark ,
- % 5'den az ya kapsayan Ormeklerde mutlak deger olerak % 0.2'den

%0 - %10 arast yag igerenlerde en yiksck sonuca gore rolati( % 4.0'dan
- % 10 ve Gzeri yagigerenlerde mutlak deger olarak % 0.4°den fazla olmamalidu

6 OZEL DURUMLAR
61 Yilksek yo iceren ve deney isin parsalamasi veya homojen numune ahnmiasi zor Urnle
glem asamalari uygulanir

20 ¢ numune 1 mg hassasiyetic tarihr ve 10 g veya facla susuz sodyun silfatla (3.2) kai
belinuldigi gibi petrol teri ile (3.1) eksirakle edilic. Alinan eksiaki S00 mL ye petrol eleri (3.1) ile tamarmianir
v homogenize edilir. Bu soliisyondan 50 mL aimarak kigtk, kuru darast ahmis ve Siinger tag) pargaciklar
iceren balona korulur, Solvent wzaklastilr, kurutulur ve 4.1°in son paragrafindak gibi devam edilir. Kartusta
Kalan cksiraksiyon kahnusindan solvent uzaklastinlic ve kahti | mm elek boyUklugunde ogutolar. Tekrar
ekstraksiyon kartuguna konulur (Sodyum SUfat ckleameden). petrol eteri ile ekstrakte edilr ve 4.1°in ikinci ve
unc paragraflarindaki gibi devam ct

Sonug mumunenin ylzdest ofarak, lk ekstraksiyonda kullanifan sollisyon miktanmda dikkate alarak asagidaki
formille hesaplanir

"% Yag - (100 4 b)x S

- eter ekstako, g birinei eksiraksiyon sonrase
. eter ekstrakt, & kinci ekstiaksiyon sonast

6.2 Dusik bitkisel ve hayvansal yag igeren dmeklerde mikiar $ g alinabilir

6.3 Yuksck oranda su igeren evcil hayvan yemlerinin Metod B'ye gore hidroliz ve ckstiaksiyonu Oncesi susuz
Sodyum silfat ile karistirimasina ihtiya olabili.

6.4 Metod B deki flrasyon sonrasi kaliniiy1 soguk su yerine sicak su ife yikanak daha edkili olabili.

65 Baz yemerin 1.5 saatten daha uzun kurutulmas: gesekebilir Agim kurutma dasik sonuglara neden
alacagindan kagiimalidir Mikrodalga firin da kullanilabi

6.6 Eger yap oram % 15 den fazla ise A metod ile 6n eksuraksiyon.B metodu ife on hidroliz
ve tekear cksiraksiyon tavsiye edifi Bu yemdeki yagin yapisina ve yemin yapisina gore degisebilr

YAKMA METODU iLE HAM PROTEIN TAVINI

%0.2-20 Azot i

ren karmayem ve karmayem hammaddelerinde uygulanabilen bir metoddur
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Vilksek sicaklika (850-050°C) saf oksijenle (%99.9) Smegin yakilmasi sonucy agiga gikan azotun rsisal 82
ilethenlik (Termak konduktivite) yardim ile 0lg0lmesi ve uygun protein (sk(ord ile garpilarak % protein olarak
ifade edilmesi ilkesine dayan

2. ARAC ve GERECLER

2.1, Hassas laboratuvar terazisi

22, Finm: Saf oksijende (% 99.9) omegin pargalanmast icin minumu
Baz sistemles daha yiksek sicakliklar gerektirebilir

23, lzolasyon Sistemi- Diger yanma Orinlerinden ayrilnis olan azot gazi termal kondiktivite dedekioril ile
slgamn yapilmasy icin izole edilmis olmalidir. NO, Urelerini N; geviren veya azota NO, olarak dlgen
cihaza ihtiyeg olabili ve dizayna eklencbilir

2.4, Tammlama Sistemi : Dedektorin tepkisini % m/m ofarak azota gevirmelidir. Standart madde Kalibrasyonu
Kor (blank) tanimlanmasi, barometrik basig karsihg1 wibi ozellikier igerebilir. Gereken herhangi bir
Kalibrasyon EDTA gibi saf primer standartorganik maddedeki teork azot ylzdesine dayandiimalidir.

950 °C saigma sicakiigint sagiamai

3. ALET VE EKIPMANIN PERFORMANSI
Cihazsn kullami igin Oretici tavsiyelerine ve kuflanim talimatina tam uyarak dmek analize aiur. Bununle
ilgili o cihaza ait prosed ve talimatlar ofusturuiur, uygulanie
Yukarda agikland g sekilde donatilms sstem asagidaki minumum performans ozelikierir
3.1 Sistem % 0.2-20 azot igeren karmayem ve haminaddelerindeki azotu oebilecek kapasitede ofn
3.2, Sistemin kesinligi, Lisin HCI ve Nikotinik asit igindeki azot mikiari yapilan 10 olgim ile
Kantlanmalidir. OlgUm ortalamalan teorik degerin £ 0,15 civannda olmals ve standart sapma ~ <0.15.
olmalidir Lisin-HCI yerine standart trptofanda kullamiiabilr.
3.3 Misir taneleri ve soya fasilyesi kangiminda (2+1) uygun sekilde Gutclmis 10 igtm sonucunda bagil
standart sapmasi (RSD) % 2.0 olmaldir

RSD =% SD (Standart Sapma) / % ortalama azot) x 100

Bu kesinligi saglayan pargacik biyUKligU (yakiasik 0.5 mm) tom kansm: yemler ve diger heterojen

maddeler cin kullanilmalidr

34. Azot icermeyen toz seluloz gibi bir numune (sifir deger) 10 kez okunarak kor analiz yapilmalidir.
Atmosferik dozelime hata getiebilir. Eger sistem uygun sekilde ayarlanms ise ve Smek sikisinis

atmosferik azotu en aza indirecek sekilde hazulanms ise gerekli degildir

4. HESAPLAMA:
% Ham Protein (m/m) = % N X f
e = Ok cinsine gore kullanilan prot

gevinme faktorts
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