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21 Ocak 2017 CUMARTESI Resmi Gazete Sayi : 29955 (Miikerrer)

YONETMELIK

Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlhigindan:
YEMLERIN RESMi KONTROLU iCiN NUMUNE ALMA VE ANALIZ
METOTLARINA DAIR YONETMELIK

Amac ve kapsam

MADDE 1 — (1) Bu Yonetmeligin amac;

a) Yemlerin resmi kontroliinde yemin bilesiminin, katki maddelerinin ve istenmeyen maddelerin tespiti i¢in
numune alma metotlarini,

b) Numunelerin analiz i¢in hazirlanmasi, analizlerde kullanilacak reaktifler ve aparatlar ile analiz metotlarinin
uygulanmasi ve sonuglarin ifadesine iligskin hususlart,

¢) Yem maddeleri ve karma yemlerin bilesimlerinin kontroliine yonelik analiz metotlarini,

¢) Yemlerde kullanimina izin verilen yem katki maddelerinin diizeylerinin kontroliine yonelik analiz
metotlarini,

d) Yemlerde istenmeyen maddelerin kontroliine yonelik analiz metotlarini,

e) Yemlerdeki hayvansal bilesenlerin tespitine yonelik analiz metotlarini,

f) Kanatli karma yemlerinde enerji degerinin hesaplanmasina yonelik analiz metodunu,

g) Yemlerde kullanimi yasaklanan yem katki maddelerinin kontroliine yonelik analiz metotlarini,

belirlemektir.

(2) Bu Yonetmelik, yemlerin resmi kontrolii i¢in numune alma, analiz metotlari, numunelerin analiz i¢in
hazirlanmas1 ve sonuglarin agiklanmast ile ilgili hususlar kapsar.

Dayanak

MADDE 2 — (1) Bu Y6netmelik, 11/6/2010 tarihli ve 5996 sayili Veteriner Hizmetleri, Bitki Sagligi, Gida ve
Yem Kanununun 31 inci maddesine dayanilarak hazirlanmgtir.

Tammlar

MADDE 3 - (1) Bu Yonetmelikte gecen;

a) Azaltilmig numune: Pagal numuneden azaltma metoduyla elde edilen ve pagal numuneyi temsil eden
numuneyi,

b) Bakanlik: Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligini,

¢) Birincil numune: Numune alinan kismin bir noktasindan alinan miktari,

¢) Genetik yapist degistirilmis organizma (GDO): Modern biyoteknolojik yontemler kullanilmak suretiyle gen
aktarilarak elde edilmis, insan disindaki canli organizmayi,

d) Laboratuvar numunesi: Laboratuvara gonderilmek iizere hazirlanan ve nihai, azaltilmig veya pacal
numuneyi,

e) Mihiirlii numune: Miihiir kirilmadan veya uzaklastirlmadan numuneye erigimin miimkiin olmayacagi
sekilde miihiirlenmis numuneyi,

f) Nihai numune: Azaltilmis numunenin veya pagal numunenin bir kismini,

g) Numune alan personel: Bakanlik tarafindan resmi kontrol yetkisi verilen kisiyi,

&) Numune alinan kisim: Bir parti veya bir parti ya da alt partinin belirli bir kismini,

h) Pacal numune: Numune alinan kisimdan alinan birincil numunelerin birlestirilmesi ve homojen olarak
karigtirilmast ile elde edilen numuneyi,

1) Parti veya seri: Orijin, ¢esit, ambalaj sekli, paketleyici, sevkiyatci, etiketleme gibi sahip olunan ortak
ozellikleri bakimindan ayirt edilebilir miktardaki bir yemi, bir iiretim prosesinde ise iiniform iiretim parametreleri
kullanilarak bir isletmedeki bir {inite {iretim miktarini ya da seri iiretim halinde ve birlikte depolandiginda iinitelerin
sayisini,

ifade eder.

Numune alimiyla ilgili genel hiikiimler

MADDE 4 - (1) Yemin resmi kontrolii amactyla GDO, katki maddeleri ve istenmeyen maddeler de dahil
olmak {izere yemin bilesiminin tespiti i¢in alinacak numuneler EK-1 de yer alan metotlara gore alinir. Numune
almacak partinin Ozelligine ve biiyiikligiine gore, alinmasi gereken numune sayilari ve miktarlart EK-1’de
belirtilmistir.

Analiz metotlarina iliskin genel hiikiimler

MADDE 5 - (1) EK-1’de belirtilen metoda gore alinan ve laboratuvara gonderilen numunelerin analiz i¢in
hazirlanmasi, analizlerde kullanilacak reaktifler ve aparatlar ile analiz metotlarinin uygulanmasi ve sonuglarm ifadesi
EK-2’de belirtilen hiikiimlere gore yapilir.

Analiz metotlar



MADDE 6 — (1) Yemlerin resmi kontrolii;

a) Yem maddeleri ve karma yemlerin bilesimlerinin kontrolii EK-3’te,

b) Yemlerde kullanimina izin verilen yem katki maddelerinin diizeylerinin kontrolii =~ EK-4’te,

¢) Yemlerde istenmeyen maddelerin kontrolii EK-5’te,

¢) Yemlerdeki hayvansal bilesenlerin tespiti EK-6’da,

d) Kanatli karma yemlerinde enerji degerinin hesaplanmas: EK-7"de,

e) Yemlerde kullanim yasaklanan katki maddelerinin kontrolii EK-8’de,

belirtilen analiz metotlarina gore yapilir.

(2) Bu metotlar, 29/12/2011 tarihli ve 28157 {iglincli miikerrer sayili Resmi Gazete’de yayimlanan Gida
Kontrol Laboratuvarlarinin Kurulus, Goérev, Yetki ve Sorumluluklari ile Caligma Usul ve Esaslarinin Belirlenmesine
Dair Yonetmelik kapsaminda uygulanir.

Avrupa Birligi mevzuatina uyum

MADDE 7 - (1) Bu Yonetmeligin hazirlanmasinda 27/1/2009 tarihli ve (AT) 152/2009 sayili Yemin Resmi
Kontrolii I¢in Numune Alma ve Analiz Metotlar1 hakkinda Komisyon Tiiziigii dikkate almmustir.

Yiiriirliikten kaldirilan yonetmelik

MADDE 8 — (1) 27/12/2011 tarihli ve 28155 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan Yemlerin Resmi Kontrolii
Igin Numune Alma ve Analiz Metotlarina Dair Yénetmelik yiiriirliikten kaldirilmistir.

Yiiriirlik

MADDE 9 — (1) Bu Yonetmelik yayinu tarihinde yiirtirliige girer.

Yiiriitme

MADDE 10 — (1) Bu Yo6netmelik hiikiimlerini Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakani yiiriitiir.

Ekleri i¢in tiklayimmiz


http://www.resmigazete.gov.tr/eskiler/2017/01/20170121M1-2-1.pdf

EK-1

NUMUNE ALMA METOTLARI

1. GENEL HUKUMLER

Yemin resmi kontrolii amaciyla alinacak numuneler agagida tarif edilen metotlara gore alinmalidir. Bu sekilde
alman numunelerin, numune alinan kisimlart temsil ettigi kabul edilir.

Temsili numune almmasinin amact bir partiden kiigiik bir kisim elde etmek, bunu yaparken de bu kismin
ozelliginin partinin s6z konusu 6zelligi bakimmdan ortalama degere sahip olmasina dikkat etmektir. Partinin
igerisinden numune alinmasi partideki farkli noktalardan tekrarh bigimde birincil numune alinmasi yoluyla olur.
Soz konusu birincil numune, temsili bélme yoluyla temsili nihai numunelerin hazirlanacagi toplu bir pagal numune
olusturmak tizere karstirilarak bir araya getirilir.

Gorsel muayene yoluyla, yemin numune alinacak kisimlari nitelik bakimindan aym partideki yemin geri
kalanidan farklilik gosteriyorsa, soz konusu kisimlar yemin geri kalanindan ayrilmali ve ayr1 bir alt parti olarak
degerlendirilmelidir. Yemin farkli alt partilere ayrilmasinin miimkiin olmadigi durumda, yem tek bir parti olarak
degerlendirilmek suretiyle yemden numune almmalidir. Bu tiir durumlarda, numune alma raporunda bu husus
belirtilmelidir.

Bu Yonetmelik hiikiimleriyle uyumlu olarak alman bir yem numunesi, ayni sinif veya tanimdaki bir yem partisinin
kismt ise ve bu numunenin ulusal mevzuat gerekliliklerini karstlamadigi yoniinde degerlendirme yapilirsa, séz
konusu partideki tiim yemin ayni sekilde etkilendigi varsayilir. Partinin geri kalan kisminin ulusal mevzuat
gerekliliklerine uyumlu oldugunun detayli bir degerlendirmeyle ortaya koyulmasi durumunda yukaridaki varsayim
gegerli olmaz.

Numune, mithiir kirllmadan veya uzaklastirilmadan numuneye erisimi onleyecek sekilde mithiirlenmelidir.
Numunenin miihrii agik¢a belirlenebilir ve goriilebilir olmalidir. Numune geri doniigiimsiiz zarar gérmeden
agilamayacak sekilde kapatilmig bir kap igerisine yerlestirilebilir.

Numunenin tanimlanmast: Numune kalic1 bir sekilde isaretlenmeli ve numune alma tutanag ile agikga baglantilt
olarak tanimlanmalidr.

Yem isletmelerinde yapilan resmi kontrollerde kontrol gorevlisi tarafindan iig takim numune alinir. Birinci takim
numunenin muayene ve analizi Bakanlikga belirlenen laboratuvarda yapilir. fkinci takim olan sahit numune
Bakanlik il/ilge miidirliiginde muhafaza edilir. Ugiincii takim numune ise isletmeciye birakilir. Mikrobiyolojik
incelemeler ve iiriin miktarinin sahit numunenin analizinin yapilabilmesi igin yetersiz oldugu durumlarda bir takim
numune almir.

2. NUMUNE ALMA ARACLARI

2.1. Numune alma araci numune almacak iriinleri kontamine etmeyecek maddelerden yapilmus olmalidir.
Numune alma araglari birden fazla kullamlmasi gerekiyorsa ise ¢apraz kontaminasyonun dnlenmesi amaciyla
temizligi kolay olmalidir.

2.2. Kati1 yemden numune alinmasi igin 6nerilen araglar
2.2.1. Manuel numune alma
2.2.1.1. Dikey kenarli diiz tabanli kiirek

2.2.1.2. Uzun ayrik veya bélimlere sahip numune alma sondasi: Numune alma sondasinin boyutlari numune
alinan kismin 6zellikleri (konteynir derinligi, guval boyutlari vb.) ve yemin pargacik bityikliigiine uygun olmahdur.

Numune alma sondasinin birden fazla deliginin olmasit durumunda, numune sondasi boyunca farkli konumlardan
alnmasini saglamak igin, delikler boliimlerle ayrilmali veya sirali kademeli delikler meveut bulunmalidir.

2.2.2. Mekanik numune alma



Alas halindeki yemden numune alinmasi amaciyla uygun mekanik araglar kullanilabilir, Burada uygun araglarla
ifade edilmek istenen, akis halindeki yemin tiimiinii temsil edecek numune almmast igin gerekli araglardir.

Hareket halindeki yemden (yiksek akig oranina sahip) numune alinmasi otomatik numune alma araglariyla
gerceklestirilebilir.

2.2.3. Bélme araci

Miimkiin ve uygun oldugu hallerde, numuneyi yaklagik olarak esit pargalara bdlme amaciyla tasarlanan araglardir,
Azaltilan numunelerin hazirlanmasi amaciyla kullanilabilir,

3. BIRINCIL NUMUNE SAYISINA iLiSKiN MiKTAR GEREKLILIKLERi

3.1 ve 3.2°de birincil numune sayisina iligkin miktar gereklilikleri, maksimum 500 tona kadar ve temsili numune
almmasinin - miimkiin olacag biiyiiklikteki kisimlar igin gegerlidir. Tanimlanan numune alma prosediirii,
belirlenen ve numune alinan maksimum kisim biyiikligiinden daha biiyiik miktarlar igin de gegerlidir, Bunun
kosullart, asagidaki tablolarda belirtilen maksimum birincil numune sayilarinin dikkate almmamasi, birincil
numune sayisinin prosediiriin uygun kisminda verilen karekok formiiliiyle belirlenmesi (bkz. 3.3) ve minimum
Pagal numune biiytikligintn oransal olarak artmasidir. Bu durum biiyiik bir partinin daha kiigik alt partilere
boliinmesini ve her alt partiden 3.1 ve 3.2’ de tarif edilen prosediire uygun olarak numune almmasini énlemez.

Numune alman kismin biiy(ikligi, séz konusu kismin her alt kismindan numune alinabilmesine uygun olmalidir.

Cok biiytik parti veya alt partiler igin (500 ton’dan bilyiik) veya bu boliimiin 3.1 ve 3.2°sinde belirtilen numune
alma prosediiriiyle uyum!u olarak numunenin alinmasinin miimkiin olmadig1 sekilde tasinan veya saklanan partiler
i¢in 3.3’te belirtilen numune alma prosediirii uygulanir.

Yem isletmecisinin mevzuat uyarmnca zorunlu bir izleme sistemi kapsaminda gergevesinde bu Yonetmelikle
uyumlu olarak numune almasi gerektiginde, yem isletmecisinin numune alma prosediiriiniin denkligi yaninda
numunenin biitiinii temsil edebilme diizeyini yetkili makama ispatlamasindan ve yetkili makamin onay
vermesinden sonra, islem 6zelliklerini dikkate almak amaciyla bu bélimdeki miktar gerekliliklerinden sapabilir.

Kontrol gorevlisince, partide olugacak kabul edilemez ticari hasar dolayisiyla miktar gerekliliklerine iligkin
numune alma metodlarinin yiiriitilmesinin miimkiin olmadigi istisnai durumlarda (ambalajlama bigimi, tasima
araglary, saklama sekli, vb.), miimkiin oldugunca temsili olmak ve tam anlamiyla tarif edilmek ve belgelendirilmek
kosuluyla alternatif bir numune alma metodu uygulanabilir.

3.1. Yem igerisinde homojen dagilim gosteren maddelerin veya tiriinlerin kontrolil i¢in alinacak birincil numuneler
hakkinda miktar gereklilikleri

3.1.1. Dokme kat1 yem

Numune alinan kismin bityukliigi Almacak en az birincil numune sayist
<2,5ton 7
>2,5 ton Numune alinan parti miktarinin (ton) 20 katinin karekokii

aliarak elde edilen say1 kadar.(*)

En fazla 40 birincil numune alinir.

* Elde edilen say: kesirliyse en yakin fist tam sayiya yuvarlanur.



3.1.2. Dokme stvi yem

Numune alinan kismin biiyikligi Almacak en az birincil numune sayisi
<2,5 ton veya <2500 litre 4 (%)
> 2,5 ton veya > 2500 litre 7%

(*) Stvinin homojen hale getirilmesinin miimkiin olmadig1 durumda birincil numune sayist arttirilmalidir.
3.1.3. Ambalajli yem

Yem (s1v1 ve kat1), tabloda birim olarak bahsedilen torba, guval, teneke, fig1, vb. igerisinde saklanabilir. Biiyiik
birimlerden (> 500 kg veya litre) 3.1.1 ve 3.1.2 deki ambalajsiz yem i¢in 6ngoriilen hiikiimlere uygun olarak
numune alinmalidir,

Numune alinan kismin biiyiiklig Birincil numune alinmasi gereken paketlerin minimum sayis1 (*)

1 ile 20 paket arast 1 Paketten(**)

21 ile 150 paket arast 3 Paketten (**)

151 ile 400 paket arasi 5 Paketten (**)

> 400 paket Numune alinan partideki paket sayismin karekokiniin dortte biri
kadar. (¥) (***)
En fazla 40 paketten birincil numune alinir.

(*) Bir paketin (6r. bozulabilir yas yemler) agtimasinm analizi etkileyebilecegi durumlarda agilmayan paket birincil numune ofarak kabul edilir.
(**) Miktar1 1 kg veya I litreyi gegmeyen paketler igin bir orijinal paket miktari birincil numune olarak kabul edilir.
(*¥**) Elde edilen sayt kesirliyse en yakin tist tamsaytya yuvarlanir.

3.1.4. Blok yem ve mineral yalama taglar:

25 iiniteden olusan her parti igin bir blok veya bir yalama tas1 almur. En ¢ok dort blok veya yalama tag1 alinir. Her
biri 1 kg’dan az olan blok veya yalama taslar1 i¢in, bir blok veya bir yalama tag1 agirhg: birincil numune kabul
edilir.

3.1.5. Kabayem

Numune alinan kismmn biiyiikligii Alinacak en az birincil numune sayist (*)
<5 ton 5
> 5 ton Numune ahnan parti miktarinin (ton) 5 katinin karekoki alnarak elde

edilen say1 kadar. (**)

En fazla 40 birincil numune almir.

(*) Bazi yemlerden (or. silajlar), partiye kabul edilemez bir zarar vermeksizin birincil numunelerin almast miimkon olmayabilir. Bu
durumlarda alternatif numune alma mctotlart uygulanabilir ve bu tir partilerden numune almak igin bir kilavuz hazirlanabilir.

(**)Elde edilen say1 kesirliyse en yakimn st tamsaytya yuvarlanir.

3.2. Yemde igerisinde homojen dagilim gostermeyen bilesen veya maddelerin kontroliine iligkin birincil
numuneler hakkinda miktar gereklilikleri



Birincil numunelere iligkin miktar gereklilikleri asagidaki durumlarda uygulanir:

- Yem maddelerinde aflatoksinler, cavdarmahmuzu, diger mikotoksinler ve zararli botanik bulagikliklarin
kontroli;

- GDO’lu materyaller de dahil olmak iizere, bir bilesen veya maddenin yem maddesinde homojen dagihm
gostermeyen sekilde ¢apraz kontaminasyonun kontroli.

Kontrol yetkilisinin karma yemdeki bir bilesen veya maddeyle ¢apraz kontaminasyon durumunda da homojen
dagilim goriilmedigine dair gliglii bir siiphesi varsa, agagidaki tabloda verilen miktar gereklilikleri uygulanabilir.

Numune alinan kismin | Alinacak en az birincil numune say1sl
bitytikliigii
<80 ton 3.1’deki miktar gerekliliklerine bakiniz. Alinacak birincil numune sayisi 2,5

ile ¢arpilmalidir.

>80 ton 100

3.3. Cok biiyiik partiler i¢in birincil numunelere iligkin miktar gereklilikleri
Numune alinan biiyiik parti igin (numune alman parti > 500 ton), alinmasi gereken birincil numune sayist;
- Yem igerisinde homojen dagilim gosteren maddelerin veya iirlinlerin kontrolii igin alinacak birincil
numune sayisi= Numune alinan parti miktarinin karekokii alinarak elde edilen sayiya 40 eklenir

- Yem igerisinde homojen dagilim gostermeyen bilesen veya maddelerin kontrolii igin alinacak birincil
numune sayisi= Numune alinan parti miktarinin karekokil alinarak elde edilen sayiya 100 eklenir

4. PACAL NUMUNELERDE MiKTAR GEREKLiLIKLERI

Numune alinan kisim bagsina tek bir pagal numune gereklidir.
Yemin tiirii En az pagal numune miktari(*),(**)
4.1. Dokme yem 4kg
4.2. Ambalajli yem 4 kg (¥**)
43. Swvi veya yari sivi yem 41t
4.4. Blok yem veya mineral yalama taglari
4.4.1. 1 kg’den fazla olan her yem 4kg
442, 1 kg’den fazla olmayan her yem Dort bloki}:'e‘fniv;e‘ya yalama tagt agirlii
45. Kaba yem 4 kg (****)

(*) Numune alinan yemin yiiksek degerli olmasi halinde, numune alma raporunda tanimlanmak ve belgelenmek koguluyla pagal numune daha
dusik bir miktarda alinabilir,

(**) Genetigi degistirilmis materyalin varhginm kontroli igin alinacak olan pagal numunc en az 35 000 tohum/dane igermelidir. Buna gore,
musir igin pagal numune bityuklugii en az 10,5 kg, soya igin ise 7 kg olmaldir. Arpa, dari, yulaf, piring, avdar, bugday ve keten tohumu gibi
diger tohum ve daneler i¢in 4 kg’lik pagal numune biyikligii 35 000°den daha fazla daneyc karsilik gelmektedir.

(***) Ambalajli yemde tekli birimlerin buytikliigtine bagh olarak pagal numune igin 4 kg’lik biyyiklige ulasmak miimkin olmayabilir,
(****) Dugiik dzgil agirliga sahip kaba yeme (¢r. sap, saman) iliskin olarak pagal numune cn az 1 kg bilyiiklige sahip olmalidur.



5. NTHAT NUMUNELERE TLISKIN MIKTAR GEREKLILIKLERi{

5.1, Nihai numuneler

En az bir nihai numunenin analizi gereklidir. Analiz igin nihai numunedeki miktar agagidakilerden daha az olamaz:

Kati yem 500 g (¥) (+¥) ()

Sivi veya yarl sivl yem 500 ml (*)

(*) Genetigi degistirilmis materyalin varhiginin kontrolii igin alinacak numune en az 10 000 tohum/dane igermelidir. Buna gore, misir igin nihai
numune bliytkl0gt en az 3 000 g, soya igin ise 2 000 g olmalidir. Arpa, dari, yulaf, piring, ¢avdar, bugday ve keten tohumu gibi diger tohum
ve daneler igin 500 g’lik nihai numune baiytkltgi 10 000°den fazla daneye kargilik gelmektedir.

(**) Pagal numunenin 4 kg veya litreden ¢nemli derecede kiigik olmast halinde, numune alma raporunda tanimlanmak ve belgelenmek
kosuluyla pagal numuneden daha disgiik bir miktarda alinabilir.

(***) 15 Agustos 2011 tarihli ve 28026 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan Tiick Gida Kodeksi Gidalarda Pestisit Kalintilarinin Resmi Kontrolii
Igin Numune Alma Tebligi hitktimleriyle uyumlu olarak baklagiller, tahil daneleri ve agag yemislerinden pestisit kalintilart bakimindan numune
alinmas1 durumunda, nihai numunenin asgari buyukligi 1 kg olacaktir.

6. COK BUYUK PARTILER VEYA PARTi iCERISINDE NUMUNE ALMANIN MUMKUN

OLMAYACAGI SEKILDE DEPOLANAN VEYA TASINAN PARTILER iCiN NUMUNE ALMA
METOTLARI

6.1. Genel ilkeler

Bir partinin tasinma veya saklanma bigimi partinin tiimiinde birincil numune alinmasina olanak saglamazsa, bu
tiir partilerden numune alinmas: tercihen partinin akis halinde oldugu sirada yapilmalidir.

Yemlerin depolanmasinin amaglandig bilyiik depolarda, isletmecilerin otomatik numune alma ekipmanin depoya
kurulmas: yéniinde tesvik edilmelidir. Bu sayede saklanan partilerin tiimiinden (otomatik) numune alinmasina
olanak saglanabilir.

Bu bsliimde bahsedilen numune alma prosediirlerinin uygulanmas halinde, igletmeci veya temsilcisi numune alma
prosediirii hakkinda bilgilendirilmelidir. Bu numune alma prosediiriine igletmeci veya temsilcisi tarafindan itiraz
edilmesi halinde, masraflar1 kendileri tarafindan karsilanmak iizere sz konusu kigiler yetkili makamin tiim
partiden numune almasina olanak saglarlar.

6.2. Gemiyle taginan biiyiik partiler
6.2.1 Gemiyle tasinan bitylik partilerden dinamik (hareket halinde) numune alinmasi
Gemilerdeki biiyiik partilerden numune alinmas tercihen iiriiniin akig halinde oldugu sirada yapilmalidir.

Numune alma islemi fiziksel olarak ayrilabilen triinlerin oldugu her ambarda yapilir. Bununla birlikte
Baslangigtaki fiziksel ayrim saklama tesislerine aktarimdan sonra gegerli olmaz, giinkil fiziksel olarak ayrilabilen
ambarlar kismen birbiri ardinda bosaltilir. Bu nedenle numune alma islemi ilk fiziksel ayirma isleminde veya
depolama tesisine tagindiktan sonra ayirma isleminde yapilabilir.

Bir geminin bogaltilmas: birkag giin siirebilir. Normalde numune alma isleminin bogaltmanin timi sirasinda belirli
araliklarla yapilmasi gerekir. Ancak resmi bir kontrol gorevlisinin tiim bogaltma islemi boyunca numune almak
igin hazir bulunmas1 miimkiin veya uygun olmayabilir. Bu nedenle tiim partinin belirli bir kismindan (numune
alinan kisim) numune alinmasina izin verilir. Birincil numunelerin sayis1 numune alinan kismun biiyiikltigii dikkate
almarak belirlenir.

Ayn1 sinif veya tanimdaki bir yem partisinin bir kismmdan numune alindig1 ve partinin s6z konusu bu kisminm
mevzuat gerekliliklerini karsilamadigi durumda, geri kalam ile ilgili yapilan daha kapsamli degerlendirme
sonucunda giivenilir oldugu ispat edilemez ise, o seri, parti veya sevkiyattaki ayn1 smif veya gesidin tamammin
mevzuata uygun olmadigma karar verilir.



Resmi numune otomatik olarak alinsa bile bir denetleyicinin hazir bulunmasi gereklidir. Bununla birlikte otomatik
numune alma igleminin 6nceden belirlenmis ve numune alma sirasinda degistirilemeyen parametrelerle yapilmasi
ve birincil numunelerin kapal bir kapta toplanarak olast bir sahteciligin 6niine gegilmesi s6z konusu oldugu
takdirde, bir denetleyicinin sadece numune alma siireci baginda ve sonunda kaplar degistirilirken hazir bulunmas
gereklidir.

6.2.2. Gemiyle tagiman partilerden statik numune alinmasi

Numune almmasimn statik olarak yapilmasi durumunda yukaridan erisimin miimkiin oldugu depolar (silolar) igin
dngdriilen prosediiriin aynist uygulanmalidir (bkz. 6.4.1).

Numune alma igleminin partinin/fiziksel olarak ayrlabilen biriminin erisilebilir kismindan (iist) yapilmasi
gereklidir. Birincil numunelerin sayisi numune alinan kismin bilyiikliigti dikkate alinarak belirlenir. Ayni sinif
veya tanimdaki bir yem partisinin bir kismindan numune alindig1 ve partinin sdz konusu bu kisminin mevzuat
gerekliliklerini karsilamadigi durumda, geri kalant ile ilgili yapilan daha kapsamli degerlendirme sonucunda
glivenilir oldugu ispat edilemez ise, o seri, parti veya sevkiyattaki ayni siif veya gesidin tamaminin mevzuata
uygun olmadigina karar verilir.

6.3. Depolarda saklanan bilyiik partilerden numune alma

Numune, partinin erisilebilir kismindan almmalidir, Birincil numunelerin sayisi numune alinan kismin biiytikliigii
dikkate alinarak belirlenir. Ayni simf veya tanimdaki bir yem partisinin bir kismindan numune alindigi ve partinin
soz konusu bu kisminin mevzuat gerekliliklerini kargilamadig1 durumda, geri kalan ile ilgili yapilan daha kapsamlt
degerlendirme sonucunda gtivenilir oldugu ispat edilemez ise, o seri, parti veya sevkiyattaki ayn1 sinif veya gesidin
tamaminin mevzuata uygun olmadigina karar verilir.

6.4. Saklama tesislerinden (silolar) numune alma
6.4.1. Yukaridan kolayca erisilebilen silolardan numune alma

Numune, partinin erisilebilir kismindan alinmalidir. Birincil numunelerin sayisi numune alinan kismin biiytikliigii
dikkate almarak belirlenir. Ayni sif veya tanimdaki bir yem partisinin bir kismindan numune alindigi ve partinin
50z konusu bu kisminin mevzuat gerekliliklerini karsilamadig1 durumda, geri kalani ile ilgili yapilan daha kapsamli
degerlendirme sonucunda glivenilir oldugu ispat edilemez ise, o seri, parti veya sevkiyattaki ayni sinif veya gesidin
tamaminin mevzuata uygun olmadigina karar verilir.

6.4.2. Yukaridan erisilemeyen silolardan (kapali silolar) numune alma
6.4.2.1 Yukaridan erigilemeyen (kapali) silolar (> 100 ton)

Silolarda saklanan yemlerden statik sekilde numune alinmast miimkiin degildir. Bu nedenle silodaki yemden
numune alinmasi gerektigi ve sevkiyatin hareket ettirilmesinin miimkiin olmadigi durumda, silo bosaltilacag
zaman yemin akis halinde oldugu swrada numune almmasinin saglanmasi igin igletmecinin denetleyici
bilgilendirmesi gerekir.

6.4.2.2. Yukaridan erigilemeyen (kapali) silolar (< 100 ton)

Numune alma prosediirii 50 ile 100 kg arasindaki miktarin bir kaba alinmasi ve buradan numune alinmasini kapsar.
Pagal numune biiyiikliigii tiim partiye karsilik gelir ve birincil numunelerin sayist numune alinmasi amactyla bir
kaba alman silonun butytklugiiyle iliskilidir. Ayn smif veya tanimdaki bir yem partisinin bir kismindan numune
alindig1 ve partinin s6z konusu bu kismmim mevzuat gerekliliklerini karsilamadigi durumda, geri kalant ile ilgili
yapilan daha kapsamli degerlendirme sonucunda gtivenilir oldugu ispat edilemez ise, o seri, parti veya sevkiyattaki
ayni sinif veya ¢esidin tamaminin mevzuata uygun olmadigina karar verilir.

6.5. Biiyiik kapali konteynirlardaki dokme yemlerden numune alma



Bu tiir partilerden genellikle bosaltma igleminin ardindan numune almir. Belirli durumlarda ithalat veya kontrol
noktasinda bogaltma miimkiin olmayabilir, bu nedenle numune alma iglemi s6z konusu konteynirlar bogaltildigi
zaman yapilmalidir.

7. NUMUNE ALINMASI, HAZIRLANMASI VE AMBALAJLANMASINA [LISKiN TALIMATLAR
7.1. Genel Hiikiimler

Numuneler gereksiz gecikmeye meydan vermeden alinmali ve hazirlanmalidir. Ayrica tiriiniin degistirilmesi veya
kontamine olmasi s6z konusu olmayacak sekilde gerekli onlem alinmalidir. Araglar ve yiizeyler ile numunelerin
alimacagi kaplar temiz ve kuru olmalidir.

7.2. Birincil numuneler

Birincil numuneler numune alinacak kismim tamamim temsil edecek sekilde rastgele almmali ve yaklagik olarak
aymi bityiiklitkte olmalidur,

Birincil numune bilyiikligii en az 100 g veya diistik 6zgiil agirliga sahip kaba yem igin 25 gram olmalidir.

6 nc1 maddede belirtilen hitkiimler kapsaminda 40 birincil numuneden daha az numune alinmasi gerektiginde
birincil numunelerin agirhig), alimacak pagal numunenin agurhgim belirleyen 4 tinci madde ile uyumlu olarak
belirlenmelidir.

Miktar gerekliliklerine gore simirli sayida birincil numune alinmasi gerektifi zaman kiigiik ambalajli yem
partilerinden numune alinmasi durumunda birincil numunenin miktar1 1 kg veya 1 litreyi gegmeyen bir orijinal
birim kadar olmalidir.

Kiigtik birimlerden (or. <250 g) olusan ambalajli yemden numune alinmast durumunda birincil numunenin
buytikliigti ambalajmn bityiikliigiine baghdur.

7.2.1. Dékme yem
Gerektiginde numune alinan kisim hareket ettirilmeden (yiikleme veya bogaltma) numune alma iglemi yapilabilir.
7.2.2. Ambalajli yem

3 inci maddede belirtildigi tizere numune alma i¢in gerekli sayida paketin segilmesinin ardindan her bir paketin
bir kismi bir sonda veya kirek kullamlarak almabilir. Gerektiginde numuncler paketlerin ayr1 ayn
bogaltiimasindan sonra alinabilir.

7.2.3. Homojen veya homojenize edilebilir s1iv1 veya yari stvi yem

3 inci maddede belirtildigi tizere numune alma igin yeterli sayida paketin se¢ilmesinin ardindan, igerikler
karigtirilabilir ve her paketten bir miktar alinabilir.

Igerikler bosaltildiktan sonra birincil numuneler alinabilir.
7.2.4. Homojenize edilemeyen sivi veya yari sivl yem

3 ilincti maddede belirtildigi tizere numune alma igin gerekli sayida paketin segilmesinin ardindan numuneler farklt
diizeylerden alinabilir.

Igerikler bosaltilirken de numuneler alinabilir fakat bunlarin ilk kisimlar atilir.
Her iki durumda da alinmast gereken toplam hacim 10 litreden az olmamalidir.

7.2.5. Blok yemler ve mineral yalama taglari



3 iincti maddede belirtildigi tizere, numune alma amaciyla gerekli sayida blok veya yalama taginin segilmesinin
ardindan her blok veya yalama tasindan bir kisim ahnabilir. Homojen olmayan bir blok veya yalama taginin
bulunma ihtimaline kars1 numune olarak blok veya yalama taginin tiimii alinabilir.

1 kg’dan biiyiik olmayan blok veya yalama taglar1 igin birincil numune bir blok veya yalama tast igeriklerinden
olusur.

7.3. Pagal numunelerin hazirlanmasi

Birincil numuneler karistirilarak tek bir pagal numune hazirlanmalidir.
7.4. Nihai numunelerin hazirlanmasi

Pagal numunedeki materyal dikkatle karistiriimalidir(").

- Her numune uygun bir konteynir/kap igerisine koyulmalidir. Tagima veya saklama sirasinda numune
bilesiminde olugabilecek degisiklik veya kontaminasyon ya da sahteciligin 6nlenmesi amaciyla gereken
tlim 6nlemler almmalidur.

- Yemde homojen sekilde dagilmis bilesen veya maddelerin kontrolii amaciyla pagal numune tercihen bir
mekanik ya da otomatik boliicii yoluyla en az 2,0 kg veya 2,0 litreye temsili gekilde azaltilabilir (azaltilmig
numune)(® ). Baklagiller, tatil dancleri ve agag yemislerinde pestisit kalmtilarinm kontrolii amaciyla
azaltilmig numunenin asgari biiyiikliigti 3 kg olmalidir. Yemin yapisimm béliicti kullanimma imkan
saglamamast veya boliiciiniin mevcut olmamast durumunda, numune ¢eyrekleme metotlariyla
azaltilabilir. Azaltilan numunelerle (Asil, sahit ve firma numunesi olarak) yaklasik olarak ayni miktarda
ve 5 inci maddedeki miktar gerekliliklerine uygun olarak nihai numuneler alimir. Genetigi degistirilmis
materyaller de dahil olmak iizere bilegenlerin kontrolii durumunda, Pagal numune:

- Tamamen homojenize edilir ve sonrasinda nihai numunelere béliintir ya da

- Mekanik veya otomatik bir boliicii kullanilarak en az 2 kg veya 2 litreye(®) azaltilir. Sadece yemin
yapisinun boliicii kullanimina olanak saglamadigi durumda, gerek duyulmasi halinde numune geyrekleme
metoduyla azaltilabilir. Genetigi degistirilmis materyalin varliginin kontrolii amaciyla azaltilmis numune
en az 10000 tohumun/dane igermelidir (4 {incti maddedeki dipnot (**) ve 7 nci maddedeki dipnota (*)
bakiniz).

7.5. Numunelerin ambalajlanmas1

Resm{ kontroller i¢in alinan numuneler, miihtirlenir ve etiketlenir. Numunenin konuldugu kap veya ambalajin
miihiirleme islemi, numunenin giivenligini temin etmek amaciyla miihiir bozulmadan paket agilamayacak sekilde
yapilir.

7.6. Numunelerin laboratuvara génderilmesi

Numune analizi yapacak kisi igin gerekli bilgilerle beraber tayin edilen analiz laboratuvarina gecikme olmaksizin
gonderilmelidir.

8. NUMUNE ALMA KAYDI

Her bir numunenin kaydi tutulmali, numune aliman her kismin ve numune biiyiikliigiiniin agik¢a tanimlanmasina
olanak saglanmalidir.

Kayitta ayn1 zamanda bu Yonetmelikte sunulan numune alma prosediiriinden sapma varsa belirtilmelidir.

Kayit altina alinan numune resmi kontrol laboratuvarma gonderilir.

(%) Topaklanmug pargalar ezilir ve karistirtlir.
(%) Ditgik 6zgiil agirliga sahip kaba yemler diginda.
(%) Diistik ozgiil agirliga sahip kaba yemler diginda



EK-2
YEMLERIN ANALiZ METOTLARINA iLISKiN GENEL HUKUMLER
A.NUMUNELERIN ANALIZ iCIN HAZIRLANMASI

1. Amag

Asagida belirtilen prosedtirler EK-1"de belirtilen hiikiimlere uygun olarak yapilan numune alma igleminin ardindan
kontrol laboratuvarlarma génderilen numunelerin analize hazirlanmas: amaciyla belirlenmistir.

Analize alinacak numuneler hazirlanirken tartilan miktarlar analiz metotlar1 kisminda belirtildigi iizere homojen
ve nihai numuneleri temsil edecek sekilde hazirlanmalidir.,

2. Alinacak tedbirler

Izlenecek numune hazirlama prosediirii, kullanilacak analiz metotlarma ve kontrol edilecek bilesen ve maddelere
bagldur. Bu nedenle asagidaki numune hazirlama prosediirii, kutlanilan analiz metodu ve kontrol edilecek bilegen
veya maddeler igin uygun olmalidir.

Gerekli tiim islemler, numunenin olas: kontaminasyonunu ve numune bilegimindeki degisikligi mtimkiin
oldugunca onleyecek sekilde yapilmalidir. Oiitme, karistirma ve elekten gegirme iglemleri numunenin hava ve
15182 en az diizeyde maruz kalmasma dikkat edilerek gecikme olmaksizin yapilmalidir. Numune 1sisin1
artirabilecek degirmen ve dgiitticiiler kullanilmamalidur.

Istya 6zellikle duyarli olan yemler igin manuel 8giitme tavsiye edilmektedir. Bunun diginda kullanilan aparatin bir
kontaminasyon kaynag1 olmamasini saglamak igin zen gosterilmelidir.

Hazirlama iglemi, numunenin nem diizeyinde 6nemli degisiklik olmaksizin gergeklestirilemiyorsa, hazirlik 6ncesi
ve sonrasinda EK-3"tlin A Boliimiinde belirtilen metoda gére nem diizeyi belirlenmelidir.

3. Prosediir
3.1. Genel prosediir

Numune, analiz i¢in hazirlanirken uygun ayirma teknikleri kullamlarak analiz ve referans igin yeterli alt
numunelere bsliiniir. Alt numunelere boliiniirken konileme ve geyrekleme metotlart kullanilmaz.

3.1.1. On islemsiz ogiitiilebilen yemler

Elenen numune karistirtlir, temiz, kuru, hava sizdirmayan uygun bir kaba almir. Analiz yapilmak iizere numune
alinacagl zaman, numune tartilmadan hemen 6nce homojenizasyon saglamak amaciyla tekrar karigtirlir.

3.1.2. Kurutmanin ardindan 6giitiilebilen yemler

Analiz metodunda farkli bir sekil belirtiimemisse numune, EK-3’iin A Béliimiiniin 4.3"{inde belirtilen metottaki
on kurutma islemine uygun olarak, nem igerigi % 8 — 12 araligina diigiinceye kadar kurutulur. Bundan sonraki
islemler, 3.1.1°de belirtildigi sckilde yapilir.

3.1.3. Swvi veya yarl sivi yem

Numune temiz, kuru ve hava sizdirmayan uygun bir kaba alinir. Analiz yapilmak iizere numune alinacagi zaman,
numune tartilmadan hemen énce homojenizasyon saglamak amaciyla kargtirihr.



3.1.4. Diger yemler

Yemlerin ozelligine gore, yukarida belirtilen sekillerde hazirlanmasi miimkiin olmayan diger yemlerin
hazirlanmasinda farkli metotlar uygulanabilir. Ancak, analiz i¢in alinan miktar, homojen ve numuneyi temsil
edecek sekilde olmahdr.

- Gorsel inceleme veya mikroskopi yoluyla muayene ya da numunenin tiimiiniin homojenize edildigi
durumlara iliskin prosedir.

- Gorsel incelemeyle muayene durumunda (mikroskop kullanmaksizin), muayene amaciyla laboratuvar
numunesinin tiimii kullanilir.

- Mikroskopla muayene durumunda, laboratuvar numuneyi azaltabilir.

- Numunenin homojenize oldugu durumda, nihai numune homojenize olan numuneden aliur.

4, Numunelerin saklanmasi

Numuneler bilesenlerinin degismeyecegi bir sicaklikta saklanmalidir. Isiga 6zellikle duyarli olan vitamm veya
diger maddelerin analizi igin alinan numuneler, 151iktan olumsuz etkilenmeyecek kosullarda saklanmalidir.

B. ANALIZLERDE KULLANILAN REAKTIFLER VE APARATLARA iLiSKIN HUKUMLER

1. Analiz metodunda farkli bir sekil belirtiimemisse, kullanilan kimyasallarin analitik olarak saf olmast gerekir.
Eser miktardaki maddelerin analizinde kullanilan kimyasallarin saflig1, kor test ile kontrol edilir. Elde edilen
sonuglara gore kimyasallarin daha da saflastirilmas gerckebilir.

2. Kullanilan solvent veya diluentin yapist belirtilmeksizin analiz metotlarinda belirtilen ¢ozelti hazirlanmas,
seyreltme, durulama veya yikamay igeren herhangi bir islem suyun kullanilmasini gerektirir. Genel bir kural
olarak su demineralize veya distile olmalidir. Analiz metotlarinda belirtilen bazi durumlar disinda bu metot ozel
saflastirma prosediirlerine tabi olmalidir.

3. Analiz metotlarinda, kontrol laboratuvarlarinda noral olarak bulunan ekipmandan, sadece 6zel olan veya dzel
bir kullanim gerektiren arag ve aparatlara atif yapilmistir. Ozellikle kiigik miktarlardaki maddelerin belirlenmesi
gerektigi zaman bu arag ve aparatlar temiz olmalidir.

C. ANALIZ METOTLARININ UYGULANMASI VE SONUCLARIN iFADESINE iLISKiN HUSUSLAR
1. Ekstraksiyon prosediirii

Ekstraksiyon isleminde degisik metotlar uygulanabilir. Genel bir kural olarak, metotta atifta bulunulan prosediir
digindaki ekstraksiyon prosedirleri uygulanabilir. Bunun uygulanabilmesi igin kullanilan ekstraksiyon
prosediiriiniin analiz edilen matriks igin metotta belirtilen prosediire denk bir ekstraksiyon verimine sahip
oldugunun ortaya konulmasi gerekir.

2. Temizleme prosediirii

Temizleme prosediirii farklt metotlarla yapilabilir. Genel bir kural olarak metotta atifta bulunulan prosediir
disindaki temizleme prosediirleri uygulanabilir. Bunun uygulanabilmesi i¢in, kullanilan prosediiriin analiz edilen
matriks i¢in metotta belirtilen prosediire denk bir temizleme verimine sahip oldugu ortaya koyulmalidir.

3.Tespitlerin say1s

istenmeyen maddeler yoniinden analiz yapiliyorsa kalite prosediirlerine uyulmus olmas: kosuluyla, galisilan ilk
ornekte belirlenen analiz sonucunda elde edilen deger, spesifikasyonda belirtilen degerin yarisindan diigiikse ikinci
bir ¢alismaya gerek yoktur. Diger durumlarda numunenin i¢ ¢apraz kontaminasyonu ya da kazara karisma
olasthgmi disarida birakmak igin ¢ift analiz (ikinci bir tespit) gereklidir. Olgiim belirsizligi goz 6niine alnarak soz
konusu iki tespitin ortalamasi, uyumun dogrulamasi igin kullanilir.



Bir maddenin igeriginin veya beyan edilen degerin kontroliinde, kalite prosediirlerine uyulmus olmast koguluyla,
calitlan ilk ornekte belirlenen analiz sonucu, beyan edilen degeri ve igerigi dogruluyor ve kabul edilebilir tolerans
degerleri (araligr) bulunuyorsa ikinci bir ¢aligmaya gerek yoktur, Diger durumlarda numunenin i¢ ¢apraz
kontaminasyonu ya da kazara karisma olasiligini disarida birakmak i¢in ¢ift analiz (ikinci bir tespit) gereklidir,
Olgiim belirsizligi goz 6niine alinarak s6z konusu iki tespitin ortalamasi, uyumun dogrulamast igin kullanilir.

Yemin bilesen degeri, etiketinde belirtilen bilesen degerinden farkli bulundugunda ‘Yemlerin Piyasaya Arzi ve
Kullanim1 Hakkinda Yénetmelik’ ve ‘Hayvan Beslemede Kullanilan Yem Katki Maddeleri Hakkinda Yonetmelik’
ile belirlenen tolerans degerleri uygulanur.

4, Kullanilan analiz metodunun raporlamasi
Analiz raporunda kullanilan analiz metodu belirtilmelidir.
5. Analiz sonucunun raporlamasi

Analiz sonucu, analiz metodunda belirtilen basamak sayis1 kadar anlamli rakamlarla yazilir. Eger gerekli ise
numune analize hazirlanmadan nce belirlenen nem igerigine gore sonugta diizeltme yapilir.

6. Istenmeyen maddelerin analizinde 6lgiim belirsizligi ve geri kazanim orani

Yemlerde istenmeyen Maddeler Hakkinda Teblig kapsamindaki istenmeyen maddelerin yemlerde tespiti ve
degerlendirilmesi, genisletilmis 6l¢iim belirsizligi, geri kazanim ve % 12 nem diizeyi dilzeltmesi hesaba katilarak
yapilir. Istenmeyen maddelerin analiz sonucu belirlenen maksimum diizeyi astyorsa bu yem uygun olmayan yem
olarak degerlendirilir. Geri kazanim ve % 12 nem diizeltmesi yapilmis analiz sonucu genisletilmis dl¢tim
belirsizligi ile raporlandirilir. Uygunluk degerlendirmesi genisletilmig Slgiim belirsizligi diisilerek yapilir. Bu
prosediir sadece analiz metodunun oSlgtim belirsizligi ve geri kazanim diizeltmesi tahminine olanak sagladig
durumlarda gegerlidir. Bu sekildeki degerlendirme mikroskobik analizler i¢in uygun olmadigindan yapilmaz.
Analiz sonucunun raporlanmasinda 6lgiim belirsizligi ve geri kazanim orani agagidaki sekilde belirtilir:

a) Geri kazanim igin yapilan diizeltmede, geri kazanim seviyesi belirlenir. Geri kazanim i¢in yapilan diizeltme %
90 ile % 110 arasinda oldugu durumlarda gerekli degildir.

b) ‘x +/- U’ esitliginde, “x” analiz sonucunu, “U” geniletilmig 6lgiin belirsizligini ifade eder. Yaklagtk % 95
giiven araligi igin, kapsam faktorii 2 kullanilir.

Ancak kalite prosediirlerine uyulmug olmast koguluyla, belirlenen analiz sonucu elde edilen deger, spesifikasyonda
belirtilen degerin yarisindan diisitkse, analiz sonug raporunda dlgiim belirsizligi ve geri kazanim diizeltmesinin
belirtilmesine gerek yoktur.



EK-3

YEM MADDELERI VE KARMA YEMLERIN BIiLESIMININ KONTROLUNE YONELIK ANALIZ
METOTLARI

A. NEM TAYINI
1. Amag ve kapsam

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

Bu metot; yem maddeleri olarak kullanilan st tiriinlerinin analizini, mineral maddelerin ve ¢ogunlukla mineral
maddelerden olusan karisimlarin analizini, hayvansal ve bitkisel yaglarin analizini ya da yagh tohumlar ve yagli
meyvelerin analizini kapsamaz.

2. Prensip

Numune, yemin yapisina gore degisen, belirlenmis kosullar altinda kurutulur. Agirliktaki kayip tartilarak tayin
edilir. Yiiksek nem igerigine sahip kat1 yem s6z konusu oldugunda, birincil kurutma iglemi gereklidir.

3. Cihaz

3.1. Nem absorbe etmeyen materyallerden tiretilmis, 6giitme esnasinda nem kaybina neden olacak kadar 1snmayan
temizlenmesi kolay hizli ve homojen ezme islemine olanak taniyan, digaridaki havayla temast olabildigince
6nleyen ve 4.1.1. ile 4.1.2.”deki gereklilikleri kargilayan ezici (6rnegin ¢eki¢ ya da su sogutmali mikro eziciler,

katlanabilir konik degirmenler, yavas hareket eden ya da disli eziciler).

3.2. Analitik terazi, | mg hassashgmnda.

3.3. Hava sizdimaz kapakli, ¢alisma ylizeyi, test numunesinin yaklasik 0,3 g/cm?’ye yayilmasini saglayan
agmmaz metal ya da camdan yapilmis kuru kaplar.

3.4. Uygun havalandirma sistemi olan ve hizli sicaklik diizenlemesi saglayan elektrik 1sitmali izotermal etilv. (+
2°0) ()

3.5. Biryag pompast takilmig ve sicak kurutulmus havanin girisi i¢in bir mekanizma ya da bir nem ¢ekici madde
(kalsiyum oksit gibi) i¢eren ayarlanabilir elektrik 1sitmali vakumlu etiiv.

3.6. Kalm, delikli metal ya da porselen tablali, uygun bir nem gekici igeren desikatér.
4. Metot

Bu béliimde agiklanan islemler numune paketleri agildiktan hemen sonra gergeklestirilmelidir. Analiz en az iki
paralel olarak ger¢eklestirilmelidir.

4.1. Hazirlama
4.1.1. 4.1.2 ve 4.1.3 kapsam1 dismndaki yemler

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

(%) Tahil ve tritnlerinin kurutulmasi igin etiivin termal kapasitesinin 131°C’lik bir 8n ayarda olmasi ve eg zamanl kurutma igin maksimum
sayida test numunesi yerlestirildikten sonra en fazla 45 dakika iginde bu sicakliga ulagacak sekilde olmast gerekir. Alabildigi kadar bugday
numunesi iki saat boyunca kurutuldugunda, dort saatlik kurutmaya gore sonuglar arasindaki farkan en tazla % 0,15 olacag sekilde havalandirma
saglanmalidir.



4.1.2. Tahillar ve Uriinleri

En az 50 g numune alnir. En az % 50°sinin 0,5 mm gozlii bir elekten gegecegi ve en fazla % 10’unun 1 mm
yuvarlak gozlii elekte kalacag sekilde 6giitiiliir,

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

Yaklasik 25 g numune alinir, 10 mg hassasiyetle tartilir, tartilan numuneye uygun miktarda daha 6nce etiivde
kurutulmus kuvars kumu 10 mg hassasiyetle tartilir ve eklenir, homojen bir karigim elde edilene kadar karistirtlir.,

4.2. Kurutma
42.1. 4.2.2 ve 4.2.3 kapsam1 digindaki yemler

Kapag ile birlikte bir kap (3.3) | mg hassasiyetle tartilir. Tartilan kaba 1 mg hassasiyetle yaklagik 5 g numune
tartilir ve esit olarak yayilir. Kap, kapagi agik olarak énceden 103°C’ye sitilmig etiive konulur.

Etiiv stcakh@imin agir1 diigmesini 6nlemek i¢in kap olabildigince hizli yerletirilir. Etiiv sicakhgmmin 103°C’ye
ulastig1 saatten itibaren dort saat boyunca kurumaya birakilir. Kapak kabm iistiine yerlestirilir, kap etiivden
¢ikartilir, desikator (3.6) i¢inde 30-45 dakika sogumaya birakilir 1 mg hassasiyetle tartilir,

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

4.2.2. Tahillar ve tiriinleri

Kapagt ile birlikte bir kap (3.3) 0,5 mg hassasiyetle tartilir. Tartilan kaba 1 mg hassasiyetle yaklagik 5 g 6giitiilmis
numune tartilir ve esit olarak yayilir. Kap, kapagi agik olarak énceden 130°C’deki etiive konur. Etitv sicakliginimn
asir1 diigmesini 6nlemek i¢in kap olabildigince hizli yerlestirilir.

Etitv sicakliginin 130°C’ye ulasmasindan itibaren iki saat boyunca kurumaya birakilir. Kapak kabin iistiine
yerlestirilir, kap ettivden ¢ikartilir, desikator (3.6) iginde 30 — 45 dakika sogumaya biralalir ve 1 mg hassasiyetle
tartilir.

4.2.3. % 4’ten fazla sakkaroz ya da laktoz i¢eren karma yem: Keg¢iboynuzu, hidrolize hububat Griinleri, malt
tohumlari, kurutulmus pancar posasi, balik ve seker ¢oziiniirleri gibi yem materyalleri; kristallegen suyu da dahil
% 25°ten fazla mineral tuz igeren karma yem.

Kapagi 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, kapag1 agik olarak onceden 80°C - 85°C’ye 1sitilmig vakumlu etiive (3.5) konur.
Etilv sicakhigmin agirt diismesini 6nlemek igin kap olabildigince hizli yerlegtirilir.

Basing 100 Torr’a getirilir ve bu basingta, sicak ve kuru bir hava akiminda ya da bir nem ¢ekici madde (20 numune
i¢in yaklagik 300 g) kullanarak dort saat kurumaya birakilir. Sonraki iglemde, belirtilen basmca erigildiginde
vakum pompasi ¢ikartilir. Etiiv sicakligiin 80°C - 85°C’ye ulastigi andaki kurutma stiresi kaydedilir. Ettiv
dikkatle yeniden atmosfer basmcina getirilir. Etiiv acilir, kapagi hemen kabm {istiine yerlestirilir, kap ettivden
¢ikartilir, desikatér (3.6) iginde 30- 45 dakika sogumaya birakilir ve 1 mg hassasiyetle tartilir. 80°C - §5°C’deki
vakumlu etiivde 30 dakika daha kurutulur ve yeniden tartilir. iki tartim arasmdaki fark en fazla nemin % 0,1%ini
agmamalidur.

4.3. On kuratma
4.3.1. 4.3.2 kapsam digindaki yemler

Parcalama islemini zorlastiran, yitksek nem igerikli kat: yemler agagidaki sekilde on kurutma iglemine tabi
tutulmalidir: 50 g pargalanmamis numune uygun bir kaba (6rnegin 20 x 12 cm boyutlarinda ve 0,5 ¢m kenarli



altiminyum tepsi ) 10 mg hassasiyetle tartilir (gerekiyorsa, sikigtirilmig ya da yigilmig yem kabaca boliinebilir).
60°C ile 70°C arasindaki bir etiivde, nem igerigi % 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 yapisma 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 islemine tabi tutulmalidir:

50 g ogitilmemis tane uygun bir kapta (6r. 20 x 12 cm boyutlarinda ve 0,5 cm kenarlt aliiminyum tepsi) 10 mg
hassasiyetle tartilir, 130°C’deki etiivde 5-7 dakika kurumaya birakilir. Etiivden gikartilir, laboratuvarda kapaksiz
olarak iki saat sogumaya birakilir ve 10 mg hassasiyetle tartilir. Hemen 4.1.2.°de belirtildigi gibi 6giitiilir ve
4.2.2.°de belirtildigi gibi kurutulur.

5. Sonuglarin hesaplanmasi

Nem igerigi (X), numunenin yiizdesi olarak asagidaki formtille hesaplanir:

5.1. On kurutmasiz kurutma

m-—m
x :MXIUO

Burada;
m = Numunenin gram cinsinden ilk agirhigs,
mp = Kuru test numunenin gram cinsinden agirhgi,

5.2. On kurutmali kurutma

[(my=mg) x my 100 myxm
X= L—-~—-~~~}-—m--*;m'—*m, x —=100x | 1~ ——2
m m m x my

Burada:

m = Numunenin gram cinsinden ilk agirligi,

m; = On kurutmadan sonra numunenin gram cinsinden agirligy,

my = Kirma ya da 6giitmeden sonra numunenin gram cinsinden agirligi,

myg = Kuru numunenin gram cinsinden agirlig;.

5.3. Tekrar edilebilirlik

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

Kirma iglemi gerekiyorsa ve bu islem riiniin nem igerigini degistirecek gibi gériintlyorsa, yem bilesenlerinin
analiz sonuglari, numunenin ilk durumundaki nem igerigi esas almarak diizeltilmelidir.



B. HAYVANSAL VE BITKISEL YAGLARDA NEM TAYiNi

1. Amag ve kapsam

Bu metot; hayvansal ve bitkisel yaglardaki nem ve ugucu madde igeriginin tayinini miimkdn kilar.
2. Prensip

Numune, 103°C’de sabit agirliga ulagana kadar kurutulur. iki tartim arasindaki agirlik kayb1 1 mg’a esit ya da daha
az olmalidir. Agirliktaki kayip tartilarak tayin edilir.

3. Cihaz

3.1. Asinmaya direngli malzemeden tiretilmis, 8 - 9 cm ¢apinda ve yaklagik 3 cm yiiksekliginde diiztabanli kurutma
kab1.

3.2. Giiglendirismis ampullil ve tst ucunda genlesme tiipli olan, yaklagik 80°C ile en az 110°C’ye kadar 6lglim
yapabilen ve yaklagik 10 cm uzunlugunda termometre.

3.3. Kum banyosu ya da elektrikli 1sitic1 tabla.
3.4, Etkin bir nem ¢ekici igeren desikator.

3.5. Analitik terazi.

4. Metot

Yaklagik 20 g homojen numune 1 mg hassasiyetle, termometre (3.2) igeren kuru tartilmug bir kapta (3.1) tartihr.
Sicak Kum banyosu ya da eleltrikli 1sitici tabla (3.3) iistiinde wsitilir, termometre ile devamli karistirilarak yaklagik
7 dakikada sicaklik 90°C’ye ulagtirilir.

Ist dustiriilir, kabin tabanmdan yiikselen kabarciklarm sikligi izlenir. Sicaklik en fazla 105°C olmalidir.
Kabarciklarin olugmast durana kadar, kabin dibini kaziyarak karigtirmaya devam edilir.

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

Not: Yinelenen 1sitma isleminden sonra numunenin agirligindaki bir arti yagin oksitlendigini gosterir, bu durumda
sonucun hesaplanmasinda, agirligin artmaya baglamasindan hemen 6nce gergeklestirilen tartim kullanilir.

5. Sonuglarin hesaplanmasi

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

X=({m; ~my) xlg-?-
m

Burada;

m = Numunenin gram cinsinden agirlif,

m) = Isitma 8ncesinde kabin igindekilerle birlikte gram cinsinden agirlig1,
my = Isitma sonrasinda kabn i¢indekilerle birlikte gram cinsinden agirhigs,

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



6. Tekrar edilebilirlik

Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglar1 arasdaki nem farki mutlak degerin % 0,05’ini gegmemelidir.
C. HAM PROTEIN iCERIGININ TAYINi

1. Amag ve kapsam

Bu metot, Kjeldahl metodu ile tayin edilen azot igerigine dayanarak yemdeki ham protein igeriginin tayinini
miimkiin kilar.

2. Prensip

Numune, bir katalizér varliginda silfiirik asit tarafindan pargalanur. Asit ¢ozeltisi, sodyum hidroksit ¢ozeltisi
tarafindan bazik hale getirilir. Amonyak damutilir ve miktar1 belli olan siilfiirik asit igine alinir, geri kalani standart
bir sodyum hidroksit ¢ozeltisiyle titre edilir.

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

3. Ayiraglar

3.1. Potasyum siilfat

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

3.3. Graniil ¢inko

3.4. Silfirik asit, p20 = 1,84 g/ml

3.5. Siilfiirik asit, standart hacimsel ¢ézelti, c(H2SO4) = 0,25 mol/l

3.6. Siilfiirik asit, standart hacimsel ¢dzelti, c(H2S04) = 0,10 mol/1

3.7. Siilfiirik asit, standart hacimsel ¢ézelti, c(H,S04) = 0,05 mol/l

3.8. Metil kirmizist indikatorii; 300 mg metil kirmizisini 100 ml etanol iginde ¢6ziindiiriliir, 6 = % 95-% 96 (v/v)
3.9. Sodyum hidroksit ¢ozeltisi (Teknik dereceli kullantlabilir) f = 40 g/100 ml (m/v: % 40)
3.10. Sodyum hidroksit, standart hacimsel ¢6zelti, c(NaOH) = 0,25 mol/l

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

3.12. Graniil kaynama tag, hidroklorik asit i¢inde yikanmig ve yakilmig

3.

—_

3. Asetanilid (erime noktas1 = 114°C, Azot -igerigi= % 10,36)
3.14. Sakkaroz (azot igermeyen)

3.

—

5. Borik asit (H;BO3)
3.16. Metil kurmizist indikator ¢ozeltisi: 100 mg metil kirmizist 100 m] etanol ya da metanol iginde ¢ozdiriilir.
3.17. Bromikrezol yesili ¢ozeltisi: 100 mg bromkrezol yesili 100 ml etanol ya da metanol iginde ¢zdiriiliir.

3.18. Borik asit ¢ozeltisi (kullanilan cihaza gére 10 g/l - 40 g/1)



Kolorimetrik olarak doniim noktast belirlenccegi zaman metil kirmizisi ve bromkrezol indikatorleri borik asit
¢ozeltisine eklenmelidir. 1 litre borik asit ¢ozeltisi hazirlamrsa, hacmi tamamlanmadan dnce 7 ml metil kirmizisi
indikator ¢ozeltisi (3.16) ve 10 ml bromkrezol yesili ¢6zeltisi (3.17) eklenmelidir.

Kullanilan suya bagli olarak borik asit ¢ozeltisinin pH’s1 partiden partiye degisebilir. Genelde kiigiik hacimde
alkali igeren bir ayarlama, pozitif kor elde etmek igin 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 sicakligmda depolanir ve depolama siiresince 15iktan ve amonyak dumani kaynagindan korunur.

3.19. Hidroklorik asit standart hacimsel ¢6zeltisi ¢ (HCI) = 0,10 mol/1

Not: Hesaplamalar igin diizeltilmisse diger hacimsel gozelti konsantrasyonlari (3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 ve 3.19)
kullanilabilir. Konsantrasyonlar her zaman dort ondalik haneye kadar ifade edilmelidir.

4. Cihaz

Kjeldahl metoduna gore yag yakma, damitma ve titrasyona uygun cihaz.
5. Metot

5.1. Yag yakma

1 g numune 0,001 g hassasiyetle tartilir ve kjeldahl balonuna aktarlir. 15 g potasyum siilfat (3.1), uygun miktarda
katalizor (3.2) (0,3 - 0,4 g bakir (I1) oksit veya 0,9-1,2 g bakur (II) siilfat pentahidrat), 25 ml siilfiirik asit (3.4) ve
gerekiyorsa graniil kaynama tas1 (3.12) eklenir ve karistirilir.

Kjeldahl balonu &nce yavagga 1sitilir, kiitle karbonize olana ve kopiik kaybolana kadar gerekiyorsa ara sira
dondirerek karigtiilir, ardindan sivi siirekli kaynayana kadar daha yoZun sekilde 1sitilir. Kaynayan asit cam
balonun ¢eperinde yogunlagiyorsa isitma yeterlidir. Ceperin asir1 1smmmasi ve organik pargaciklarin bunlara
yapigmasi 6nlenir.

Cozelti berrak ve agik yesil oldugunda iki saat daha kaynatmaya devam edilir, ardindan sogumaya birakulir.
5.2. Damitma

Siilfatlarin tiimiiyle ¢6ziinmesini saglamak i¢in dikkatle yeterli miktarda su eklenir (yaklagik 150-200 ml).
Sogumaya birakilir ve ardindan gerekiyorsa birkag graniil ¢inko (3.3) eklenir. 5.2.1. ya da 5.2.2."ye gére devam
edilir.

5.2.1. Siilfirik aside damitma

Damitma cihazinin toplama erlenine varsayilan azot igerigine gore tam olarak 6lgiilmiis 25 ml silfiirik asit (3.5 ya
da 3.7) eklenir. Birkag damla metil kirmizist indikatérii (3.8) eklenir,

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

5.2.2. Borik aside damitma

Damutik trtindeki amonyagin titrasyonu elle yapiliyorsa asagida bahsedilen metot uygulanir. Damitma iinitesi
amonyak iceriginin titrasyonunu da kapsayacak sekilde tam otomatik ise, cihaz dreticisi firmamin kullanim
talimatlar1 uygulanir,

25 ml ila 30 ml borik asit ¢6zeltisi (3.18) iceren bir toplama erleni, iletim borusunun yiksek borik asit ¢ozeltisinin
yiizeyi altinda olacagi sekilde yogunlastiricinin altina yerlestirilir. Damitma cihazi 50 ml sodyum hidroksit



cozeltisini (3.9) dagitacak sekilde ayarlanir. Damitma cihazi {ireticinin talimatlarina gore kullanilir ve sodyum
hidroksit ¢ozeltisi eklenmesiyle agiga ¢tkan amonyak damitilir. Distilat borik asit toplama ¢ézeltisinde toplanir.
Distilatin miktar1 (buhar damitma siiresi), numunedeki azot miktarmna gére degisir. Ureticinin talimatlarini izlenir.

Not: Yar1 otomatik bir damitma cihazinda, yitksek sodyum hidroksitin eklenmesi ve buhar damitma iglemi
otomatik olarak gergeklestirilir.

5.3. Titrasyon
5.3.1. yada 5.3.2.ye gore devam edilir.
5.3.1. Siilfurik asit

Kullanilan siilfrik asidin konsantrasyonuna bagh olarak, toplama kabi igindeki siilfiirik asidin fazlasi, sodyum
hidroksit ¢ozeltisi ile (3.10 ya da 3.11) doniim noktasina ulagilincaya kadar titre edilir.

5.3.2. Borik asit

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

Déniim noktasina, igerikte pembe rengin ilk gortildtigti yerde ulagilir. Biiret, en yakin 0,05 ml’ye okuyarak tahmin
edilir. Aydinlatmali bir manyetik karistirma plakasi ya da fotometrik bir dedektdr déniim noktasinin goriilmesine
yardimer olabilir. Bu, otomatik titrasyonlu buhar damutici kullanilarak otomatik olarak yapilabilir. Ozel damutict
ya da damitici/titre edicinin kullanimi igin Gireticinin talimatlari izlenir.

Not: Otomatik titrasyon sistemi kullanildiginda, titrasyon, damitma iglemi bagladiktan hemen sonra baglar ve % 1
borik asit gozeltisi (3.18) kullamlir.

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

5.4, Kor testi

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

6. Sonuglarmn hesaplanmasi
Hesaplamalar 6.1 ya da 6.2’ye gére gergeklestirilir.
6.1. 5.3.1%e gore titrasyon hesabi

Agirlikga ytizde olarak ifade edilen ham protein igerigi, asagidaki formiilden hesaplanir:

(Vo =Vy) % ¢ x 0,014 x 100 x 6,25
m

Burada;
Vo = Kor testinde kullanilan NaOH (3.10 ya da 3.11) hacmi (ml)

V1= Numune titrasyonunda kullanilan NaOH (3.10 ya da 3.1 1) hacmi (ml)



¢= Sodyum hidroksit (3.10 ya da 3.11) konsantrasyonu (mol/1)

m = Numunenin agirhgi (g)

6.2. 5.3.2’ye gore titrasyon hesabi

6.2.1. Hidroklorik asitle titrasyon

Agrrlikea yiizde olarak ifade edilen ham protein icerigi, agagidaki formiilden hesaplanir:

(Vi-Vg) xcx 1,4 x6,25
m

Burada;

m = Numunenin agirhigi (g)

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

V| = Numune igin kullanilan hidroklorik asidin (ml cinsinden) hacmi

6.2.2. Siilfiirik asitle titrasyon

Agirhkea ylizde olarak ifade edilen ham protein igerigi, asagidaki formiilden hesaplanir:

(Vi-Vg} xcx 28 %625
m

Burada;
m = Agirhg (g)
¢ = standart volumetrik siilfiirik asit (3.6) ¢Ozeltisinin konsantrasyonu (mol/l)
Vo = kor testinde kullanilan stilfiirik asidin (3.6) (ml cinsinden) hacmi
V1 = Numune i¢in kullamlan siilfiirik asidin (3.6) (ml cinsinden) hacmi
7. Metodun dogrulanmasi
7.1. Tekrar edilebilirlik
Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglari arasindaki fark agsagidaki degerleri gegmemelidir:
— % 20’den az ham protein igerigi icin mutlak deger olarak % 0,2,
% 20 ila % 40 ham protein igerigi i¢in bulunan en yiiksek degerin % 1,0’i kadar,
— % 40’tan fazla ham protein igerigi i¢in mutlak deger olarak % 0,4.

7.2. Dogruluk



Analiz (yag yakma, damitma ve titrasyon) 1 g sakkaroz (3.14) varliginda, 1,5 ila 2,0 g asetanilid (3.13) lizerinde
gergeklestirilir. 1 g asetanilid 14,80 ml siilfiirik asit (3.5) tiketir. Geri kazanim en az % 99 olmalidir.

8. Gozlemler

8.1. Cihaz manuel, yar1 otomatik ya da otomatik tip olabilir. Yas yakma ve damitma adimlar1 arasinda makine
aktarim gerektiriyorsa, bu aktarim kayipsiz gergeklestirilmelidir. Damitma cihazinmn sisesine damlama hunisi
takilmamugsa, kjeldahl balonu yogunlastiricrya baglanmadan hemen 6nce sodyum hidroksit yavas¢a kenardan
dokiilerek eklenir.

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

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

8.4. Rutin analizlerde, ham protein tayini igin alternatif analiz metotlar1 uygulanabilir, ancak bu Boliim C’de
agiklanan Kjeldahl metodu referans metottur. Alternatif metotla (DUMAS gibi) elde edilen ve referans metot ile
kargilagtirilan sonuglarin esdegerligi her matriks igin ayr ayr gosterilmelidir. Alternatif bir metotla elde edilen
sonuglar, esdegerlikleri dogrulanmig 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, AOC’de yayimlanmis metoda gore yapilabilir.

C. URE TAYINi

1. Amag ve kapsam

Bu metot, yemdeki tire seviyesinin tayinini miimkiin kilar.
2. Prensip

Numune, berraklastirma ¢ozeltileriyle su iginde siispansiyon haline getirilir. Stispansiyon siiziliir. Siiziintiiniin tire
igerigi 4-dimetilaminobenzaldehid (4-DMAB) eklendikten sonra 420 nm dalga boyundaki optik yogunluk
6lgiilerek tayin edilir.

3. Ayiraglar

3.1. 4-dimetilaminobenzaldehid ¢ozeltisi: 1,6 g 4-DMAB’yi 100 ml % 96 etanol iginde ¢oziindiiriiliir ve 10 ml
hidroklorik asit (p20 1,19 g/ml) eklenir. Bu ayirag, en fazla iki hafta kullanilabilir.

3.2. Carrez ¢ozeltisi I: Su iginde 21,9 g ¢inko asetat Zn(CH3COO), 2H,0 ve 3 g glasiyal asetik asit ¢dziind iriiliir.
Suile 100 ml’ye tamamlanir.

3.3. Carrez ¢dzeltisi II: Su i¢inde 10,6 g potasyum ferrosiyanid K4 Fe (CN), 3H,0 ¢oziindiiriiliir. Su ile 100 mI’ye
tamamlamr.

3.4. Ure absorbe etmeyen aktif karbon kullanilmahdir. (Kontrol edilmelidir.)
3.5. Ure, % 0,1 ¢ozelti (w/v)

4. Cihazlar

4.1. Karstiricr: yaklagik 35 ila 40 rpm

4.2. Test tiipleri: 160 x 16 mm, silifli



4.3, Spektrofotometre
5. Metot
S.1. Numunenin analizi

2 g numune | mg hassasiyetle tartilir ve 1 g aktif karbon (3.4) ile 500 ml’lik balon jojeye konur. 400 ml su ve 5
ml Carrez 1 ¢ozeltisi (3.2) eklenir, yaklagik 30 saniye karistinilir ve 5 ml Carrez 11 ¢ozeltisi (3.3) eklenir.
Karistiricida 30 dakika karistirilir. Su ile gereken hacme tamamlanir, galkalanir ve siiziiliir.

5 ml seffaf renksiz filtrati alinir, silifli test tiiplerine koyulur, 5 ml 4-DMAB ¢ozeltisi eklenir (3.1) ve karistirilir.
Tipler 20°C’deki (+/- 4°C) bir su banyosuna konur. 15 dakika sonra, 420 nm’de spektrofotometrede numune
¢ozeltisinin optik yogunlugu dl¢tliir. Aywraglar ayni sekilde kullanilarak numunesiz kor deneme ¢aligmasi yapilir
ve hesaplamalarda dikkate alinir.

5.2. Kalibrasyon egrisi

1,2, 4,5 ve 10 mI'lik hacimlerde tire ¢ozeltisi (3.5) aliur, 100 ml balon jojeye konur ve su ile gereken hacme
tamamlanur. Her bir ¢ozeltiden 5 m] alinir, bunlarim her birine 5 ml 4-DMAB ¢ozeltisi (3.1) eklenir, homojen hale
getirir, 5 ml 4-DMAB ve 5 ml tire igermeyen su ihtiva eden bir kontrol ¢ozeltisi ile karsilastirilarak optik yogunlugu
yukarida gosterildigi gibi olgiiliir, kalibrasyon egrisi gizilir.

6. Sonuglarm hesaplanmasi

Kalibrasyon egrisi kullanilarak numunedeki tire miktar1 tayin edilir. Sonuglar numunenin ylizdesi olarak ifade
edilir. Ure hesaplanmasi igin asagidaki formiil kullanilabilir,

Ure(%): ¢ x [x100
mx 1000
Burada;
c: Kalibrasyon egrisinden hesaplanan tire miktari(mg)
f: Seyreltme fakt6rii
m: Numune miktari (g)
7. Gozlemler

7.1. Ure ieriginin % 3’ii gegmesi halinde numune 1 g’a azaltilir ya da orijinal gozelti, 500 ml’de en fazla 50 mg
tire olacak sekilde seyreltilir.

7.2. Ure igeriginin diisik olmas1 durumunda, stizintii seffaf ve renksiz kalana kadar numune artirilir.
7.3. Numune, amino asitler gibi basit azot bilesikleri igeriyorsa, optik yogunluk 435 nm’de dlgiilmelidir.
D. UCUCU AZOTLU BAZLARIN TAYiNi

1. MIKRO DiFUZYON METODUYLA

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 ¢dzelti berraklagtinilip sizilliir. Ugucu azotlu bazlar, bir potasyum karbonat
¢ozeltisi kullanilarak mikro diftizyon yoluyla ¢ikartilir, borik asit ¢dzeltisinde toplanir ve siilfiirik asit ile itre
edilir.

3. Aywraglar
3.1. Trikloroasetik asit, % 20 (w/v) ¢ozelti.

3.2. Indikator: 33 mg bromokrezol yesili ve 65 mg metil kirmizist 100 ml % 95 ila % 96 (v/v) etanol iginde
¢Oziindirilir.

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
icinde ¢oziinduriiliir. 10 ml indikator (3.2) eklenir. Kangtirilir ve gerekiyorsa ¢ézeltinin rengi bir sodyum hidroksit
cozeltisi ekleyerek agik kirmiziya ayarlanir. Bu ¢ozeltinin 1 ml’si en fazla 300 ug NH; baglayacaktir.

3.4. Doymus potasyum karbonat ¢ozeltisi: 100 g potasyum karbonat 100 ml kaynar suda ¢oziindiiriiliir. Sogumaya
birakilir.

3.5. Sulfiirik asit 0,01 mol/l

4, Cihaz

4.1. Karigtirier: yaklagik 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 tarttlir ve 100 ml su ile 200 ml’lik balon jojeye konur. 30 dakika boyunca
kanstiricida kanstirilir. 50 ml trikloroasetik asit ¢ozeltisi (3.1) eklenir, su ile gereken hacme tamamlanir, kuvvetlice
calkalanir ve katli bir siizgeg kagid! ile siiziiliir.

Bir pipet kullanarak 1 ml borik asit ¢ozeltisi (3.3) Conway hiicresinin ortasina ve 1 ml numune siiziintiisii hiicrenin
baghgina eklenir. Yaglanmis kapakla kismen kapatilir. 1 ml doymug potasyum karbonat ¢ozeltisi (3.4) izl bir
sekilde basliga damlatilir ve kapagi hiicrenin hava almayacag sekilde kapatilir. Hiicre, iki ayiracin karigacag
sekilde dikkatle yatay bir diizlemde dondiirerek ¢evrilir. Oda sicakliginda en az dort saat ya da 40°C’de bir saat
inkiibe edilmeye birakilir.

Bir mikro biiret (4.3) kullanilarak ugucu bazlar1 borik asit ¢ozeltisi iginde siilfiirik asit (3.5) ile titre edilir.
Analiz edilecek bir numune olmadan ayni metot kullanilarak kér testi gergeklestirilir.

6. Sonuglarm hesaplanmasi

1 ml H,SO;4 0,01 mol/l, 0,34 mg amonyaga karsilik gelir. Sonuglar numunenin yiizdesi olarak ifade edilir.
6.1. Tekrar edilebilirlik

Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglari arasindaki farki agagidaki degerleri gegmemelidir:

— % 1°den az amonyak igerigi igin bag1l deger olarak % 10,

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



7. Gozlem

Numunenin amonyak igerigi % 0,6’dan fazla ise baglangi¢ stiziintiisii seyreltilir.

$ekil: Conway Hiicresi
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II. DAMITMA METODUYLA
1. Amag ve Kapsam

Bu metot; iire igermeyen balik ununda, amonyak olarak ifade edilen ugucu azotlu bazlarin tayinini miimkiin kilar,
Bu, yalnizca % 0,25°ten az amonyak igerigi i¢in gegerlidir.

2. Prensip

Numune su ile ekstrakte edilir ve gozelti berraklastirilip siziilir, Ugucu azotlu bazlar kaynama noktasinda
magnezyum oksit eklenerek gikartilir ve belirli miktardaki stilfirik asit iginde toplanir, fazla miktar1 sodyum
hidroksit ¢6zeltisi ile geri titre edilir.

3. Ayrraglar

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

3.2. Magnezyum oksit

3.3. Koplirmeyi 6nleyici emilsiyon (silikon gibi)
3.4. Silfiirik asit 0,05 mol/l

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

3.6. % 95 ile % 96 (v/v) etanol iginde % 0,3 metil kirmizis1 ¢ozelti
4. Cihaz

4.1. Kanstirier: yaklagik 35 ile 40 rpm

4.2, Kjeldahl tipi damitma cihazi

5. Metot

10 g numune 1 mg hassasiyetle tartilr ve 100 ml su ile 200 mI’lik balon jojeye konur. 30 dakika boyunca
karistiricida karigtirlir, 50 ml trikloroasetik asit ¢ozeltisi (3.1) eklenir, su ile gereken hacme tamamlanir, kuvvetlice
calkalanir ve katl bir stizgeg kagidi ile stiziiliir,

Varsayilan ugucu azotlu baz igerigi igin uygun miktarda berrak siizintii alnir. (100 ml genelde uygundur) 200
ml’ye seyreltilir ve 2 g magnezyum oksit (3.2) ile birkag damla kopiirmeyi onleyici emiilsiyonu (3.3) eklenir.

Cozelti turnusol kagidina gore alkali olmahdir, degilse biraz magnezyum oksit (3.2) eklenir. Ham protein
igeriginin tayini i¢in analiz metodunun 5.2 ve 5.3 maddelerine gore devam edilir. (Bakiniz Bolim C).

Numune olmadan ayn1 metot kullanarak kor testi gergeklestirilir,

6. Sonuglarm hesaplanmasi

1 ml H2804 0,05 mol/l, 1,7 mg amonyaga karsilik gelir. Sonuglar yiizde olarak ifade edilir.
6.1. Tekrar edilebilirlik

Aynt numunenin iki paralel tayininin sonuglart arasindaki fark, bagil deger olarak en fazla amonyagmn % 10°u
olmahdir.



E. AMINO ASITLERIN (TRIPTOFAN HARIC) TAYIiNi
1. Amag 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, izoldysin, 16ysin, fenilalanin, prolin, serin, tirozin ve valin amino asitleri igin gegerlidir.

Metot, amino asit tuzlarini ayit etmez ve amino asitlerin D ve L formlari arasinda ayrim yapmaz. Triptofan ya da
amino asitlerin hidroksi analoglarinin tayini i¢in gegerli 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 stizilir. Suzintiniin 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

Segilen metot inceleme altindaki amino asitlere gore degisir. Sistein ve metiyonin hidrolizden dnce sirasiyla sisteik
aside ve metiyonin siilfona okside edilmelidir. Tirozin, oksitlenmemis numunelerin hidrolizatlarmda tayin
edilmelidir. Amag ve kapsamda listelenen diger tiim amino asitler oksitlenmis ya da oksitlenmemis numunede
tayin edilebilir.

Oksidasyon 0°C’de performik asit/fenol karigimi ile gergeklestirilir. Oksitlenme ayiracinin fazlasi sodyum disiilfit
ile ayrigtirilir. 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 igin 440 nm) dalga boyunda tespit edilir.

3. Ayrraglar

[ki kere distile edilmis su ya da esdeger nitelikte su kullanilmalidir. (iletkenlik < 10 pS).
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. Norloysin ya da baska 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 6nce bir hafta boyunca P»Os ya da HaSOq tizerinde vakum altinda kurutulur.

3.16.2. Sisteik asit

3.16.3. Metiyonin siilfat.

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

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

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

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

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

Not: 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 HCI'yi (3.7) yaklagik 800 ml su iginde ¢ziindiiriiliir. pH’s1 2,20°ye ayarlanur. Su ile 1 litreye
tamamlanir.)

3.25. Eliisyon tamponlari, kullanilan analizor kosullarina gore hazirlanir (4.9)
3.26. Ninhidrin ayiraci, analizor kogullarina gore hazirlanir (4.9)
3.27. Amino asitlerin standart ¢ozeltileri. Bu ¢ozeltiler 5°C’de saklanmalidir.
3.27.1. Amino asitlerin stok standart ¢6zeltileri (3.16.1)
¢ =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 sitlfati (3.16.3)1 litrelik balon jojede sitrat tamponu igerisinde
¢oziindiriilir ve sitrat tamponu ile igaretine kadar tamamlamir. 5°C’nin altinda ve en fazla 12 ay saklanir. Bu
gozelti, stok standart ¢ozeltisi (3.27.1) sisteik asit ve metiyonin siilfat iceriyorsa kullanilmaz.



3.27.3. I¢ standardin stok standart ¢ozeltisi, 6rnegin norloysin, ¢ = 20 umol/ml 0,6560 g norldysin (3.13) balon
jojede sitrat tamponu (3.24) iginde ¢oziindiiriiliir ve sitrat tamponu ile 250 mI’ye tamamlanir. 5°C’nin altinda en
fazla 6 ay saklanir.

3.27.4. Hidrolizatlar ile kullanilmak tizere 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
iginde 30 ml sitrat tamponu (3.24) ile ¢6ziindiiriliir. 4,00 ml amino asit stok standart ¢6zeltisi (3.27.1), 4,00 ml
sisteik asit ve metiyonin stilfatin stok standart ¢6zeltisi (3.27.2) ve eger kullaniliyorsa 0,50 ml i¢ standardimn stok
standart ¢ozeltisi (3.27.3) eklenir. Sodyum hidroksit (3.18) ile pH’s1 2,20’ye ayarlanir.

Hazirlanan kisim 50 m!’lik balon jojeye aktarilir ve sitrat tamponu (3.24) ile igarete kadar tamamlayip karigtirlir.
5°C’nin altinda en fazla 3 ay saklanir. (Bakimiz gozlem 9.1.)

3.27.5. Hidrolizatlarla kullanilmak tizere standart amino asitlerin kalibrasyon ¢ézeltileri paragraf 5.3.3.1."e gore
ve ckstraktlarla (5.2) birlikte kullanilmak tizere hazirlanir. Kalibrasyon ¢ozeltisi 3.27.4.’¢ 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 kullanimi i¢in kauguk/teflon astarli vida kapakli 100 mI’lik borosilikat cam sise (6rnegin Duran, Schott)
4.3. Havalandirmali 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. Santriftij

4.7. Rotary vakum evaporatdr

4.8. Mekanik ¢alkalayici ya da manyetik karigtirict

4.9. Amino asit analizorii ya da iyon degisimi kolonlu HPLC cihazi, ninhidrin igin gereg, kolon sonrasi
tirevlendirme ve fotometrik dedektor.

Kolon, amino asitleri birbirinden ve diger ninhidrin-pozitif materyallerden ayirabilecek kapasitede siilfonlu
polistren regineleri ile doldurulur. Tampon ve ninhidrin hatlarmdaki akis, hem standart kalibrasyon galigmasi ve
hem de numune analizini kapsayan siireg boyunca = % 0,5 akig stabilitesi olan pompalarla saglanir.

Bazi amino asit analizorleri ile birlikte; hidrolizatin ¢ = 0,8 mol/l sodyum konsantrasyonuna sahip oldugu ve
oksidasyon basamagmdan kalan tiim formik asidi igerdigi durumlarda hidroliz metotlar1 kullamlabilir. Hidrolizat
yiiksek formik asit ve/veya yiiksek sodyum iyon konsantrasyonlar1 igerirse, digerleri belirli amino asitlerde tatmin
edici bir ayirim saglamaz. Bu durumda, asit hacmi hidrolizden sonra ve pH ayarlamasindan dnce buharlastirma ile
yaklagik 5 ml’ye azaltilir. Buharlastirma vakum altinda en fazla 40°C’de yapilmahdir.

5. Metot
5.1. Numunenin hazirlanmasi

Numune 0,5 mm’lik elekten gegecek sekilde 6gitilir. Nem orami yiiksek numuneler islemden énce ya 50°C’yi
agmayacak sicaklikta hava ile kurutulmali ya da dondurularak kurutulmahdir. Yiiksek yag oranli numuneler
islemden Once petrol eteri ile ekstrakte edilmelidir (3.12).

5.2. Yem ve premikslerde 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 karigtiricr kullanarak karigim 60
dakika boyunca calkalanir (4.8). Cokeltinin ¢okmesi beklenir ve 100 mI’lik bir behere siipernatant ¢ozeltiden 10
ml pipetlenir.

5,0 ml siilfosalisilik asit ¢6zeltisi (3.22), karigtirilarak eklenir ve manyetik karigtirici yardimi ile 5 dakika boyunca
karistirmaya devam edilir. Cokeltiyi ayirmak igin stipernatant siiziiliir ya da santrifiije tabi tutulur. Elde edilen
¢ozeltiden 10 ml, 100 mI’lik bir behere almirak sodyum hidroksit ¢ozeltisi (3.18) eklenir pH’1 2,20’ye ayarlanr,
sitrat tamponu (3.24) kullanarak uygun hacimdeki balon jojeye aktarihir ve tampon gozeltisi (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 ¢ozeltisi
(3.24) ile igarete kadar tamamlanir.

5.4.¢ gore kromatografi iglemine gegilir.

Ekstraktlar ayni giin incelenmeyecekse 5°C’nin altinda saklanir.
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) igin 100 mI’lik yuvarlak tabanli balon (4.1) igine ya da,
- Disiik sodyum konsantrasyonu gerekiyorsa (5.3.3.1) 250 mI’lik yuvarlak tabanli balon (4.1)igine ya da,
- Kapalt hidroliz (5.3.2.4) igin 100 mI’lik vidal kapakli sise (4.2) igine tartilir.
Tartilan numune yaklagik 10 mg azot igerigine sahip olmali ve su miktar1100 mg asmamalidir.
Balon/sise buz-su banyosu igine yerlestirilir ve 0°C’ye sogutulur, 5 ml oksidasyon karigim (3.23) eklenir ve egik
uglu bir cam spatula ile karistirilir. Balon/sise spatula ile birlikte hava gegirmez bir filmle kapatilir, buz-su banyosu
igindeki filmle kapatilmig balon/sise ile birlikte 0 °C’deki buzdolabina yerlestirilir ve 16 saat bekletilir. 16 saatten
sonra buzdolabindan ¢ikarilir ve 0,84 g sodyum disiilfiir (3.4) ekleyerek fazla oksidasyon ayraci ayristirilir.

5.3.2.1%¢ gore igleme devam edilir.
5.3.2. Hidroliz
5.3.2.1. Oksitlenmis numunelerin hidrolizi

5.3.1¢ gore hazirlanmis oksitlenmis numuneye, 25 ml hidroliz karigimi (3.20) kabin ve spatulanin tizerine
yapigmis tim numune kalintilarini ytkamaya 6zen gostererek eklenir.

Kullanilan hidroliz metoduna bagl 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 mI’lik yuvarlak tabanli balona
(4.1) ya da 100 mI'lik vidali kapakli siseye (4.2) tartilir. Tartilan numune yaklagik 10 mg’lik bir azot igerigine
sahip olmalidir. 25 ml hidroliz karigimi (3.20) dikkatlice eklenir ve numuneyle karigtirilir, 5.3.2.3 yada 5.3.24.%¢
gore isleme devam edilir.

5.3.2.3. Agik hidroliz

Balondaki karigima (5.3.2.1 ya da 5.3.2.2"ye gore hazirlanmig) 3 kaynama boncugu eklenir ve geri sogutucu altinda
23 saat boyunca stirekli kabartarak kaynatilir. Hidroliz tamamlandiginda, yogunlagtirici 5 ml sitrat tamponu (3.24)
ile yikanir. Cam balon ayirilir ve buz banyosu iginde sogutulur.



5.3.3.%¢e gore isleme devam edilir.
5.3.2.4. Kapal hidroliz

5.3.2.1 yada5.3.2.2.’e gore hazirlanmg karigimy igeren sise 110°C’deki etiive (4.3) verlestirilir. ilk bir saat icinde
basing olusumunu engellemek igin (gaz halindeki maddelerin olusumundan kaynaklanan) ve patlamay1 6nlemek
igin, sisenin Ustiine vidal kapak yerlestirilir. Sige kapakla kapatilmamalidir. Bir saatten sonra sise kapak ile
kapatilir ve ctiiv (4.3) i¢inde 23 saat boyunca birakilir. Hidroliz tamamlandiginda, sise etiivden gikarilir, sigenin
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.’¢ gore isleme devam edilir.
5.3.3. pH’1n ayarlanmasi

Amino asit analiz6riinin (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) igin

Distik bir sodyum konsantrasyonu gerektiren amino asit analizorleri kullamildiginda (asit hacmi diigiiriildiigiinde),
bir i¢ stok standardi (3.27.3) kullanilmas1 dnerilir.

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 [-oktanol (3.15) eklenir.

Rotary evaporator (4.7) kullanarak hacim vakum altinda 40°C’de 5-10 m1’ye diisiiriiliir. Kazayla hacim 5 ml’nin
altina diistiriiliirse, hidrolizat atilir ve analiz bastan baglatilir.

Sodyum hidroksit ¢dzeltisi (3.18) ile pH 2,20’ye ayarlanir ve paragraf 5.3.4’e gore isleme devam edilir.
5.3.3.2. Tim diger amino asit analizorleri igin (4.9 )

5.3.2.3yada5.3.2.4. ¢ gore elde edilen hidrolizatlar alinir ve 17 ml sodyum hidroksit ¢zeltisi (3.17) karistirilarak
eklenir kismen nétrlestilir, bu durumda sicaklik 40°C’in altinda olmahdir.

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’s1ayarlanmig 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 tamponuyla (3.24) isaretc kadar
tamamlanr., Iyice karistirtlir.

Kromatografi basamagina (5.4) gegilir.
Numune ¢ézeltileri ayni giin i¢inde incelenmeyecekse, 5°C’nin altinda saklanmalidr.

5.4. Kromatografi



Kromatografiden dnce ekstrakt (5.2) ya da hidrolizat (5.3.4) oda sicakligina getirilir, karigim galkalanir ve uygun
bir miktar 0,22 pm membran filtreden (4.5) siiziilir. Elde edilen berrak ¢6zelti, amino asit analizérii (4.9)
kullanilarak iyon degisim kromatografisine enjekte edilir.

Enjeksiyon elle ya da otomatik olarak uygulanabilir. Bir i¢ standart kullanildigi durumlar diginda standartlar ve
numunelerin analizi i¢in kolona ayni miktarda + % 0,5 ¢ozelti eklenmesi 6nemlidir ve standartlarla numune
¢ozeltileri i¢indeki sodyum/amino asit oranlar1 benzerdir.

Genel olarak uygulanan kalibrasyon siklig1 ninhidrin ayracinm stabilitesine ve analitik sisteme baghdir. Numune
amino asit pik alanimin % 30-200’t oraninda bir standart pik alani vermesi igin standart ya da numune sitrat
tamponu (3.24) ile seyreltilir.

Amino asitlerin kromatografisi kullanilan analizér tliriine 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 ¢6zelti (belirlenen aminoasitlerin) analiz edildiginde asagida bahsedilen
cukur/pik yiikseklik oranlari uygulanir. Bu esmolar ¢6zelti amino asit analizor sistemi (4.9) ile hassas bir bigimde
olgiilebilecek olan her bir amino asidin en azindan % 30’unu igermelidir.

Treonin-serin ayirimi igin kromatogramdaki iki ¢akisan amino asidin daha diigiigiiniin gukur:pik yiksekligi orant
2:10%u gegmemelidir. (Sistein, metiyonin, treonin ve lizin belirlenecekse, birlesik piklerden kaynaklanan yetersiz
ayirim belirlemeyi olumsuz etkiler). Tiim diger amino asitlerin ayirumi 1:10°dan daha iyi olmalidur.

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

Numune ve standart pik alanlar her bir amino asit i¢in ayr1 ayr1 olgiiliir ve miktar(X), her bir kilograma diigen
amino asit miktari gram olarak asagidaki gibi hesaplanir:

_AxcxMxV
“Bxmx1000

Bir i¢ standart kullanilacaksa D/C ile garpilir.

A = Pik alany, hidrolizat ya da ekstrakt

B = Pik alani, kalibrasyon standart ¢ozeltisi

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

D = Pik alan, i¢ standart, kalibrasyon standart ¢dzeltisi

M = Belirlenen amino asidin mol agirhig

¢ = umol/ml cinsinden standardin yogunlugu

m = Numune aguligi (g) (kurutulmussa ya da yagi ¢ikarilmigsa orijinal agirhigma gore 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
agirhgt M =120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30 g/mol) kullantlarak sistin olarak hesaplanir ((CsH2N204S2, M 240,30
g/mol)



Oksitlenmis numunenin hidrolizatlarmdaki metiyonin, metiyonin siilfon olarak belirlenir, ancak metiyoninin niol
agirlig M’149,21 g/ kullanilarak metiyonin olarak hesaplanir.

Metiyonin ekstraksiyonundan sonra ilave edilen serbest metiyonin belirlenir. Hesaplanmast igin ayni mol agurlik
kullanilr.

6.1. Serbest amino asitlerin (5.2) belirlenmesi igin ekstraktlarin (F) toplam seyrelti hacmi agagidaki gibi
hesaplanir:

F_lOOnﬁx{lOml+5mi} v

10m *T0

V = Nihai ekstraktm hacmi
7. Metodun degerlendirilmesi

Metot dort farklh yem (domuz yemi, etlik pili¢ yemi, protein konsantresi, premix) kullanilarak 1990 yilinda uluslar
arast diizeyde yapilan dongiili karsilagtirilma iginde test edilmistir. Aykirt degerlerin elemesinden sonra;
sonuglarin anlami ve standart sapma asagidaki tabloda verilmigtir:

Amino Asit
Referans materyal

Treonin Sist(e)in Metionin Lisin

6,94 3,01 3,27 9,55
Domuz yemi

n=15 n=17 n=17 n=13

9,31 3,92 5,08 13,93
Etlik Pili¢ Yemi

n=16 n=18 n=18 n=16

22,32 5,06 12,01 47,74
Protein konsantresi

n=16 n=17 n=17 n=15

58,42 90,21 98,03
Premiks —

N=16 n=16 n=16
n= Katilan laboratuvar sayisi

7.1. Tekrar edilebilirlik

Yukarida belirtilen déngiilii karsilastirma ile elde edilen laboratuvar igi standart sapma igin elde edilen sonuglar
asagidaki tabloda verilmistir.



Laboratuvar I¢i Standart Sapma (Sr) g/kg olarak

Amino Asit
Referans materyal

Treonin Sist(e)in Metionin Lisin

0,13 0,10 0,11 0,26
Domuz yemi

n=15 n=17 n=17 n=13

0,20 0,11 0,16 0,28
Etlik Pili¢ Yemi

n=16 n=18 n=18 n=16

0,48 0,13 0,27 0,99
Protein konsantresi

n=16 n=17 n=17 n=15

1,30 2,19 2,06
Premiks _

N=16 n=16 n=16
n= Katilan laboratuvar sayisi

Laboratuvar I¢i Standart Sapma (Sr) igin Varyasyon Katsayist (%)

Amino Asit
Referans materyal

Treonin | Sist(e)in Metionin Lisin

19 33 34 28
Domuz yemi i

n=15 n=17 n=17 n=13

2,1 12,8 3,1 2,1
Etlik Pili¢ yemi i

n=16 n=18 n=18 n=16

2,7 2,6 2,2 24
Protein konsantresi

n=16 n=17 n=17 n=15

2,2 2.4 2,1
Premiks —

N=16 n=16 n=16
n= Katilan laboratuvar sayst

7.2 Tekrar Uretilebilirlik

Yukarida belirtilen dongiilii karsilastrma ile elde edilen laboratuvarlar arasi standart sapma igin elde edilen
sonuglar agagidaki tabloda veriglmistir.

Laboratuvarlar aras1 Standart Sapma (Sr) g/kg



Referans myataryaly ' Arﬁino Asit '
Treonin  |Sistlelin  |Metionin |Lisin
Domuz yemi 028 0,30 0,23 ‘ 030
n=15 n=17 n=17 n=13
Etlik Pilig yemi 0,48 034 0,55 ~ o7s
n=16 n=18 n=18 n=16
Protein Konsantresi ~ |0,85 0,62 1,57 1,24
n=16 n=17 n=17 n=15
R Y - o ”
n=16 n=16 n=16

n= Katilan laboratuvar sayisi

Laboratuvarlar Aras1 Standart Sapma (Sg) igin Varyasyon Katsayist (%)

Amino Asit
Referans materyal
Treonin Sist(e)in Metionin Lisin
4,1 9,9 7,0 3,2
Domuz yemi
n=15 n=17 n=17 n=13
5,2 8,8 10,9 5.4
Etlik Pili¢ Yemi
n=16 n=18 n=18 n=16
3,8 12,3 13,0 3,0
Protein konsantresi
n=16 n=17 n=17 n=15
43 6,9 6,7
| Premiks —
N=16 n=16 n=16
n= Katilan laboratuvar sayisi

8. Referans materyallerin kullanim1

Metodun dogru uygulanmasy; erisilebildigi noktalarda onayli referans materyallerin goklu Slgiimiiniin
yapilmastyla sinanmahdir. Kalibrasyonun; onayli amino asit kalibrasyon ¢ozeltisiyle yapilmasi 6nerilir.

9. Gozlemler



9.1. Amino asit analizorleri arasindaki farklardan 6tiirii; standart amino asitlerin (bakiniz 3.27.4 ve 3.27.5) ve
hidrolizatlarin (bakimiz 5.3.4) kalibrasyon ¢ozeltilerinin son konsantrasyonlari kilavuz olarak almmalidir.

Cihazlarm lineer tepkilerinin aralig1 ttim amino asitler igin kontrol edilmelidir.
Standart ¢6zelti; araligin ortasindaki tepe alanlarmi vermesi igin sitrat tamponu ile seyreltilir.

9.2. Yiiksek performans sivi kromatografik donanimlarin hidrolizatlarin analizinde kullanildig1 yerlerde, deneysel
kosullar tireticinin &nerilerine gore optimize edilmelidir.

9.3. % 1’den fazla klorit igeren yemlere (konsantre, mineral yemleri, ilave yemler) metodun uygulanmasiyla,
metioninin eksik tahmin edilmesi durumunda ve 6zel uygulama yapilmasi zorunludur.

F. TRIPTOFAN TAYINI
1. Amag ve kapsam

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

2. Prensip

Toplam triptofan tayini i¢in numune, alkali kogullar altinda doymus baryum hidroksit ¢ozeltisi ile hidrolize edilir
ve 20 saat boyunca 110°C’ye sitilir. Hidrolizden sonra ig standart eklenir.

Serbest triptofan tayini igin numune, i¢ standardin varliginda hafif asidik kogullar altinda ckstrakte edilir.
Hidrolizatin ya da ekstraktin iginde triptofan ve i¢ standart, HPLC fliioresan dedektér ile tayin edilir.

3. Ayiraglar

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

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

3.3. Ig standart madde: a-metil-triptofan (saflik/igerik > % 99), fosforlu pentoksit ile vakum altinda kurutulmug

3.4. Baryum hidroksit okta-hidrat (tayini bozabilecek BaCO; olugsumunu énlemek amaciyla havaya yiiksek
Ba(OH); .8H,0 ag13a ¢ikmamast igin gerekli nlemler alinacaktir) (bakimz gozlem 9.3)

3.5. Sodyum hidroksit

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

3.7. Hidroklorik asit, p2 1,19 g/ml

3.8. Metanol, HPLC kalitesine egdeger

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

3.10. Sodyum hidroksit ¢ozeltisi, ¢ = 1 moV/1,

40,0 g NaOH (3.5) su iginde ¢ozdiiriiliir ve su ile I litreye tamamlanir (3.1)

3.11. Hidroklorik asit, ¢ = 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) alinur ve su ile [ litreye tamamlanir.

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



3.14. Orto-fosforik asit, ¢ = 0,5 mol/l,
34 ml orto-fosforik asit (3.6) almir ve su ile 1 litreye tamamlanir. (3.1)
3.15. Konsantre triptofan ¢ézeltisi (3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml,

500 ml’lik balon jojede 0,2553 g triptofan (3.2) hidroklorik asit (3.13) icinde ¢ozindiiriilir ve isarete kadar
hidroklorik asit (3.13) ile tamamlanur.

- 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 ¢6ziindiirtiliir ve isarete kadar
hidroklorik asit (3.13) ile tamamlanur. - 18°C’de en fazla 4 hafta saklanir.

3.17. Triptofan ve i¢ standardin kalibrasyon standart ¢ézeltisi,

2,00 ml konsantre triptofan ¢ozeltisi (3.15) ve 2,00 ml konsantre i¢ standart (o-metil-triptofan) ¢ozeltisi (3.16)
alinir, Bitmig hidrolizatta ayni hacimde ve ayni metanol konsantrasyonunda (% 10 ~ % 30) olacak sekilde esit
hacimdeki su (3.1) ve metanol (3.8) ile seyreltilir, Bu ¢6zelti kullanmadan once 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) iginde 1 g 1,1,1-trikloro-2-metil-2-propanol (3.19) ¢ozeltisi

3.22. HPLC igin mobil faz: 3,00 g asetik asit (3.18) + 900 ml su (3.1) + metanol (3.8) iginde 50,0 ml 1,1,1-trikloro-
2-metil-2-propanol (3.19) ¢ézeltisi (3.21) (1g/100ml). Etanolamin (3.20) kullanarak pH’t 5,00’a ayarlanir. Su ile
1000 ml’ye tamamlanir (3.1)

4. Cihaz

4.1. Spektroflorometrik dedektorlit HPLC ekipmant

4.2. Swvi kromatografik kolon, 125 mm x 4 mm, Cis, 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 ym

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

4.7, Mekanik galkalayici ya da manyetik karistirict

4.8. Vorteks karigtirict

5. Metot

5.1. Numunelerin hazirlanmasi



Numune 0,5 mm elekten gegecek sekilde 6giitilir. Nem igerigi yitksek numuneler §giitiilmeden dnce en fazla
50°C sicakhikta hava kurutulmalr etiivde ya da dondurularak kurutulmalidwr. Yilksek vag igerikli numuneler
ogutiilmeden 6nce petrol eteri (3.9) ile ekstrakte edilecektir.

5.2. Serbest triptofan tayini (ekstrakt)

Hazirlanmig 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 ig standart ¢ozelti (3.16) eklenir. Mekanik bir ¢alkalayici ya da manyetik bir karistirics
(4.7) kullanarak 60 dakika boyunca galkalanir ya da karigtirilir. Cokeltinin ¢kmesi beklenir ve 10,0 ml’lik
stipernatant ¢dzelti 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 i¢in
yeteri kadar metanol (3.8) eklenir. Uygun hacimdeki bir balon jojeye aktarilir ve su ile kromatografi igin gereken
bir hacme seyreltilir (Yaklasik olarak kalibrasyon standart ¢ozeltisiyle (3.17) ayni hacimde).

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

Standart ¢ozelti ve ekstraktlar dogrudan giines 1s1gndan 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 g1 0,2 mg hassasiyetle polipropilen erlene (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 karistiricida (4.7) kangtirilir. Teflon kaplanmis miknatis karigim iginde
birakilir. Kabm duvarlari 4 ml su ile yikanir. Vidah 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 6nce sicakligi 100°C’nin biraz altina diigiiriiliir. Ba(OH), - 8 H,0 kristallesmesini énlemek igin
sicak karigima oda sicakliginda 30 ml su eklenir. Yavagea calkalanir ya da karigtirilir. 2,00 ml konsantre ig 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 karistirtlir ve HC1 (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 igin gereken tanimlanmis hacme (6megin 100 ml) seyreltilir. Metanoliin eklenmesi ¢okeltiye neden
olmayacaktir.

HPLC kolonuna enjeksiyondan 6nce birkag ml ¢6zelti 0,45 um’lik bir membran filtresinden (4.5) stiziiliir. 5.4°¢
uygun sekilde kromatografi adimina gegilir.

Standart ¢ozelti ve hidrolizatlart dogrudan giines 113indan korunur, Hidrolizatlarn ayni giin analizi miimkiin
degilse, 5°C’de en fazla 3 giin saklanabilirler
5.4. HPLC tayini

Asagidaki izokratik eltisyon kosullari rehber olarak sunulmustur; esdeger sonuglar vermeleri kaydiyla baska
kogullar da kullanilabilir (bakiniz gézlemler 9.1 ve 9.2):



Sivi kromatografik kolon (4.2): 125 mm x 4 mm, Cys, 3 um dolgu ya da esdegeri

Kolon sicakligt: Oda sicakligs

Mobil faz (3.22): o 3,00 g asetik asit (3.18) + 900 ml su (3.1) + metanol iginde
(3.8) 50,0 ml 1,1,1-trikloro-2- metil-2 propanol (3.19)
gozeltisi (3.21) (1 g/100 ml). Etanolamin (3.20) kullanarak
pH 5,00’¢ ayarlanir. Su ile 1000 ml’ye tamamlanir (3.1)

Akig hiz1: 1 ml/dak.

Toplam ¢aligma siiresi: Yaklagik 34 dak.

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

6. Sonuglarin hesaplanmasi

100g numune basina g cinsinden triptofan miktari (X) asagidaki gibi hesaplanur:
X=(AxBxVixcxVaxM)/(CxDx Vix 10000 x m)

A = Ig standardin pik alani, kalibrasyon standardi gzeltisi (3.17)

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

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

¢ = Kalibrasyon ¢ozeltisine (3.17) eklenen konsantre triptofan ¢dzeltisinin (3.15) pmol/ml cinsinden
konsantrasyonu (= 2,50)

Va2 = Ekstraksiyonda (= 5,00 ml) (5.2) hacmi ya da hidrolizata (= 2,00 ml) (5.3) eklenen konsantre i¢ standart
¢ozeltisinin (3.16) ml cinsinden

C = ¢ standardin pik alani, ekstrakt (5.2) ya da hidrolizat (5.3)
D = Triptofanin pik alani, kalibrasyon standard: ¢ozeltisi (3.17)

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

m = g Cinsinden numune agurlig1 (kurutulmug ve/veya yagi alinmigsa orijinal agirliga gore diizeltilmig)

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

7. Tekrar edilebilirlik

Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglar1 arasmdaki fark en yiiksek sonucun % 10’unu gegmemelidir.

8. Bir ortak aragtirmanin sonuglari



Hidroliz metodunu onaylamak icin 12 kadar laboratuvar tarafindan ti¢ numuneyin analiz edildigi bir Avrupa
Komisyonu ortak galigmasi (4. Dongiilii kargilagtirma) organize edilmistir. Her bir numune tizerinde e (5) analiz
gergeklestirilmistir. Sonuglar agagidaki tabloda verilmistir:

Numune 2
Numune 1 L-Triptofan ile takviye Numune 3
Domuz yemi ediimi Domuzlar igin konsantre yem
domuz yemi
L 12 12 12
n 50 55 50
Ortalama [g/kg] 2,42 3,40 422
sr [g/kg] 0,05 0,50 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
CV; [%] 1,9 1,6 1,9
Sr [g/kg] 0,15 020 0,09
R [g/kg] 0,42 0,56 0.25
CVr[%] 63 6,0 2.2

L = sonug veren laboratuvar sayist

n = aykir1 degerleri elimine eden tutulmus tekil sonuglarin sayis1 (cochran, dixon aykiri sonug testine gore
belirlenmis)

s, = Tekrar edilebilirligin standart sapmasi

Sg = Tekrar tiretilebilirliin standart sapmasi

r = Tekrar edilebilirlik

R = Tekrar tiretilebilirlik

CV, = Tekrar edilebilirligin degisim katsayist, %
CVy = Tekrar tiretilebilirligin degisim katsayisi, %

Serbest triptofanin ziitlenmesini onaylamak igin 13 kadar laboratuvar tarafindan iki numunenin analiz edildigi
bagka bir Avrupa Komisyonu ortak ¢alismasi (3. Dongtltl karsilagtirma) organize edilmistir. Her bir numune
tizerinde es (5) analiz gergeklestirildi. Sonuglar agagidaki tabloda verilmistir:



i Numune 5 Numune 6
Bugday ve soya karigimi ! Triptogigégji:gs/z?; )}(i::l\;s]dilmis

L 12 12

n 59 60
Ortalama [g/kg] 0,391 0,931
sr [g/kg] 0,005 0,012
r okl 0,014 0,034
CV, [%] 1,34 1,34
Sr [g/kg] 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CVRr [%] 4,71 511

L = sonug veren laboratuvar sayisi

n = aykirt degerleri elimine eden tutulmus tekil sonuglarin sayis1 (Cochran, Dixon aykiri sonug testine gore
belirlenmis)

s;= Tekrar edilebilirligin standart sapmasi

Sr = Tekrar iiretilebilirligin standart sapmasi

r = Tekrar edilebilirlik

R = Tekrar tiretilebilirlik

CV, = Tekrar edilebilirligin degisim katsayisi, %
CVr = Tekrar tiretilebilirligin degisim katsayisi, %

Hidroliz i¢in bir triptofan onaylanmasi amact ile 7 kadar laboratuvar tarafindan dort numunenin analiz edildigi
bagka bir Avrupa Komisyonu ortak ¢aligmasi (3. dongilii kargilagtirma) organize edilmigtir. Her bir numune
tizerinde es (5) analiz gergeklestirildi. Sonuglar agagidaki tabloda verilmistir:



Numune 1 Numune 2 Numune 3 Numune 4
Domuz yemi Dussaﬁ‘ia)i;rian“ Soya fasulyesi | Yagsiz stit tozu
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 119) (CRM 120)
L 7 7 7 |
| 7
n 25 30 30
30

Ortalama [g/kg] 2,064 8,801 6,882
5,236

sr [g/kg] 0,021 0,101 0,089
0,040

r [akg] 0,059 0,283 0,249
0,112

CV; [%] 1,04 1,15 1,30
0,76

Sr [g/kg] 0,031 0,413 0,283
0,221

R [g/kg] 0,087 1,156 0,792
0,619

CVr [%] 1,48 4,69 411
4,22

L = sonug veren laboratuvar sayisi

n = aykur1 degerleri elimine eden tutulmus tekil sonuglarmn sayis1 (cochran, dixon ayki sonug testine gore
belirlenmis)

s, = Tekrar edilebilirligin standart sapmasi

Sr = Tekrar iiretilebilirligin standart sapmasi

1 = Tekrar edilebilirlik

R = Tekrar iiretilebilirlik

CV, = Tekrar edilebilirligin degisim katsayisi, %

CVy = Tekrar iiretilebilirligingin degisim katsayist, %

9. Gozlemler
9.1. Asagidaki 6zel kromatografik kosullar triptofan ile a-metiltriptofan arasinda daha iyi bir aywim sunabilir.

Gradyan kolonu temizlemesiyle elde edilen izokratik eliisyon:



Sivi kromatografik kolon: 125 mm x 4 mm, C3, S um dolgu ya da egdegeri

Kolon sicakligr: 32°C

Mobil faz: A: 0,01 mol/l KHPOy/metanol, 95+5 (H+H).
B: metanol

Gradyan programt: 0 dak. ‘ % 100 A %0B
15 dak. % 100 A %0B
17 dak. % 60 A %40B
19 dak % 60 A %40 B
21 dak. % 100 A %0B
33 dak. % 100 A %0B

Akis hiz: 1,2 ml/dak.

Toplam ¢aligma siiresi: yaklagik 33 dak.

9.2. Kromatografi, HPLC tiiriine ve kullanilan kolon dolgu materyaline gore degisecektir.Segilen sistem, triptofan
ile i¢ standart arasindaki kromatografik ayrimi verebilmelidir. Ayrica pargalanma trlinlerinin triptofan ve ig
standardindan iyi ayrilmasi da onemlidir. Safsizliklar igin i¢ standart altinda temel ¢izgiyi denetlemek amaciyla i¢
standart igermeyen hidrolizatlar ¢alistirilacaktir. Caligma siiresinin, tiim par¢alanma iirtinlerinin eliisyonu igin
yeterince uzun olmasi Snemlidir. Aksi halde geg eliisyon pikleri sonraki kromatografik ¢aligtirmalari etkileyebilir.

Islem siiresince kromatografik sistem dogrusal bir yanit verecektir. Dogrusal yanit sabit (normal) bir i¢ standart
konsantrasyonu ve degisen triptofan konsantrasyonlari ile dlgiilecektir. Hem triptofan hem de ig standart piklerinin
boyutlarmm, HPLC/fliloresans sisteminin dogrusal araligi araliginda olmast onemlidir. Triptofan ve/veya i¢
standart pik(ler)i ¢ok kii¢iik ya da gok biiyiikse analiz bagka bir numune boyutu ve/veya degistirilmis bir nihai
hacim ile yinelenecektir.

9.3. Baryum hidroksit

Zamanla baryum hidroksitin ¢oziinmesi zorlasir. Bu durum HPLC tayini igin, diisiik triptofan sonuglari
iiretebilecek bulanik bir ¢ozeltiye yol agar.

G. HAM KATI VE SIVI YAGLARIN BELIRLENMESi
1. Amag ve kapsam

Bu metot; yem igindeki ham katr ve sivi yaglarin belirlenmesi i¢in kullanilir. Bu yagh tohumlarin ve yagl
meyvelerin analizlerini kapsamaz. Asagida tanimlanmis olan iki metot, yemin yapisina, bilesimine ve yapilan
analizinin yapihg nedenine baghdir.

1.1. Metot A — Dogrudan ekstrakte edilebilen ham kat1 ve siv1 yaglar



Bu metot; Metot B kapsaminda olanlar harig bitki kokenli yem maddeleri igin uygulanabilir.
1.2. Metot B — Toplam ham kati ve sivi yaglar

Bu metot; hayvansal kékenli yem maddeleri ve tim karma yemler i¢in uygulanabilir. Bu metot; 6n bir hidroliz
yapilmadan siv1 ve kat1 yaglari ekstrakte edilemeyen tim yemler igin kullanilir (6rnegin glutenler, maya, patates
proteinleri ve ekstriizyon, ezme ve 1sitma gibi islemlerden gegirilmis iirtinler).

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. Céziicti damutilir, kalinti kurutulur ve tartilir,
2.2. Metot B

Numune; hidroklorik asitle 1s1 altinda iglem goriir. Karigim sogutulur ve siiziliir. Kalinti yikanir ve kurutulur ve
Metot A’ ya gore isleme devam edilir.

3. Ayraglar

3.1. Petrol eteri, kaynama aralig1: 40 - 60°C. Brom degeri 1 den diisiik olmali ve buharlagmadalki kalint1 2 mg/100
ml’den az olmalidir.

3.2. Sodyum stilfat, susuz

3.3. Hidroklorik asit, ¢ = 3 mol/l

3.4. Filtrasyon yardime1 malzemesi, 6rmegin Kieselguhr, Hyflo-supercel
4, Cihazlar

4.1. Ekstraksiyon cihazi. Eger Ekstraksiyon cihazi sifonluysa (Soxhlet cihazi), geri akis oran; saatte yaklagik 10
dontis olusturacak kadar olmalidir; eger sifonsuz tipse, dakikada yaklagik 10 ml geri akim olugturacak kadar
olmalidir.

4.2. Ekstraksiyon kartusu, petrol eteri iginde ¢oziilebilen madde igermeyen ve madde 4.1°de belirtilen gozeneklere
sahiptir.

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 (bakiniz 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 ekstraksiyon cihazina yerlestirilir (4.1) ve 6 saat boyunca petrol eteri ile ekstrakte edilir (3.1). Petrol
eteri ekstrakti; kuru, tartilmis ve siinger tast pargalar igeren bir balona toplanir.(* ) Céziicll damitilir. Balon ve
iginde kalanlar bir buguk saat boyunca etiivde tutularak kurutulur (4.3). Bir desikatoriin i¢inde sogumaya brrakilir

(5) Katt ve sivt yaglarin kalite testine girmesi gerektigi durumlarda, siingertasi pargalarn yerine cam boncuklar kullanilir.



ve tartilir. Olgiilen Kat1 ve svi yaglarm agirhig sabitlenene kadar 30 dakika boyunca tekrar tekrar kurutulur
(birbirini izleyen bu iki tartim arasindaki fark 1mg’dan az ya da 1 mg’ a esit olmahdur).

5.2. Metot B

2,5 g ornek, 1 mg hassasiyetle tartilip (bakiniz madde 8.2), 400ml’lik bir behere ya da 300 mI’lik bir konik cam
balona yerlegtirilir ve 100 ml hidroklorik asit (3.3) ve siinger tagi parcalari eklenir. Beher bir saat camu ile kapatilir
ya da konik cam balonu bir geri-sogutucuya yerlestirilir. Karigim diigiik ates ya da 1sitict tizerinde yavasca
kaynamaya getirilir ve bir saat boyunca orda tutulur. Uriiniin; kabin duvarlarina yapigmasina izin verilmemelidir.

Sogutulur ve siizme sirasinda hig kat1 ya da sivi yag kaybi olmamasina yetecek kadar siizme destegi eklenir (3.4).
Nemlendirilmis, yagsiz iki katli siizgeg kagidi ile stiziiliir. Kalanlar; nétr bir siiziintii elde edene kadar soguk su ile
yikantr. Siiziinttiniin herhangi bir kat1 ya da siv1 yag igermedigi kontrol edilir, Kat1 ya da sivi yaglarm varlig;
hidrolizden énce drnegin Metot A kullanilarak petrol eter ile ekstrakte edilmesi gerektigini gosterir.

Kahntilari igeren iki kath siizgeg kagidin bir saat cami tizerine yerlestirilir ve hava iiflemeli etiivde (4.3) bir buguk
saat boyunca 100 £ 3°C’ de kurutulur.

Kalintilar igeren iki kath siizgeg kagidi bir ekstraksiyon kartusuna (4.2) yerlestirilir ve yagsiz bir hidrofil pamugu
ile kapatilir. Kartus ekstraksiyon tinitesinin (4.1) igine yerlestirilir ve madde 5.1 in ikinci ve igiincii
paragraflarinda belirtildigi sekilde ilerlenir.
6. Sonuglarin gosterilmesi
Kalintinin agirhigi numunenin ytizdesi olarak gosterilir.
7. Tekrar edilebilirlik
Analizi yapan ayni kisi ve ayn1 numune iizerinde yapilan 2 paralel dl¢iimiiniin sonuglar1 arasindaki fark:
- %5’ ten az ham kat1 ya da siv1 yag igerigi olanlar igin mutlak degerde % 0,2’ den,
- Igerikleri % 5 ile % 10 arasindaki i¢in en yiiksek sonuglara gére bagil olarak % 4,0 dan,
- Igerikleri % 10’dan fazla olanlar i¢in mutlak deger olarak % 0,4’ ten fazla olmamahidir.

8. Gozlemler

8.1. Pargalamasi zor olan ya da homojen bir numuneye doniistiiriilmesi zor olan yiiksek kati ve sivi yag igerigine
sahip olan iirtinler igin asagidaki gibi ilerlenir.

20 g numune 1 g 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 kanstirihr. 50 ml ¢ozelti almir ve kurutulmus tartilmig ve siingertagi pargalari igeren cam
balona yerlestirilir. Céziicii damutilip, kurutulur ve madde S.1’in son paragrafinda belirtildigi gibi ilerlenir.

Kartus iginde kalan kalmtilardan goziicti ayirilir, kalintilar 1 mm’lik incelikte par¢alanip, tekrar kartusun igine
almur (sodyum stilfat eklenmez) madde 5.1” in ikinci ve iigtincii paragraflarinda belirtildigi sekilde ilerlenir.

Asagidaki formiilil kullanarak kati ve sivi yag igeriginin numunedeki yiizdesini hesaplanir:
(10m; + my) X 5

m; = ilk ekstraksiyondan sonraki kalintinin gram cinsinden agirlig1 (ekstraktin stv1 kism),
m; = Ikinci ekstraktraksiyondan sonraki kalmtinin gram cinsinden agirlig1.

8.2. Kat1 ve s1v1 yag orani diigiik tiriinlerde test numunelerinin agirligi 5 g’a ¢ikarilabilir.



8.3. Yiiksek miktarda su igeren pet hayvan yemlerinin; her biri Metot B’de hidroliz ve ekstraktsiyon igleminden
6nce susuz sodyum siilfat ile karigtirilmasi gerekebilir.

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

8.5. Bazi yemler igin kurutma siiresi olan 1,5 saatin uzatilmas: gerekebilir. Diigilk sonuglara sebep olmamak igin
agir1 kurutmadan kagimilmalidir. Mikrodalga etiiv de kullarulabilir.

8.6. Eger ham kat1 ya da s1v1 yag orani % 15’ten yilksek ise; Metot A igin 6n-ekstraksiyon ve Metot B igin tekrar-
ekstraksiyon onerilir. Bu durum yemdeki kati/sivi yagin yapisina ve yemin bilesimine baglidir.

G. HAM SELULOZ TAYINI

1. Amag ve kapsam

Bu metot; yemlerde ham seliiloz miktarmin belirlenmesini miimkiin Kilar.
2. Prensip

Gerekli ise yag1 alinmis numune, belirli yogunluktaki stilfiirik asit ve potasyum hidroksit ¢ozeltileriyle ile arka
arkaya kaynatilir. Kalinti; sinterlenmis cam filtre tizerinde siiziilerek ayrilir, yikanir, kurutulur, tartilir ve 475 ile

500°C araliginda yakilir. Yanma sonunda olusan agirlik kaybi, numunedeki ham seliiloz miktarma karsilik gelir.
3. Ayiraglar

3.1. Silfirik asit, ¢ = 0,13 mol/l

3.2. Kopiik engelleyici madde (6rmegin, n-oktanol)

3.3. Filtre yardimci1 malzemesi (Celite 545 ya da esdegeri) dort saat boyunca 500°C’de yakilmis, (8.6)

3.4. Aseton

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

3.6. Hidroklorik asit, ¢ = 0,5 mol/1

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

4. Cihazlar

4.1, Sulfiirik asit ve potasyum hidroksitle pargalama islemi igin, siizme krozesi (4.2) destegi olan ve tapali sivi
¢ikig borusu ve miimkiinse hava basingli vakumla donatilmig 1sitma tinitesi . Ier kullanimdan dnce iinite kaynayan
su ile 5 dakikada boyunca 6n 1sitmaya tabi tutulur.

4.2. Gozenek boyutu 40-90 um olan sinterlenmis cam siizgeg 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. Termostatl kiil firm1

4.6. Ekstraksiyon iinitesi, siizgeg krozesi (4.2) igin destek plakasindan olusan ve vakum igin kapakli bosaltim
borusu ve sivi ¢ikisi 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 igin

5. Metot

1 g numune, 1 mg hassasiyetle kroze igerisine tartilir ve (bakiniz gvzlem 8.1, 8.2 ve 8.3) ve 1 g filtreleme destegi
filtre yardime1 malzemesi eklenir (3.3).

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

Sivi 5 & 2 dakika iginde kaynama durumuna getirilir ve aktif bir bigimde tam olarak 30 dakika boyunca kaynatilir.

Bosaltim borusunun kapag1 agilir (4.1) ve vakum altinda siilflirik asit filtre krozeden gegirilir ve kahntilar ardi
ardmna ti¢ defa 30 ml kaynayan suyla yikanir, her yikamadan sonra siiziilen kalintmin kuru oldugundan emin
olunmalidir.

Cikig kapag kapatilir ve 150 ml kaynayan potasyum hidroksit ¢6zeltisi (3.7) baglanmus silindir ve krozeye dokiliir
ve birkag damla kopiik énleyici madde (3.2) eklenir. Sivi 5 + 2 dakika i¢inde kaynama durumuna getirilir ve aktif
bir bigimde tam olarak 30 dakika boyunca kaynatilir. Stiziilir ve silfiirik asit i¢in uygulanan yikama islemi
tekrarlanir.

Son yikama ve kurutma adimindan sonra krozenin ve pargalarmnin baglantisi ayrilir ve kroze tekrar soguk
ekstraksiyon tinitesine (4.6) baglanir. Vakum uygulanir ve kroze igindeki kalintilar ardi ardmna ii¢ defa 25 ml aseton
(3.4) ile yikanur, her ytkamadan sonra siiziilen kalintinmn kuru oldugundan emin olunmahidir.

Kroze 130°C’ de etiivde sabit agirliga gelene kadar kurutulur. Kurutmadan sonra desikatorde sogutulur ve hemen
tartilir, Kroze kiil firmina yerlestirilir ve sabit agirhiga 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 6nce firin iginde daha sonra desikatérde sogutulur tartilir.
Numune igermeyen kor bir test uygulanir. Yakma sonucu olusan agirlik kaybi 4 mg’1 agmamalidir.
6. Sonuglarm hesaplanmasi

Ham seliiloz igeriginin numunedeki yiizdesi goyle ifade edilir:

_(mg=my) x 100
- m

X

m = Numune agirligl, g

mq = Yaktiktan sonraki agirlik kaybi, g

m; = Numune igermeyen kor testin yaktiktan sonraki agirlik kayb, g
7. Tekrar edilebilirlik

Ayn1 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 yitksek sonucun % 6’sindan fazla olmamalidir.

8. Gozlemler



8.1. % 10’dan fazla ham yag icerigi olan yemlerin analizden énce petrol eteri (3.5) ile yagi alinmalidir. siizme
krozesi (4.2) ve pargalari soguk ekstraksiyon iinitesine (4.6) baglanir, Vakum uygulanir ve kroze igindeki kalintilar
ard1 ardina ii¢ defa 30 ml petrol eteri ile yikanur, kalintinin kuru oldugundan emin olunmalidir. Kroze ve pargalar
1sitma iinitesine (4.1) ve 5.1°¢ gore isleme devam edilir.

8.2. Petrol eteri (3.5) ile yag1 alinamayan yemlerin yag1 8.1°de gosterildigi gibi alnmali ve daha sonra kaynayan
asit ile bir kez daha yaglari almmalidir. Asitle kaynatilmasindan sonra yikama agamasindan sonra kroze ve
pargalar1 soguk ekstraksiyon tinitesine (4.6) baglanir ve ii¢ defa 30 ml asetonla yikamayi takiben ti¢ defa 30 ml
petrol eteri ile yikanir. Vakum altinda kuruyana kadar filtre edilir ve potasyum hidroksit igleminden baglayarak
madde 5’de belirtildigi gibi isleme devam edilir.

8.3 Eger yem % 5’°ten fazla karbonat (kalsiyum karbonat olarak) igeriyorsa ,tartilmis numuneyle, kroze (4.2) 1sitma
linitesine (4.1) takilir, numune ti¢ defa 30 ml hidroklorik asitle (3.6) yikanir. Her bir eklemeden sonra numune
stiziilmeden once bir dakika boyunca bekletilir,30 ml su ile bir defa yikanir ve 5.’e gére isleme devam edilir.

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

8.5. Eger kaynatmadan sonra asidik ve bazik ¢ozeltileri siizmek zor ise 1s1tma {initesinin bosaltim borusundan
basmgli hava kullanilir ve siizmeye devam edilir.

8.6. Yakma islemi igin sicaklik; cam filtre krozelerinin dmriinii uzatmak igin S00°C’den daha yiiksek olmamalidir.
Isitma sogutma dongiileri sirasinda yiiksek termal sokun engellenmesi i¢in dikkat edilmelidir.

H. SEKER TAYINI
1. Amag ve kapsam

Bu metot; indirgen geker ve inversiyondan sonra toplam seker miktarini glukoz olarak veya gerekirse 0,95 faktorii
ile garpilarak sakkaroz olarak belirlemeyi miimkiin kilar, Karma yemlere uygulanabilir. Diger yemler igin 6zel
metotlar bulunmaktadir. Gerektigi noktada laktoz ayri olarak 8lgiiliir ve sonuglar hesaplanirken dikkate almur.

2. Prensip

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

3. Ayiraglar
3.1. Etanol ¢6zeltisi % 40 (v/v) 20°C’de yogunluk: 0,948 g/ml, fenolftalein ile nétrlegtirilmis.

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

3.3. Carrez II g6zeltisi: 10,6 g Potasyum ferro siyaniir K4Fe (CN)s 3H20 su iginde ¢6ziindiiriiliir. Suile 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 ¢6zeltisi 0,1 mol/l



3.8. Luff-Schoorli ayiract: Dikkatlice karistirarak sodyum karbonat ¢ozeltisinin (3.8.3) igine sitrik asit ¢ozeltisi
(3.8.2) dokiiliir. Bakir siilfat ¢ozeltisi (3.8.1) eklenir ve su ile 1 litreye tamamlanir. Cékmesi i¢in gece boyunca
bekletilir ve siiziiliir.

Elde edilen ayiracin (Cu 0,05 mol/litre; Na;COs 1 mol/1) konsantrasyonu kontrol edilir. (bakiniz (5.4) son paragraf)
Cozeltinin pH degeri yaklasik olarak 9,4 olmalidir.

3.8.1. Bakur siilfat ¢ozeltisi: 25 g bakur siilfat (demir igermeyen), CuSO4 SH,0, 100 ml su iginde ¢6ziindiiriiliir.
3.8.2. Sitrik asit ¢ozeltisi: 50 g sitrik asit CsHzO7 H,0 50 ml su iginde ¢oziindiiriiliir.

3.8.3. Sodyum karbonat ¢ozeltisi: 143,8 g susuz sodyum karbonat yaklagik 300 ml 1lik su iginde ¢dziinditrtiliir.
Sogumaya birakilir.

3.9. Sodyumtiyosiilfat ¢6zeltisi 0,1 mol/l

3.10. Nigasta gozeltisi: 5 g nigasta 30 ml su iginde ¢oziiliirlerek karigim 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, ¢ozelti % 30 (w/v)

3.13. Graniil siinger tasi, hidroklorik asit iginde kaynatilmis, su ile yikanmig ve kurutulmus,
3.14. 3-metilbiitan-l-ol

4. Cihazlar

Calkalayict: yaklagik 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 konur. 200 ml etanol (3.1) eklenir ve ¢alkalayicida bir saat karistirilir, 5 ml Carrez I ¢ozeltisi (3.2)
eklenir ve yaklagik 30 saniye karistirilir. S ml Carrez II ¢ozeltisi (3.3) eklenir ve tekrar bir dakika karigtirilir. Etanol
(3.1) ile hacme tamamlanir, homojenize edilir ve stiziiliir. 200 ml stiziintii alinir ve etanolun ¢ogunu ,elimine etmek
i¢in yaklagik hacmin yarisina kadar buharlastirilir, Buharlagma kalintis1 200 m1’lik balon jojeye 1lik su kullanarak
aktarilir, sogutulur, su ile hacmine tamamlanur, homojenize edilir ve eger gerekiyorsa stiziiliir. Bu ¢6zelti indirgen
sekerlerin miktarmi ve inversiyondan sonra ki toplam geker miktarin belirlemekte kullanilir.

5.2. indirgen sekerlerin belirlenmesi

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

5.3. Inversiyondan sonra toplam sekerin belitlenmesi

Bir pipet kullanarak ¢ozeltiden 50 ml alinir ve 100 mI’lik balon jojeye aktarilir. Birkag damla metil oranj ¢ozeltisi
(3.4) eklenir daha sonra dikkatlice ve siirekli karistirarak sivi belirgin bir kurmiziya donene 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 alinir 25
ml’den az alinmigsa saf su ile hacmi 25 ml'ye tamamlanir ve indirgen sekerin igerigi Luff-Schoorl metodu ile



belirlenir. Sonug numune igindeki glikoz igeriginin ya da uygun olan yerde 0,95 garpimm faktorii 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 siingertagi (3.13) eklenir, kontrollii bir ates tizerinde elle karigtirarak 1sitilir ve sivi
yaklagik iki dakika iginde kaynama noktasmna getirilir. Erlen iizerinde yaklagik 6 cm ¢apinda bir delik bulunan ve
altinda ates yakilmis olan asbest kapli tel 6rgii tizerine hemen alinir. Alev sadece Erlenin merkezinin 1sitilacags bir
bigimde ayarlanmalidir. Erlen bir geri sogutucuya baglanir. Tam olarak 10 dk boyunca kaynatilir. Hemen soguk
su i¢inde sogutulur ve 5 dakika sonra agagidaki sekilde titre edilir:

10 ml potasyum iyodiir ¢6zelitisi (3.12) eklenir ve hemen arkasindan 25 ml stilfirik asit (3.11) eklenir. (gok
kopiiklenme riskine kars1 dikkat edilmelidir), Tiyosiilfat ¢ozeltisi (3.9) ile donuk bir sar1 renk olugana kadar titre
edilir, nisasta indikatorii (3.10) eklenir ve titrasyon tamamlanir.

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

6. Sonuglarin hesaplanmasl

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

7. Ozel Metotlar

7.1. Yemin melas bakimindan zengin oldugu ya da yemin ézellikle homojen olmadig1 durumlarda, 20 g tartilir ve
500 ml saf su ile 1 litrelik balon jojeye aktarilir. Calkalayicida bir saat boyunca karistirilr. Carrez 1 (3.2) ve I1(3.3)
ayiraglari kullanilarak 5.1’e gore berraklagtirilir, ancak bu sefer her bir ayiracin dort kati kullanilir. % 80°lik etanol
(v/v) ile hacmine tamamlanir .

Homojenize edilir ve siiziliir. 5.1°e gore etanol ayrlir. Eger hig dekstrinize nigasta bulunmuyor ise, saf su ile
hacme getirilir.

7.2. Analiz yapilacak numunenin seker bakimindan zengin ve nigasta igermeyen (kegi boynuzu, kurutmus seker
pancari posasi gibi) yem maddeleri ve melas olmast durumunda, 5 g tartilir ve 250 ml’lik balon jojeye aktarilr,
200 ml saf su ilave edilir ve galkalayicida bir saat, gerekirse daha fazla kangtuilir. Carrez I (3.2) ve IT (3.3)
ayiraglari kullanilarak 5.1°de anlatildigy sekilde berraklagtirilir. Soguk saf su ile hacmine tamamlanir, homojenize
edilir ve siiziiliir. Toplam geker miktarlarini 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-l-ol (3.14) eklenmesi Snerilir.

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 yiizdesini verir.

8.3. Laktoz diginda, indirgen geker igeriginin belirlenmesi igin iki metot uygulanabilir:

8.3.1. Yaklagik bir hesaplama igin, farkli bir analiz metodu ile bulunmug laktoz igerigi 0,675 ile ¢arpilir ve elde
edilen sonug indirgen seker igeriginden ¢ikarilir.

8.3.2. Laktoz digindaki indirgen sekerlerin dogru bir sekilde hesaplanmasi igin ayni numune iki son tespit igin
kullanilmadir. Analizlerden biri 5.1’de ifade edilen gozelti kullanilarak, digeri, bu amag i¢in belirlenmis metotla



(diger tir sekerler fermente edilerek ve berraklastirilarak) laktoz belirlenmesi sirasinda elde edilen ¢ozelti
kullamlarak gergeklestirilir.

Her iki durumda da var olan seker miktar1 Luff-Schoorl metodu ile belirlenir ve mg glikoz olarak hesaplamir. Bu
degerlerden biri digerinden gikarilir ve fark numunenin ytizdesi olarak belirtilir.

Omek:

Her bir belirleme igin alinan iki hacim 250 mg’lik numuneye karsilik gelir. Bu ilk durumda 17 ml sodyum
tiyosiilfat gozeltisi (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 harig) soyledir:

47 16,6
10

= 6,604 %

25 ml Luff-Schoorl ayiract igin degerler tablosu

ml Na; S; O3 0,1 mol/l, iki dakika 1s1tma, 10 dakika kaynatma

Na; $20; | Glikoz, fruktoz Laktoz Maltoz ‘1 Na; S; O3
0,1 mol/l | invert sekerler Ci2 Hz Oy Cip Hpp Oy 0,1 mol/l
Cs Hip Og

ml mg Fark mg Fark mg ‘ Fark ml

1 24 24 3,6 3,7 3,9 3,9 1

2 438 2,4 73 3,7 7.8 3,9 2

3 72 2,5 11,0 3,7 11,7 39 3

4 9,7 2,5 14,7 37 15,6 4,0 4

5 12,2 2,5 184 3,7 19,6 3.9 5

6 14,7 2,5 2,1 3,7 235 40 6

7 17,2 2,6 258 3,7 21,5 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

1 27,6 2,7 40,8 38 435 40 1

12 30,3 2,7 44,6 3,8 475 4,1 12

13 33,0 2,7 48,4 38 | 51,6 4,1 13




14 357 128 52,2 38 55,7 T4l 14
15 38,5 ‘ 238 56,0 13,9 59,8 4.1 15
! |
16 413 2,9 59,9 139 63,9 41 16
17 442 ‘ 29 63,8 | 39 68,0 42 17
18 471 29 67,7 40 72,2 43 18
19 50,0 3,0 71,7 40 76,5 44 19
20 530 3,0 75,1 41 80,9 45 20
21 1 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 46 21
2 59,1 3,1 83,9 4.1 90,0 46 2
3 62,2 88,0 94,6 3
]

I- LAKTOZ TAYINI

1. Amag ve kapsam

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

Sekerler su iginde ¢dziiliir. Cozelti; laktozu par¢alanmadan koruyan Saccharomyces cerevisiac mayast ile
fermantasyona tabi tutulur. Berraklastirma ve stizme isleminden sonra; siiziintiideki laktoz igerigi Luff-Schoorl
metodu ile belirlenir.

3. Ayraglar

3.1. Saccharomyces cerevisiae stispansiyonu: 25 g taze maya 100 ml saf su iginde siispanse edilir. Siispansiyon
buzdolabr iginde en fazla bir hafta siire ile saklanmalidir.

3.2, Carrez I gozeltisi : 21,9 g ¢inko asetat Zn (CH3COO), 2H;0 ve 3 g glasiyal asetik asidi saf su iginde
¢oziindiiriiliir. Saf su ile 100 m1’ye tamamlanir,

3.3. Carrez gozeltisi II: 10,6 g potasyum demir siyaniir K4Fe (CN)s 3H,0 saf su iginde ¢dzindiiriilir. Saf su ile
100 ml’ye tamamlanir,

3.4, Luff-Schoorl ayiraci:

Sodyum karbonat ¢dzeltisinin (3.4.3) i¢ine dikkatlice karistuilarak sitrik asit ¢ozeltisi (3.4.2) dokiiliir. Bakir siilfat
¢ozeltisi (3.4.1) eklenir ve saf su ile 1 litreye tamamlanir. Cokmesi igin gece boyunca bekletilir ve siiziilir. Elde
edilen ayiracin (Cu 0,05 mol/litre; Na; CO3 1 mol/litre) konsantrasyonu kontrol edilir. Cozeltinin pH degeri
yaklagik 9,4 olmalidir.

3.4.1. Bakir siilfat ¢ozeltisi: 25 g bakr stilfati, Cu SO4 5 HyO (demir igermeyen), 100 ml su iginde ¢ozlindiiriiliir.
3.4.2. Sitrik asit ¢ozeltisi: 50 g sitrik asit CsHsO7°H20 50 ml su iginde ¢Oziindiiriilir.

3.4.3. Sodyum karbonat gozeltisi: 143,8 g susuz sodyum karbonat yaklagik 300 ml ilik su iginde ¢oziindiiriilir.
Sogumaya birakilir.



3.5. Graniil siinger tag1, hidroklorik asit i¢inde kaynatilmig, su iginde yikanmis ve kurutulmus.
3.6. Potasyum iyodiir, % 30’luk ¢dzelti (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 gozdiiriiliir, karigim 1 litre kaynayan suya eklenir. Ug dakika
kaynatilir ve sogumaya birakilir, gerekli ise 10 mg civa iki iyodiirti koruyucu olarak eklenir.

4. Cihazlar
Su banyosu, 38 - 40 °C’ye ayarlanmig termostatli
5. Metot

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

2,5 ml Carrez I gozeltisi (3.2) eklenir ve yaklasik 30 saniye karigtirilir, daha sonra 2,5 ml Carrez 11 ¢ozeltisi (3.3)
eklenir ve tekrar 30 saniye kanigtirilir. Saf su ile 100 ml hacme tamamlanir, karistirilir ve siiziiliir. 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 kor test gergeklestirilir. Laktoz igerigini Luff-Schoorl’a gore su
sekilde belirlenir; tam olarak 25 ml Luff-Schoorl ayiraci (3.4) iki graniil siingertast (3.5) eklenir. Orta yiikseklikteki
bir serbest ates izerinde elle karigtirilarak 1s1tilir ve sivi yaklasik iki dakika iginde kaynama seviyesine getirilir.
Erlen, tizerinde yaklagik 6 cm gapinda bir delik bulunan ve altinda ates yakilmig olan asbest kapli tel 6rgii tizerine
hemen alnir. Alev sadece Erlenin merkezinin isitilacagi bir bigimde ayarlanmalidir. Bir geri sogutucu Erlen
balonuna takilir, Tam olarak 10 dk boyunca kaynatilir.

Hemen soguk su iginde sogutulur ve daha sonra 5 dakikalik titrasyon asagidaki sekilde yapilir; 10 ml potasyum
iyodiir gozelitisi (3.6) eklenir ve hemen arkasindan 25 ml siilfiirik asit (3.7)eklenir. (gok kopiiklenme riskine kars
dikkatli olunmalidir), Tiyosiilfat ¢6zeltisi (3.8) ile donuk bir sar1 renk olusana kadar titre edilit, nigasta ayraci
(3.9) eklenir ve titrasyon tamam/lanir.

K6r deneme: Ayni titrasyon tam olarak dlgiilen 25 ml Luff-Schoorl ayiraci (3.8) ve 25 ml su karisiminda 10 m]
potasyum iyodiir ¢6zeltisi (3.12) ve 25 ml siilfiirik asit (3.11) eklendikten sonra kaynatmadan tekrar edilir.

6. Sonuglarin hesaplanmasi

Tablo kullamilarak; mg olarak sodyum tiyosiilfat 0,1 mol/litre ifade edilen, iki titrasyon degerleri arasindaki farka
kargilik gelen laktoz miktarinin mg cinsinden degeri olusturulur.

Susuz laktozun sonucu, Srmegin yiizdesi degerinden ifade edilir.

7. Gozlemler

% 40’tan daha fazla fermente edilebilir geker igeren iiriinler i¢in 5 ml’den daha fazla maya stispansiyonu (3.1)
kullanilir.



25 ml Luff-Schootl ayiraci i¢in degerler tablosu

ml Naz Sz 03 0,1 mollitre, iki dakika 1sitma, 10 dakika kaynatma

NapS; Os | Glikoz, fruktoz Laktoz Maltoz Na;S; O3
0,1 mol/l | invert sekerler Ci2Hz Oy Ciz Hx Oy 0,1 mol/1
Cs Hiz Og

ml mg Fark mg Fark mg Fark ml
I 24 24 36 37 39 39 B
2 4.8 2,4 73 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 39 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 3 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 i 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 43,3 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3.8 475 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 38 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 39 63,9 4,1 16
17 442 2,9 63,8 39 68,0 4,2 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
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. Amag ve kapsam

Bu metot; beyan edilen enerji degerlerine (EK-7 igindeki hiikiimler) uygunlugunu kontrol etmek i¢in, yemlerde
nigasta ve yiiksek molekiil agirlikli nisasta pargalanma Griinlerinin seviyelerini belirlemede kullaniir.

2. Prensip

Bu metot; iki agamay1 kapsamaktadir. ilkinde; numune seyreltilmis hidroklorik asit ile isleme tabi tutulur.
Berraklagtirma ve filtrelemeden sonra ¢ozeltinin optik sapmasi polarimetre ile 6lgtiliir.

ikincisinde, numune % 40 etanol ile ekstrakte edilir. Siiziintii hidroklorik asit ile asitlestitilmesinden sonra,
berraklagtirma ve filtreleme ile ¢ozeltinin optik rotasyonu ilkindeki gibi belirlenir.

Bilinen bir faktorle garpilan iki 6l¢iim arasindaki fark 6rnegin nisasta igerigini verir.
3. Ayrracilar

3.1. Hidroklorik asit, ¢tzeltisi % 25 (w/w) yogunluk: 1,126 g/ml

3.2. Hidroklorik asit, ¢ozeltisi % 1,13 (w/v)

Yogunluk; % 94 (v/v) etanol igindeki % 0,1 (w/v) metil kirmizt varligi ile 0,1 mol/l sodyum hidroksit ¢ézeltisi
kullanilarak titrasyon ile kontrol edilmelidir. 10 ml’nin nétrlestirilmesi igin 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 iginde ¢ozindiriiliir. Su
ile 100 ml’ye tamamlanir.

3.4, Carrez I ¢dzeltisi: 10,6 g demir siyaniir KsFe (CN) 3H20 su iginde ¢ézindiiriiliir. Su ile 100 ml’ye
tamamlanir.

3.5. Etanol, gozelti % 40 (v/v), 20°C’de yogunluk: 0,948 g/ml

4, Cihazlar

4.1. Geri sogutucu ve 250 ml silifli Erlen

4.2, Polarimetre ya da sakarimetre

5. Metot

5.1. Ornegin hazirlanmasi

Omek 0,5 mm yuvarlak delikli elekten gegebilecek incelige gelene kadar ogiitiilir.
5.2. Toplam optik sapma belirlenmesi (P ya da S) (bakimiz gzlem 7.1)

1 mg hassasiyetle 2,5 g ogiitillmiis 6mek tartilir ve bu numune 100 mI’lik bir balon jojeye yerlestirilir. 25 ml
hidroklorik asit (3.2) eklenir, test Smeginin homojen dagilimi saglanana kadar galkalanir ve bir 25 ml daha
hidroklorik asit (3.2) eklenir. Balon kuvvetlice ¢alkalanarak kaynayan suyun igine daldirilir ve ilk ii¢ dakika
boyunca topaklanma olusumunu 6nlemek igin devam edilir. Su banyosundaki su miktar1 balonun igine
daldimldiginda kaynamanin devam etmesine yeterli olmalidir. Calkalanmasi sirasmda balon; banyodan
¢ikarilmamahdir. Tam olarak 15 dakika sonra, banyodan ¢ikanlir, 30 ml soguk su eklenir ve hemen 20 “C’ye
sogutulur.



5 ml Carrez I ¢ozeltisi (3.3) eklenir ve yaklagik 30 saniye boyunca calkalanir. Daha sonra, 5 ml Carrez Ilg6zeltisi
(3.4) eklenir ve tekrar 30 saniye boyunca ¢alkalanir. Su ekleyerek hacme getirilir, karigtirilir ve filtre edilir. Eger
filtrat tam olarak berrak degilse (nadir bir durumdur) belirlemeyi, daha fazla miktar Carrez ¢ozeltisi I ve 11
kullanarak tekrarlanir, (6rnegin10 ml).

Cozeltinin optik sapmas1 200 mm'lik tiipte polarimetre ya da sakarimetre ile olgiilir.
5.3. % 40 etanol i¢inde ¢6zillebilen maddelerin optik sapmasinim (P' ya da S')belirlenmesi

Img hassasiyetle 5 g 6rnek tartilir. 100 ml lik balon joje igine alinir ve yaklagik 80 ml etanol (3.5) eklenir. (bakiniz
gozlem (7.2)) Balon 1 saat boyunca oda sicakliginda birakilir; bu siire esnasinda, alti kez daha kuvvetlice
calkalanir, boylece test 6rnegi etanol ile iyice karismasi saglanir. Etanol (3.5) ekleyerek hacme getirilir, karisturilir
ve filtre edilir.

Bir pipet kullanarak 50 ml filtrat (2,5 g 8rnege karsihk gelir) 250 ml erlene alinir. 2,1 ml hidroklorik asit (3.1)
eklenir ve kuvvetlice ¢alkalanir. Geri sogutucu erlene baglanir ve kaynayan su banyosuna daldirilir. Tam olarak
15 dakika sonra erlen banyodan gikarilir. Igerik, 100 mI'lik balon jojeye bir parga soguk su ile ¢alkalayarak aktarilir
ve 20 "C’ye sogutulur.

Carrez gozeltileri I (3.3) ve II (3.4) kullanarak berraklagtinlir, su ekleyerek hacme tamamlanir, karigtirilir, filtre
edilir ve 5.2’nin ikinci ve tigiincii paragraflarinda belirtildigi gibi optik sapmasim 6lgiiliir.

6. Sonuglarm hesaplanmasi
Nisasta igerigi (%) asagidaki gibi hesaplanir:

6.1. Polarimetre ile hesaplanma:

2 000(P - P')

307
[alp

(%) =

Nisasta icerigi

P = Derece cinsinden toplam optik sapma
P' = % 40 etanol ( v/v) iginde ¢6ziilebilen maddelerin derece cinsinden toplam optik sapma
W e

ap ‘ .
Saf nigastanin 6zgiil optik sapmasi. Bu faktor igin konvansiyonel olarak kabul edilen degerler
agagidaki gibidir:

+ 185,9°: Piring nisastasi

+ 185,7°: Patates nigastast

+ 184,6°: Misir nisastast

+ 182,7°: Bugday nisastasi

+ 181,5° Arpa nigastast

+ 181,3% Yulaf nisastas

t 184,0° Diger tiir nisastalar ve karma yemlerdeki nisasta karigimlart

6.2. Sakarimetre ile hesaplama



2000 (2N x 0,665 x(S-§) 266Nx(S-5)
fy’ 100 o

Nisasta igerigi (%)=

S = Sakarimetre derecelerinde toplam optik sapma
S'= % 40 etanol (v/v) iginde gdziilebilen maddelerin sakarimetre derecelerinde toplam optik sapmast

N =200 mm tiip kullanarak 6lgim yapildiginda 100 sakarimetre derecelik bir optik sapma yaratan 100 ml su
igindeki sakaroz agirhgi (g)

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

112 =
fo = Saf nisastanin ozgiil optik sapmast (bakiniz 6.1)

6.3. Tekrar edilebilirlik

Ayninumune iizerinden elde edilen iki paralel 6lglimiin sonuglari arasindaki fark nisasta igerigi % 40°tan az olanlar
igin mutlak deger olarak 0,4°0i ve nisasta igerigi % 40’a esit ya da daha fazla olanlar igin goreceli deger olarak %
I’i agmamalidir,

7. Gozlemler

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

7.2, Siit tozu serumu ya da yag alinmus siit tozu gibi laktoz igerigi yiksek triinler igin, 80 ml etanol (3.5)
ekledikten sonra agagidaki 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 iginde agagida belirtilen materyaller énemli miktarda oldugu zaman nisastanin polarimetrik metot ile
belirlenmesi sirasinda etkilesim yaratmalari ile bilinitler bu da yanlis sonuglar ortaya g¢ikmasina sebep olabilir.

— Seker pancari pulpu, melasi, giras, sekeri gibi seker pancar triinleri — Pancar sirasi, (pancar) sekeri gibi
(scker) pancar iiriinleri

— 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,

— Aygigegi tohumu; aygigegi tohumu ekspeller kiispesi; kismen kabugu soyulmus aygicegi tohumu ekstraksiyon
kiispesi,

— Kopra (Hindistan Cevizi igi) ekspeller kiispesi; kopra (Hindistan Cevizi igi) ekstraksiyon kiispesi,
— Patates posasi,

— Kurutulmus maya,



— Inulin agisindan zengin {iriinler (yerelmasi talasi ve unu gibi),
— Don yag1 tortusu.

J. HAM KUL TAYINT

1. Amag ve Kapsam

Bu metot; yemdeki ham kiil i¢eriginin tayinini miimkiin kilar.
2. Prensip

Numune 550°C’de yakilarak kiil haline getirilir; kalmt1 tartilir.
3. Ayiraglar

Amonyum nitrat, % 20 (w/v) ¢ozelti

4. Cihaz

4.1. Isitict plaka

4.2, Elektrikli, termostatli kiil firmi

4.3. Yakma igin dikdortgen (yaklagik 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

Yaklagik 5 g numune (sigme egilimi olan tiriinlerde 2,5 g) yaklasik olarak 1 mg hassasiyetinde 550°C’de 1sitilmis,
sogutulmug ve darasi almmug bir kiil krozesine tartilir. Kroze sicak plakaya konur ve madde karbonize olana kadar
dereceli olarak 1sitihir 5.1 ya da 5.2°ye gore yakilir.

5.1. Kroze, 550°C’ye ayarlanmig ve kalibre edilmis kil firinina konur. Bu sicaklik, goriintirde karbonlu partiktiller
igermeyen beyaz, agik gri ya da kimizimst bir kiil elde edilene kadar tutulur. Kroze bir desikatore yerlestirilir,
sogumaya birakilir ve hemen tartilir.

5.2. Kroze, kalibre edilmis 550°C’deki kiil firinina konur. 3 saat boyunca kiillendirilir. Kroze bir desikatore
yerlestirilir, sogumaya birakilir ve hemen tartilir. Kiil agirliginin sabit oldugundan emin olmak igin 30 dakika daha
killlendirilir (iki ardigik tartum arasindaki agirlik kaybi 1 mg’a eit ya da daha az olmalidir).

6. Sonuglarin hesaplanmasi
Daray1 diigerek kalntinin agirlig hesaplanir. Sonuglart numunenin yiizdesi olarak ifade edilir.
7. Gozlemler

7.1. Kiil haline gelmesi zor maddeler en az {ig saat boyunca bir ilk yakma islemine tabi tutulmali, sogutulmali ve
ardindan birkag damla % 20 amonyum nitrat ¢ozeltisi ya da su eklenmelidir. (Bu iglem, kiiliin dagilmasini ya da
yumru olugmasini nlemek i¢in dikkatle yapiimalidir.) Etiivde kuruttuktan sonra yakma iglemine devam edilir.
Kiillenme tamamlanana kadar iglem gereken sayida yinelenir.

7.2.  7.1. maddesinde anlatilan isleme direngli maddeler olmasi halinde asagidaki islemler yapilr: Ug saat
yakildiktan sonra, kiil sicak suya konur ve kiilsiiz siizge¢ kagidindan siiziiliir. Filtre ve orijinal krozedeki igerik
kiillenir. Siiziintii sogutulmug daras1 almmig bir krozeye konur, kuruyana kadar buharlastirilir, kiillendirilir ve
tartilir.



7.3 Kat1 ve sivi yaglarda ¢aligiliyorsa 25 g numune uygun boyutlu bir krozeye tart:hr. Kiilsiiz stizge¢ kagid: seridi
ile komiirlestirilir. Yanma sonrasinda, olabildigince az su ile nemlendirilir. Kurutulur ve madde 5’te anlatilan
sekilde kiillenir.

K. HIDROKLORIK ASITTE COZUNMEYEN KUL TAYINi
1. Amag ve Kapsam

Bu metot yemde yer alan, hidroklorik asit iginde ¢6ziinmeyen mineral maddelerin tayinini miimkiin kilar.
Numunenin dogasina gére iki metot kullanilabilir.

1.1. Metot A: Organik yem ham maddeleri ve ¢ogu karma yem igin gegerlidir.

1.2. Metot B: Mineral bilegikler ve karigimlarm yant sira Metot A ile tayin edilen hidroklorik asit iginde
¢oziinmeyen madde igerigi % 1’den bilyiik olan karma yemler igin gegerlidir.

2. Prensip

2.1. Metot A: Numune kiil haline getirilir, kiil hidroklorik asit iginde kaynatilir ve ¢oziinmeyen kalint1 filtrelenip,
kurutulup, yakilip tartilir.

2.2. Metot B: Hidroklorik asitle iglem gérmiis numune. Cozelti filtre edilir, kalinti kiillenir ve bu sayede Metot
A’yauygun sekilde iglem gormilg kiil elde edilir.

3. Ayiraglar

3.1. Hidroklorik asit 3 mol/l

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

4.1. Isitict plaka

4.2. Elektrikli, termostatli kiil firim

4,3, Kiillendirme igin dikdortgen (yaklagik 60 x 40 x 25 mm) ya da dairesel (¢ap: 60 ile 75 mm, ytikseklik: 20 ile
40 mm) formda silis, porselen ya da platinden retilen krozeler

5. Metot
5.1. Metot A:

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

Kiil, 75 ml hidroklorik asit (3.1) kullanarak 250 ila 400 ml’lik bir behere konur. Yavas yavas kaynama noktasina
getirilir ve 15 dakika hafifge kaynatilir, Sicak ¢ozelti kil igermeyen bir filtre kdgidiyla siiziiliir ve kalmti, asit
reaksiyonu goriinmez hale gelene kadar sicak su ile yikanir. Kahnti igeren filtre kurutulur ve darasi alimus bir
kroze iginde en az 550°C ve en fazla 700°C sicaklikta 30 dakika kiillenir. Bir desikatorde kurutulur ve tartilir.

5.2. Metot B:

5 g numune yaklasik 1 mg hassasiyetle tartilir ve 250 ila 400 mI’lik bir behere konur. 25 ml su ve 25 ml hidroklorik
asid (3.1) art arda eklenir, kanigtirilir ve kopiirmenin durmasi beklenir. 50 ml daha hidroklorik asit (3.1) eklenir.
Tiim gazlarin agiga ¢ikiginin durmasini beklenir ardindan beheri kaynayan su banyosuna yerlestirilir ve olasi tim



nigastanin hidrolize olmasi igin en az 30 dakika ya da daha uzun siire bekletilir. Sicakken kiil icermeyen bir
filtreden siiziiliir ve filtre 50 ml sicak su ile yikamir (bakimz gdzlem 7). Kalinti 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) kullanilarak 250 ila 400 mI’lik bir behere konur; 5.1 maddesinin ikinci alt paragrafindan anlatilan sekilde
devam edilir.

6. Sonuglarin hesaplanmasi
Dara diigiilerek kalintiin agirligt hesaplanir. Sonuglar numunenin ytizdesi olarak ifade edilir.
7. Gozlem

Filtrasyon iglemi 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. Amag ve Kapsam

Bu metot, gogu yemde genelde kalsiyum karbonat olarak ifade edilen karbonatlarin tayinini miimkiin kilar. Ancak
belirli durumlarda (6rnegin demir karbonatla) dzel bir metot kullamlmahdur.

2. Prensip

Karbonatlar hidroklorik asitte pargalanir; agiga gikan karbon dioksit derecelendirilmis bir tiipte toplanir ve hacmi,
aym kosullar altinda ag1ga ¢ikan bilinen miktardaki kalsiyum karbonat ile karsilagtiilir.

3. Ayraglar

3.1. Hidroklorik asit, 1,10 g/ml yogunlugunda

3.2. Kalsiyum karbonat

3.3. Siilfuirik asit, yaklagik 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 agagida gosterildigi gibi tartilur:

— % 50 ila % 100 kalsiyum karbonat olarak ifade edilen karbonat igeren iiriinlerde 0,5 g,
— % 40 ila % 50 kalsiyum karbonat olarak ifade edilen karbonat igeren tiriinlerde 1 g,
— diger tiriinlerde 2 ila 3 g.

Tartilan numune, iginde 10 ml hidroklorik asit (3.1) igeren kirilmaz bir tiip bulunan 6zel balona (4) konur ve balon
joje cihaza baglanir. Ug yonlii musluk (5), tiipii (1) disartya baglayacak sekilde gevirilir. Renklendirilmis siilfiirik
asit doldurulmus (3.3) ve derecelendirilmis tiipe (1) baglanmig hareketli tiip (2) kullantlarak sivi seviyesi, sifir
isaretine kadar getirilir. Musluk (5), (1) ve (3) tiipleri baglayacak sekilde gevirilir ve seviyenin sifirda oldugu
kontrol edilir.

Balon joje (4) egilerek hidroklorik asid (3.1) yavasca numuneye akitilir, Tip (2) algaltilark basing esitlenir. Karbon
dioksitin ag13a ¢ikmas1 tamamen durana kadar balon joje (4) ¢alkalanir.



Swvi (1) ve (2) tiipleride ayni seviyeye getirilerek yeniden basing olugturulur. Birkag dakika sonra, gaz hacmi sabit
oldugunda degeri okunur.

Ayni kogullarda 0,5 g kalsiyum karbonat (3.2) ile bir kontrol testi yapilir.
6. Sonuglarm hesaplanmas
Kalsiyum karbonat olarak ifade edilen karbonat igerigi asagidaki formiille hesaplanir;

Vo 100
n Vi« Im
burada:
X = Numune iginde kalsiyum karbonat olarak ifade edilen karbonat %’si (w/w)
V =Numuneden agiga ¢ikan CO;’nin ml cinsinden hacmi
Vi =0,5 g CaCOy'ten agiga ¢tkan CO,'nin m! cinsinden hacmi

m = Numunenin gram cinsinden agirlig1

ifade eder.

7. Gozlemler

7.1. Numune 2 g’dan fazla tartildiginda, 6nce 15 ml damitilmig su cam malzemeye (4) konur ve teste baslamadan
once karigtirtlir, Kontrol testi igin ayni hacimde su kullanilir.

7.2. Kullanilana cihazin Scheibler-Dietrich cihazindan farkli bir hacmi varsa, numuneden ve kontrol maddesinden
alinan miktarlar ile sonuglarin hesaplanmast, uygun sekilde ayarlanmalidir.
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M. TOPLAM FOSFOR TAYINI
FOTOMETRIK METOT
1. Amag ve Kapsam

Bu metot, yemdeki toplam fosfor igeriginin tayinini mimkiin kilar. Ozellikle fosfor igerigi diisitk firtinlerin analizi
igin uygundur, Belirli durumlarda (fosfor agisindan zengin tiriinler), gravimetrik bir metot da kullanilabilir.



2. Prensip

Numune, kuru yanma (organik yemse) ya da asitle pargalama (mineral bilegikler ve sivi yemde) yoluyla
minerallestirilir ve bir asit ¢&zeltisinin iginde konur. Cozelti, molibdovanadat reaktifi ile isleme tabi tutulur. Bu
sekilde olugan sar1 ¢ézeltinin optik yogunlugu 430 nm’de spektrofotometre ile dlgiiliir.

3. Ayiraglar

3.1. Kalsiyum karbonat.

3.2. Hidroklorik asit, pao= 1,10 g/ml (yaklagik 6 mol/l)
3.3. Nitrik asit, pao = 1,045 g/ml

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

3.5. Siilfurik asit, p = 1,84 g/ml

3.6. Molibdovanadat ayiract: 200 ml amonyum heptamolibdat ¢ozeltisi (3.6.1), 200 ml amonyum monovanadat
¢bzeltisi (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 ¢ozeltisi: Sicak su iginde 100 g amonyum heptamolibdat (NH4) 6Mo70;4°4H,0
¢6ziindiiriiliir. 10 ml amonyak (0,91 g/ml yogunlugunda) eklenir ve su ile 1 litreye tamamlanir.

3.6.2. Amonyum monovanadat ¢Gzeltisi: 2,35 g amonyum monovanadat NHsVOs, 400 ml sicak suda
¢oziindiriiliir. Strekli karigtimlirken, yavasga 20 ml seyreltik nitrik asit (7 ml HNOs (3.4) + 13 ml H;0) eklenir ve
su ile 1 litreye tamamlanir.

3.7. 1 mg/ml fosfor standart ¢ozeltisi: 4,387 g potasyum dihidrojen fosfat KH,PO4 suda ¢oziindiiriliir. Su ile 1
litreye tamamlanir.

4. Cihaz

4.1. Silis, porselen ya da platin kiillendirme krozeleri

4.2. Elektrikli, 550°C’ye ayarlanmig termostatlt kil firini

4.3. 250 ml’lik Kjeldahl sigesi

4.4. Balon joje ve hassas pipetler

4.5. Spektrofotometre

4.6. Yaklagik 16 mm ¢apinda, 14,5 mm ¢apinda tapali 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 gekilde bir ¢6zelti hazirlanir.
5.1.1. Genel Metot

1 g ya da daha fazla numune ! mg hassasiyetle tartilir. Test numunesi bir Kjeldahl sisesine konur, 20 ml stilfiirik
asit (3.5) eklenir, madde tamamen asitle 1slatmak ve sisenin yanlarina yapigmasimi dnlemek igin ¢alkalanur, isttilir
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 mI’lik balon jojeye aktarilir,



Kjeldahl sisesi sicak su ile ¢alkalanir. Sogumaya birakilir, su ile gereken hacme tamamlanir, homojenlestirilir ve
filtre edilir.

5.1.2. Organik maddeler igeren, 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. Koptirme 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
¢6ziinmeyen silika olusturarak kuruyana kadar buharlastirilir. Kalinti 10 ml nitrik asitte (3.3) yeniden ¢6ziindtiriiliir
ve kum banyosunda ya da isitic1 plakada 5 dakika boyunca kuruyana kadar buharlagtirmadan kaynatilir. Stvi 500
ml’lik balon jojeye bosaltilir, beher birkag kez sicak su ile durulanir. Sogumaya burakilir, su ile gereken hacme
tamamlanir, homojenlestirilir ve filtrelenir.

5.2, Renk olusumu ve optik yogunlugun dlgiimii

5.1.1 ya da 5.1.2 ile elde edilen filtratn temsili bir miktari, en fazla 40 pg/ml’lik bir fosfor konsantrasyonu elde
etmek igin seyreltilir. Bu ¢ozeltinin 10 mP’si bir test tlipiine (4.6) konur ve 10 ml molibdovanadat ayiraci (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 ¢ozeltiye karsilik 430 nm’de bir spektrofotometre ile optik yogunluk slgilir.

5.3. Kalibrasyon egrisi

Standart ¢ozeltiden (3.7), srasiyla 5, 10, 20, 30 ve 40 pg/ml fosfor igeren ¢ozeltiler hazirlanir. Bu ¢ozeltilerin her
birinden 10 m1 alinir 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. Karstlik gelen fosfor miktarlarma
gore optik yogunluklar1 gizerek kalibrasyon egrisi gizilir. 0 ile 40 pg/ml arasindaki konsantrasyonlarda egri
dogrusal olacaktir.

6. Sonuglarin hesaplanmasi

Kalibrasyon egrisi kullanilarak test numunesindeki fosfor miktari tayin edilir. Sonuglari numunenin yiizdesi olarak
ifade edilir.

6.1.Tekrar edilebilirlik

Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglar arasindaki farki asagidaki degerleri gegmemelidir:
— % S5’ten az fosfor igerigi igin daha yiiksek sonuca bagil % 3

— % 5 ve daha fazla fosfor igerigi i¢in mutlak deger olarak % 0,15.

N. SUDA COZUNEBILEN KLORUR iCERIGININ TAYINI

1. Amag ve Kapsam

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

2. Prensip

Kloriirler suda ¢oziiniir. Uriin organik madde igeriyorsa berraklagtinlir. Cozelti nitrik asitle biraz asitlestirilir ve
kloriirler, gimis nitrat ¢ézeltisi ile giimiis kloriir formunda ¢oktiiriilir. Giimils nitratn fazlasi amonyum
tiyosiyanat ¢ozeltisi ile Volhard metoduna gore titre edilir.

3. Ayraglar



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

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

3.3. Doymus amonyum demir siilfat (NH)Fe(SO4); ¢ozeltisi
3.4. Nitrik asit, yogunluk: 1,38 g/ml

3.5. Dietil eter

3.6. Aseton

3.7. Carrez I ¢dzeltisi: Su iginde 21,9 g ¢inko asetat Zn(CHaCOO), 2H,0 ve 3 g glasiyal asetik asit ¢6ziindiriilir.
Su ile 100 mI’ye tamamlanir.

3.8. Carrez II gdzeltisi: Su iginde 10,6 g potasyum ferrosiyanid K4Fe(CN)s 3H20 ¢ziindiriiliir. Su ile 100 ml’ye
tamamlanir.

3.9. Aktif karbon (kloriir igermeyen ve kloriirleri absorbe etmeyen).

4, Cihaz

Karistirier (galkalayicr): yaklagik 35 ila 40 rpm

5. Metot

5.1. Cozeltinin hazirlanmasi

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

5.1.1. Organik madde igermeyen numuneler

En fazla 10 g agirh@inda ve klortir formunda en fazla 3 g klor igeren numune 1 mg hassasiyetle tartilir. Yaklasik
20°C’deki 400 ml su ile birlikte 500 mI’lik bir balon jojeye konur. Karigtiricida 30 dakika karistirilir, hacmine
tamamlanir, homojenlestirilir ve stiziiliir.

5.1.2.  5.1.3’te listelenenler digindaki organik maddeleri igeren numuneler

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

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

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

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 siiztintii (varsayilan kloriir
icerigine gore) bir erlene aktarilir. Alinan ¢ozelti en fazla 150 mg kloriir (C1) igermelidir. Gerekiyorsa en az 50 ml
su ile seyreltilir, 5 ml nitrik asit (3.4), 20 ml doymug amonyum demir siilfat ¢6zeltisi (3.3) ve sifir isaretine kadar
doldurulmug bir biiretle aktarilan iki damla amonyum tiyosiyanat ¢ozeltisi (3.1) eklenir. Bir biiret kullanarak
giimiig nitrat gozeltisi (3.2) 5 ml’lik bir fazlalik elde edecek sekilde aktarilir. 5 ml dietil eter (3.5) eklenir ve ¢okelti



olugturmak igin sertge ¢alkalanir, Giimils nitratin fazlasi amonyum tiyosiyanat ¢ozeltisi (3.1) ile kirmizimst
kahverengi (on olusup bir dakika boyunca kaybolmadan devam edene kadar titre edilir.

6. Sonuglarin hesaplanmast

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

R
XﬁS.S#S x (V) ~ V)
m

burada:

V1 = Eklenen 0,1 mol/] giimils nitrat ¢zeltisinin miktari, ml

V1 = Titrasyon igin kullanlan 0,1 mol/l amonyum tiyosiyanat ¢tzeltisinin miktari, ml

m = Numunenin agirligL.

Kor testi igin 0,1 mol/l giimiis nitrat ¢ozeltisi tiiketiliyorsa, bu deger hacimden dustiliir (V1 - V2).

7. Gozlemler

7.1. Ayrica titrasyon potansiyometre ile de gergeklestirilebilir.

7.2. Sivi ya da kati yaglar agisindan ¢ok zengin iiriinlerde, 6nce dietil eter ya da petrol eteri ile yag almur.

7.3. Balik ununda, titrasyon Mohr metodu ile yiiriitiilebilir.



EK-4

YEMLERDE KULLANIMINA iZIN VERILEN YEM KATKI MADDELERININ DUZEYLERININ
KONTROLUNE YONELIK ANALiZ METOTLARI

A. VITAMIN A TAYINi

1. Amag ve Kapsam

Bu metot; yemlerdeki ve premikslerdeki A vitamini (retinol) seviyesinin tayinini mitmkiin kilar. A vitamini all-
trans-retinil alkol ve bunun cis-izomerlerini igerir; bu bilesenler bu metot ile tayin edilir. A vitamininin igerigi kg
bagina Uluslararasi Birim (IU) cinsinden ifade edilir. Bir 1U, 0,300 pg all-trans-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
1U/kg vitamin A’dir,

2. Prensip

Numune etanollii potasyum hidroksit ¢ézeltisi ile hidrolize edilir ve vitamin A petrol eter iginde ekstrakte edilir.
Coziicli buharlagtirilarak uzaklastirilir ve kalinti metanol iginde ¢oziindiiriilir ve gerekiyorsa gereken
konsantrasyona seyreltilir. Vitamin A miktar1 UV veya florasans dedcktdr kullamilarak ters fazli yiiksek
performans siv1 kromatografisi (RP-HPLC) ile belirlenir. Kromatografik parametreler all-trans-vitamin A alkolil
ile cis izomerleri arasinda ayrim olmayacak sekilde segilir.

3. Ayraglar

3.1, Etanol, 6 =% 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 ¢dzeltisi, ¢ = 10 g/100 ml (bakiniz 7.7)

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

3.6.1. Sodyum siilfit ¢ozeltisi, gliserol i¢inde ¢ = 0,5 mol/l, B =120 g/l (x = 9 igin) (bakiniz 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, ckstra 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) i¢inde ¢oziindiirtiliir ve ayni ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. Bu ¢ozeltinin
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, 5. 1,80 x 10° TU/g



3.12.1. All-trans-vitamin A palmitatin stok ¢ozeltisi: 80 mg vitamin A palmitat1 (3,12) 0,1 mg hassasiyetle 100
ml’lik balon jojeye tartilir. 2-propanol (3.8) i¢inde ¢oziindiiriilir ve ayni ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. Bu
¢6zeltinin nominal konsanirasyonu 1 400 [U/ml vitamin A’dir. Tam igerik 5.6.3.2°ye gore tayin edilir.

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

4. Cihazlar

4.1. Vakumlu doner buharlagtirici (rotary evaporator)

4.2. Amber renkli cam malzemeler

4.2.1. 500 ml’lik, silif cam soketli, diiztabanli ya da konik sise.

4.2.2. Silif tapals, dar agizli, 10, 25, 100 ve 500 mI’lik balon jojeler

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

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

4.3. Allihn yogunlastirici, ceket uzunlugu 300 mm, rodajli baglantili, gaz besleme borusu igin adaptor
4.4, Faz ayrnimi igin, 185 mm ¢apinda katli filtre kagidi (6rn. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)
4.5. Enjeksiyon sistemli HPLC cihaz

4.5.1. Sivi kromatografik kolon, 250 mm x 4 mm, Cig, 5 ya da 10 pm dolgu ya da esdegeri (performans kriteri:
HPLC kosullari altinda tiim retinol izomerleri igin yalnizca tek bir pik)

4.5.2. UV ya da fliloresans dedektorii, degisken dalga boyu ayarl

4.6. 10 mm kuvars hiicreli spektrofotometre

4.7. Manyetik karigtirictl1 su banyosu

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

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

4.8.2. Biryan kol ve merkezden gegen ayarlanabilir bir tiip takilmug silifli cam ek. Ayarlanabilir tiipiin, silindirdeki
Uist s1v1 katmaninm ayirici bir huniye aktarilabilecegi sekilde U sekilli bir alt ucu ve karst ugta bir jeti olmalidur.

5. Metot

Not: Vitamin A (UV) 1518a ve oksitlenmeye duyarlidir. Tiim iglemler 151k (amber cam malzemeler ya da
aliiminyum folyo ile korunan cam malzemeler kullanilarak) ve oksijenden korunmali (azot akimimnda) bir ortamda
gergeklestirilmelidir. Ekstraksiyon sirasinda sivi Uzerindeki hava azotla yer degistirmelidir (ara sira tipa
gevsetilerek yiiksek basing olugmasi engellenmelidir).

5.1. Numunenin hazirlanmasi

Numune 1 mm gozenekli elekten gegecek sekilde 6giitiiliir, 131 olusumunun 6nlenmesine dikkat edilir. Ogiitme
islemi tartim ve sabunlagtirmanm hemen ¢ncesinde gergeklestirilmelidir, aksi halde vitamin A kaybr olabilir.

5.2. Sabunlastirma

Vitamin A igerigine bagli olarak 2 g - 25 g numune | mg hassasiyetle 500 mI’lik bir diiztabanli ya da konik cam
balona (4.2.1) konur. Karigtirarak sirastyla 130 ml etanol (3.1), yaklagik 100 mg BHT (3.13), 2 ml sodyum askorbat



¢ozeltisi (3.5) ve 2 ml sodyum siilfit ¢ozeltisi (3.6) eklenir. Cam malzemeye bir yogunlastirici (4.3) takilir ve balon
joje manyetik karigtiricili bir su banyosuna (4.7) daldirilir. Kaynama noktasina 1sitilir ve 5 dakika boyunca geri
sogutucuda tutulur, Ardindan 25 ml potasyum hidroksit ¢6zeltisi (3.4) yogunlastirici (4.3) i¢inden eklenir ve yavas
bir azot akimi altinda karigtirilarak 25 dakika daha geri sogutucuda tutulur. Ardindan yogunlastiric: yaklasik 20
ml su ile durulamir ve sigenin igerigi oda sicakligina sogutulur.

5.3. Ekstraksiyon

Sabunlagtirma ¢ozeltisi 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) siizerek aktarilir. Sabunlastirma sisesi swasiyla 25 ml etanol (3.1) ve 100
ml petrol eteri (3.2) ile durulanir ve durulama ¢ézeltileri ayirma hunisine ya da ekstraksiyon cihazina aktarilir.
Birlestirilmis ¢6zeltilerdeki su ve etanol orani yaklagik 2:1 olmalidir, 2 dakika boyunca kuvvetlice galkalanir ve 2
dakika durulmasi beklenir.

5.3.1. Bir ayirma hunisi (4.2.3) kullanarak ekstraksiyon

Fazlar ayrildiginda (bakiniz 7.3) petrol eteri fazi 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 ekstraktlar, 100 ml’lik su ile hafifce karigtirarak (emiilsiyon olusumunu
dnlemek i¢in) ve ardindan fenolftalein gozeltisi (3.7) eklendiginde su renksiz kalana kadar 100 mI’lik su ile yeniden
calkalayarak (dort kez yikamak genelde yeterlidir) yikanwr. Yikanmig ekstrakt, siispansiyon halindeki suyu
¢ikartmak amaciyla faz ayrimi (4.4) igin bir kuru katmanli filtreden 500 mI’lik balon jojeye (4.2.2) siiziiliir. Ayirma
hunisi ve filtre 50 ml petrol eteri ile (3.2) durulanir, petrol eteri ile (3.2) isarete kadar tamamlanir ve iyice
kanistirilir.

5.3.2. Ekstraksiyon cihazi (4.8) kullanarak ekstraksiyon

Fazlar ayrildiginda (bakiniz 7.3) cam silindirin tipasi (4.8.1) silifli cam ek (4.8.2) ile degistirilir ve ayarlanabilir
tiiptin U gekilli alt ucu, birlegme yiizeyi seviyesinin hemen iizerinde olacak sekilde yerlestirilir. Azot hattmdan yan
kola basing uygulayarak iistteki petrol eteri 1000 mI’lik bir ayirma hunisine (4.2.3) aktarilir. 100 ml petrol eteri
(3.2) cam silindire eklenir, agz1 kapatilir ve iyice ¢alkalanir. Fazlarin ayrilmasina izin verilir ve iistteki katmani
onceki gibi ayirma hunisine aktarilir. Ekstraksiyon islemi 100 ml petrol eteri ile (3.2), ardmdan iki kez 50 ml’lik
petrol eteri ile (3.2) yinelenir ve petrol eteri fazlar1 ayrrma hunisine eklenir.

Birlestirilmis petrol eteri ekstraktlari 5.3.1°de anlatildig1 gibi yikanur ve devam edilir.
5.4. HPLC igin numune ¢6zeltisinin hazirlanmasi

Belirli miktarda petrol eteri gozeltisi (5.3.1 ya da 5.3.2°den elde edilen) 250 mI’lik armut sekilli balona (4.2.4)
pipetle almir. En fazla 40°C’lik bir su banyosunda azaltilan basingla doner buharlastiricida (totary evaporator)
(4.1) ¢oziicti neredeyse kuruyana kadar buharlagtirilir. Azot (3.10) igeri alwarak atmosferik basing yeniden saglanir
ve balon joje doner buharlastiricidan (rotary evaporator) ¢ikartilir. Kalan ¢oziicii bir azot (3.10) buhart ile gikartilir
ve kalmti hemen bilinen hacimdeki (10-100 ml) metanol (3.3) (vitamin A konsantrasyonu 5 IU/ml ile 30 IU/m]
arasinda olmalidir) iginde ¢oziindiiriiliir.

5.5. HPLC ile tayin

Vitamin A, bir Cys ters faz kolonunda (4.5.1) ayrilir ve konsantrasyon bir UV dedektdrii (325 nm) ya da bir
fliloresans dedektord ile 6lgiiliir. (eksitasyon: 325 nm, emisyon: 475 nm) (4.5.2)

5.4’te elde edilen metanolik ¢6zeltiden belirli miktarda (6rnegin 20 pl) enjekte edilir ve mobil faz (3.9) ile eliie
edilir. Ayn1 numune g¢ozeltisinin gesitli enjeksiyonlarimin ortalama pik yiksekligi (alan) ve kalibrasyon
¢ozeltilerinin (5.6.2) gesitli enjeksiyonlarinin ortalama pik yiikseklikleri (alanlar) hesaplanir.

HPLC kosullar



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

Sivi kromatografik kolon (4.5.1): 250 mm x 4 mm, Cg, 5 ya da 10 ym dolgu ya da
csdegeri

Mobil faz (3.9) Metanol (3.3) ve su karisimy, . 980 + 20 (v+v).

Akig hizi 1-2 ml/dak.

Dedektor (4.5.2) UV dedektorii (325 nm) ya da floresans dedektorii
(eksitasyon: 325 nm/emisyon: 475 nm).

5.6. Kalibrasyon
5.6.1. Caligma standard ¢ozeltilerinin hazirlanmas

20 ml vitamin A asetat stok ¢ozeltisi (3.11.1) ya da 20 ml vitamin A palmitat stok ¢ozeltisi (3.12.1) 500 ml’lik
diiztabanli ya da konik cam balona (4.2.1) pipet ile alim ve BHT eklenmeden 5.2°de anlatildig: gibi hidrolize
edilir, Ardindan petrol eteri ile (3.2) 5.3%¢ gtre ekstrakte edilir ve petrol eteri ile (3.2) 500 mI’ye tamamlanir. Bu
ekstraktin 100 ml’si doéner buharlastiricida (rotary evaporator) (bakiniz 5.4) neredeyse kuruyana kadar
buharlagtinhir, kalan ¢6ziicii bir azot (3.10) buhar ile gikartilir ve kalinti 10,0 ml metanol (3.3) i¢inde yeniden
¢Oziindiiriilir. Bu ¢dzeltinin nominal konsantrasyonu 560 IU/ml vitamin A’dir. Tam igerik 5.6.3.3’e gore tayin
edilir. Calisma standardi ¢6zeltisi, kullanilmadan once taze hazirlanmalidir.

Bu ¢alisma standardh gdzeltisinin 2,0 ml’sini 20 mI’lik balon jojeye pipetlenir, metanol (3.3) ile isarete kadar
tamamlanir ve karigtirilir, Bu seyreltilmis ¢alisma standardinin nominal konsantrasyonu 56 TU/ml vitamin A’dur.

5.6.2. Kalibrasyon ¢ozeltilerinin ve kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi

1,0- 2,0- 5,0 ve 10,0 m! seyreltilmis ¢alisma standardi ¢ozeltisi bir dizi 20 mI’lik balon jojeye aktarilir, metanol
(3.3) ile isarete kadar tamamlanir ve karistirilir, Bu ¢ozeltilerin nominal konsantrasyonlar1 2,8- 5,6- 14,0 ve 28,0
1U/ml vitamin A’dur.

Her bir kalibrasyon ¢6zeltisinin 20 ul’si birkag kez enjekte edilir ve ortalama pik yiikseklikleri (alanlar) tayin
edilir. Ortalama pik yiikseklikleri (alanlar) ve UV kontroliniin (5.6.3.3) sonuglarr géz éniinde bulundurularak bir
kalibrasyon grafigi ¢izilir.

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

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

Vitamin A igeriginin hesabi
TU vitamin A/ml = Esy x 19,0

Vitamin A asetat igin (EL%,= 326 nm’de 2-propanol iginde 1530)



5.6.3.2. Vitamin A palmitat stok ¢6zeltisi

2,0 ml vitamin A palmitat stok ¢dzeltisi (3.12.1) 50 mI’lik (3.8) ile isaretine kadar tamamlanir. Bu ¢dzeltinin
nominal konsantrasyonu 56 IU/ml vitamin A’dur.

Bu seyreltilmig vitamin A palmitat ¢ozeltisinin 3,0 ml’si 25 ml’lik bir balon jojeye pipetlenir ve 2-propanol (3.8)
ile isarete kadar tamamlanir. Bu ¢ézeltinin nominal konsantrasyonu 6,72 IU/ml vitamin A’dir. Bu ¢ézeltinin 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 olmahdr.

Vitamin A igeriginin hesabi:
1U vitamin A/ml = Eaz x 19,0
Vitamin A palmitat igin (15112/;‘,l =326 nm’de 2-propanol iginde 957)

5.6.3.3. Vitamin A ¢aligma standard ¢ozeltisi

5.6.1°e gore hazirlanan seyreltilmemis vitamin A ¢aligma standard ¢6zeltisinin 3,0 ml’si 50 ml’lik bir balon jojeye
(4.2.2) pipetle almir ve 2-propanol (3.8) ile isaretine kadar tamamlanir. Bu ¢zeltinin 5,0 ml’si 25 ml’lik bir balon
jojeye pipetle alinir ve 2-propanol (3.8) ile isaretine kadar tamamlanir. Bu ¢6zeltinin nominal konsantrasyonu 6,72
[U/ml vitamin A’dwr. Bu ¢dzeltinin UV spektrumu 2-propanole (3.8) gore, 300 nm ile 400 nm arasinda
spektrofotometrede (4.6) 6lgiiliir. Ekstinksiyon maksimumu 325 nm ile 327 nm arasmnda olmahdir.

Vitamin A igeriginin hesabr:

U vitamin A/ml = E3s5 % 18,3

Vitamin A alkol igin (EL%,= 325 nm’de 2-propanol iginde 1821)
6. Sonuglarin hesaplanmast

Kalibrasyon grafigini (5.6.2) referans alarak, ¢dzeltinin vitamin A piklerinin ortalama yiiksekliginden (alan), ayn1
¢Ozeltisinin konsantrasyonu IU/ml cinsinden tayin edilir.

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

500 x ¢ xVy x 1000
T T cm—————
Vixm

[/kg]

burada:

¢ = Numune ¢ozeltisinin (5.4) vitamin A konsantrasyonu, JU/ml
V| = Numune ¢dzeltisinin (5.4) hacmi, ml

V2 = 5.4’te alinan temsili miktarinin hacmi, ml

m = Test numunesinin agirligl, g

7. Gozlemler

7.1. Diisiik vitamin A konsantrasyonu olan numunelerde iki sabunlagtirma yiikiiniin (tartilan miktar: 25 g) petrol
eteri ekstraktlarinm HPLC tayini igin bir numune ¢ézeltisinde birlestirilmesi yararli olabilir.

7.2. Analiz igin alman numunenin agirhg 2 g’dan fazla yag icermemelidir.

7.3. Faz ayrimi olusmazsa emiilsiyonu kirmak i¢in yaklagik 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. Bir normal faz kolonu kullanilarak retinol izomerlerinin ayrimi miimkiindiir. Ancak bu durumda tiim cis ve
trans izomer piklerinin yiikseklikleri (alanlar) hesaplar igin toplanmalidir.

7.7. Sodyum askorbat ¢dzeltisi yerine yaklagik 150 mg askorbik asit kullanilabilir.
7.8. Sodyum sulfit ¢ozeltisi yerine yaklasik 50 mg EDTA kullanilabilir.
7.9. Sut ikame yemlerindeki vitamin A’nin analizinde, agagidakilere 6zellikle dikkat edilmelidir

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

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

Uygulanan analiz metodunun bu spesifilk matrikste (siit ikame yemi) gitvenilir sonuglar verip vermedigini kontrol
etmek igin, ilave test numunesinde bir geri kazanim testi uygulanmalidir. Geri kazamm oran1 % 80’°den diisiikse
analitik sonucun geri kazamim igin diizeltilmesi gerekir.

8. Tekrar edilebilirlik

Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglari arasindaki fark daha yiiksek sonuca bagil % 15’1 gegmemelidir.

9. Ortak bir ¢aligmanin sonuglari

Premiks Premiks-yem Mineral Protein yemi Domuz
konsantresi yavrusu

L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
ortalama 17,02 x 108 1,21 x 10° 537.100 151.800 18.070
[TU/kg]
s [IU/kg] 0,51 x 10° 0,039 x 10°¢ 22.080 12.280 682
r [1U/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 [[U/kg] 1,36 x 10° 0,069 x 10° 46.300 23.060 3.614
R [1U/kg] 3,81 x 10° 0,193 x 10° 129.640 64.568 10.119
CVr [%] 8,0 6,2 8,6 15 20

L = Laboratuvarlarin sayist

n= Tekil degerlerin sayis1

s, = Tekrar edilebilirligin standart sapmasi

Sg = Tekrar iiretilebilirligin standart sapmasi

r = Tekrar edilebilirlik

R = Tekrar iiretilebilirlik

CV; = Tekrar edilebilirligin degisim katsayis1

CVRr = Tekrar iiretilebilirligin degisim katsay1si.




Ektraksiyon Cihazlar
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B. VITAMIN E TAYINI

1. Amag ve Kapsam

Bu metot; yemdeki ve premikslerdeki E vitamini seviyesinin tayinini miimkin 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.

Olgitm limiti 2 mg/kg vitamin E’dir. Bu blglim limiti yalmzca floresans dedektoriiyle gegerlidir. Bir UV
dedektdrinde 6lgtim limiti 10 mg/kg’dir.

2. Prensip

Numune etanollii potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile hidrolize edilir ve vitamin E petrol eteri ile ckstrakte edilir.
Coziici buharlagtirilarak uzaklastirilir ve kalintt metanol iginde ¢6zindiriilir ve gerekiyorsa gereken
konsantrasyona seyreltilir. Vitamin E igerigi, bir UV ya da floresans dedekt6ril kullanilarak ters fazh yliksek
performans sivi kromatografisi (RP-HPLC) ile tayin edilir.

3. Ayiraglar

1.1. Etanol, 6 =% 96.

3.2. Petrol eteri, kaynama araligi 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 ¢6zeltisi, gliserol iginde ¢ = 0,5 mol/l, B = 120 g/l (x = 9 i¢in) (bakmiz 7.8 )
3.7. Fenolftalein ¢ozeltisi, etanol (3.1) iginde ¢ = 2 g/100 ml.

3.8. HPLC igin mobil faz: metanol (3.3) ve su karigimy, 8rn. 980 + 20 (h + h). Tam oran, kullanilan kolon dzellikleri
ile tayin edilecektir.

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

3.10.1. DL-a-tokoferol asetatin stok ¢ozeltisi: 100 mg DL-a-tokoferol asetat (3.10) 0,1 mg hassasiyetle 100 ml’lik
balon jojeye tartihir. Etanol (3.1) i¢inde ¢oziindiiriiliir ve ayn1 ¢oziicii ile isaret ¢izgisine kadar tamamlanir. Bu
¢Ozeltinin 1 ml’si 1 mg DL-a-tokoferol asetat igerir (UV kontrolii igin bakiniz 5.6.1.3; stabilizasyon igin bakiniz
7.4).

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

3.11.1. DL-a-tokoferol stok gozeltisi: 100 mg DL-o-tokoferol (3.10) 0,1 mg hassasiyetle 100 ml’lik balon jojeye
tartilir. Etanol (3.1) iginde ¢oziindiiriiliir ve aym ¢oziicil ile isaret ¢izgisine kadar tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 1 ml’si
1 mg DL-a-tokoferol igerir. (UV kontrolii igin bakiniz 5.6.2.3; stabilizasyon igin bakiniz 7.4 ).

3.12. 2, 6-Di-tert-biitil-4-metilfenol (BHT) (bakimz 7.5 ).

4. Cihazlar



4.1. Déner buharlastirici (Rotary evaporator).

4.2. Amber renkli cam malzemeler.

4.2.1. 500 ml’lik, silifli, diiz tabanli ya da konik sise.

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

4.2.3. 1000 m!’lik, silifli, konik, ayrrma hunileri.

4.2.4. 250 mP’lik, silifli , armut sekilli balon joje.

43, Allihn yogunlagtirict, ceket uzunlugu 300 mm, silifli cam ekleme, gaz besleme borusu igin adaptor.
4.4, Faz ayrimi igin, 185 mm ¢apinda katl filtre kagidi (6rn. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2).
4.5. Enjeksiyon sistemli HPLC cihazt

4.5.1. Stv1 kromatografik kolon, 250 mm x 4 mm, Cs, 5 ya da 10 um dolgu ya da esdegeri.
4.5.2. UV ya da fliloresans dedektorii, degisken dalga boyu ayarl.

4.6. 10 mm kuvars hiicreli spektrofotometre.

4.7. Manyetik karigtiricili su banyosu.

4.8. Asagidakilerden olugan ekstraksiyon cihazi (bakiniz gekil 1)

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

4.8.2. Bir yan kol ve merkezden gegen ayarlanabilir bir tiip takilmus silifli cam ek. Ayarlanabilir tiipiin, silindirdeki
fist stv1 katmaninin ayirict bir huniye aktarilabilecegi sekilde U sekilli bir alt ucu ve karsi ugta bir jeti olmalidur.

5. Metot

Not: Vitamin E (UV-) 15182 ve oksitlenmeye duyarlidir. Tiim iglemler 151k (amber cam malzemeler ya da
aliminyum folyo ile korunan cam malzemeler kullamlarak) ve oksijen (azot ile ytkama) korunmali bir ortamda
gergeklestirilmelidir. Ekstraksiyon sirasmda sivi iizerindeki hava, azotla degistirilmelidir (ara swa tipay:
gevseterek yiiksek basing olusmasi engellenmelidir).

5.1. Numunenin hazirlanmasi

Numune 1 mm gdzenekli elekten gegecek sekilde s3utiilir, 151 olusumunun Snlemesine dikkat edilir. Ogiitme
islemi tartim ve sabunlagtirmanin hemen 6ncesinde gergeklestirilmelidir, aksi halde vitamin E kaybi olabilir.

5.2. Sabunlastirma

Vitamin E igerigine 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) tartilir. Karigtirarak sirastyla 130 ml etanol (3.1), yaklasik 100 mg BHT (3,12), 2 ml sodyum
askorbat ¢ozeltisi (3.5) ve 2 ml sodyum siilfit ¢6zeltisi (3.6) eklenir, Cam malzemeye yogunlagtirici (4.3) takilir
ve balon manyetik karistiricili bir su banyosuna (4.7) daldirilr, 5 dakika boyunca geri sogutucuda tutulur.
Ardindan 25 ml potasyum hidroksit ¢ozeltisi (3.4) yogunlastirici (4.3) iginden eklenir ve yavas bir azot akimi
altinda karigtirilarak 25 dakika daha geri sogutucuda birakilir. Ardindan yogunlagtirict yaklasik 20 ml su ile
durulamir ve balonun igerigi oda sicakligina sogutulur.

5.3. Ekstraksiyon



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

5.3.1. Aymrma hunisi (4.2.3) kullanarak ekstraksiyon

Fazlar ayrildigimda (bakiniz 7.3) petrol eteri Fazi bagka 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 birlegtirilmis ekstraktlara, 100 mI’lik su ekleyip hafifce karistirarak (emiilsiyon olusumunu
dnlemek i¢in) ve ardindan fenolftalein ¢ozeltisi (3.7) eklencrek su renksiz kalana kadar 100 ml’lik su ile yeniden
calkalayarak (dort kez yikamak genelde yeterlidir) iki kez yikanur. Yikanmig ckstrakt, sispansiyon halindeki suyu
ayirmak amactyla faz ayrimi (4.4) igin bir kuru katmanli filtreden 500 ml’lik balon jojeye (4.2.2) siizilliir. Ayirma
hunisi ve filtre 50 ml petrol eteri ile (3.2) durulanir, petrol eteri ile (3.2) isaretine kadar tamamlanir ve iyice
karigtirilir,

5.3.2. Ekstraksiyon cihazi (4.8) kullanarak ekstraksiyon

Fazlar ayrildigmda (bakiniz 7.3) cam silindirin tipasi (4.8.1) silifli cam ek (4.8.2) ile degistirilir ve ayarlanabilir
tiipiin U gekilli alt ucu, birlesme yiizeyi seviyesinin hemen tizerinde olacak sekilde yerlestirilir. Azot hattindan yan
kola basing uygulayarak tstteki hafif petrol 1000 ml’lik bir ayirma hunisine (4.2.3) aktarilir. 100 ml petrol eteri
(3.2) cam silindire eklenir, agzi kapatilir ve iyice ¢alkalanir. Katmanlarm ayrilmasina izin verilir ve tstteki katman
onceki gibi ayirma hunisine aktarilir, Ekstraksiyon islemini 100 ml petrol eteri ile (3.2), ardindan iki kez 50 mI’lik
petrol eteri ile (3.2) yinelenir ve hafif petrol eteri fazi ayirma hunisine eklenir.

Birlestirilmis petrol eteri ile ekstraktlari 5.3.1°de anlatildig1 gibi yikanir ve devam edilir.
5.4, HPLC i¢in numune ¢dzeltisinin hazirlanmasi

Belli bir miktarda petrol eteri ¢ozeltisi (5.3.1 ya da 5.3.2°den elde edilen) 250 mI’lik armut sekilli balona (4.2.4)
pipetle alinur. En fazla 40°C’lik bir su banyosunda azaltilan basingla doner buharlastiricida (rotary evaporator)
(4.1) ¢bziicii neredeyse kuruyana kadar buharlastirilir. Azot (3.9) igeri alinarak atmosferik basing yeniden saglanir
ve balon joje doner buharlastiricidan (rotary evaporator) ¢ikartilir, Kalan ¢éziicii bir azot (3.9) buhart ile ¢ikartilir
ve kalint: hemen bilinen hacimdeki (10-100 ml) metanol (3.3) (DL-a-tokoferol konsantrasyonu 5 pg/ml ile 30
pg/ml arasinda olmalidir) iginde ¢6ziindiiriiliir.

5.5. HPLC ile tayin

Vitamin E, bir Cs ters faz kolonunda (4.5.1) ayrilir ve konsantrasyon bir floresans dedektdrii (eksitasyon: 295 nm,
emisyon; 330 nm) ya da UV dedektoril (292 nm) (4.2.1) kullanilarak dlgtiliir.

5.4te elde edilen metanollii ¢6zeltiden belli miktarda (6rn. 20 pl) enjekte edilir ve mobil faz (3.8) ile eliie edilir.
Aym numune g¢dzeltisinin gesitli enjeksiyonlarinin ortalama pik yiikseklikleri (alanlar) ve kalibrasyon
¢ozeltilerinin (5.6.2) gesitli enjeksiyonlarinin ortalama pik yiikseklikleri (alanlar) hesaplanir.

HPLC kogullart

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



Sivi kromatografik kolon (4.5.1): [ 250 mm x 4 mm, Cys, 5 ya da 10 pm dolgu ya da

l esdegeri
Mobil faz (3.8): Y Metanol (3.3) ve su karigimi, orn. 980 + 20 v+v).
Akis hizi: 1-2 ml/dak.
Dedektor (4.5.2) Floresans dedektorii

(eksitasyon: 295 nm/emisyon: 330 nm) ya da UV
dedektdrii (292 nm) ‘

5.6. Kalibrasyon (DL-o-tokoferol asetat ya da DL-a-tokoferol)
5.6.1. DL-0- tokoferol asetat standard:
5.6.1.1. Calisma standard ¢dzeltisinin hazirlanmasi

25 ml DL-o-tokoferol asetat stok ¢6zeltisi (3.10.1) 500 mI’lik diiz tabanli ya da konik erlene (4.2.1) pipetle aktarilir
ve 5.2°de anlatildif gibi hidrolize edilir. Ardindan petrol eteri ile (3.2) 5.3’e gore ekstrakte edilir ve petrol eteri
ile 500 ml’ye tamamlanir. Bu ekstraktin 25 ml’si doner buharlagtiricida (rotary evaporator) (bakiniz 5.4) neredeyse
kuruyana kadar buharlagtirilir, kalan géziicii azot (3.9) buhari ile ¢ikartilir ve kalintr 25,0 m] metanol (3.3) iginde
veniden ¢dziindiiriiliir. Bu ¢dzeltinin nominal konsantrasyonu, 50 pg/ml DL-a-tokoferol asetata esdeger 45,5
ng/ml DL-o-tokoferoldiir. Caligma standard ¢ozeltisi, kullaniimadan 6nce taze hazirlanmalidir.

5.6.1.2. Kalibrasyon ¢ozeltilerinin ve kalibrasyon grafiginin hazirlanmast

1,0- 2,0- 4,0 ve 10,0 ml galigma standard1 ¢dzeltisi bir dizi 20 ml’lik balon jojeye aktarilir, metanol (3.3) ile
isaretine kadar tamamlanir ve karistirilir, Bu ¢ozeltilerin nominal konsantrasyonlari 2,5- 5,0- 10,0 ve 25,0 pg/ml
DL-o-tokoferol asetattir ya da 2,28- 4,55- 9,10 pg/ml ve 22,8 pg/ml DL-o-tokoferoldiir.

Her bir kalibrasyon ¢dzeltisinin 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-a-tokoferol asetat stok ¢ozeltisinin UV standardizasyonu (3.10.1)

5,0 ml DL-u-tokoferol asetat stok ¢ozeltisi (3.10.1) etanol ile 25,0 ml’ye seyreltilir ve bu ¢6zeltinin UV spektrumu
etanole (3.1) gore, 250 nm ile 320 nm arasinda spektrofotometrede (4.6) Slgiiliir.

Absorpsiyon maksimumu 284 nm’de olmalidir:

Ej% =284 nm’de etanol iginde 43,6

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

5.6.2.1. Caligma standard ¢ozeltisinin hazirlanmasi

2 ml DL-a-tokoferol stok ¢ozeltisi (3.11.1) 50 mI’lik balon jojeye pipetle alinir, metanol (3.3) iginde ¢bziindiiriiliir
ve metanol ile isarete kadar tamamlanur. Bu ¢6zeltinin nominal konsantrasyonu, 44,0 pg/ml DL-a-tokoferol asetata
esdeger 40 pg/ml DL-o-tokoferoldiir. Calisma standard: ¢ozeltisi, kullamlmadan 6nce taze hazirlanmalidir.

5.6.2.2. Kalibrasyon ¢dzeltilerinin ve kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi



1,0- 2,0- 4,0 ve 10,0 ml ¢alisma standard: ¢ozeltisi bir dizi 20 ml’lik balon jojeye aktarilir, metanol (3.3) ile
isaretine kadar tamamlanir ve karigturilir. Bu ¢ézeltilerin 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 ug/ml DL-a-tokoferol asetattir.

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

5.6.2.3. DL-a-tokoferol stok ¢dzeltisinin UV standardizasyonu (3.11.1)

2,0 ml DL-o-tokoferol stok ¢ozeltisi (3.11.1) etanol ile 25,0 ml’ye seyreltilir ve bu ¢dzeltinin UV spektrumu
etanole (3.1) gore, 250 nm ile 320 nm arasinda spektrofotometrede (4.6) dlgiiliir. Absorpsiyon maksimumu 292
nm’de olmalidir:

EL% =292 nm’de etanol iginde 75,8
Bu seyreltmede ekstinksiyon degeri 0,6 elde edilmelidir.

6. Sonuglarin hesaplanmasi

Kalibrasyon grafigini (5.6.1.2 ya da 5.6.2.2) referans alarak, numune ¢dzeltisinin vitamin E piklerinin ortalama
yitksekligi (alan), ayni ¢dzeltinin konsantrasyonu pg/ml (o-tokoferol asetat olarak hesaplanan)cinsinden tayin
edilir.

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

w200 XXV o kel

Vi xm
¢ = Numune ¢dzeltisinin (5.4) vitamin E konsantrasyonu (a-tokoferol asetat olarak), pg/ml
Vi = Numune ¢6zeltisinin (5.4) hacmi, ml
V, = 5.4’te alinan belirli miktarm hacmi, ml
m = Numunenin agirhgi, g
7. Gozlemler

7.1. Disiik vitamin E konsantrasyonu olan numunelerde iki sabunlastirma yiiktintin (tartilan miktar: 25 g) petrol
eteri ekstraktlarmin HPLC tayini igin bit numune ¢ozeltisinde birlestirilmesi yararl olabilir.

7.2. Analiz i¢in alinan numunenin agirlig1 2 g’dan fazla yag icermemelidir.
7.3. Faz ayrimu olugmazsa emiilsiyonu kirmak igin yaklasik 10 ml etanol (3.1) eklenir.

7.4. DL-o-tokoferol asetat ya da DL-o-tokoferol ¢6zeltisinin siwrastyla 5.6.1.3 ya da 5.6.2.3’¢ gore
spektrofotometrik Slgiimlerden sonra yaklagik 10 mg BHTyi (3.12) ¢ozeltiye (3.10.1 ya da 3.10.2) eklenir ve
¢ozelti bir buzdolabinda tutulur (saklama omrii en fazla 4 haftadir).

7.5. BHT yerine hidrokinon kullanilabilir.
7.6. Bir normal faz kolonu kullanilarak o-, B-, y- ve 8-tokoferol ayrimi miimkiindiir.
7.7. Sodyum askorbat ¢ozeltisi yerine yaklagik 150 mg askorbik asit kullanilabilir.

7.8. Sodyum siilfit ¢ozeltisi yerine yaklasik 50 mg EDTA kullanilabilir.



7.9. Vitamin E asetat, alkali kosullar altinda son derece hizlhi hidrolize olur ve bu nedenle 6zellikle demir ve bakr
gibi iz elementlerin varliginda oksitlenmeye gok duyarlidir. 5000 mg/kg’dan yiiksek seviyelerdeki premikslerde
vitamin E tayini yapilirken, bir vitamin E pargalanmasi olusabilir. Bu nedenle onay i¢in, alkalin sabunlastirma
adimi olmayan vitamin E formiilasyonu enzimatik pargalanmasini igeren bir HPLC metodu dnerilir.

8. Tekrar edilebilirlik
Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglari arasmdaki fark daha yitksek sonuca bagil % 15’1 gegmenmelidir.

9. Ortak bir ¢aligmanin sonuglari

Premiks Premiks yem Mineral Protein yemi | Domuz
konsantresi yavrusu
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
ortalama [mg/kg] 17.380 1.187 926 315 61,3
st [mg/kg] 384 453 252 13,0 2,3
r [mgrkg] 1.075 126,8 70,6 36,4 6,4
CVr [%] 22 38 2,7 41 38
Sr [mg/ke] 830 65,0 55,5 18,9 ‘ 78
R [mg/kg] 2.324 182,0 1554 52,9 21,8
CVR [%] 4.8 55 6,0 6,0 12,7

L = Laboratuvarlarin say1st

N = Tekil degerlerin sayist

8. = Tekrar edilebilirligin standart sapmasi
Sk = Tekrar dretilebilirligin standart sapmas
r = Tekrar edilebilirlik

R = Tekrar tiretilebilirlik

CV; = Tekrar edilebilirligin degisim katsay1si

CVg = Tekrar {iretilebilirligin degigim katsayist



Sekil 1: Ekstraksiyon cihazi (4.8)

Cam silindir (4.8.1.)
(Yaklagik yiikseklik 48 cm)

Pejrol eteri fazi

/]

Buzlu cam ek (4.8.2.(yaklasik
uzunluk 45 cm)

=

Sulu katmah +sabunlastirilinig yem

Ayarlanabilir tiip



C. DEMIR, BAKIR, MANGAN VE CINKO iZ ELEMENTLERININ TAYINI
1. Amag ve kapsam

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

— demir (Fe): 20 mg/kg
— bakir (Cu): 10 mg/kg
— mangan (Mn): 20 mg/kg

— ¢inko (Zn): 20 mg/ke.

2. Prensip

Numnune, organik maddeler hidroklorik asit i¢inde pargalandiktan sonra ¢ozelti haline getirilir. Demir, bakir,
mangan ve ginko elementleri, uygun bir seyreltmeden sonra atomik absorpsiyon spektrometresi ya da diger
cihazlar ile tayin edilir.

3. Malzemeler ve Cozeltiler

Tanitict yorumlar

Ayiraglarin ve analitik ¢ozeltilerin hazirlanmasinda tayin edilecek maddeleri i¢ermeyen, borosilikat cam veya
kuvars imbikte iki kere damutilarak ya da iyon degisimi reginesinde iki kez islem gorerek elde edilen su (ultra saf
su) kullanilir.

Analizde kullanilan kimyasallar en azindan analitik saflikta olmalidir. Tayin edilecek elementlerin var olmadig;,
bir kor deneyle kontrol edilmelidir. Gerekiyorsa, ayiraglar daha da saflagtiriimalidir.

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

Asagida agiklanan kimyasallar ve elementlere ait standart ¢ozeltiler
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. Enfazla 1 mg/litre demir (Fe) igerigi olan ve buharlastirmadan sonra en fazla 10 mg (siilfat olarak)/litre kalmt:
birakan hidroflorik asit, % 38 - % 40°lik (v/v).

3.5. Siilftirik asit (d: 1,84 g/ml).
3.6. Hidrojen peroksit (yaklagik 100 hacim oksijen (agirlik¢a % 30)).

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

3.7.1. Caligma standard: demir ¢ozeltisi (100 ug Fe/ml), standart ¢dzeltinin bir kismimin (3.7) 9 kisim suyla
seyreltilmesiyle hazirlanmaktadir.



3.8. Asagidaki gibi hazirlanan standart bakir ¢ozeltisi (1000 pg Cu/ml) ya da ticari olarak satin alinabilir egdeger
bir ¢dzelti:

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

3.8.1. Caligma standardi bakir ¢ozeltisi (10 pg Cu/ml), standart ¢6zeltinin 1 kisminm (3.8) 9 kisim suyla
seyreltilmesiyle ve ardindan ortaya gikan ¢ozeltinin 1:9 suyla seyreltilmesiyle hazirlanir

3.9. Asafidaki gibi hazirlanan standart mangan ¢ozeltisi (1000 pg Mn/ml) ya da ticari olarak satin almnabilir
esdeger bir ¢Gzelti:

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

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

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

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

3.10.1. Caligma standardi ¢inko ¢ozeltisi (10 pg Zn/ml), standart ¢8zeltinin bir kisminin (3.10) 9 kisim suyla
seyreltilmesiyle ve ardindan ortaya ¢ikan ¢dzeltinin 1:9 suyla seyreltilmesiyle hazirlanir.

3.11. Lantan kloriir ¢ozeltisi: 12 g lantan oksit 150 ml suda ¢6ziindiiriiliir, 100 ml 6 mol/litre hidroklorik asit (3.2)
eklenir ve suyla bir litreye tamamlanur.

4. Cihazlar
4.1. Sicaklik diizenlemesi ve tercihen kaydedicisi olan kiil firin1.

4.2, Cam malzemeler dayanikli borosilikat tipi olmalidir ve dzellikle eser element tayini igin kullanima ayrilmig
cihaz kullanilmasi 6nerilir.

4.3. Gerekli arahktaki hassasiyet ve kesinlik agisindan metodun gerekliliklerini kargilayan atomik absorpsiyon
spektrofotometresi.

5. Metot (®)
5.1. Organik madde igeren numuneler
5.1.1. Yakma ve analiz igin ¢ozeltinin hazirlanmasi (7)

5.1.1.1. 5ila 10 g numune 0,2 mg hassasiyetle tartilarak kuvars ya da platin krozeye (bakmiz Not (b)) yerlestirilir,
105°C’deki bir etiivde kurutulur ve kroze soguk kil firmina (4.1) alinir. Firm kapatilir (bakiniz Not (c)) ve
sicaklig1, yaklagtk 90 dakika iginde kademeli olarak 450 ila 475°C’ye yiikseltilir. Karbonlu materyali ortadan

(%) Ay sonuglar vermeleri kaydiyla diger pargalama metotlari (mikrodalga basinglt pargalama) de kullantabilir.

(7) Yesil kaba yem (laze ya da kuru), eser elementleri tutabilecek ¢ok miktarda bitkisel silis igerme egilimindedir ve ortamdan
uzaklastiriimalidir, Bu nedenle bu yemlerin numunelerinde asagidaki degistirilmis metod izlenmelidir. Sizme iglemine kadar 5.1.1.1 islemini
uygulanir. Cozilnmeyen kalintiyt igeren siizgeg kagidi iki kez kaynar suyla yikanir ve kuvars ya da platin bir kroze igine koyulur. Kul firininda
(4.1) 550°C’nin altinda bir sicaklikta tiim karbonlu materyaller timiiyle yanana kadar yakilir, Sogumaya birakilir, birkag damla su ve ardindan
10 ile 15 ml hidroflorik asit (3.4) eklenir ve yaklagik 150°Cde kuruyana kadar buharlagtirilir. Kalintida herhangi bir silis igerigi kalirsa, birkag
m hidroflorik asit (3.4) iginde yeniden ¢éztindtrtlor ve kuruyana kadar buharlastirilir. Bes damla stilfiirik 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, sitilir, ¢dzelti 250 ml’lik balon jojeye
filtrelenir ve su ile isarctine kadar tamamlanir (HCI konsantrasyonu yaklagik 0,5 mol/l). Tayin isleminc madde 5.1.2den devam edilir.



kaldirmak i¢in bu sicaklik 4 ila 16 saat (6rnegin gece boyunca) strdirililr, ardindan firm agtlir ve sofumaya
birakilir (bakiniz Not (d)).

Kiiller su ile nemlendirilir ve bunlar 250 mlI’lik bir behere aktarilir. Kroze toplamda yaklagik 5 ml hidroklorik asit
(3.1) ile yikanir ve hidroklorik asit yavasca ve dikkatle behere eklenir (CO; olugumu nedeniyle siddetli bir
reaksiyon olabilir). Tiim kopiirme durana kadar damla damla hidroklorik asit (3.1) eklenir. Kuruyana kadar
buharlagtirilir, ara sira cam bir qubukla karigtirilir.

Sonra kalintiya 15 ml 6 mol/l hidroklorik asit (3.2) ve ardindan yaklagik 120 ml su eklenir. Cam ¢ubuk ile
kanstirilir (gubuk beherin iginde birakilmalidir) ve beher bir saat camu ile drtiiltir. Yavagca kaynama noktasina
getirilir ve goziinecek kiil kalmayana kadar kaynama noktasinda tutulur, Kiil igermeyen siizgeg kagidindan stiziliir
ve siiziintli 250 mI’lik bir balon jojeye ahnir. Beher ve siizgeg 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 yaklagik 0,5
mol/l).

5.1.1.2. Suizgegteki kalinti siyah (karbon) griinilyorsa, yeniden firina konur ve yeniden 450 ile 475°C’de yakilir.
Bu yakma (yalnizca g ila beg saat yeterlidir) iglemi, kiil beyaz ya da beyaza yakin goriindigiinde tamamlanir.
Kalinti yaklagik 2 ml hidroklorik asit (3.1) ile ¢dziindiiriiliir, kuruyana kadar buharlastirilir 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 yaklagik 0,5 mol/l).

Notlar:

(a) Iz elementlerin tayininde 6zellikle ginko, bakir ve demir kaynakh kontaminasyon risklerine kars: dikkatli olmak
onemlidir, Bu nedenle numunelerin hazirlanmasimda kullantlan ekipman bu metalleri igermemelidir.

Genel kontaminasyon riskini azaltmak igin tozsuz bir ortamda, dikkatlice temiz ckipmanla ve iyice yilkanmig cam
malzemelerle gahgilir. Cinko tayini dzellikle cam malzeme, reaktifler, toz vb. birgok kontaminasyon tiiriine
duyarhdir.

(b) Yakilacak numunenin agirhdi, kullanilan spektrofotometre duyarliligina uygun olarak yemdeki yaklasik iz
element igeriginden hesaplanir. {z element igerigi diistik belirli yemlerde 10 ila 20 g numune ile baglamak ve son
¢ozeltiyi yalmzea 100 ml’ye tamamlamak gerekebilir. ’

(¢) Yakma iglemi, hava ya da oksijen girmeyen kapali bir kil firminda gergeklestirilmelidir.
(¢) Pirometre ile gosterilen sicaklik en fazla 475°C olmalidr.

5.1.2. Spektrofotometrik tayin

5.1.2.1, Kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmast

Tayin edilecek her element igin madde 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 ve 3.10.1°de verilen ¢aligma standardi ¢zeltisinden bir
dizi kalibrasyon ¢ozeltisi hazirlanir, 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
igermelidir.

Segilen iz element konsantrasyonlart kullanilan spektrofotometrenin hassaslik smiri araliginda olmalidir.
Asagidaki tablolarda kalibrasyon ¢ozeltilerinin bilegim araliklar1 gosterilmektedir, bununla birlikte kullanilan
spektrofotometrenin tiiriine ve duyarlihgina gore baska konsantrasyonlar segmek gerekebilir.



Demir

ng Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
calisma standard ¢ozeltisi (3.7.1) (1 | 0 0,5 1 12 3 4 5
ml =100 pg Fe), ml
HCL(3.2), ml 7 7 7 | 7 7 7 7
10 ml of lantan klortir ¢6zeltisi (3.11) eklenir ve suyla 100 m!’ye tamamlanir
Bakir
ng Cw/ml 0 0,1 0.2 04 106 0,8 1,0
Caligma standardi gozeltisi (3.8.1) (1 | 0 1 2 4 6 8 10
ml = 10 pg Cu), ml
HCI(3.2), m! 8 8 8 8 8 8 8
Mangan
pg Mn/ml 0 0,1 10,2 0.4 0,6 0,8 1,0
Caligma standardi ¢ozeltisi (3.9.1) (1 | 0 | 2 4 6 8 10
ml = 10 pg Mn), ml
HCL(3.2), ml 7 7 7 7 7 7 7
10 ml of lantan kloriir gézeltisi (3.11) eklenir ve suyla 100 ml’ye tamamlanir
Cinko
g Zo/ml 0 0,05 0,1 02 0,4 0,6 0,8
Caligma standardi ¢ozeltisi (3.10.1) | 0 0,5 1 2 4 6 8
(1 ml = 10 pg Zn), ml
HC1(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

5.1.2.2. Analiz i¢in ¢6zeltinin hazirlanmast




Bakir tayini igin madde 5.1.1°den hazirlanan g¢ozelti normalde dogrudan kullanilabilir. Konsantrasyonunu
kalibrasyon ¢ozeltilerinin siniria ¢ekmek gerekiyorsa, belli bir miktart 100 ml’lik bir balon jojeye pipetle alnur
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 ¢ézeltiden belli bir miktar 100 mI’lik balon jojeye
pipetle almur, 10 ml lantan kloriir ¢6zeltisi (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. Kor deney

Kor deney metodun belirtilen tiim adimlarini igermeli, ancak numune materyali goz ardi edilmelidir. Kalibrasyon
¢ozeltisi *0°, kor olarak kullanilmamalidir.

5.1.2.4. Atomik absorpsiyon dlgtimii

Kalibrasyon ¢ozeltilerinin ve analiz edilecek ¢6zeltinin atomik absorpsiyonu, oksitlendirici bir hava-asetilen alevi
kullanarak agagidaki dalga boylarinda dlgiiliir:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm

Mn: 279,5 nm

Zn: 213,8 nm

Her 6lgtim dort kez gergeklestirilir.
5.2. Mineral yem

Numune organik madde igermiyorsa, dnceden yakmak gerekli degildir. Madde 5.1.1.1°de belirtilen sekilde ve
ikinci paragraftan bagslatilarak devam edilir. Hidroflorik asidin buharlastirilmas: goz ardi edilebilir.

6. Sonuglarmn hesaplanmasi

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

7. Tekrar Edilebilirlik

Ayn1 numunenin, ayni analist ile gergeklestirilen iki paralel tayininin sonuglart arasindaki fark agagidaki degerleri
gegmemelidir:

— en fazla 50 mg/kg’a kadar iz element igerigi igin mutlak deger olarak 5 mg/kg,
— 50 ila 100 mg/kg’a kadar iz element igerigi icin daha yitksek sonucun % 10"y,
— 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°i,

8. Gozlem

Cok miktarda fosfat varlig1 demir, mangan ve ginko tayinini etkileyebilir. Bu etkilesim lantanyum kloriir ¢ozeltisi
(3.11) eklenerek diizeltilmelidir. Ancak numunedeki agirlik orant Ca + Mg/P = > 2 ise, analiz ¢ozeltisine ve
kalibrasyon ¢ozeltilerine lantanyum kloriir ¢dzeltisi (3.11) eklenmesi goz ard1 edilebilir.

C. HALOFUGINON TAYINi



DI -trans-7-bromo-6-kloro-3- [3-(3-hidroksi-2-piperidil)asetonil}-kuinazolin-4-(3H)-bir hidrobromiir
1. Amag ve kapsam

Metot, yemdeki halofuginon seviyesinin tayinini miimkiin kilar. Miktar tayinlerinin smir1 1 mg/kg’dir.
2. Prensip

Sicak su ile isleme tabi tuttuktan sonra, halofuginon serbest baz olarak etil asetata ckstrakte edilir ve ardmdan
hidrokloriir olarak sulu asit ¢ozeltisine ayrstinli. Ekstrakt iyon degisim kromatografisi ile saflagtirilir.
Halofuginon igerigi, bir UV dedektorii kullantlarak ters fazhi yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ile
tayin edilir.

3. Ayrraglar

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

3.3. Amonyum asetat.

3.4. Etil asetat.

3.5. Asetik asit, Glastyal.

3.6. Halofuginon standart maddesi DIL-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 ¢ozeltisi, 100 pg/ml

50 mg halofuginon (3.6) 0,1 mg hassasiyetle 500 mI’lik balon jojeye tartilir, amonyum asetat tampon ¢dzeltisinde
(3.18) ¢oziindiriliir, tampon ¢dzeltiyle isarcte kadar tamamlanir ve karistilir. Bu ¢dzelti, karanlikta 5°C’de
saklanirsa ii¢ 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 ¢dzelti (3.6.1) aktarilir. Mobil faz (3.21)
ile igarete kadar tamamlanir ve karigtirtlir. Bu ¢ozeltiler sirastyla 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ve 6,0 pg/ml halofuginon
konsantrasyonlarina sahiptir. Bu ¢ozeltiler kullanmadan 6nce taze olarak hazirlanmalidir.

3.7. Hidroklorik asit (p20 yaklagik 1,16 g/ml).

3.8. Metanol.

3.9, Giimiig nitrat,

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 ¢ozeltisi, ¢ = 10 g/100 ml.

3.16. Sodyum kloriirce doymus sodyum karbonat ¢dzeltisi, ¢ = 5 g/100 ml.



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

3.17. Hidroklorik asit, yaklagik 0,1 mol/l.

10 ml HCI (3.7) suyla 1 litreye seyreltilir.

3.18. Amonyum asetat tampon ¢dzeltisi, yaklagik 0,25 mol/l.

19,3 ¢ amonyum asetat (3.3) ve 30 ml asetik asid (3.5) suda ¢oziindiiriiliir (3.14) ve 1 litreye seyreltilir.
3.19. Amberlit XAD-2 re¢inesi hazirlama.

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

3.20. Giimiig nitrat ¢ozeltisi, yaklasik 0,1 mol/l.
0,17 g giimil nitrat1 (3.9) 10 ml suda ¢oziindiirtiliir.
3.21. HPLC Mobil faz

500 m] asetonitril (3.1) 300 ml amonyum asetat tampon gozeltisi (3.18) ve 1200 ml su (3.14) ile karigtirilir. Asetik
asit (3.5) kullanarak pH’1 4,3’¢ ayarlanir, 0,22 pm filtreden (4.8) siiziilir ve ¢ozelti gazdan armdinilir (6. 10
dakika ultrason ses dalgalar1 uygulayarak). Bu ¢zelti, kapal bir kapta ve karanlikta saklanirsa bir ay boyunca
stabildir.

4. Cihazlar

4.1. Ultrasonik banyo

4.2. Déner buharlagtiricr (Rotary evaporator)

4.3. Santrifiij

4.4. HPLC cihaz, degisken dalga boyu mor étesi dedektorlii (UV Dedektdr) ya da Diode Array dedektorlii
4.4.1. Sivi kromatografik kolon, 300 mm x 4 mm, Cig, 10 pm dolgu ya da esdegeri bir kolon.
4.5. Sinterlenmig bir cam filtre ve bir musluk takilmis cam kolon (300 mm x 10 mm)

4.6. Tiberglas filtreler, 150 mm ¢apinda

4.7. Membran filtreler, 0,45 um

4.8. Membran filtreler, 0,22 pm

5. Metot

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

5.1. Genel

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



5.1.2. Numunedeki varlifma yakin miktarda halofuginon eklenerek zenginlestirilen kor yem analiz edilerek bir
geri kazanun testi yiiriitiilmelidir. 3 mg/kg diizeyine ulastirmak igin 300 pl stok standart ¢ozelti (3.6.1) 10 g kor
yeme eklenir, karistirilir ve ekstraksiyon basamagindan (5.2) once 10 dakika bekletilir.

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

5.2. Ekstraksiyon

10 g hazirlanmig numune 0,1 mg hassasiyetle 200 mI’lik santriftij tiiptine tartilir, 0,5 g sodyum askorbat (3.10),
0,5 g EDTA (3.13) ve 20 ml su eklenip karigtirilir. Tiip 5 dakika siireyle bir su banyosuna (80°C) konulur. Oda
sicakligna 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 ¢alkalanir. Ardindan tiip ti dakika ultrasonik banyoya (4.1)
konulur ve tapast gevsetilir. Iki dakika santrifiije tabi tutulur ve etil asetat fazi bogaltilir fiberglas bir filtreden (4.6)
500 mPlik ayirma hunisine bosaltilir. Numunenin ekstraksiyonu 100 ml'lik ikinci bir etil asetat ile yinelenir.
Birlegtirilen ekstraktlar bir dakika boyunca 50 ml sodyum karbonat bakimindan doymus sodywm kloriir
¢ozeltisiyle (3.16) yikanir ve sulu katman atilir.

Organik katman 1 dakika boyunca 50 ml hidroklorik asitle (3.17) ekstrakte edilir. Alttaki asit katmani 250 ml’lik
ayrma hunisine aktilir. Organik katman 1,5 dakika boyunca 50 m1’lik ilave hidroklorik asit ile yeniden ekstrakte
edilir ve ilk ekstrakt ile birlestirilir. Birlestirilmis asit ekstraktlar yaklastk 10 saniye 10 ml etil asetatla (3.4)
karigtirilarak yikanir.

Sulu katman nicel olarak 250 ml’lik yuvarlak tabanli cam balona aktarilir ve organik faz atilir, Kalan tim etil
asetat, bir doner buharlagtiric1 (rotary evaporator) (4.2) kullamilarak asit gozeltisinden buharlagtirilr. Su
banyosunun sicaklig1 en fazla 40°C olmalidir. Tiim etil asetat kalintisi, yaklagik 25 mbar’lik bir vakum altinda,
38°C’de 5 dakika iginde ayrlir.

5.3. Temizleme
5.3.1. Amberlit Kolonunun Hazirlanmasi

Her numune ekstrakt1 igin bir XAD-2 kolunu hazirlanir. 10 g hazirlanmis amberliti (3.19), metanol (3.8) ile cam
kolona (4.5) aktarilir. Regine yataginin Gistiine cam yiiniinden kiigtik bir tipa eklenir. Metanol kolondan tahliye
edilir ve regine 100 ml suyla yikanir, sivi regine yataginn iistiine ulastiginda akist durdurulur. Kullanmadan énce
kolonun dengeye ulasmasi igin 10 dakika beklenilir. Kesinlikle kolonun kurumasina izin verilmemelidir.

5.3.2. Numune Temizleme

Ekstrakt (5.2), nicel olarak, hazulanm1$ Amberlit kolonunun (5.3.1) Usttne aktarilir ve eliie edilir, eliiatt atilir.
Eliiasyon hizi en fazla 20 ml/dakika olmalidir. Yuvarlak tabanli balon joje 20 ml hidroklorik asitle (3.17) yikanir
ve bu regine kolonunu yikamak igin kullaniir. Kalan asit ¢ozeltisi hava tifleyerek giderilir. Yikama sulari atilir.
100 ml metanol (3.8) kolona eklenir ve 5 ila 10 mI’sinin elile olmasina izin verilir, eltat: 250 ml’lik yuvarlak
tabanl1 bir balona almir. Kalan metanoliin regine ile dengelenmesi igin 10 dakika beklenir ve eliiasyon islemine en
fazla 20 ml/dakika hizda devam edilir, eliiati aym yuvarlak tabanli cam balona alinir. Metanol doner
buharlastiricida (rotary evaporator) (4.2) buharlastirilir, su banyosunun sicaklig1 en fazla 40°C olmahdir. Kalinti,
mobil faz (3.21) kullanarak ve nicel olarak 10 ml’lik kalibre edilmis balon jojeye aktartlir. Mobil faz ile isarete
kadar tamamlanir ve karigtulir. Sulu kisim bir membran filtreden (4.7) siiziliir. Bu ¢ézelti 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.

Stvi kromatografik kolon (4.4.1)
HPLC Mobil faz (3.21)

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

Dalga boyu: 243 nm

Enjeksiyon hacmi: 40 ila 100 pl.

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

5.4.2. Kalibrasyon grafigi

Her bir kalibrasyon ¢ozeltisi (3.6.2) birkag kez enjekte edilir ve her bir konsantrasyonun pik yiikseklikleri (alanlarr)
Glguliir.

Kalibrasyon ¢ézeltilerinin apsisteki pg/ml cinsinden konsantrasyonlarma ordinatlarda denk gelen ortalama pik
ylikseklikleri ya da alanlar1 kullanilarak bir kalibrasyon grafigi ¢izilir.

5.4.3. Numune ¢ézeltisi

Kalibrasyon ¢ézeltileri igin alinanla ayni hacmi kullanarak numune ekstrakt (5.3.2) birkag kez enjekte edilir ve
halofuginon piklerinin ortalama pik yiiksekligi (alan) belirlenir.

6. Sonuglarin hesaplanmasi

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

£

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

cx 10
m

Burada;

¢ = Numune ¢6zeltisinin pg/ml cinsinden halofuginon konsantrasyonu,
m = Test numunesinin gram cinsinden agirlig.

7. Sonuglarin Validasyonu

7.1. Tanimlama

Analitin tanimas1 ortak kromatografi ile ya da numune ekstraktinin ve 6,0 pg/ml igeren kalibrasyon ¢ozeltisinin
(3.6.2) spektrumlarimin karsilastirilacagi bir Diode Array dedektdrii kullanilarak onaylanabilir.

7.1.1. Ortak kromatografi



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

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

7.1.2. Diode Array ile Tammlama

Sonuglar asagidaki kriterlere gore degerlendirilir:

(a) numunenin ve standart spektrumlarinin, kromatogramin pik apeksinde kaydedilen maksimum absorpsiyon
dalga boyu, tespit sisteminin ¢dziileme giicityle tayin edilen bir marj araliginda ayni olmalidir. Diode Array tespit
igin 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 araliindaki béliimleri igin farkli olmamalidir. Bu kriter aym
maksimum piki oldugunda ve gozlenen noktalarin higbirinde iki spektrum arasindaki sapma, standart analizin
absorbansmim % 15’ini gegmediginde kargilanir;

(c) 225 ile 300 nm arasinda, ayni ekstrakt tarafindan iiretilen pikin yukari egim, apeks ve asagi egim spektrumlari,
spektrumun % 10 ila % 100 bagil absorbans arahigindaki bélimleri igin birbirinden farkli olmamalidir. Bu kriter,
ayni maksimum piki oldugunda ve gozlenen tiim noktalarda spektrumlar arasindaki sapma, apeks spektrumunun
absorbansmin % 15°ini gegmediginde karsilanir.

Bu kriterlerden biri kargilanmazsa analitin varligi dogrulanmamigtir.
7.2. Tekrar edilebilirlik

Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglart arasindaki fark, halofuginon igerigi i¢in 3 mg/kg’a kadar 0,5
mg/kg’t gegmemelidir.

7.3. Geri kazaum
Zenginlestirilmis kor numune i¢in geri kazanim en az % 80 olmalidir.
8. Ortak bir ¢aligmanin sonuglar

Ug numunenin 8 laboratuvarda analiz edilmesi igin bir calisma diizenlenmistir.

Sonuglar
’ ! Numune A (kér): Numune B (Ogutilmiis | Numune C (Pelet halde yem):
| halde Ince yem):
Alindiginda
Alindiginda | ki ay sonra | Alindiginda | iki ay sonra
Ortalama ND 2,80 2,42 2,89 245
[mg/kg]
Sk [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0.42 |
CVi [%] — 16 18 14 17
Rec. [%] 86 74 88 75




ND = Tespit edilmedi
Sr = Tekrar retilebilirligin standart sapmasi
CVg = Tekrar retilebilirligin degisim katsayist (%)

Rec. = Geri kazanim (%)

D. ROBENIDIN TAYINI

1,3-bis [ (4-klorobenziliden)amino]guanidin — hidroklorir

1. Amag ve kapsam

Bu metot; yemdeki robenidin seviyelerinin tayinini miimkiin kilar. Miktar tayinlerinin sinir1 5 mg/kg’dur.
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 dedektrii kullanilarak ters fazli yitksek performans sivi
kromatografisi (HPLC) ile tayin edilir.

3. Ayiraglar
3.1. Metanol.
3.2. Asitlestirilmis metanol.

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

3.3. Asetonitril, HPLC kullanim safliginda

3.4. Molekiiler siizges.

Tip 3A, 8 ila 12 gozlii boncuk (1,6-2,5 mm’lik boncuk, kristalimsi aliiminyum silikat, 0,3 mm’lik gézenek ¢ap1).
3.5. Kolon kromatografisi i¢in aliiminyum oksit asidik etkinlik sinufi I.

100 g aliminyum oksidi uygun bir kaba aktarilir ve 2,0 ml su eklenir. Kapatilir ve yaklagik 20 dakika galkalanr.
Iyi kapatilmis bir kapta saklanilir,

3.6. Potasyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisi, ¢ = 0,025 mol/l.

3,40 g potasyum dihidrojen fosfat: 1000 m!’lik balon jojede suda (HPLC kullanim safliginda) ¢oziindiiriilir, isarete
kadar tamamlanir ve kangtirilir.

3.7. Disodyum hidrojen fosfat ¢6zeltisi, ¢ = 0,025 mol/l.

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

3.8. HPLC mobil faz.

Asagidaki reaktiflerle birlikte karigtirilir:



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 ¢bzelti gazdan armdwihir (6rn. 10 dakika ultrason ses dalgalar1 uygulayarak).
3.9. Standard madde.

Saf robenidin; 1,3-bis [(4-klorobenziliden)amino]guanidin — hidrokloriir

3.9.1. Robenidin stok standart ¢6zeltisi: 300 pg/ml

30 mg robenidin standart maddesi (3.9) 0,1 mg hassasiyetle tartilir. Asitlestirilmig metanol (3.2) iginde 100 ml’lik
balon jojede ¢oziindiiriiliir, ayn1 ¢dziiciiyle igarete kadar tamamfamhr ve karigtirilir. Balon joje aliiminyum folyo
ile sarilir ve karanlik bir yerde saklanilir.

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

10,0 ml stok standart g6zeltisi (3.9.1) 250 mI’lik balon jojeye aktarilir, mobil fazla (3.8) isarete kadar tamamlanir
ve karistirilir. Balon joje aliiminyum folyo ile sarilir ve karanlik bir yerde saklanur.

3.9.3. Kalibrasyon gozeltileri

Bir dizi 50 ml’lik kalibre edilmig 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 karigtirilir. Bu gézeltiler sirasiyla 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 ve 6,0 pg/ml
robenidine kargilik gelir. Bu ¢ézeltiler 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 takilmus, ig ¢ap1 10 — 15 mm, uzunlugu
250 mm.

4.2, Mekanik galkalayic1 ya da manyetik karistirici.
4.3, Déner buharlagtirici (Rotary evaporator).

4.4. HPLC cihazi, degisken dalga boyu mor 6tesi dedektérlii (ultraviolet detector) ya da 250 — 400 nm aralifinda
¢aligan Diode Array dedektdrlii.

4.4.1. Swvi kromatografik kolon: 300 mm x 4 mm, Cjs, 10 pm dolgu ya da esdegeri.
4.5. Fiberglas siizgeg kagidi (Whatman GF/A ya da esdegeri).
4.6. Membran filtreler, 0,22 pm.

4.7. Membran filtreler, 0,45 um.

5. Metot

Not: Robenidin 1518a duyarhidir. Tiim islemlerde amber renkli cam malzeme kullanilmalidir.



5.1. Genel
5.1.1. Robenidin ya da etkileyen maddelerin olmadigini kontrol etmek igin bir kér yem analiz edilmelidir.

5.1.2. Numunedeki varligina yakin miktarda robenidin eklenen kor yem (5.1.1) analiz edilerek bir geri kazanim
testi yiiriitiilmelidir. 60 mg/kg seviyesine ulastirmak igin 3,0 ml stok standart ¢ozeltisi (3.9.1) 250 mI’lik erlene
aktarilir. Cozelti, bir azot akiginda yaklagik 0,5 ml’ye buharlagtirilir. 15 g kor yem eklenir, karigtirihr 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

Yaklagik 15 g hazirlanmig numune 0,01 g hassasiyetle tartilir. 250 m1’lik bir konik cam balona aktarilir ve 100,0
ml asitlegtirilmis metanol (3.2) eklenilir, kapatilir ve ¢alkalayici (4.2) ile bir saat ¢alkalanilir. Cézelti fiberglas
siizgeg kagidindan (4.5) stiziiliir ve siiziintiiniin tiimii 150 mI’lik konik cam balona alinir. 7,5 g molekiiler siizgeg
(3.4) eklenir, kapatilir ve bes dakika galkalanihr. Hemen fiberglas siizgeg kagidindan siizillir. Bu ¢ozelti
saflagtma adimi (5.3) igin tutulur

5.3. Saflagtirma
5.3.1. Aluminyum oksit kolonunun hazirlanmasi

Bir cam kolonunun (4.1) alt ucuna cam yiiniinden kiigik bir tipa sokulur ve bir cam ¢ubuk kullanilarak
sikigtirtlir. 11,0 g hazirlanmig aliiminyum oksit (3.5) tartilir ve kolona aktarilir. Bu agamada havayla temasin en az
diizeyde olmasina dikkat edinilmelidir. Yiiklenen kolona alt ucundan nazikge vurarak aliiminyum oksidin ¢6kmesi
saglanihr.

5.3.2. Numune saflastirma

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 eliiati 250 mI’lik yuvarlak tabanli bir balona alinir.
Metanol gdzeltisi, azaltilmig basing altinda, 40°C’de, bir déner buharlastirici (rotary evaporator) (4.3) ile kuruyana
kadar buharlagtirilir, Kalint1 3 - 4 ml mobil faz (3.8) iginde yeniden ¢6ziindiriiliir ve nicel olarak 10 ml’lik balon
jojeye aktarilir. Balon birkag kez 1 ila 2 mI’lik mobil faz ile durulanir ve bu durulama sular1 balon jojeye aktarilir.
Ayni ¢oziicil ile igarete 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 kogullar rehberlik amactyla sunulmustur; esdeger sonuglar vermeleri kaydiyla diger kosullar da
kullanilabilinit:

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

Akis hizi: 1,5 - 2 ml/dakika,
Dedektor dalga boyu: 317 nm,

Enjeksiyon hacmi: 20 ila 50 pl.



3,6 ug/ml igeren kalibrasyon ¢ozeltisini (3.9.3), tutarlt pik yiikseklikleri ve alikonma stireleri elde edene kadar
birkag kez enjekte ederek kromatografik sistemin stabilitesi kontrol edilir.

5.4.2. Kalibrasyon grafigi

Her bir kalibrasyon ¢6zeltisi (3.9.3) birkag kez enjekte edilir. Her bir konsantrasyonun pik yiikseklikleri (alanlarr)
6lgiilir, Kalibrasyon gozeltilerinin apsisteki pg/ml cinsinden konsantrasyonlarina ordinatlarda denk gelen ortalama
pik yiikseklikleri ya da alanlar1 kullanilarak bir kalibrasyon egrisi ¢izilir.

5.4.3. Numune ¢ozeltisi

Kalibrasyon ¢dzeltileri igin almanla ayni hacmi kullanarak numune ekstraktt (5.3.2) birkag kez enjekte edilir ve
robenidin piklerinin ortalama pik yiiksekligi (alan) belirlenir.

6. Sonuglarin Hesaplanmas:

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

Numunedeki mg/kg cinsinden robenidin igerigi “w” asagidaki formtille elde edilir:

cx10

w =
m

Burada;

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

7. Sonuglarm Validasyonu

7.1. Tammlama

Analitin tanimasi ortak kromatografi ile ya da numune ekstraktinin ve 6 pg/ml igeren kalibrasyon ¢ozeltisinin
(3.9.3) spektrumlarinin karsilastirilacagi bir Diode Array dedektorti kullanilarak onaylanabilir,

7.1.1. Ortak kromatografi

Bir numune ekstrakti, uygun miktarda kalibrasyon ¢ozeltisi (3.9.3) eklenerek giiglendirilir. Eklenen robenidin
miktari numune ekstraktinda bulunan tahmini robenidin miktarmna benzer olmalidir.

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

7.1.2. Diode Array Tanimlama
Sonuglar agagidaki 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 ayni 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 bolimleri igin farkli olmamalidir. Bu kriter aym
maksimum piki oldugunda ve gozlenen noktalarin higbirinde iki spektrum arasindaki sapma, standart analizin
absorbansinin % 15%ini gegmediginde kargilamr;



(c) 250 ile 400 nm arasinda, ayni ekstrakt tarafindan iiretilen pikin yukar: egim, apeks ve asa1 egim spekirumlari,
spektrumun % 10 ila % 100 bagl absorbans araligindaki béltimleri igin birbirinden farkli olmamalidir. Bu kriter,
ayni1 maksimum piki oldugunda ve gbzlenen tim noktalarda spektrumlar arasindaki sapma, apeks spektrumunun
absorbansinin % 15’ini gegmediginde karsilanir.

Bu kriterlerden biri kargilanmazsa analitin varlig dogrulanmamustir.

7.2. Tekrar edilebilirlik

Ayni numunede gergeklestirilen iki paralel tayininin sonuglar arasindaki fark, 15 mg/kg’den yitksek robenidin
igerigi i¢in daha yiiksek sonucun % 10’unu gegmemelidir.

7.3. Geri kazanim
Giiglendirilmis bir kér numune i¢in geri kazanim en az % 85 olmalidir.
8. Ortak bir ¢aligmanin sonuglari

Bir EC ortak ¢alismast diizenlenmis, bu galismada 12 laboratuvar tarafindan toz Ogjitiilmils ya da pelet formunda
dart kanath ve tavsan yemi numunesi analiz edilmistir. Her numunede analizler paralel olarak gergeklestirilmistir.
Sonuglar agagidaki tabloda verilmistir:

Kanatl: Tavsan

QOgitiilmils toz ince | Pelet formda Opiitilmils toz ince | Pelet formda

formda formda
Ortalama [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 , 40,1
s; [mg/ke] 1,46 1,26 1,44 1,66
CV:[%] 54 45 33 4,1
Sk [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 391
CVr[%] 16,1 12,0 10,6 9,7
Geri kazanim [%] 90,0 933 87,2 80,2

s = Tekrar edilebilirligin standart sapmasi,
CV, = Tekrar edilebilirligin degisim katsayist, %
Sg = Tekrar iiretilebilirligin standart sapmast,

CVg = Tekrar iiretilebilirligin degisim katsayis1. %



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. Amag ve kapsam

Metot, yemdeki ve premikslerdeki diklazuril seviyesinin tayinini miimkiin kilar. Tespit limiti 0,1 mg/kg, 6l¢iim
limiti 0,5 mg/kg’dir.

2. Prensip

Bir i¢ standart ekledikten sonra, numune asitlestirilmig metanol ile ekstrakte edilir. Yem i¢in temsili bir miktar
ekstrakt, bir Cys kat1 fazh ekstraksiyon kartusunda saflagtirilir. Diklazuril, asitlegtirilmis metanol ve su karigimi ile
kartugtan eliie edilir. Buharlastirmadan sonra kalintt DMF/su i¢inde ¢dziindiiriilir. Premiksler igin ekstrakt
buharlagtirihr ve kalinti, DMF/su iginde ¢6ziindiiriiliir. Diklazuril igerigi, bir UV dedektorii kullanilarak gradyan
ters fazli yiiksek performans stvi kromatografisi (HPLC) ile tayin edilir.

3. Ayraglar

3.1. Su, HPLC kullanim safliginda

3.2. Amonyum asetat.

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

3.5. Metanol, HPLC kullanim safliginda.

3.6. N, N-dimetilformamid (DMF)

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

3.8. Standard madde: diklazuril II-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 ¢6zeltisi, 500 pg/ml

25 mg diklazuril standart maddesi (3.8) 0,1 mg hassasiyetle 50 mI’lik balon jojeye tartilir. DMF (3.6) iginde
¢oziindiiriiliir ve DMF (3.6) ile isarete kadar tamamlanir ve kargtirilir. Balon joje aliiminyum folyo ile sarilir ya

da amber renkli cam malzeme kullanilir ve buzdolabinda saklanilir, En fazla 4°C sicaklikta ¢ozelti 1 ay stireyle
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
karigtirilir, Balon joje aliiminyum folyo ile sarilir ya da amber renkli cam malzeme kullanilir ve buzdolabinda
saklanir. En fazla 4°C sicaklikta ¢ozelti 1 ay stireyle stabildir.

3.9. I¢ 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. Ig stok standart g6zeltisi, 500 pg/ml

25 mg ig standart maddesini (3.9) 0,1 mg hassasiyetle 50 mI’lik balon jojeye tartin. DMF (3.6) iginde ¢t ziindiiriiliir
ve DMF (3.6) ile isarete kadar tamamlanir ve karistirilir. Balon joje aliiminyum folyo ile sarihr ya da amber renkli
balon joje kullanilir ve buzdolabinda saklanir. En fazla 4°C sicaklikta ¢ozelti | ay siireyle stabildir.



3.9.2. 1¢ standart ¢ozeltisi, 50 ug/ml

5,00 ml i¢ stok standart ¢ozeltisi (3.9.1) 50 mI’lik balon jojeye aktarihr, DMF (3.6) ile isarete kadar tamamlanir
ve karigtirilir. Balon joje aliminyum folyo ile sarilir ya da amber renkli balon joje kullanilir ve bir buzdolabinda
saklanir. 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 mI’lik balon jojeye tartilir, DMF (3.6) iginde, ultrasonik
banyoda (4.6) ¢6ziindiiriiliir, DMF ile isarete kadar tamamlanir ve karistirilir. 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 ¢6zeltisi, 2 ug/ml.

2,00 ml diklazuril standart ¢8zeltisi (3.8.2) ve 2,00 ml i¢ standart ¢ézeltisi (3.9.2) 50 mI’lik balon jojeye pipetle
alinir. 16 ml DMF (3.6) eklenir, DMF (3.6) ile isarete kadar tamamlanur ve karistirilir, Bu ¢ozelti kullanmadan
dnee taze olarak hazirlanmalidir.

3.11. Cg kat1 fazli 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 almarak 1000 ml metanol (3.5) igerisine konur ve karstirilir.
3.13. HPLC igin mobil faz

3.13.1. Eliient A: amonyum asetat — tetrabutilamonyum hidrojen siilfat ¢6zeltisi.

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

3.13.3. Eliient C: metanol (3.5).

4. Cihaz

4.1. Mekanik galkalayic

4.2. Uglii gradyan HPLC cihazi

4.2.1. Siv1 kromatografik kolon, Hipersil ODS, 3 um dolgu, 100 mm x 4,6 mm, ya da egdegeri.
4.2.2. Degisken dalga boyu ayarh UV dedektorii ya da Diode Array dedektorii

4.3. Déner 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 olmadigin kontrol etmek i¢in bir kér yem analiz edilmelidir. Kor
yem numunedekine benzer tiirde olmali ve analizde, diklazuril ya da etkileyen maddeler tespit edilmemelidir.

5.1.2. Geri kazamim testi

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

Alternatif olarak, numune ile benzer tiirde bir kér yem miimkiin degilse (bkz. 5.1.1), standart ekleme metodu
yoluyla bir geri kazamim 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 gikartma yoluyla geri kazanim hesaplanabilir.

5.2. Ekstraksiyon
5.2.1. Yem

Yaklagik 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 ¢oziiciisi (3.12) eklenilir ve balon joje kapatilir. Karigim galkalayicida (4.1) gece boyunca
calkalamr. Cokmesi igin 10 dakika dinlendirilir, 20 ml temsili miktarda stipernatant uygun bir cam kaba aktarilir
ve 20 ml su ile seyreltilir. Bu ¢dzelti bir ekstraksiyon kartuguna (3.11) aktarilir ve vakum (4.5) uygulayarak
geeirilir. Kartus 25 ml ekstraksiyon ¢6zticti karigimi (3.12) ve suyla [65 + 35 (V + V)] yikanir. Toplanan
fraksiyonlar atilir ve bilesikler 25 ml ekstraksiyon ¢oziicii karigumi (3.12) ve suyla [80 + 20 (V + V)] eltie edilir.
Bu fraksiyonu, doner buharlagtiric1 (rotary evaporator) (4.3) ile 60°C’de kuruyana kadar buharlagtirihr, Kalint1 1,0
ml DMF (3.6) i¢inde ¢dzindiiriiliir, 1,5 ml su (3.1) eklenir ve kargtirilir. Bir membran filtreden (4.4) stiziiliir.
HPLC tayinine (5.3) gegilir.

5.2.2. Premiksler

Yaklagik | g numune 0,001 g hassasiyetle tartilir. 500 ml’lik konik erlene aktarilir, 1,00 ml i¢ standart ¢dzeltisi
(3.9.2), 200 ml ekstraksiyon ¢oziiciisii (3.12) eklenir ve erlenin agz1 kapatilir. Karigim galkalayicida (4.1) gece
boyunca galkalanir. Cokmesi igin 10 dakika dinlendirilir. 10.000/p m!l’lik (p = premiksdeki diklazuril’in nominal
igerigi, mg/kg ) temsili miktarda siipernatant uygun boyuttaki yuvarlak tabanli bir balona aktarilir. Azaltilan basing
altinda, 60°C’de, doner buharlastirici (rotary evaporator) (4.3) ile kuruyana kadar buharlagtirnlir. Kalint1 10,0 ml
DMF (3.6) iginde yeniden ¢dztndurilir, 15,0 mlsu (3.1) eklenir ve karigtilir. HPLC tayinine (5.3) gegilir.

5.3. HPLC tayini
5.3.1. Parametreler

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

! S1vi 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 ¢6zeltisi.

Eliient B (3.13.2): asetonitril




Eliient C (3.13.3): metanol

Eliisyon modu — dogrusal gradyan
— baglangig kogullart
A+B+C=60+20+20(V+V+V)

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

| 10 dakika boyunca B ile yikanr.

i

Akis hizi 1,5-2 ml/dak. Enjeksiyon hacmi: 20 pl

Dedcktor dalga boyu 280 nm.

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

5.3.2. Kalibrasyon gozeltisi

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 ¢6zeltisi

20 pl numune gézeltisi (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. Sonuglarin hesaplanmasi
6.1. Yemler

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

Chgy xhie e x 10V
w“hk;s * hd.a X m [mggkgz

Burada;

hys= Diklazurilin numune ¢dzeltisindeki (5.2.1) pik ytiksekligi (alan)

his = I¢ standardin numune gozeltisindeki (5.2.1) pik yiiksekligi (alan)
ha= Diklazurilin kalibrasyon gozeltisindeki (3.10) pik ytiksekligi (alan)
hie = I¢ standardin kalibrasyon ¢ozeltisindeki (3.10) pik yiiksekligi (alan)
¢4 = Kalibrasyon ¢ozeltisindeki diklazuril konsantrasyonu (3.10), pg/ml
m = Test numunesinin agirhgl, g

V = Numune ekstraktinin 5.2.1°e gore hacmi (6rnegin 2,5 ml)



6.2. Premiksler

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

hgexhie €4 x002Vxp
W Ths % hye x m [mgfkg]

Burada;

hq4 = Diklazurilin kalibrasyon ¢ozeltisindeki (3.10) pik yitksekligi (alan)
hi. = ¢ standardin kalibrasyon ¢ozeltisindeki (3.10) pik yiiksekligi (alan)
hqs = Diklazurilin numune ¢ozeltisindeki (5.2.2) pik yiiksekligi (alan)
his = I¢ standardin numune g6zeltisindeki (5.2.2) pik yiiksekligi (alan)
¢4 = Kalibrasyon ¢ozeltisindeki diklazuril konsantrasyonu (3.10), pg/ml
m = Test numunesinin agirhgs, g

V = Numune ekstraktimnmn 5.2.2’ye gére hacmi (6rnegin 25 ml)

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

7. Sonuglarin validasyonu

7.1. Tanimlama

Analitin tanimasi ortak kromatografi ile ya da numune ekstraktimin (5.2.1 ya da 5.2.2) ve kalibrasyon ¢dzeltisinin
(3.10) spektrumlarinin kargilastirilacagt bir Diode Array dedektort kullanilarak onaylanabilir.

7.1.1. Ortak kromatografi

Bir numune ekstrakti (5.2.1 ya da 5.2.2), uygun miktarda kalibrasyon ¢ozeltisi (3.10) eklenerek zenginlestirilir.
Eklenen diklazuril miktar: numune ekstraktinda bulunan diklazuril miktarina benzer olmahdur.

Hem eklenen miktar hem de ekstraktin seyreltilmesi hesaba katildiktan sonra yalnizca diklazuril piki ve i¢ standart
pikinin yiksekligi 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 agagidaki kriterlere gére degerlendirilir:

(2) Numunenin ve standart spektrumlarinm, kromatogranun pik apeksinde kaydedilen maksimum absorpsiyon
dalga boyu, tespit sisteminin ¢éziileme giicliyle tayin edilen bir marj araliginda ayni 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 arahgindaki bolimleri i¢in farkli olmamalidir. Bu kriter ayni maksimum piki
oldugunda ve gdzlenen noktalarm higbirinde iki spektrum arasindaki sapma, standart analizin absorbansinin %
15’ini gegmediginde kargilanir.

(c) 230 - 320 nm arasinda, ayn1 ekstrakt tarafindan iretilen pikin yukar: egim, apeks ve asag1 egim spektrumlari,
spektrumun % 10 ila % 100 bagil absorbans araligindaki bélimleri igin birbirinden farkli olmamalidir. Bu kriter,



ayni maksimum piki oldugunda ve gbzlenen tiim noktalarda spektrumlar arasindaki sapma, pik apeksi

spektrumunun absorbansinin % 15’ini gegmediginde kargtlanr.

Bu kriterlerden biri karsilanmazsa analitin varhigi dogrulanmamstir.

7.2. Tekrar edilebilirlik

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

— 0,5 mg/kg ila 2,5 mg/kg diklazuril igerigi igin 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 igin daha yiksek degere bagil % 15,

7.3. Geri kazanim

Zenginlestirilmig bir (kor) numune igin geri kazanim en az % 80 olmalidir.

8. Ortak bir ¢aliymanin sonuglari

Bir EC ortak ¢aligmasi diizenlenmis, bu ¢alismada 11 laboratuvar 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 karigtirilmugtir, Teorik igerik 100 mgrkg diklazurildir. 3 farkli direticiden (NL) (L1/21/K1) ti¢ kanatl karma
yemi olugturulmustur. Teorik igerik 1 mg/kg diklazurildir. Laboratuvarlara numunelerin her birini bir kez ya da
iki kez analiz etme talimat: verilmistir. (Bu ortak galisma hakkinda daha ayrintili bilgi i¢in bkz. Journal of AOAC
International, Volume 77, No 6, 1994, p. 1359-1361). Sonuglar asagidaki tabloda verilmistir.

Numune | Numune 2 Numune 3 Numune 4 Numune 5
A 100 0100 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 7,38 117,32 1,92 3,34
Sr (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CVr (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Nominal igerik (mg/kg) 100 100 1 1 1

L = Laboratuvarlarin sayisi

n = Tekil degerlerin sayist

s = Tekrar edilebilirligin standart sapmast

CV, = Tekrar edilebilirligin degisim katsayist
Sk = Tekrar tiretilebilirligin standart sapmas1
CVy = Tekrar iiretilebilirligin degisim katsay1si

9. Gozlemler

Diklazuril yamitinin 8lgiilen konsantrasyon dizisinde dogrusal oldugu dnceden gosterilmis olmalidir.




F. LASALOSID SODYUM TAYINI
Streptomyces lasaliensis ile liretilen 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’dur.

2. Prensip

Lasalosid sodyum numuneden asitlestirilmis metanolle ekstrakte edilir ve spektroflorometrik bir dedektdr
kullanilarak ters fazh yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ile tayin edilir.

3. Ayiraglar

3.1. Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4)

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

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

3.5. Metanol, HPLC kullamm safliginda

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

3.7. Fosfat tampon g¢ozeltisi, ¢ = 0,01 mol/l, 1,36 g KH;PO4 (3.1) 500 ml suda (3.11) ¢dziindiiriiliir, 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 tamamlanur.

3.8. Asitlestirilmis metanol, 5,0 ml hidroklorik asit (3.6) 1000 m1’lik balon jojeye aktarilir, metanol (3.5) ile isarete
kadar tamamlanir ve karigtirihr. Bu ¢ozelti kullanilmadan once taze olarak hazirlanmalidir.

3.9. HPLC mobil faz, fosfat tampon metanol ¢ozeltisi 5 + 95 (V + V), 5 ml fosfat tampon ¢ézeltisi (3.7) 95 ml
metanol (3.5) ile karigtirilr,

3.10. Garantili saflikta lasalosid sodyum standart maddesi, C34Hs30sNa (Streptomyces lasaliensis ile tretilen bir
polieter monokarboksilik asidin sodyum tuzu), E763

3.10.1. Lasalosid sodyum stok standart ¢dzeltisi, 500 pg/ml, 50 mg lasalosid sodyum (3.10) 0,1 mg hassasiyetle
100 ml'lik balon jojeye tartihr, asitlestirilmis metanolde (3.8) ¢dziindiiriilir, aym ¢oziicii ile isarete kadar
tamamlanir ve karistirilir. Bu ¢ozelti, kullanmadan 6nce taze olarak hazirlanmalidur.

3.10.2. Lasalosid sodyum ara standart ¢ozeltisi, 50 pg/ml, 10,0 ml stok standart ¢ozeltisi (3.10.1) 100 m1’lik balon
jojeye pipetlenir, asitlestirilmis metanol (3.8) ile isarete kadar tamamlanur ve karisturilr, Bu ¢ozelti, kullanmadan
once 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 ¢ézeltisi (3.10.2) aktarilir. Asitlestirilmis
metanol (3.8) ile isarete kadar tamamlanir ve karistirilir. Bu gdzeltiler sirasiyla 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ve 10,0 pg/ml
lasalosid sodyuma karsilik gelir. Bu gozeltiler kullanmadan énce taze olarak hazirlanmahdir.

3.11. Su, HPLC kullanim safliginda

4. Cihazlar



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

4.2. Membran filtreler, 0,45 pm.

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

43.1. Sivi kromatografik kolon, 125 mm x 4 mm, ters fazli Cy5, 5 pm dolgu ya da esdegeri.
4.3.2. Eksitasyon ve emisyon dalga boylar1 igin degisken dalga boyu ayarli spektroflorometre
5. Metot

5.1. Genel

5.1.1. Kor yem

Geri kazanim testinin (5.1.2) performansinda, lasalosid sodyum ya da etkilesime giren maddelerin olmadigin
kontrol etmek i¢in bir kér yem analiz edilmelidir. Kér yem numunedekine benzer tirde 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 kazanim testi
yiriitiilmelidir. Lasalosid sodyumu 100 mg/kg diizeyine ulagtirmak igin 10,0 ml stok standardi (3.10.1) 250 ml’lik
erlene aktarilir ve ¢ozelti yaklagik 0,5 ml'ye buharlagtirilir, 50 g kor yem eklenir, iyice karistirilir, 10 dakika
dinlendirilir, ekstraksiyon asamasina (5.2) devam etmeden once birkag kez yeniden karigtirilur.

Alternatif olarak, numune ile benzer tiirde bir kér yem miimkiin degilse (bakiniz 5.1.1), standart ekleme metodu
yoluyla bir geri kazamim testi gergeklestirilebilir. Bu durumda analiz edilecek numune, zaten numune iginde
meveut 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 igin karistirilir, Erlen yaklagik 40°C’deki
bir ultrasonik banyoya (4.1) 20 dakika konulur, ardindan banyodan alinir ve oda sicakhigmma sogutulur.
Siispansiyon halindeki madde oturana kadar yaklasik bir saat dinlendirilir, ardindan temsili bir miktar 0,45 pm’lik
bir membran filtreden (4.2) uygun bir kaba siiziliir. HPLC tayinine (5.3) gegilir.

5.2.2. Premiksler

Yaklagik 2 g 6giitilmemis premiks 0,001 g hassasiyetle 250 mI’lik balon jojeye tartilir. 100,0 ml asitlestirilmis
metanol (3.8) eklenir ve igerigin dagilmasi igin karistirilir, Balon joje ve igindekiler yaklasgtk 40°C’deki bir
ultrasonik banyoya (4.1) 20 dakika siireyle konur, ardindan banyodan almir ve oda sicaklifma sogutulur.
Asitlegtirilmis metanol (3.8) ile isarete kadar tamamlanir ve iyice karigtirilir. Siispansiyon halindeki madde oturana
kadar bir saat dinlendirilir, ardindan temsili bir miktar 0,45 pm’lik bir membran filtreden (4.2) stiziilir. Yaklagtk
4 pg/ml lasalosid sodyum igeren nihai test ¢ozeltisi iiretmek igin uygun hacimdeki berrak filtrat asitlestirilmis
metanol (3.8) ile seyreltilir, HPLC tayinine (5.3) gegilir.

5.3. HPLC tayini

5.3.1. Parametreler



Asagidaki kogullar rehberlik amaciyla sunulmugtur, egdeger sonuglar vermeleri kaydiyla diger kosullar da
kullanilabilir:

Sivt kromatografik kolon (4.3.1): 125 mm x 4 mm, ters fazli Cig, 5 um dolgu ya da 1
esdegeri. |

Mobil faz (3.9): ‘ Fosfat tampon ¢ozeltisi (3.7) ve metanol (3.5) karigimi, |

5495 (V+V)

Ak hizt: 1,2 ml/dak.

Tespit dalga boylart:

Eksitasyon: 310 nm

Emisyon: 419 nm

Enjeksiyon hacmi: 20 ul

4.0 pg/ml igeren 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 gozeltisi (3.10.3) birkag kez enjekte edilir ve her bir konsantrasyonun ortalama pik
yiikseklikleri (alanlarr) tayin edilir. Apsisteki pg/ml cinsinden konsantrasyonlara ordinatlarda denk gelen ortalama
pik yiikseklikleri ya da alanlar1 kullanarak bir kalibrasyon grafigi ¢izilir.

5.3.3. Numune ¢6zeltisi

Kalibrasyon ¢dzeltileri igin alinanla ayn1 hacim kullanilarak 5.2.1 ya da 5.2.2"deki numune ekstraktlar birkag kez
enjekte edilir ve lasalosid sodyum piklerinin ortalama pik ytiksekligi (alanlar) belirlenir.

6. Sonuglarm hesaplanmasi

Kalibrasyon grafigi referans almarak, ayni ¢ozeltinin (5.3.3) enjeksiyonu ile iiretilen ortalama pik yiiksekliginden
(alan) lasalosid sodyum ¢ozeltisinin konsantrasyonu (jg/ml) tayin edilir.

6.1. Yemler

Numunedeki mg/kg cinsinden lasalosid sodyum igerigi “w” agagidaki formiille elde edilir:

cxV;
W

{mgfkg]

Burada;

¢ = Numune ¢6zeltisinin lasalosid sodyum konsantrasyonu, pg/ml
V1 = Numune ekstraktinin 5.2.1’¢ gore hacmi, ml (6regin 100)
m = Test kisminin agirligi, g

6.2. Premiksler



Numunedeki mg/kg cinsinden lasalosid sodyum igerigi “w” agagidaki formiille elde edilir:

cexVaxf
m

S F

(mg/kg]

Burada;

¢ = Numune gozeltisinin (5.2.2.) lasalosid sodyum konsantrasyonu, pg/ml
V2 = Numune ekstraktmin 5.2.2°ye gore hacmi, ml (6rn. 250)

f=15.2.2’ye gore seyreltme faktoril

m = Test kisminin agirligs, g

7. Sonuglarn validasyonu

7.1. Tanimlama

Spektroflorometriye dayanan metotlar, UV tespitinin kullanildig1 metotlara gore etkilenmeye daha az duyarhdr,
Analitin tanimasi 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 miktart numune ekstraktinda bulunan lasalosid sodyum miktarina benzer olmalidir. Hem eklenen lasalosid
sodyum miktart hem de ekstraktin seyreltilmesi hesaba katilarak yalnizca lasalosid sodyum pikinin yiiksekligi
gelistirilmelidir. Yiiksekliginin yarist boyutundaki pik genisligi, zenginlestirilmemis numune ekstrakt: ile tiretilen
orijinal pik genisliginin + % 10 araliginda olmalidir.

7.2. Tekrar edilebilirlik

Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglar: arasindaki farki asagidaki degerleri gegmemelidir:
— 30 mg/kg ile 100 mg/kg lasalosid sodyum igerigi igin daha yiiksek degere bagil % 13,

— 100 mg/kg ile 200 mg/kg arasindaki lasalosid sodyum igerigi igin 15 mg/kg,

— 200 mg/kg’dan fazla lasalosid sodyum igerigi igin daha yitksek degere bagil % 7,5.

7.3. Geri kazanim

Zenginlestirilmis (kor) numune i¢in geri kazanim en az % 80 olmalidir. Gliglendirilmis premiks numuneleri igin
geri kazanim en az % 90 olmalidir.

8. Ortak bir ¢aligmanin sonuglart

Bir EC ortak ¢alismas1 diizenlenmis, bu ¢alismada 12 laboratuvar tarafindan 2 premiks numunesi (numuneler 1 ve
2) ile 5 yem (numuneler 3-7) analiz edilmistir. Her numunede analizler paralel olarak gergeklestirilmistir. Sonuglar
asagidaki tabloda verilmistir:



Numune 1 { Numune 2 | Numune 3 | Numune 4 | Numune | Numune 6 | Numune 7
Hindi Hindi Tavuk yemi | 5 Hindi | Tavuk Yemi | Tavuk Yemi
Ta“’?‘ . premiksi vemi, Pelet | ince-toz | Yemi A B
premiksi 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 92,9 483 32,6
‘ [mg/ke]
[ s [me/kg] | 107 408 1,71 2,73 2,27 1,93 175
CV,[%] 2,12 2,52 i 2,24 2,84 2,44 4,00 537
sr [mg/kg] | 286 883 3,85 732 5,29 347 3,49
CVr [%] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Nominal 5000 (%) 16000 (*) | 80 (%) 105 (%) 120 (%) 50 (**) 35 (*%)
igerik
[mg/kg]

(*) Uretici tarafindan beyan edilen igerik

(**) Laboratuvarda hazirlanan yem

L = Laboratuvarlarin sayisi

n = Tekil sonuglarin sayis

s = Tekrar edilebilirligin standart sapmasi

S = Tekrar iiretilebilirligin standart sapmasi
CV, = Tekrar edilebilirligin degisim katsayisi, %

CVr = Tekrar iiretilebilirligin degisim katsayisi, %



EK-5

YEMLERDE iSTENMEYEN MADDELERININ KONTROLUNE YONELIK 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
igeren pamuk tohumu, pamuk tohumu kiispesinde ve bu yem materyallerini igeren karma yemlerde serbest gosipol,
toplam gosipol ve kimyasal olarak bu maddelerle ilgili maddelerin tayinini miimkiin kilar.

2. Prensip

Gosipol, 3-aminopropan-1-ol varliginda serbest gosipol tayini igin bir propan-2-ol ve hekzan karigimi ile ya da
toplam gosipol tayini igin dimetilformamid ile ekstrakte edilir. Gosipol, anilin ile, optik yogunlugu 440 nm’de
6lgiilen gosipol-dianiline doniistiirtiliir.

3. Ayiraglar
3.1. Propan-2-ol- hekzan karigimi: hacmen 60 birim propan-2-ol ile hacmen 40 birim n- hekzan karigturilir.

3.2. Coziicii A: 1 litrelik balon jojeye yaklastk 500 ml propan-2-ol- hekzan karigimi (3.1), 2 ml 3- aminopropan-
1-ol, 8 ml glasiyal asetik asit ve 50 ml su konur. Propan-2-ol- hekzan kargimi (3.1} ile hacmine tamamlanir. Bu
ayirag bir hafta stabildir.

3.3. Cbziicii 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: Kér testinin optik yogunlugu 0,022’yi gegerse, anilin ¢inko tozu iistiinde damitilir, distilatin ilk ve
son % 10’luk fraksiyonlart atilir. Kahverengi, kapal bir sisede, (sogutulup saklanirsa) bu ayirag birkag ay
saklanacak.

3.5. Standart gosipol ¢ozeltisi A: 27,9 mg gosipol asetat 250 ml’lik balon jojeye konur. Coziindiriiliir ve ¢oziici
A (3.2) ile hacmine tamamlanir. Bu ¢ozeltinin 50 mI’si 250 m!’lik balon jojeye pipetlenir ve ¢éziicii A ile hacmine
kadar tamamlanir. Bu ¢6zeltideki gosipol konsantrasyonu 0,02 mg/ml’dir. Kullanmadan 6nce oda sicakliginda bir
saat dinlenmeye birakilr.

3.6. Standart gosipol ¢ozeltisi B : 27,9 mg gosipol asetat S0 m!’lik balon jojeye konur, ¢ozindiiriiliir ve ¢oziicii B
(3.3) ile hacmine kadar tamamlanir. Bu ¢ozeltideki gosipol konsantrasyonu 0,5 mg/ml’dir.

Standart gosipol ¢ozeltileri A ve B, 1siktan korunduklarinda 24 saat stabildir.
4. Cihaz

4.1. Kargtiricr : yaklasik 35 rppm

4.2. Spektrofotometre

5. Metot

5.1. Test numunesi

Kullamilan test numunesi miktar: numunenin varsayilan gosipol i¢erigine gore degisir. Tercihen az miktarda test
numunesi ve bagil olarak daha fazla temsili miktarda filtrat ile galisilir, bu sayede hassas fotometrik 6lgiim
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 mI’lik temsili miktarda filtrat gogu durumda



uygundur, 50 ile 100 pg gosipol igermelidir. Toplam gosipol tayini i¢in test numunesi 0,5 ile 5 g arasinda olmahdir,
bu durumda 2 ml temlisi miktarda filtrat 40 ile 200 pg gosipol igerecektir.

Analiz yaklagik 20°C’deki oda sicakliginda gergeklestirilmelidir.
5.2, Serbest gosipol tayini

Numune yuvarlak boyunlu, dibi ezilmig camla kaplanmis 250 ml’lik bir cam balona konur. Bir pipet kullanilarak
50 ml goziicli A (3.2) eklenir, balon joje kapatilir ve bir karigtiricida bir saat karigtirilir. Kuru bir siizgeg kagidindan
stiziiliir ve stiziintii kiigiik, yuvarlak boyunlu bir cam balona alinir, Stizme sirasinda huni bir saat can ile 6rtiiliir.

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 karsimi (3.1) ile hacmine tamamlanir, Bu ¢6zelti, numune ¢dzeltisinin olglimiinde referans ¢ozelti olarak
kullanilacaktir.

10 ml ¢oziicii A (3.2) diger 25 mI’lik balon jojelerden (C ve D) her birine pipetlenir. Sisedeki (C) igerigi propan-
2-0l- hekzan kargimi (3.1) ile hacmine tamamlanir. Bu ¢ézelti, kor test ¢ozeltisinin dlgiimiinde referans gozelti
olarak kullanilacaktir.

2 ml anilin (3.4) siselerden (D ve B) her birine eklenir. Renk geligtirmek i¢in kaynar su banyosunda 30 dakika
wsitilir, Oda sicaklhiina sogutulur, propan-2-ol- hekzan kargimi (3.1) ile hacmine tamamlanir, homojenlestirilir ve
bir saat dinlendirilir.

1 em cam hiicreler kullamlarak 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.

Kaor 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 S0 ml’lik balon jojeye konur ve 10 ml ¢oziicii B (3.3) eklenir. Ayni
zamanda, 10 ml ¢6ziicii B (3.3) bagka bir 50 mI'lik balon jojeye koyularak bir kor test hazirlanir. Iki balon joje 30
dakika kaynar su banyosunda isitilir. Oda sicakligima sogutulur ve her bir sisedeki icerik propan-2-ol-hekzan
kargimu (3.1) ile hacmine tamamlanir. Homojenlestirilir ve 10 ile 15 dakika ¢okmesi beklenir, ardindan siiziiliir ve
stiztintliler yuvarlak boyunlu erlenlere almir.

2 ml numune filtrati iki 25 mP’lik balon jojelerden her birine ve 2 ml kor test filtrati diger iki 25 mI’lik siselerden
her birine pipetlenir. Her seriden bir sisenin igerigini propan-2-ol-hekzan kargimi (3.1) ile 25 ml’ye tamamlanir.
Bu ¢ozeltiler referans gozeltiler olarak kullanilacaktir.

2 ml anilin (3.4) diger iki siseden her birine eklenir, Renk geligtirmek i¢in kaynar su banyosunda 30 dakika sitilr.,
Oda sicakhgna sogutulur, propan-2-ol-hekzan kargimi (3.1) ile 25 ml'ye tamamlanir, homojenlestirilir ve bir saat
dinlendirilir.

Optik yogunlugu, serbest gosipol igin 5.2°de belirtildigi gibi sl¢iiliir. Bu degerden, toplam gosipol igerigi madde
6’da belirtilen sekilde hesaplanir.

6. Sonuglarin 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: E1% =625
Toplam gosipol: £ ¥=600

Numunenin serbest ya da toplam gosipol igerigi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanir:
% gosipol : Ex1250

ElX xpxa

Burada;
E = Diizeltilmis optik yogunluk, madde 5.2°de belirtilen gekilde 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 mi ¢oziicii A (3.2) igeren 25 ml’lik balon jojeyle tamamlanir (kér test).

ilk serideki balon jojelerin hacmi (kdr testinin sisesi de dahil) propan-2-ol-hekzan kanigimi (3.1) ile 25 ml’ye
tamamlanir (referans serisi).

Tkinci serideki her bir balon jojeye (kdr testinin balon jojesi de dahil) 2 ml anilin (3.4) eklenir. Renk gelistirmek
igin kaynar su banyosunda 30 dakika isitilir. Oda sicaklifina sogutulur, propan-2-ol-hekzan karsimu (3.1) ile
hacmine tamamlanir, homojenlestirilir ve bir saat dinlendirilir (standart serisi).

5.2°de belirtilen sekilde, standart serisindeki gozeltilerin optik yogunlugu, referans serisindeki g¢ozeltilerle
karsilagtirarak tayin edilir. Gosipol (ug) miktarlarina gére optik yogunluklari yazilarak kalibrasyon egrisi gizilir.

6.2.2. Toplam gosipol

Altr adet 50 mI’lik balon joje hazirlanir. Birinci cam malzemeye 10 ml ¢dziicii 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) konur. Her balon jojedeki igerik ¢oziicti B (3.3) ile 10
ml’ye tamamlanir. 30 dakika kaynar su banyosunda sttilir. Oda sicakligina sogutulur, propan-2-ol-hekzan karsimi
(3.1) ile hacmine tamamlanir ve homojenlestirilir.

Bu ¢ozeltilerin 2,0 ml’si alt1 adet 25 ml’lik balon jojelerin iki serisinden her birine konur. ilk serideki balon
jojelerin igerigi propan-2-ol-hekzan karigimi (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 isitilir. Oda sicakligina
sogutulur, propan-2-ol-hekzan kargimi (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 g¢ozeltilerle
karsilastirarak tayin edilir. Gosipol (ug) miktarlarina gore optik yogunluklari yazilarak kalibrasyon egrisi gizilir.

6.3. Tekrar edilebilirlik
Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglar1 arasindaki fark asagidaki degerleri gegmemelidir:

- 500 ppm’den az gosipol igerigi i¢in daha yiiksek degere bagil % 15



=500 ppm ile 750 ppm arasindaki gosipol igerigi i¢in 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
BOLUM 1

Numune alma metotlar ve analiz sonuglarinin yorumlanmasi

1. Amag ve Kapsam

Poliklorlu dibenzo-p-dioksinler (PCDD’ler), poliklorlu dibenzofuranlar (PCDF’ler), dioksin benzeri poliklorlu
bifeniller (PCB’ler) () ve dioksin benzeri olmayan PCB’lerin yemdeki diizeylerine iligkin resmi kontroller
amactyla alinacak numuneler Yonetmeligin EK-1’indeki hiiktimleriyle uyumlu olarak almmaldir. Yemde
homojen olarak dagilmig madde veya uriinlerin kontrolityle iligkili nicel gereklilikler EK -1in 3.1 inci maddesinde
belirtildigi gibi uygulanacaktir. Bu sekilde alinan pagal numunelerin alindiklari parti veya alt partiyi temsil ettikleri
kabul edilmektedir. Yemlerde Istenmeyen Maddeler Hakkinda Teblig’deki maksimum diizeylerle laboratuvar
numunelerinde belirlenen diizeyler temelinde uyum saglanacaktir,

(S)Dioksinler, furanlar ve dioksin benzeri PCB’ler igin TEF (toksik ekivalans faktorleri) tablosu

Diinya Sagiik Orgiiti tarafindan Haziran 2005°te, Cenevre’de diizenlenen ‘Kimyasal Givenilirlik Uluslararast Programi (IPCS)'nda (Martin
Van den Berg ve ark., ‘Dioksin ve Dioksin Benzeri Bilegiklerin Insanlar ve Memeliler igin Toksik Esdegerlik Faktorlerinin 2005 Diinya Saglik
Orgiithi Yeniden Degerlendirmesi’) kabul edilen, dioksin ve dioksin benzeri bilesiklerin insanlar igin tehlike degerlerini gosteren Toksik
Egdegerlik Faktorleri (WHO-TEF, 2005) [Toxicological Sciences 93(2), 223-241 (2006)]

Tiirdes bilesen i TEF degeri Tiirdes bilegen § TEF degeri

Dibenzo-p-dioksinler (‘PCDD’ler) Dioksin benzeri PCB’ler: Non-orto PCB’ler ve
Mono-orto PCB’ler

2,3,78-TCDD 1

123,7,8-PcCDD 1 Non-orto PCB’ler

1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001

1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0003

1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1

1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,03

0OCDD 0,0003

Dibenzofuranlar (‘PCDF’ler) : Mono-orto PCB’ler

2,3,7,8- TCDF 0,1 PCB 105 0,00003

1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003

2,3,4,78-PcCDF 03 PCB 118 0,00003

12,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 123 0,00003

1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 156 0,00003

1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 157 0,00003

2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00003

1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003

1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01

OCDF 0,0003

Kisaltmalar: T; Tetra/Dort, Pe; Penla/Bes, Hx;Hekza/Alt1, Hp;Hepta/Yedi, O;Octa/Sekiz, CDD; Klorodibenzodioksin, CDF;

Klorodibenzofuran, CB; Klorobifenil




Béliim B’deki amaglara yonelik olarak “Analiz Metotlarmin Uygulanmasi ve Sonuglarin Yorumlanmasma Iligkin
96/23/EC sayili Konsey Direktifini uygulayan 12 Agustos 2002 tarihli ve 2002/657/EC (*) sayih Komisyon Karari”
Ek I’inde belirtilen tanimlar gegerli olacaktir.

“Tarama metotlar” maksimum diizeyleri veya miidahale esiklerini gegen PCDD/F ve dioksin benzeri PCB
diizeylerine sahip numunelerin se¢imi igin kullanilan metotlardir. Bunlar maliyet agisindan etkin ve yiiksek bir
numune analiz hacmine olanak saglar ve yiiksek maruziyet ve tilketiciler agismdan saglik riski teskil eden yeni
olaylarin tespit olasiligini arttirir. Tarama metotlart biyoanalitik veya GC-MS metotlarma dayanacaktir.
Maksimum dlizeyle uyumun kontrolit igin esik degerini asan numunelere ait sonuglar, orijinal numunede
dogrulayict bir metotla yapilacak tam kapsaml: yeni bir analizle dogrulanacaktir.

“Dogrulayict metotlar” PCDD/F’ler ve dioksin benzeri PCB’lerin maksimum diizeyde veya ihtiya¢ duyuldugu
takdirde miidahale esiginde kesin bigimde belirlenmesi ve miktarinin olgiilmesine olanak saglayan tam veya
tamamlayici bilgileri saglayan metotlardir. S6z konusu metotlar gaz kromatografi/yitksek ¢oziintirliikli kiitle
spektrometreden (GC-HRMS) veya gaz kromatografi/tandem kiitle spektrometreden (GC-MS/MS) faydalanir.

2. Parti veya alt partinin maksimum diizeyle uyumu
2.1. Dioksin benzeri olmayan PCB’ler igin

Analiz sonucunun Yemlerde Istenmeyen Maddeler Tebligi’nde dioksin benzeri olmayan PCB’lerin maksimum
diizeyi agmamasi durumunda, séz konusu parti dl¢tim belirsizligi goz oniine alinarak maksimum diizeyle uyumlu
kabul edilir.

Ust sinr (%) analiz sonucunun tekrarl analizle (') dogrulandiginda Yemlerde {stenmeyen Maddeler Tebligi’ndeki
maksimum diizeyi agmasi durumunda, s6z konusu parti §l¢iim belirsizligi goz 6niine alinarak maksimum diizeyle
uyumsuz kabul edilir. Iki tespitin ortalamasi, 6lgiim belirsizligi g6z Sniine alinarak uyumun dogrulanmasi amactyla
kullanilir.

Olgiim belirsizligi agagidaki yaklagimlarin birisine gore dikkate alinacaktir:

- Yaklagik % 95 giiven aralig1 veren kapsam faktoriiniin 2 (k=2) olarak alinmasiyla genisletilmis belirsizlik
hesaplanir. “Olgiilen deger eksi U” maksimum diizeyin iizerindeyse bir parti veya alt parti uyumsuz olarak
kabul edilir.

- Karar sinr1 (CCo) tesis edilerek olgiilen deger CCa’ya esit ya da daha yiiksekse numune alinan kisim ile
uyumlu degildir.

Mevcut yorum kurallart, resmi kontrol amaciyla numunede elde edilen analitik sonuglar igin gegerlidir.

2.2. PCDD/F ve dioksin benzeri PCB’ler igin
Parti agagidaki kosullarda maksimum diizeylerle uyumlu kabul edilir:
- Yanhs uyumluluk orani % 5’in altinda olan bir tarama metoduyla gergeklestirilen tek bir analizin

sonucuna gdre soz konusu diizeyin Yemlerde Istenmeyen Maddeler Tebligi’ndeki maksimum
PCDD/PCDF diizeyi ve PCDD/PCDFler ile dioksin benzeri PCB’lerin toplamini gegmemesi.

(°) Analitik metotlarin yiiritilmesi ve sonuglarin yorumlanmasina iliskin 96/23/EC sayili Konsey Direktifi’ni uygulayan 14 Agustos 2002
tarihli ve 2002/657/EC sayili Komisyon Karari

(1) “ust siur” kavram: miktart belirlenmemig her tiirdesin katkis: igin miktar tayin limitinin kullanilmasini gerektirir, “alt simir™ miktar
belirlenmemis her tirdesin katkist igin sifir kullanilmasini gerektirir, “orta simr” miklari belirlenmemis her tiirdesin katkisint hesaplamak igin
miktar tayin limitinin yarisini kullanmayt gerektirir.

(%) Genel olarak, EK-2, Bslum C’nin 3’incii maddesindc tckrarl analizlere iliskin gereklilikler gegerli olur. Bununla birlikte, ilgili analitler
igin BC etiketli i¢ standardin kullaninuyla birlikte yaritilen dogrulama metotlari igin, tekrarli analiz sadece séz konusu dogrulama
metotlarini uygulayan ilk tespitin sonucunun uyumsuz olmas halinde gereklidir. Tekrarli analiz i¢ ¢apraz bulagma veya numunelerin kazara
kangmasi olasiligin ortadan kaldirmak igin gereklidir. Analizin bulagma hadisesi ¢ergevesinde yiiriitiilmesi durumunda, analiz igin segilen
numunelerin izlenebilirlik yoluyla bulasma hadisesiyle baglantilandiriimasi ve diizeyin maksimum seviyenin dnemli 6lgtide tstinde olmasi
halinde tekrarli analiz yoluyla dogrulama yapilabilir.



- Dogrulayici metotla gergeklestirilen tek bir analizin sonucuna gore soz konusu diizeyin 6lgtim belirsizligi
gbz oniine alinarak Yemlerde Istenmeyen Maddeler Tebligi'ndeki maksimum PCDD/PCDF diizeyi ve
PCDD/PCDF’ler ile dioksin benzeri PCB’lerin toplamim gegmemesi.

Tarama tayinleri i¢in maksimum PCDD/PCDF diizeyi veya PCDD/PCDF’ler ile dioksin benzeri PCB’lerin
toplami i¢in numune uyumuna iliskin kararlara yonelik olarak bir esik degeri belirlenir.

Dogrulayici metotla elde edilen ve tekrarli analizle dogrulanan ist smir ('?) analiz sonucunun Yemlerde
Istenmeyen Maddeler Tebligi’ndeki maksimum diizeyi asmasi durumunda, soz konusu parti 6l¢iim belirsizligi('*)
g6z oniine alinarak maksimum diizeyle uyumsuz kabul edilir. {ki tespitin ortalamasi, 6lgiim belirsizligi g6z oniine
alinarak uyumun dogrulanmasi amactyla kullanilir.

Olgiim belirsizligi asagidaki yaklagimlarin birisine gore dikkate almacaktir:

- Yaklagik % 95 giiven aralig1 veren kapsam faktoriiniin 2 (k=2) olarak alinmasiyla genisletilmis belirsizlik
hesaplanir. “Olgtilen deger eksi U” maksimum diizeyin izerindeyse bir parti veya alt parti uyumsuz olarak
kabul edilir, PCDD/PCDF’ler ve dioksin benzeri PCB’lerin ayri tayini durumunda, PCDD/PCDF’ler ve
dioksin benzeri PCB’lerin ayr1 analiz sonuglarinm tahmini genigletilmis belirsizlik toplami
PCDD/PCDF’ler ve dioksin benzeri PCB’lerin toplami igin kullanilacaktir.

- Karar siur1 (CCa) tesis edilerek 8lgiilen 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 igin gegerlidir.
3. Yemlerde istenmeyen Maddeler Tebligi’nin Ek 2’sindeki miidahale esiklerini agan sonuglar

Miidahale esikleri, bulasma kaynagi belirlenmesi ve bunlar azaltacak ya da ortadan kaldiracak onlemler
almmasinin gerekli oldugu durumlarda numune segimine ydnelik bir arag gorevi goriir. Tarama metotlariyla s6z
konusu numunelerin segimi igin uygun esik degerleri belirlenir. Bir kaynak belirlenmesi ve bulasmanin azaltilmas:
veya ortadan kaldirilmasi igin 6nemli ¢abalara ihtiyag duyulmasi durumunda, bir dogrulama metodu kullanarak ve
olgiim belirsizligini dikkate alarak tekrarli analiz yoluyla miidahale egiklerinin asildiginmn dogrulanmasi uygun
olabilir ().

BOLUM 2
Yemde dioksin (PCDD/PCDF) ve dioksin benzeri PCB diizeylerinin resmi kontroliinde kullanilan analiz metotlar
i¢in numune hazirlama ve gereklilikler

1. Uygulama Alani

Bu Béliimde belirlenen gereklilikler, poliklorlu dibenzo-p-dioksinler ve poliklorlu dibenzofuranlar (PCDD/F’ler)
ve dioksin benzeri poliklorlu bifenillerin (dioksin benzeri PCB’ler) resmi kontrolit ve diger yasal amaglarla yemin
analiz edildigi durumlarda gegerli olur.

PCDD/F’ler ve dioksin benzeri PCB’lerin yemdeki varliginin izlenmesi iki tiir analiz metoduyla birlikte
gergeklestirilebilir:

(11) Ust sinir” kavrami miktan belirlenmemis her tirdesin Toksik Ekivalana (TEQ) katkisinin miktar sinirint kullanmay gerektirir. “Alt
simir” kavrami miktari belirlenmemis her tiirdesin TEQye katkist i¢in stfir degerinin kullanilmasini gerektirir. “Orta simr” kavrami miktart
belirlenmemis her tirdesin TEQ’ye katkisin hesaplamada miktar tayin limitinin yarisinn kullaniimasini gerektirir.

(13)Gene1 olarak, EK-2, Bolim C’nin 3’tincii maddesinde tekrarli analizlere iligkin gereklilikler gegerli olur. Bununla birlikte, ilgili analitler
igin 'C etiketli i¢ standartn kullansmuyla birlikte yuritilen dogrulama metotlari igin, tekrarl analiz sadece sz konusu dogrulama
metotlarint uygulayan ilk tespitin sonucunun uyumsuz olmasi halinde gereklidir. Tekrarlt analiz i¢ ¢apraz bulasma veya numunelerin kazara
karigmasi olasthigini ortadan kaldirmak igin gereklidir. Analizin bulagma hadisesi gergevesinde yirutilmesi durumunda, analiz i¢in segilen
numunelerin izlencbilirlik yoluyla bulagma hadisesiyle baglantilandirilmast ve diizeyin maksimum seviyenin ¢nemli olgiide istiinde olmasi
halinde tekrarl: analiz yoluyla dogrulama gikarilabilir.

(14) Maksimum diizeyler igin 5 nolu dipnotta oldugu gibi mildahale esiklerinin kontroli igin tekrarli analize iligkin ayni agiklama ve
gereklilikler.



a) Tarama metotlar

Tarama metotlarmm amaci maksimum diizeyleri veya miidahale esiklerini gegen PCDD/F ve dioksin benzeri PCB
diizeylerine sahip numuneleri segmektir. Tarama metotlar maliyet agisindan etkin ve yiiksek bir numune analiz
hacmine olanak saglar ve yitksek maruziyet ve tiiketiciler agisindan saglik riski teskil eden yeni olaylarin tespit
olasthgm arttirir. Bunlarin uygulanmasi yanhs uyumlu sonuglarin dnlenmesini hedeflemelidir. Tarama metotlari
biyoanalitik veya GC-MS metotlarmi kapsayabilir.

Tarama metotlar1 analiz sonucunu esik noktasiyla kargilagtirr ve maksimum diizey veya miidahale esiginin
muhtemel agimina yonelik evet/hayir seklinde karar verilmesini saglar. Maksimum diizeyle uyumsuz olmasindan
siiphelenilen numunelerde PCDD/F’lerin konsantrasyonu ve PCDD/F’ler ve dioksin benzeri PCB’lerin toplami
bir dogrulama metoduyla tespit edilmeli/dogrulanmalidir.

flave olarak, tarama metotlart numunede meveut olan PCDD/F ve dioksin benzeri PCB’lerin diizeylerinin
belirlenmesini saglayabilir. Biyoanalitik tarama metotlarmm uygulanmasi durumunda, sonug Biyoanalitik
Ekivalanlar (BEQ) olarak ifade edilirken, fizikokimyasal GC-MS metotlarmm uygulanmasi durumunda sonug
Toksik Ekivalanlar (TEQ) olarak ifade edilmektedir. Tarama metotlarinin sayisal olarak belirtilen sonuglari,
uyumu, uyumsuzluk giiphesini veya miidahale esiklerinin asilmasini gostermek igin uygundur ve dogrulayici
metotlarla takip durumunda diizeylerin araligim belirtir. Disiik zemin seviyelerinin belirlenmesi, maruziyet
seviyelerinin zamana bagli olarak degisiminin izlenmesi veya miidahale seviyesi ve maksimum limitlerin yeniden
degerlendirilmesi gibi durumlar i¢in tarama metotlar1 uygun degildir.

b) Dogrulama metotlar:

Numunedeki mevcut PCDD/F ve dioksin benzeri PCB’lerin kesin bir sekilde hesaplanmasi ve tanimlanmasim ve
tiirdes bilegen bazinda da tam bilgiye ulagilmasini saglar.

Bu nedenle bu metotlar tarama metotlari ile elde edilen sonuglarin dogrulanmasi da olmak tizere maksimum limit
ve miidahale seviyelerinin kontroliinii saglar. Buna ilave olarak bu metotlar; yem izlemede diisiik zemin
seviyelerinin tespiti, zamana bagli olarak degisimlerin izlenmesi, popiilasyonun maruziyet degerlendirmesi ve
mildahale seviyesi ve maksimum limitlerin olast yeniden degerlendirilmesi igin veri tabanmin olusturulmasi gibi
farkli amaglar igin de kullanilabilir. Dogrulama metotlar1 aym zamanda muhtemel bulasi kaynagim ortaya
¢ikarmak iizere tiirdes bilesen dagilimlarinin belirlenmesi hususunda da énemlidirler. Bu metotlar GC-HRMS
kullanirlar. Maksimum limitlere uygunluk veya uygunsuzlugun kontrolinde ayni zamanda GC-MS/MS. de
kullanilabilir.

2. Arka plan

Toksik Ekivalan (TEQ) konsantrasyonlarimin hesaplanmasi igin, belirli bir numunede maddelerin tek bagina
konsantrasyonlar1 kendilerine ait Toksik Ekivalans Faktorleriyle (TEF) garpilacak (bkz. Béliim 1°deki dipnot (8)
ve sonrasinda TEQ cinsinden ifade edilen dioksin benzeri bilegiklerin toplam konsantrasyonlarmi ortaya koymak
igin toplanacaktir.

S6z konusu Bolim B’ye yénelik olarak, tek bir tiirdesin kabul edilen spesifik miktar tayini limiti, bir analitin en
diisitk miktarinin makul istatistiksel belirlilikle dlgiilebilecegi ve uluslararas: diizeyde taninan standartlarda
belirtilen teshis kriterlerini (6rnegin EN 16215:2012 (Hayvan yemi — Dioksin ve dioksin benzeri PCB’lerin GC-
HRMS ile belirlenmesi, indikator PCB’lerin GCHRMS ile belirlenmesi) ve/veya revize edilen EPA 1613 ve 1668
metotlar1.) yerine getirecegi anlamina gelir.

Tekli bir tiirdesin miktar tayin limiti asagidaki sekilde belirlenebilir:

a) Daha diisiik yogunluktaki ham veri sinyali igin 3:1°lik S/N (sinyal/giiriiltii) orantyla izlenmesi gereken iki farkli
iyonda instrumental yanit (response) iireten bir numune ekstraktinda analitin konsantrasyonu veya

b) Teknik gerekgeler dolayisiyla, sinyal/giiriiltii hesaplamasinda giivenilir sonuglar elde edilemezse, her numune
serisinde kalibrasyon egrisindeki tiim noktalar igin hesaplanan ortalama bagil yamt faktoriinden kabul edilebilir
(£ % 30) ve tutarh (analitik numune serisinin en azindan basinda ve sonunda Slgiilen) sapma. LOQ i¢
standartlarin geri kazanim ve numune alim dikkate almarak en diisiik konsantrasyondan hesaplanir



Biyoanalitik tarama metotlar1 tiirdes diizeyinde sonug vermez. Fakat sadece TEQ diizeyinin Biyoanalitik
Ekivalanlar (BEQ) cinsinden ifade edilen bir gdstergesidir ('5) ve testte yanit meydana getiren bir numune
ekstraktindaki tim bilegiklerin TEQ prensibinin tiim gerekliliklerine uymayabilecegini gésterir.

Tarama ve dogrulama metotlar1, miidahale esigi veya maksimum diizeyde seviyeleri giivenilir gekilde tespit etmek
i¢in yeterli diizeyde duyarli olmalari halinde sadece belirli bir matriksin kontrolii igin uygulanabilirler.

3. Kalite giivence gereklilikleri
a) Numune alma ve analiz prosediiriiniin her bir basamaginda gapraz bulagmay: 6nleyecek tedbirler alimmalidir.

b) Numuneler, numunelerdeki PCDD/F’ler ve dioksin benzeri PCB’lerin seviyeleri iizerine etki etmeyecek
sekilde saklamaya uygun cam, aliiminyum, polipropilen veya polietilen kaplarda muhafaza edilmeli ve
taginmalidir. Eser miktarda olsa dahi kagit tozlarimin kalmtilari numune kabindan uzaklagtiriimalidir.

¢) Numuneler, biitinligii korunarak ézellikleri degismeyecek kosullarda muhafaza edilmeli ve tagimmalidir.

¢) Her bir laboratuvar numunesi miimkiin oldugu kadar, tam homojenizasyonu saglamak iizere, iyice 6giitiilmeli
(6rnegin 1 mm’lik elekten gegecek sekilde) ve iyice karigtirilmalidir. Numuneler, rutubet icerigi ¢ok yiiksek ise,
ogiitiilmeden dnce kurutulmalidir.

d) Kimyasallar, cam malzemeler ve ekipmanlarin, TEQ veya BEQ’e dayali sonuglari etkilememesi igin kontrol
edilmig olmasi ¢ok énemlidir.

¢) Numune harig tutularak, tiim analitik prosediiriin uygulanmasi ile kor analiz gergeklestirilmelidir.

f) Biyoanalitik metotlar i¢in, analizde kullamilan tiim cam malzeme ve ¢oziiciilerin galigma aralig1 igerisinde hedef
bilegiklerin tespitinde girisim yapan bilesikler igermediginin kontrol edilmis olmasi olduk¢a énemlidir. Cam
malzemeler, PCDD/F’ler, dioksin benzeri PCB’ler ve girigim yapan bilesiklerin kalintilarini uzaklastirmak igin
uygun sicakliklarda isitilmali ve/veya ¢oziiciiler ile ¢alkalanmalidir.

¢) Ekstraksiyon i¢in kullanilan numune miktari, miidahale seviyesi veya maksimum limit konsantrasyonunu igeren
yeterince diisitk caligma araligindaki gereklilikleri karsilamalidir.

) Analiz edilecek tiriinler igin kullanilan 6zel numune hazirlama prosediirleri, uluslararas: kabul edilen talimatlara
uygun olmahdir.

4. Laboratuvarlarin gereklilikleri

4.1 Laboratuvarlar, Gida ve Yemin Resmi Kontrollerine Dair Yonetmelikte laboratuvarlar igin belirtilen
hiikiimlere uymak zorundadir.

4.2. Tlgili yem matrisleri ve konsantrasyon araliklarmda PCDD/PCDF ve dioksin benzeri PCB’lerin tespiti igin
laboratuvarlar arasi ¢aligmalara devamli olarak basarih gekilde katihm yoluyla laboratuvar yeterliligi
kanitlanacaktir.

4.3. Numunelerin rutin kontrolii igin tarama metotlari uygulayan laboratuvarlar, dogrulama metodunu uygulayan
laboratuvarlarla kalite kontrol ve siipheli numunelerin analiz sonucunun dogrulanmasi bakimindan yakin bir
isbirligi olusturacaklardur.

5. Dioksinler (PCDD/PCDF’ler) ve dioksin benzeri PCB’lerin analiz prosediiriiniin kargilamasi gereken temel
gereklilikler

(%) Biyoanalitik metotlar TEF programna dahil edilen tirdeglere 6zgt degildir. Yapisal olarak iligkili diger AhR-aktif bilegikler genel yanita
katk1 yapan numune ekstraktinda meveut olabilir. Bu nedenle biyoanalitik sonuglar numunedeki TEQ ditzeyinin bir tahmini degil fakat bir
gostergesi olabilir.



5.1. Disitk galigma aralig1 ve miktar tayin limitleri

PCDD/F’ler igin, bu bilesiklerin bazilarinin yiiksek toksisiteleri nedeniyle tespit edilebilir miktarlar femtogram(10-
15g) diizeyinde olmalidir, Cogu PCB tiirdes bileseni igin nanogram (10g) diizeyinde 8lgiim limiti yeterlidir.
Ancak, daha toksik dioksin benzeri PCB tiirdes bilegenlerinin (6zellikle non-orto tiirdeg bilegenlerin) 6l¢liimi igin,
caligma aralig1 pikogram (1071%g) seviyelerine inmelidir.

5.2. Yiiksek segicilik (spesifiklik)

5.2.1. PCDD/Fler ve dioksin benzeri PCB’leri, ilgili analitlerden birkag kat fazla konsantrasyonlarda mevcut olan,
ilgili analitlerle birlikte ekstrakte edilen ve girisim yapmasi muhtemel bilesiklerden ayirt etmek gereklidir. Gaz
kromatografisi/kiitle spektrometresi (GC-MS) metotlarinda, toksik bilegikler (17 adet PCDD/F’ler ve 12 adet
dioksin benzeri PCB’ler) ve diger tiirdes bilesenlerin ayrimi gereklidir.

5.2.2. Biyoanalitik metotlar, PCDD/F’ler ve/veya dioksin benzeri PCB’lerin toplamu olarak, hedef bilegikleri tespit
edebilir olmalidir, Clean-up islemi “hatali-uygunsuz” sonuglara sebep olan bilesikleri ya da hatali-uygun sonuglara
sebep olan yamit1 diigiirecek bilesikleri uzaklastiracak sekilde olmalidir.

5.3. Yiiksek dogruluk ( gergeklik ve kesinlik, biyoanaliz goriintir geri kazanimi)

5.3.1. GC-MS metotlan ile tespit; numunedeki gergek konsantrasyon i¢in gegerli bir degerlendirme saglamalidir.
Yiiksek dogruluk (Olgiim dogrulugu: Analite iliskin gergek veya atfedilen deger ile dlgiilen sonucun birbirine
yakinlig1), hesaplanan TEQ seviyesinin zayif giivenilirligi sebebiyle analiz sonucunun reddinden kaginmalk igin
gereklidir. Dogruluk, gergeklik ve kesinlik olarak ifade edilir. Gergeklik, sertifikali materyal igindeki analit igin
dlgitlen ortalama deger ve onun sertifikalanmis degeri arasindaki farktir ve bu farkin sertifikalanmig degere gére
yiizdesi olarak ifade edilir. Kesinlik ise tekrar tiretilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen sonuglardan hesaplanan
bagil standart sapmadir (RSDR).

5.3.2. Biyoanalitik metotlar i¢in biyoanaliz goriiniir geri kazanimi belirlenir. Biyoanaliz goriiniir geri kazanimy,
kor tayin igin diizeltilmis TCDD veya PCB 126 kalibrasyon egrisinden hesaplanan ve sonrasinda dogrulama
metoduyla belirlenmis TEQ diizeyine bolinen BEQ diizeyidir. Ekstraksiyon ve temizleme asamalarinda
PCDD/PCDF’ler ve dioksin benzeri bilesiklerin kaybi, yaniti arttiran veya azaltan (agonistik ve antagonistik
etkiler) ve birlikte ekstrakte edilen bilesikler, veya Toksik Ekivalans Faktérii (TEF) ve Bagil Giig (REP) degerleri
arasindaki farklar gibi faktérlerin diizeltilmesini hedefler, Biyoanaliz goriiniir geri kazanimmu ilgi diizeyi ¢evresinde
temsili tiirdes bilegenlerine sahip uygun referans numunelerinden hesaplanmaktadur.

5.4. Maksimum diizey aralig1 ve genel kalite kontrol 6nlemlerinin validasyonu

5.4.1. Laboratuvarlar, gegerli kilma igleminde ve/veya rutin analizlerde maksimum limitin 0.5, 1 ve 2 kat1 gibi
maksimum limit araliginda tekrarlanan analizlerde kabul edilebilir bir varyasyon katsayisi saglanacak sekilde,
metodun performansim gdstermelidir.

5.4.2. Kontrol numunelerinin diizenli kor kontrolleri ve eklenmig denemeler veya analiz (tercihen mevcut olmas
halinde sertifikali referans materyali) i¢ kalite kontrol tedbirleri olarak yiiriitiilir. Analizin gerekliliklere uygun
olarak yiiriitiilmesinin teyidi igin kontrol numunelerinin kor kontrolleri, eklenmis denemeleri veya analizleri
kaydedilmeli ve kontrol edilmelidir.

5.5. Olgiim Limiti (LOQ)

5.5.1. Biyoanalitik tarama metotlari igin, 6l¢iim limitinin belirlenmesi zorunlu bir gereklilik degildir ancak bu
metodun esik degeri ve kor degerini birbirinden ayirt edebildigini kanitlamasi gerekmektedir. Bir BEQ diizeyi
verildigi zaman, bu seviyenin altinda yanit veren numuneleri ele almak i¢in bir raporlama limiti belirlenmelidir.
Raporlama limitinin, ¢aligma aralip1 altinda kalmak kaydiyla, “prosedur kor numunelerinden” en az 3 kat fazla
olabilecegi gosterilmelidir. Bu sebeple, bu limit, bir deneme koriinden ya da S/N oranindan degil; istenen
minimum seviye civarindaki hedef bilesenleri igeren numunelerden hesaplanmalidir.



5.5.2. Bir dogrulama metodu igin; Slgtim limiti, maksimum limitin ortalama 1/5’1 olmalidr.
5.6. Analiz kriterleri

Dogrulama veya tarama metotlarmndan gtivenilir sonuglar elde etmek amaciyla; maksimum limit veya miidahale
seviyesi araliginda, gerek toplam TEQ degeri olarak hesaplanan (PCDD/F ve dioksin benzeri PCB’lerin toplami)
ve gerekse PCDD/F ve dioksin benzeri PCB’ler olarak ayr1 ayri hesaplanan TEQ degeri ve BEQ degeri i¢in Tablo-
5’teki kriterler karsilanmalidir.

Tablo yukarida belirtildigi tizere no:5 e tekabiil ediyorsa numaralandiriimalidir.

Biyoanalitik veya | Dogrulama metotlari
fizikokimyasal metotlarla
tarama
Yanlig uyumlu oran(*) <%5
Gegerlilik - %20ila+ %20
| Tekrar edilebilirlik (RSD;) <% 20
| Laboratuvarda tekrar iiretilebilirlik (RSDr) L <% 25 <% 15

| (*)Maksimum diizeylere istinaden

5‘.7. Tarama metotlari i¢in dzel gereklilikler

5.7.1. Tarama igin GC-MS analiz metotlari ve biyoanalitik metotlar kullamlabilir. GC-MS metotlari i¢in 6 nc1
maddede verilen hiikiimler kullanilmalidir. Hiicre temelli biyoanalitik metotlar igin 6zel hiikiimler 7 nci maddede
agiklanmistir,

5.7.2. Numunelerin rutin kontrolii i¢in tarama metotlari uygulayan laboratuvarlar dogrulama metodu uygulayan
laboratuvarlarla yakin igbirligi kurmalidir.

5.7.3. Rutin analizler sirasinda, tarama metodunun performans dogrulamast, analitik kalite kontrol ve devam eden
metot gegerli kilma iglemleriyle yapilmalidir. Uygun sonuglarin kontrolii igin, siirekli bir program olmahidir.

5.7.4. Hiicre yanitimn olas1 baskilanmasimn ve sitotoksisitenin kontrolii:

Hiicre yanitinin olasi baskilanmasmin ve sitotoksisitenin kontrolii: Rutin taramalarda, numune ekstraktinda
girisim yapan bilesikler tarafindan yanitin olasi baskilanmasini kontrol etmek i¢in numune ekstraktlarmin % 20’si;
maksimum limit veya miidahale seviyesine karsilik gelen miktarda 2,3,7,8-TCDD eklenerek ve eklenmeksizin
Olgiilmelidir, Standart eklenmis numunenin dlgiilen konsantrasyonu; standart eklenmemis ekstrakt konsantrasyonu
ve eklenen standardin konsantrasyonunun toplami ile karsilastirilir. Bu 6lgiilen konsantrasyon, hesaplanan
(toplam) konsantrasyondan % 25’ten daha fazla oranda diisiikse; bu potansiyel sinyal baskilamasinin géstergesidir
ve ilgili numune, GC-HRMS dogrulama analizi i¢in gonderilmelidir. Sonuglar, kalite kontrol grafiklerinde
izlenmelidir.

5.7.5. Uygun numunelerin kalite kontrolii:

Uygun nurnunelerin kalite kontrolii: Numune matriksi ve laboratuvar tecriibesine bagl olarak, uygun numunelerin
yaklasik % 2-10’u GC-HRMS tarafindan dogrulanmalidir

5.7.6. Kalite kontrol verilerinden yanlig uyumlu oranlarm belirlenmesi:

Maksimum dilzey veya miidahale egiginin altinda veya iistiindeki numunelerin tarama sonuglarinda elde edilen
yanlig uygun sonuglarm oranlari belirlenmelidir. Yanhs uygun sonuglarin oran1 % 5’in altinda olmalidir. Uyumlu
numunelerin kalite kontroliinde matris/matris grubu basina en az 20 adet dogrulanmig sonucun meveut olmasi



halinde, yanhg uyumlu orana dayanan sonuglar bu veritabanindan gekilmelidir. Ring denemeleri veya bulagmalar
sirasinda analiz edilen ve omegin maksimum diizeyin (ML) 2 katma kadar konsantrasyon araligmi kapsayan
numunelere ait sonuglar yanlis uyumlu sonug oraninin degerlendirilmesi igin en az 20 sonuca ilave edilebilir.
Numuneler gesitli kaynaklari temsil eden en sik tiirdes bilesenlerini kapsamalidir.

Tarama analizleri tercihen miidahale esigini gegen numunelerin tespitini hedeflemelidir, ancak yanlis uyumlu
sonug oranlarinin belirlenmesindeki kriter maksimum diizey olup dogrulama metodunun Slgtim belirsizligini
dikkate almalidur.

5.7.7. Tarama metodundan elde edilen potansiyel uygunsuz sonuglar, orijinal numunenin dogrulama metodu ile
komple yeniden analizi ile dogrulanmalidir. Bu numuneler, hatali-uygunsuz sonuglarin oranmin degerlendirilmesi
icin de kullanilabilir. Tarama metotlar1 i¢in, hatali uygunsuz sonuglarin orani, daha &nce tarama esnasinda
uygunsuz oldugundan siipheli olarak deklare edilen numunenin dogrulama analizi ile uygunlugu dogrulanmis
sonuglarmna olan oranidir. Bununla beraber, tarama metotlarinin avantajli olup olmadiklarinin degerlendirilmesi,
hatali uygunsuz numunelerin, toplamda kontrol edilen numune sayisi ile kiyaslanmasma dayamir. Tarama
metodunun avantajh olarak degerlendirilebilmesi igin bu oran yeterince diigitk olmalidir.

5.7.8. En azindan gegerli kilma kosullar altinda; biyoanalitik metotlar, BEQ olarak hesaplanan ve ifade edilen
TEQ limitinin gegerli bir gostergesini saglamalidir. Ayrica tekrar edilebilirlik kosullart altnda yiiriitiilen
biyoanalitik metotlar i¢in, laboratuvar igi RSDy, tekrar iiretilebilirlik RSDr’den genellikle daha kiigiik olmalidir.

6. GC-MS metotlarinin tarama veya dogrulama amaclariyla tasimasi gereken 6zel sartlar
6.1, WHO-TEQ seviyeleri tst-sinir ve alt-smir arasindaki kabul edilebilir farkliliklar

Maksimum limit agiminin dogrulanmasi veya miidahale seviyelerine ihtiyag oldugu durumda tist-sinir ve alt-sinir
degerleri arasindaki fark % 20’yi gegmemelidir.

6.2. Geri kazanimlarin kontrolii

6.2.1. 2,3,7,8 pozisyonlarinda klor igeren *C -igaretlenmis PCDD/F i standartlari ve 1*C -igaretlenmis dioksin
benzeri PCB ig standartlar1 analitik metodun en basinda (6rnek olarak metodun gegerli kilimmast igin ekstraksiyon
Oncesi) eklenmelidir. 4’den 8’e kadar klor ihtiva eden her bir PCDD/F’ler homolog grubu ve her bir dioksin benzeri
PCB homolog grubu i¢in en az bir isaretli bilesik eklenmelidir (alternatif olarak, kiitle spektrometresinde
PCDD/F’ler ve dioksin benzeri PCB'’lerin taranmasinda kullanilan segici iyon kaydedici fonksiyonlarin her biri
i¢in en az bir isaretli bilesik). Dogrulama metotlar1 s6z konusu oldugunda, 17 adet 2,3,7,8 pozisyonlarinda klor
igeren C -isaretlenmis PCDD/F ig standartlarinin tiimi ve 12 tane *C -igsaretlenmis dioksin benzeri PCB i¢
standartlarmin tiimii kullanilmalidir.

6.2.2. 3C-isarctlenmig analogu eklenmemis her bir tiirdes igin de uygun kalibrasyon ¢ozeltileri kullanilarak bagil
tepki faktorti (RRF) belirlenmelidir.

6.2.3. Bitkisel veya hayvansal menseli olup % 10°dan daha diisiik oranda yag igeren yemler igin, i¢ standartlarin
ilavesi ekstraksiyon 6ncesinde zorunlu olmalidir. Hayvansal menseli olup % 10°dan fazla yag igeren yemler igin,
i¢ standartlar yag ekstraksiyonundan once veya sonra ilave edilmelidir. I¢ standartlarnm uygulandigi asama ve
sonuglarm {iriin veya yag bazli bildirimine bagl olarak ekstraksiyon etkinliginin validasyonu uygun sekilde
yaptlmalidir.

6.2.4, GC-MS analizi 6ncesinde, 1 veya 2 geri kazanim standardi/standartlar (kimyasal yapis1 ekstrakte edilen
bilesenlere benzeyen) eklenmelidir.

6.2.5. Geri kazanim kontrolii gereklidir. Dogrulama metotlari igin, her bir i¢ standardin geri kazanimi % 60-120
araliginda olmalidir. Herhangi bir bilesigin, 6zellikle bazi 7 ve 8 klorlu dibenzo-p-dioksinler 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. GC-MS tarama metotlar1
igin, geri kazanim % 30-140 araliginda olmalidr.



6.3. Girigim (interferans) yapan maddelerin uzaklastirilmasi

- Dioksin benzeri olmayan PCB’ler ve klorlanmis difenil eterler gibi girisim yapan klorlanmus bilesiklerden
PCDD/F’lerin ayrimi uygun kromatografik tekniklerle, tercihen florisil, aliumina ve/veya karbon kolonu
ile gergeklestirilmelidir.

- Izomerlerin gaz kromatografisi ile ayrim1 yeterli olmalidir (1,2,3,4,7.8-HxCDF ve 1,2,3,6,7,8-HxCDF
arasindaki pikten pike ayrim % 25’ten kiigitk olmalidir).

6.4. Standart egriyle kalibrasyon
Kalibrasyon egrisinin aralig1, maksimum limit veya miidahale seviyesini kapsamalidir.

6.5. Dogrulama metotlari igin spesifik kriterler
- GC-HRMS igin:

HRMS’de, ¢ziiniirlitk % 10’luk vadideki pargalanmamig (biittin) kiitle aralig1 igin tipik olarak 10000 den biiyiik
veya esit olmalidir

Uluslararasi kabul gérmiis standartlarda tanimlanan ileri tanimlama ve dogrulama kriterlerinin yerine getirilmesi,
drnegin EN 16215:2012 standard: (Hayvansal yemlerde dioksinler ve dioksin benzeri PCB ler ve indikator PCB
lerin GC-HRMS ile tespit edilmesi) ve/veya EPA metotlar1 1613 ve revize edilmis 1668 de tanimlandig: sekilde
yapilir.

- GC-MS/MS igin

Analiz kapsamindaki biitiin igaretlenmis ve isaretlenmemis analitler en az 2 spesifik oncii(precursor) iyon ve dncii
iyonlarin her birisi de kendine karsilik gelen bir adet spesifik gegis tiriin iyonu (transition product ions) ile
izlenmelidir.

Tipik MS/MS sartlarina uygulanan, 6zellikle analitin her gegisi i¢in ¢arpisma (collision) enerjisi ve garpisma gaz
basmcl, hesaplanmis veya 6lgiilmilg degerlere kiyasla (kalibrasyon standartlarindan elde edilen ortalama deger)
secilmis gegis tiriin iyonlari igin relatif iyon yogunluklarinin maksimum miisaade edilen tolerans1 15 % dir.

Ilgilenilen analitleri etkileyebilecek muhtemel girigimleri minimize etmek iizere her kuadropol igin ¢oziiniirlik
birim kiitle ¢oziiniirliige esit veya daha iyi olacak sekilde ayarlanmalidir (birim kiitle ¢6zuniirlitk: iki pikin bir kiitle
birimi ayri olacak gekilde ayrabilmek igin yeterli ¢oziiniirliik).

Uluslararasi kabul gérmiis standartlarda tanimlanan ileri diizeydeki kriterlerin yerine getirilmesi, 6rnegin standart
EN 16215:2012 (hayvansal yemlerde dioksinler ve dioksin benzeri PCB ler ve indikatér PCB lerin GC-HRMS ile
tespit edilmesi) ve EPA metotlart 1613 ve revize edilmis 1668 de tanimlandigi tizere (GC-HRMS in
kullanilmasimin zorunlu tutulmasi haricinde) yapilir.

7. Biyoanalitik metotlar igin 6zel gereklilikler
Biyoanalitik metotlar, hiicre temelli, reseptor ya da immuno analizler gibi biyolojik prensiplere dayali metotlardur.
Bu kisim, genel olarak biyoanalitik metotlar igin gereklilikleri vermektedir.

Bir tarama metodu prensip olarak numuneyi uygun ya da “uygunsuz olmasindan siiphe edilen/stipheli” olarak
smiflandirir. Bunun igin, hesaplanan BEQ diizeyi esik degeri ile kargilastirilir (Bkz: Madde 7.3). Esik degerinin
altindaki numuneler uygun olarak beyan edilir, esik degerine esit veya bu degerin iizerindeki numuneler siipheli
olarak beyan edilir ve bir dogrulama metodu ile analiz edilmesi gerekir. Pratikte, maksimum limitin 2/3’tine
kargilik gelen bir BEQ degeri, hatali-uygunsuz sonuglar igin kabul edilebilir bir oran olup hatali-uygun sonuglar
igin % 5in altinda bir oran saglayan en uygun esik degerini verebilir. PCDD/F’ler ve dioksin benzeri PCB’ler
toplami ve PCDD/F’ler i¢in ayr1 maksimum limitler oldugu durumda, fraksiyonlarina ayrilmamis numunelerin
uygunluk kontrolii, PCDD/F’ler i¢gin uygun biyoanaliz esik degerlerinin tespit edilmesini gerektirir. Miidahale
seviyesini agan numunelerin kontrolii i¢in, miidahale seviyenin uygun bir yiizdesi, esik degeri olarak kullanilir.



Ayrica, belirli biyoanalitik metotlar olmast halinde; raporlama limitini agan ve galigma araligimdaki numuneler igin
BEQ olarak ifade edilen bir gsterge seviyesi verilebilir. (bkz. 7.1.1 ve 7.1.6).

7.1. Test yanitinin degerlendirilmesi
7.1.1. Genel gereklilikler

- Bir TCDD kalibrasyon egrisinden konsantrasyonlar hesaplanacagi zaman, egrinin en alt ve en st
uglarindaki degerler, yitksek bir varyasyon katsayisi (CV) gosterecektir. Calisma araligi, bu CV’nin %
15°ten disik oldugu alandir. Caligma aralifmm en alt ucu (raporlama limiti), prosediir korlerinin en az
li¢ kat iizerinde belirlenmis olmalidir. Caligma araliginin en tist ucu, genellikle ECy degeri (maksimum
etkin konsantrasyonun % 70°i) ile gosterilir, ancak CV bu aralikta % 15°ten daha yiiksek ise, ¢alisma
araliginin en iist ucu daha diigiik olur. Caligma araligi, gegerli kilma esnasinda belirlenmelidir. Esik
degerleri [Madde 7.3}, ¢alisma aralig1 iginde olmalidir.

- Standart ¢ozeltiler ve numune ekstraktlari, en az iki tekrar olarak analiz edilmelidir. Tekrarlar
kullanilacagi zaman, bélinmils tabaka Gizerinde 4-6 gozde test edilen bir standart ¢ozelti ya da kontrol
ekstrakti, % 15’ten daha diisiik CV’ye sahip bir yanit ya da konsantrasyon (sadece galigma araliginda)
tretmelidir.

7.1.2.  Kalibrasyon
7.1.2.1. Standart egriyle kalibrasyon

Ekstrakttaki ve akabinde numunedeki BEQ diizeyini hesaplamak i¢in; analiz yanitt TCDD kalibrasyon
egrisiyle (ya da PCB 126 ya da bir PCDD/F/dioksin benzeri PCB standart karigimi) karsilagtirilarak
numunedeki seviyeler belirlenebilir.

Kalibrasyon egrileri, ¢alisma araligmm en alt ucunda yeterli konsantrasyonlar igermek kaydiyla, 8-12
konsantrasyon (en az iki tekrar) igermelidir. Caliyma araliginda, kalibrasyon egrisine uygunluk kalitesine
ozellikle dikkat gosterilmelidir. R? degeri, dogrusal olmayan regresyon iginde uygunluk derecesinin
tahmininde ya gok az fikir verir ya da hi¢ vermez. Daha iyi bir uygunluga, egrinin ¢alisma araliginda
gbzlenen ve hesaplanan diizeyler arasindaki farki minimize ederek ulagilabilir (6rnegin farklarm
karelerinin toplammi minimize ederek).

Numune ekstraktinda belirlenen seviye, bir matriks/gozelti kor numunesi igin (kullamlan ¢ozeltiler ve
kimyasallardan gelen safsizhiklar1 hesaba katmak igin) hesaplanan BEQ diizeyine ve geri kazanima
(maksimum limit veya miidahale seviyesi civarinda benzer tiirdes bilesen dagilimma sahip uygun referans
numunelerin BEQ diizeyinden hesaplanan) gére diizeltilir. Bir geri kazanim diizeltmesi yapmak i¢in, geri
kazanim her zaman istenen aralik iginde olmalidir [Bkz: Madde 7.1.4]. Geri kazanim diizeltmesi igin
kullamilan referans numuneler, Madde 7.2de verilen gerekliliklere uymak zorundadur.

7.1.2.2. Referans numunelerle kalibrasyon

Alternatif olarak, kér ve geri kazanim diizeltmesi gerekliligini elimine ederek; ilgilenilen seviye civarinda en az 4
referans numuneden [Bkz: Madde 7.2.4: bir matriks kor + maksimum limit veya miidahale seviyesinin 0.5, 1 ve 2
kat1 seviyesinde 3 referans numune] hazirlanan bir kalibrasyon egrisi kullanilabilir. Bu durumda, maksimum
limitin 2/3’iine karsilik gelen [Bkz: Madde 7.3] analiz yanuty, direkt olarak bu numunelerden hesaplanabilir ve esik
degeri olarak kullanilabilir. Miidahale seviyesini agan numunelerin kontrolii igin, bu miidahale seviyelerinin uygun
bir yiizdesi esik degeri olarak kullanilir.

7.1.3. PCDD/PCDF’ler ve dioksin benzeri PCB’lerin ayrt belirlenmesi

Ekstraktlar, PCDD/F’ler ve dioksin benzeri PCB’lerin TEQ degerlerinin (BEQ olarak) ayr1 ayri gosterilmesine
olanak tantyan, PCDD/F’ler ve dioksin benzeri PCB’leri igeren fraksiyonlara ayrilabilir. Dioksin benzeri PCB’leri
iceren fraksiyona iligkin sonuglar1 degerlendirmek igin tercihen PCB 126 standart kalibrasyon egrisi
kullanlmalidur.



7.1.4. Biyoanaliz goriiniir geri kazanimlar

Biyoanaliz goriintir geri kazamimi, maksimum limit veya miidahale seviyesi civarinda benzer tiirdes bilesen
dagilimma sahip uygun referans numunelerden hesaplanmali ve TEQ diizeyi ile kargilagtirilan BEQ diizeyinin
yiizdesi olarak agiklanmalidir. Deney tipine ve kullanilan TEF lere (‘)bagh olarak; dioksin benzeri PCB’ler igin
TEF ve REP faktorleri arasindaki farkhliklar, PCDD/F’lere kiyasla dioksin benzeri PCB’ler i¢in daha diisitk geri
kazanimlara sebep olabilir. Bu ytizden, PCDD/F’ler ve dioksin benzeri PCB’lerin ayr1 ayri belirlemesi yapilacak
ise; biyoanaliz gériiniir geri kazanimi, dioksin benzeri PCB’ler igin % 20-60, PCDD/E’ler igin % 50-130 (Oranlar,
TCDD kalibrasyon egrisi igindir) olmalidir. Farkli matriksler ve numunelerde, PCDD/F’lerin ve dioksin benzeri
PCB’lerin toplamna dioksin benzeri PCB’lerin katkisi degisebileceginden, toplam parametre igin biyoanaliz
goriiniir geri kazanimi, bu oranlar1 yansitacak sekilde % 30-130 arasinda olmalidir, PCDD/PCDF’ler ve dioksin
benzeri PCB’lerin igin TEF degerlerinin uygulanmasmda bu araliklarin gozden gegirilmesi gereklidir.

7.1.5. Clean-up asamasinda geri kazanimlarin kontrolii

Gegerli kilma igleminde, clean-up asamasinda bilegenlerin kaybi kontrol edilmelidir. Farkl: tiirdes bilegenler igeren
karigim eklenmis bir kor numunede clean-up yapilmali (en az n=3); geri kazanim ve degiskenlik bir dogrulama
metodu ile kontrol edilmelidir. Geri kazanim, gesitli karigimlarda, ozellikle TEQ diizeyine % 10°dan daha fazla
katkr saglayan tiirdes bilegenler igin, % 60-120 arasinda olmalidir.

7.1.6. Raporlama limiti

BEQ degerleri raporlanirken, egrinin alt araligindaki diisiik kesinlik sebebiyle, standartlarin kalibrasyon egrisinden
degil; tipik tiirdes bilesen dagilimi igeren ilgili matriks numunelerinden bir raporlama limiti belirlenmelidir.
Ekstraksiyon ve clean-up isleminin etkileri hesaba katilmalidir. Raporlama limiti, prosediir korlerinin en az iig kat
iizerinde belirlenmis olmalidir.

7.2. Referans numunelerinin kullanimi

7.2.1. Referans numuneler, numune matriksi, tiirdes bilesen dagilimi ve maksimum limit veya miidahale seviyesi
civarinda PCDD/F’ler ve dioksin benzeri PCB’ler igin konsantrasyon araliklarmi temsil etmelidir.

7.2.2. Her analiz serisinde, bir prosediir korii, ya da tercihen bir matriks kérii ve maksimum limit veya miidahale
seviyesinde bir referans numune dahil edilmelidir. Bu numuneler, ayni kogullar altinda ayni zamanda ekstrakte
edilmeli ve analiz edilmelidir. Referans numune, kor numune ile kargilagtirildiginda belirgin yiiksek bir yanit
gostermeli ve boylece analizin uygunlugunu temin etmelidir. Bu numuneler, kér ve geri kazanim diizeltmeleri igin
kullanilabilir.

7.2.3. Bir geri kazanim diizeltmesi yapmak i¢in segilen referans numuneler, analiz numunesini temsil etmelidir,
yani tiirdes bilegen dagilimi, seviyenin eksik bulunmasina sebep olmamalidir.

7.24. Maksimum limit veya miidahale seviyesinin kontroliinde; ilgi araliginda analizin performansmnin
uygunlugunu gostermek igin, maksimum limit veya miidahale seviyesinin 0.5 ve 2 kati konsantrasyonuna sahip
olan ekstra referans numuneler dahil edilebilir. Bu numuneler, analiz numunelerinde BEQ diizeylerinin
hesaplanmasi i¢in kullarulabilir [Madde 7.1.2.2].

7.3. Esik degerlerinin belirlenmesi

BEQ olarak ifade edilen biyoanalitik sonuglar ve TEQ olarak ifade edilen dogrulama metotlar1 sonuglar arasinda
iliski kurulmahdir (6rnegin her seviyede 6 tekrar yapilarak maksimum limitin 0, 0.5, 1 ve 2 katlarinda (n=24)
standart eklenmis referans numuneleri igeren matriks etkili kalibrasyon denemeleri). Diizeltme faktorleri (kor ve

(15) Meveut gereklilikler M. Van den Berg et al, Toxicol Sci 93 (2), 223-241 (2006) kiinye bilgisine sahip kaynakta yayimlanan TEF lere
dayanmaktadir



geri kazanim) bu iligkiden tahmin edilebilir ancak her analiz serisine prosediir/matriks korleri ve geri kazanim
numuneleri dahil edilerek kontrol edilmelidir. (7.2.2).

Esik degerleri, miidahale seviyesinin kontrolii ya da numunenin maksimum limitlerle (eger istenirse, ya
PCDD/F’ler ve dioksin benzeri PCB’ler igin ayr1 ayr1 ya da dioksin benzeri PCB’ler ve PCDD/F’ler toplamu igin
karsilik gelen maksimum limit veya miidahale seviyesiyle) uyumuna karar vermek igin belirlenmelidir. % $’in
altmda bir hatali-uygun orani gosteren ve % 25’in altinda RSDr’de, % 95 gliven araligina dayali bir dogrulama
metodu karar limitine karsilik gelen biyoanalitik sonuglarm (kér ve geri kazamm igin diizeltilmis) dagilimmin en
alt ug noktas: esik degerler olarak ifade edilir. Dogrulama metodu karar limiti, 6lgiim belirsizliginin hesaba
katildig1 maksimum limittir.

BEQ cinsinden kesim degeri 7.3.1, 7.3.2 ve 7.3.3’teki yaklagimlarla uyumlu olarak hesaplanmalidir (bkz. Sekil 1).

7.3.1. Dogrulama metodu karar limitinde % 95 tahmin araliginm en diisiik bandinin kullanmu:

% 2
ik cegeris BEQo =S * g Jn+1m+(x, -92/Q,,

Burada:

BEQo.: Olgiim belirsizliginin hesaba katildig1 maksimum limit olan dogrulama metodu karar limitine karsilik
gelen BEQ,

sy.«: Fark standart sapmasi

to,f = m-2: “t” testi faktorii (o = % S, f= serbestlik derecesi, tek yonlii),
m: Kalibrasyon noktalarmin toplam sayisi (j indeksi),

n: Her seviyedeki tekrarlarin sayisi,

xi: Dogrulama metodu ile belirlenen kalibrasyon noktasi i’ye karsilik gelen numune konsantrasyonu (TEQ olarak
ifade edilen),

x: Ttim kalibrasyon numunelerinin konsantrasyonlarmnin ortalamasi (TEQ olarak ifade edilen),

i

0, = (x,-%)°

J= : Kareler toplami parametresi,
i=Kalibrasyon noktast i i¢in indekstir.

7.3.2. Ortalama BEQ degerine karsilik gelen veri dagilimmin en alt ug noktast olarak; dogrulama metodu karar
limiti diizeyinde bulagan numunelerin ¢oklu analizlerinin (n > 6) biyoanalitik sonuglarindan (kor ve geri kazanim
i¢in diizeltilmis) hesaplama:

Esik degeri= BEQpL-1,64 x SDr
Burada:

SDr: Laboratuvar igi tekrar iiretilebilirlik kogullar1 altinda 6l¢iilen BEQpy de biyoanaliz sonuglarmm standart
sapmasidir.

7.3.3. Ortalama BEQ degerinin, maksimum limit veya miidahale seviyesinin 2/3’ii diizeyinde bulasi seviyesine
sahip numunelerin goklu analizlerinin (n > 6) biyoanalitik sonuglarmdan (kor ve geri kazanim igin diizeltilmis)
hesaplanmasi. Bu hesaplama, bu seviyenin Madde 7.3.1 ve Madde 7.3.2’de hesaplanan esik degeri civarinda
olacagi gozlemine dayanmaktadr.



Sekil 1

¢
Biyoanalitik ',«"‘
Smdar(Hle) ¢
P
& 0 F
v?f, *
!i
I" g
#
+
z” Or',
?,f l‘/
£ R
1i:‘ ,"
BEQ + 3 ’i‘
Karar Linit ,,“
~ Regresyon Cizglsi
P %93 Tahenin Arabifryla
Kesim Degeri -
BEQ
Akeivon Dilzei

Aks:yﬁn Maks, Karar HRGCHRMS Soaaqtn {TEQ)
Diizeyi Dizey Limiti

Sekil 1 % 5’in altinda bir yanlis-uyumlu orani gosteren ve % 25’in altinda RSDg’de,% 95 giiven aralima sahip
esik degerleri:

1. Dogrulama metodu karar limitinde % 95 tahmin aralifmin en diisiik bandindan,

2. Ortalama BEQ degerine kargilik gelen veri dagiliminin (sekilde gan egrisi ile temsil edilen) en alt ug noktasi
olarak, dogrulama metodu karar limiti diizeyinde bulastya sahip numunelerin goklu analizlerinden (n > 6)
hesaplanir.

7.3.4. Esik degerlerine kisitlamalar

Farkli matriks/tiirdes bilesen dagilimma sahip az sayida numune kullanilarak yapilan gegerli kilmadaki RSDy’den
hesaplanan BEQ’e dayali esik degerleri, rutinde muhtemel tiirdes bilesen dagilimmin bilinmeyen spektrumunun
analizinden ¢lde edilenden daha iyi bir kesinlige sahip oldugundan dolayr TEQ’e dayali maksimum limit veya
mildahale seviyesinden daha yiiksek olabilir. Bu durumlarda, esik degerleri RSDr= % 25’ten hesaplanmali ya da
maksimum limit veya miidahale seviyesinin 2/3’1i tercih edilmelidir,

7.4. Performans 6zellikleri

7.4.1. Biyoanalitik metotlarda i¢ standart kullanilmadigindan; analiz serileri arasinda ve analiz serileri iginde
standart sapma hakkinda bilgi edinmek amaciyla, tekrar edilebilirlik analizleri yaptlmalidir. Tekrar edilebilirlik %
20’nin ve laboratuvar i¢i tekrar iiretilebilirlik % 25’in altinda olmalidir. Bu, kor ve geri kazanim diizeltmesinden
sonra hesaplanan BEQ olarak ifade edilen seviyelere dayandiriimalidir.



7.4.2. Gegerli kilma isleminin bir pargasi olarak, analize karsihk gelen esik degerinin stiindeki numunelerin
tanimlanmasina olanak saglamak tizere; esik degerindeki bir seviye ile bir kér numuneyi aywt edebilecegi
gosterilmelidir. [Madde 7.1.2].

7.4.3. Hedef bilegikler, olasi girisim yapan bilegikler ve maksimum tolere edilebilir kér seviyeler tanimlanmalidir.

7.4.4. Numune ekstraktinin @glii tekerriir analizinde elde edilen yanitlarm (sadece galisma araliginda) veya
yanitlardan hesaplanan konsantrasyonlarin standart sapma yiizdesi % 15’in tizerinde olmamalidir.

7.4.5. BEQ (kor ve maksimum limit veya miidahale seviyesi) olarak ifade edilen referans numune(lerin)nin
diizeltilmemis sonuglari, belirli bir zaman araliginda biyoanalitik metodun performansinin degerlendirilmesi i¢in
kullanilmalhdr.

7.4.6. Her tip referans numune ve prosediir korleri igin kalite kontrol (QC) grafikleri, analitik performansin
gerekliliklerini kargiladigindan emin olmak igin (6zellikle prosediir kérleri igin ¢aligma araliginin en diisiik
seviyesi ile istenilen minimum fark agisindan ve referans numuneler igin laboratuvar igi tekrar tretilebilirlik
agisindan) kay1t ve kontrol edilmelidir. Hesaplamada ¢ikarildiginda, hatali-uygun sonuglart énlemek igin prosediir
korleri gok iyi kontrol edilmelidir.

7.4.7. Uygun numunelerin % 2-10’undan elde edilen sonuglar (her matriks igin en az 20 numune) ve siipheli
numunelerin dogrulama metotlarindan elde edilen sonuglar toplanmal; tarama metotlarinin performansini ve BEQ
ile TEQ arasindaki iliskiyi hesaplamak igin kullanilmahdir. Bu veri tabani, gegerli kilinmig matrikslerde rutin
numunelere uygulanabilir esik degerlerinin yeniden hesaplanmast i¢in kullanilabilir.

7.4.8. Basarili metot performansi, ring deneylerine katilimla gosterilmis de olabilir. Eger bir laboratuvar ring
deneylerinde bagar1 performansini gosterebilirse; maksimum limitin iki katina kadar ulagtig1 bir konsantrasyonu
kapsayan numunelerden elde edilen analiz sonuglari, yanlig-uyumlu oranimin degerlendirilmesine de dahil
edilebilir. Numuneler, degisik kaynaklar1 temsil eden en sik tiirdes bilesen dagilimim kapsamalidur.

7.4.9. Olaylar sirasinda esik degerleri soz konusu olayin spesifik matriks ve tiirdes bilesenlerini yansitacak sekilde
yeniden degerlendirilebilir

8. Sonuglarmn raporlanmasi
8.1. Dogrulama metotlar

8.1.1. Kullamlan analitik prosediir elverdigi 6l¢tide, sonuglarin raporlanmasinda maksimum bilgiyi i¢ermesi ve
dolayisiyla 6zel hitkiimlere gore sonuglarin yorumlanabilmesine imkan saglamak i¢in analitik sonuglar her bir
PCDDV/F, dioksin benzeri PCB tiirdes bilesenlerinin seviyelerini igermeli; alt-sinir, iist-sinir ve orta-simir olarak
rapor edilmelidir.

8.1.2. Raporda PCDD/PCDEF’ler ve dioksin benzeri PCB’lerin ekstraksiyonu i¢in kullanilan metot yer almalidir.

8.1.3. Her bir i¢ standardin geri kazanimi; geri kazanimlar Madde 6.2.5’de bahsedilen aralik diginda oldugunda,
maksimum limit agildiginda (bu durumda, iki analizin biri igin geri kazanimlar) ve bagka durumlarda talep edilmesi
halinde belirtilmelidir.

8.1.4. Numunenin uygunlugu hakkinda karar verilecegi zaman 6l¢iim belirsizligi dikkate alinacagi igin, bu
parametre de belirtilmelidir. Dolayisiyla, analitik sonuglar x+/-U seklinde raporlanmalidir. Burada (x) analitik
sonug ve (U) ise kapsama faktorii olarak yaklasik % 95°1ik giiven araligimi veren “2” Katsayisinin kullanildigi
genisletilmis dlgiim belirsizligini ifade eder. PCDD/F’lerin ve dioksin benzeri PCB’lerin ayr1 ayri tespit edilmesi
durumunda; PCDD/F’lerin ve dioksin benzeri PCB’lerin ayr1 ayri analitik sonuglarindan hesaplanan genisletilmis
6lgiim belirsizligi toplamu PCDD/F’lerin ve dioksin benzeri PCB’lerin toplami igin kullanilmalidir.

8.1.5. Olgiim belirsizligi CCa karar limiti uygulanarak [Kisim B nin Boliim I’inin 2.2’sinde tanimlandig1 tizere]
hesaplanirsa, bu parametre raporlanmalidir.



8.1.6. Sonuglar, Yemlerde Istenmeyen Maddeler Tebligi’nde belirtilen maksimum limitlerin birimi ile ayni
birimlerde ve ayni ondalik basamaginda ifade edilmelidir

8.2. Biyoanalitik tarama metotlari
8.2.1. Tarama sonuglari uygun ya da uygunsuz olmasindan siiphe edilen (stipheli) olarak agiklanmalidir.

8.2.2. Ilave olarak PCDD/PCDEF’ler ve/veya dioksin benzeri PCB’ler igin BEQ cinsinden ifade edilen (ve TEQ
cinsinden ifade edilmeyen) bir sonug verilebilir

8.2.3. Raporlama limitinin altinda bir yamt veren numuneler, raporlama limitinden daha dusiik olarak
agiklanmalidir .

8.2.4. Her bir numune matriksi i¢in; rapor, degerlendirmenin esas tutuldugu maksimum limit veya miidahale
seviyesini belirtmelidir

8.2.5. Rapor uygulanan analiz tipi, temel analiz prensibi ve kalibrasyon gesidinden bahsetmelidir .
8.2.6. Raporda PCDD/PCDF ler ve dioksin benzeri PCB’ler igin kullanilan ekstraksiyon metodu belirtilmelidir .

8.2.7. Uygunsuz oldugundan siiphelenilen numuneler i¢in, yapilmasi gereken iglem her ne ise raporda yer
almahdir, Yiiksek seviyelere sahip numunelerdeki PCDD/F ler ve PCDD/F ler ile dioksin benzeri PCB lerin
konsantrasyonlar1 dogrulama metodu ile tespit edilmeli ve dogrulanmalidir.

BOLUM I1I

Dioksin Benzeri Olmayan PCB’lerin (PCB 28, 52, 101, 138, 153, 180) Seviyesinin Kontroliinde Kullanilan Analiz
Metotlari Igin Gereklilikler ve Numune Hazirlama Usul ve Esaslart

1. Uygulama alani
Bu Béliimde belirtilen gereklilikler, yemin dioksin benzeri olmayan PCB’lerin resmi kontrolii ve diger yasal
amaglarla analiz edildigi durumlarda gecerli olacaktir.

2. Uygulanabilir tespit metotlari
Gaz kromatografi/Elektron Yakalayict Dedektér (GC-ECD), GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-HRMS veya denk
metotlar.

3. Aranan analitlerin teshis ve dogrulamasi
3.1. l¢ standartlar veya referans standartlara gore olarak bagil alikonulma zamani (+/- % 0,25 kabul edilebilir
sapmayla).

3.2. Numunelerin seviyeleri yasal limitler araliginda oldugunda veya uygunsuz olup olmadig1 dogrulanacaksa,
toplam alt1 adet indikator PCB’lerin tamami (PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 ve PCB 180) girisim
yapan bilesiklerden ozellikle de birbirlerinden ayrilmadan. gelen PCB’lerden gaz kromatografik ayrimi
(Birbirlerinden ayrilmadan gelen tiirdes bilegenler, genellikle, PCB 28/31, PCB 52/69 ve PCB 138/163/164 olarak
bulunur. GC-MS i¢in yiiksek klorlu tiirdes bilesenlerin fragmentlerinden gelebilecek muhtemel girisimler de goz
oniinde bulundurulmalidir.).

3.3. GC-MS teknikleri igin
En az agagidakilerin izlenmesi:
a) HRMS i¢in iki spesifik iyon;
b) LRMS i¢in m/z >200’iki spesifik iyon veya m/z >100 ii¢ spesifik iyon

¢) MS-MS igin | Oncii ve 2 iriin iyonu.
Secilmis kiitle pargalarmin meveudiyet oranlari igin izin verilen maksimum toleranslar:



Segilmis kiitle fragmentlerinin mevcudiyet oraniin teorik meveudiyetten bagil sapmast veya hedef iyon (izlenen
iyonlardan en ¢ok bulunan) ve niteleyici iyon(lar) igin kalibrasyon standardi:

Hedef iyonla kargilagtirilan niteleyici | GC-EI-MS GC-CI-MS, GC-MS"
iyonun/iyonlarin bagil yogunlugu
(bagil sapma) (bagil sapma)
>% 50 +% 10 +% 20
| >%20ila% 350 £%15 £%25
> % 10 ila % 20 +% 20 +%30
1 <%10 + % 50(*) + % 50(*)
(*)Bagil yogunlugu % 10’°dan yiiksek olan kitle fragmentlerinin yeterli sayisi. Bu nedenle hedef iyon ile kargilastirilan % 10°dan daha
ditgtik bagil yopunluga sahip niteleyici iyonlanin kullandmasi Snerilmemektedir.

3.4. GC-ECD tekniklerine iligkin gereklilikler
Tolerans diizeyini agan sonuglar farkli polariteye sahip iki sabit fazli GC kolonu kullanilarak dogrulanmalidur.
4. Metot performansmnm gosterilmesi

Metodun yiiriitiilmesi maksimum limit araliginda (maksimum diizeyin 0,5 ila 2 kati) tekrarlanan analiz igin kabul
cdilebilir bir varyasyon katsayisiyla gegerli kilinmalidir (orta seviyede kesinlik i¢in gereklilikler i¢in 9’a bakiniz).

5. Olglim Limiti
Kor degerler maksimum limite kargilik gelen bulagan seviyesinin % 30’undan daha yitksek olmamalidir (7).
6. Kalite kontrol

Diizenli kér kontroller, standart eklenmis numunelerin analizi, kalite kontrol numuneleri, ilgili matrislere iliskin
laboratuvarlar aras1 ¢aligmalara katilim.

7. Geri kazanimlarin kontrolii

7.1. Aranilan analitlerle kargilagtirilabilen fizikokimyasal zelliklerle birlikte uygun i¢ standartlar kullanilmalidir.
7.2. I¢ standartlarm eklenmesi:

Uriinlere ekleme (ekstraksiyon ve clean-up isleminden énce).

7.3. Alt1 adet izotop etiketli indikatSr PCB tiirdes bilesenleri kullanan metotlara iligkin gereklilikler:

a) I¢ standartlarin geri kazammlarma gdre sonuglar diizeltilmelidir.

b) izotop etiketli i¢ standartlarin geri kazanimlar1 % 50 ila % 120 arasinda olmahidir.

c) Alt1 adet indikator PCB’lerin toplamina % 10°dan az katki saglayan her bir tiirdes bilegen igin daha diisiik veya
daha yiiksek geri kazanimlar kabul edilebilir.

(37). Numunedeki bir bulaganin seviyesine kimyasal kor seviyesinin kattmmnmn olabildigince dagtk olmasi nerilir. Ozellikle de kor
seviyelerinin gtkarildigt durumlarda, kor seviyelerindeki varyasyonun kontroliy, laboratuvarin serumlulugundadir.



7.4. Alt1 adet izotop-isaretlenmis i¢ standartlarin hepsini kullanmayan veya bagka i¢ standartlar kullanan metotlar
icin gereklilikler:

a) ¢ standart(lar)in geri kazanimt her numune iin kontrol edilmelidir,
b) I¢ standart(lar)n geri kazanm % 60 ila % 120 arasinda olmalid,
¢) I¢ standartlarin geri kazanimlar1 igin sonuglar diizeltilmelidir,

7.5. Isaretlenmemis tirdes bilegenlerin geri kazanimlari, maksimum limit arahgindaki konsantrasyonlara sahip
kalite kontrol numuneleri ya da standart eklenmis numunelerle kontrol edilmelidir. Bu tirdes bilesenler igin kabul
edilebilir geri kazanimlar % 70-120 arasmdadur.

8. Laboratuvarlara iligkin gereklilikler
Laboratuvarlar, Gida ve Yemin Resmi Kontrollerine Dair Yénetmeliginde laboratuvarlar igin belirtilen hitkiimlere
uymak zorundadir.

9. Performans karakteristikleri: Ilgilenilen seviyedeki altt adet indikatsr PCB’ler toplami igin kriter
10. Sonuglarm raporlanmas:

10.1.  Kullamlan analitik prosediir elverdigi 6lgtide, sonuglarin raporlanmasinda maksimum bilgiyi igermesi ve
dolayisiyla 6zel hiikiimlere gére sonuglarm yorumlanabilmesine imkan saglamak igin analitik sonuglar her bir
PCB tiirdes bilesenlerinin seviyelerini igermeli; alt-sinur, iist-smnir ve orta-sinir olarak rapor edilmelidir.

10.2. Rapor, PCB’lerin ve yaglarmn ekstraksiyonu iin kullanilan metodu da igermelidir.

10.3. Gerikazanimlarin 7°de bahsedilen aralik diginda olmasi durumunda, maksimum limitin agilmast durumunda
ve istege bagl diger biitiin durumlarda her bir i¢ standardin geri kazanimi belirtilmelidir.

10.4. Numunenin uygunluguna karar verirken olgiim belirsizligi dikkate alndigi igin, bu parametre de
belirtilmelidir. Bu nedenle, analitik sonuglar x+/-U olarak raporlanir. Burada x analitik sonucu, U ise kapsama
faktorii olarak yaklagik % 95°lik bir giiven araligint veren “2” katsayisinin kullanildigs, genisletilmis 6lgiim
belirsizligini ifade eder.

10.5. Eger 6lgiim belirsizligi karar limiti (CCa) uygulayarak [Kisim B’nin Boliim I’inin 2.1’inde tanimlandigt
iizere] hesaba katiliyorsa, bu parametre rapor edilmelidir,

10.6. Sonuglar, Yemlerde Istenmeyen Maddeler Tebligi’'nde belirtilen maksimum limitlerin birimi ile ayni
birimlerde ve ayn: ondalik basamaginda ifade edilmelidir.

Gergeklik | —%30ila+ %30

Orta seviyede kesinlik (% RSD) . <%20

Ust ve alt smir hesaplamast arasindaki fark <%20




EK-6
YEMLERDE HAYVANSAL BiLESENLERIN TESPIiTiNE YONELIK ANALiZ METODLARI
1. HEDEF VE KAPSAM

Hayvan orijinli birlegenlerin tespit edilmesi, 151k mikroskopi veya polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile bu Ek’te
yer alan hiikiimlere uygun olarak yapilacaktrr.

Bu iki metot, yem maddeleri ve karma yemlerde, hayvansal orijinli birlegenlerin varligmni tespit etmeyi amaglar.
Ancak bu metotlarla, yem maddeleri ve karma yemlerde bu tir birlesenlerin miktar1 hesaplanamaz. Her iki
metodun da tespit limiti % 0,1(w/w)’in altindadir.

PCR metodu, yem maddeleri ve karma yemlerde bulunan hayvan orijinli birlesenlerin taksonomik grubunu
tanimlamay1 saglar.

Bu metotlar, 24/12/2011 tarih ve 28152 sayih Resmi Gazetede yayimlanan insan Tiiketimi Amaciyla
Kullaniimayan Hayvansal Yan Uriinler Yonetmeliginin 8 inci maddesi ve 24/11/2011 tarih ve 28152 sayili Resmi
Gazetede yayimlanan Yemlerin Piyasaya Arzi ve Kullanimi Hakkinda Yénetmeligin EK-2’sinde yer alan
yasaklamalarin kontroliinde uygulanacaktir.

Analiz edilen yem cesidine bagli olarak bir tek operasyonel protokol igerisinde, yem maddelerindeki hayvansal
proteinlere yonelik AB referans laboratuvarinca (EURL-AP) olusturulan ve sitesinde yayimlanan standart ¢aligma
prosediirleri (SOP)’ne uygun olarak, kendi bagina veya kombine olarak bu metotlar kullantlabilir.('%)

2. METOTLAR
2.1. Isik Mikroskopi
2.1.1 Prensip

Analiz i¢in gonderilen, yem maddeleri ve karma yemlerde mevcut olan hayvansal orijinli birlesenleri, kas lifleri
ve diger et pargalari, kikirdak, kemik, boynuz, tity, kil, kan, kanat, yumurta kabugu, balik kilg1g1 ve iskeleti gibi
tipik ve mikroskobik olarak ayirt edilebilen 6zelliklere gére tanimlanir.

2.1.2. Reaktifler ve Ekipman

2.1.2.1. Reaktifler

2.1.2.1.1. Konsantre Edici Ajanlar

2.1.2.1.1.1. Tetrakloroetilen (6zgiil agirhk1,62)
2.1.2.1.2. Boya Reaktifleri

2.1.2.1.2.1. Alizarin Kirmizi (Red) Cozelti (2,5 ml 1M hidrolik asit, 100 ml su ile seyreltilir ve bu ¢ozeltiye 200
mg Alizarin (Red) Kirmiz1 eklenir.)

2.1.2.1.3. Kapatma ortam1
2.1.2.1.3.1. Lye (NaOH 2,5 % w/v or KOH 2,5 % w/v)

2.1.2.1.3.2. Gliserol (seyreltilmemis, viskozite 1490 cP)

(=) hitp://eurl.craw.cu/



2.1.2.1.3.3. Norland ® Optik Yapistiric1 65 (viskozite: 1 200 cP) veya kalici preparat hazirlamak igin muadili bir
regine

2.1.2.1.4. Boyama 6zelligi olan Kapatma ortami
2.1.2.1.4.1. Lugol soliisyon (2 g potasyum iodide 100 ml su ile ¢oziiliir ve siirekli galkalayarak 1 g iodine eklenir.)
2.1.2.1.4.2. Sistin reaktif (10 g NaOH, 100 ml su ile ¢6ziilir, ¢ozeltiye 2 g kursun asetat eklenir)

2.1.2.1.4.3. Fehling reaktifi (A ve B’ stok ¢ozeltilerinden 1/1 oraninda kullanim 6ncesi hazirlanir. Cozelti A: 100
ml suda 6,9 g demir (II) sulfat pentahidrat ¢oziiliir. Cozelti B: 34,6 g potasyum sodium tartarat tetrahidrat ve 12 g
NaOH 100 ml suda ¢6ziilir. ).

2.1.2.1.4.4. Tetrametilbenzidin/Hidrojen peroksit. (1 g 3,3’,5,5’ tetrametilbenzidin (TMB) 100 ml buzlu glacial
asetik asit ve 150 ml suda ¢oziiliir. Kullanim dncesi, 4 kisim TMB ¢6zeltisi, 1 kisim % 3 hidrojen peroksit ¢dzeltisi
ile karigtirtlir.)

2.1.2.1.5. Yikama reaktifi

2.1.2.1.5.1. Etanol > 96 % (teknik derecede)

2.1.2.1.5.2. Aseton (teknik derecede)

2.12.1.6. Agartici reaktif

2.1.2.1.6.1. Ticari sodyum hipoklorit soliisyon (% 9 - 14 aktif klorin)

2.1.2.2. Ekipman

2.1.2.2.1. 0,001 g Hassasiyette analitik terazi

2.1.2.2.2. Ogiitiicti ekipman: havan-degirmen

2.1.2.2.3. 0,25 mm ve 1 mm’lik kare gozenekli efek

2.1.2.2.4. Yuvarlak cam valfli, 250 m! Teflon igerikli, konik cam ayirma hunisi. Valfin agilma ¢ap1 > 4mm.

Tespit diizeylerinin konik cam ayirma hunisi kullanilarak elde edilen diizeylere denk oldugunun laboratuvarca
ortaya konulmast sartiyla konik tabanli ¢oktiirme beheri de kullanilabilir.

Ayirma hunisi

o

250 mil

4mm diamstar



2.1.2.2.5. Enaz 6,5X - 40X nihai bitytitme oranina sahip stercomikroskop

2.1.2.2.6. Enaz 100X - 400X nihai biiyiitme oranina sahip bright field mikroskobu. Polarize 151k ve farklr girisim
kontrastlig1 ayrica eklenebilir.

2.1.2.2.7. Standart laboratuvar cam malzemeleri

2.1.2.2.8. Preparat hazirhg igin ekipman: klasik mikroskop lam, gukur lamlar, lamel (20 x 20 mm), pensler, ince
spatul
2.1.3. Numune alimi ve hazirlanmasi

2.1.3.1. Numune alimi
EK-1"de belirtilen metoda gore alinan numune kullanilmalidir.

2.1.3.2. Alinmast gereken 6nlemler

Laboratuvarda gapraz kontaminasyondan kaginmak amaciyla, yeniden kullanilabilir tiim ekipman, kullanim 6ncesi
dikkatlice temizlenmelidir. Ayirma hunisi parcalar1 ve cam malzemeler elle yikanmali ve sonrasinda bulagik
makinesinde yikanmalidir. Elekler, sert sentetik killi firgalar yardimiyla temizlenmelidir. Eleklerin nihai olarak
temizlenmesi, asetonla yapilmahdir ve balik ununa benzer yagh materyallerin elekten gegirilmesi sonrasi,
sikigtirilmig hava ile temizlenmesi tavsiye edilir.

2.1.3.3. Yaglar disinda numune hazirligs
2.1.3.3.1. Numune Kurutma: nem igerigi > % 14°ten fazla olan numuneler isleme baslamadan 6nce kurutulmahdir.

2.1.3.3.2. Numunenin elekten gegirilmesi: Pelet ve taneli yemlerin 1 mm. lik elekle 6n eleme yapilmasi ve elek
alti ile elek {istii kisimlarin ayr1 ayri ¢alisiimast tavsiye edilir.

2.1.3.3.3. Alt-numune ve 8giitme: Analiz igin en az 50 g alt-numune alinmali ve sonrasinda giitiilmelidir.

2.1.3.3.4. Ekstraksiyon ve sediment hazirligi: Ogitillmiis alt-numunesinin 10£0,01 gr’lik kismi ayirma hunisine
alinir ve 50 ml tetrakloroetilen eklenir. Huniye alman miktar, balik unu veya % 10’dan fazla sediment olusturan
mineral katkilar1 veya premiksler diger saf hayvan trtinleri olmast durumunda 3 g ile simirli olmalidir. Karigim,
kuvvetli bir sekilde en az 30 sn. kadar galkalanmalidir. Calkalama esnasinda huninin i¢ yiizeyine yapisan
paraciklar, sonradan eklenecek en az 50 ml. daha tetrakloroetilen ile sivi igine indirilir. Karigim, sediment ayrilmast
igin tipa agilmadan en az 5 dakika beklemeye birakilmahdr.

Sediment kurutulmah ve sonrasinda tartilmalidir (0,001 g hassasiyetle) Sedimentin % 5’inden fazlasi > 0,50 mm
pargaciklardan olusuyor ise, 0,25 mm elenmeli ve iki sonug fraksiyonu incelenmelidir.

2.1.3.3.5. Ekstraksiyon ve flotat hazirligr: Sediment, yukarida belirtilen metotlara tabi olduktan sonra, aymrm
hunisinde iki faz kalmalidir: tetrakloroetilden olugan sivi olan faz ve flotat materyalden olusan kat1 olan faz. Bu
kat1 faz flotattir ve tipanin agilmasiyla huniden gelen tetrakloroetilin tamamiyla temizlenmesiyle yerine
getirilmelidir. Ayirma hunisini ters-yiiz ederek, flotat parga genis bir Petri kabina alimir ve buhar yolu ile hava
kurutmasi yapilir. Eger flotat parganin % 5°i > 0,50 mm’den daha fazla ise, 0,25 mm’de elenmeli ve sonug veren
iki fraksiyon incelenmelidir.

2.1.3.3.6. Ham materialin hazirlanmast: Ogiitiilmils alt-numunesinin en az 5 g’imn pargast hazirlanmalidir. Eger
numenin % 5’1 > 0,50 mm pargalardan olusuyor ise, 0,25 mm’de elenmelidir ve olusan iki fraksiyon tetkik
edilmelidir.

2.1.3.4. Yaglardan olusan numunelerin hazirlanmasi
Yaglardan olusan numunelerin hazirlanmasi i¢in asagidaki protokol takip edilmelidir:

- Eger yag kat1 ise, sivilastirincaya kadar 1sitilmalidir.
- Bir pipet kullanarak, 40 m1.’lik yag, numunenin dibinden bir santrifiij tipiine aktarilmalidir.



- 4000 r.p.m.’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmelidir.

- Eger yag santrifiij sonrasi kat1 ise, stvilagtirincaya kadar 1sitiimalidir.

- 4000 r.p.m."de 5 dakika boyunca santrifiijii tekrarlayiniz.

- Kiigiik bir kagik veya spatula kullanarak, ¢keltinin yaris1 lamlara tetkik i¢in alinmalidir; Kapatici ortam
olarak gliserol kullanilmas tavsiye edilmektedir.
Kalan ¢okeltide, 2.1.3.3. bendinde belirtildigi sekilde sedimentin hazirlanmasi igin kullamlmalidir.

2.1.3.5. Boyama reaktifleri
Analist, hayvansal orijinli dogru tammlamalar1 kolaylastirmak amaciyla, numunelerin hazirlanmasi esnasinda
boyama reaktiflerini EURL-AP tarafindan onaylanan ve sitesinde yaymlanan rehbere uygun olarak kullanabilir.

Alizarin Red ¢ozeltisi, sediment renklendirmesi igin kullaniimasi durumunda asagidaki protokol uygulanacaktir:

- Kurutulmug sediment cam bir test tiipiine aktarilmali ve yikama islemi yaklagik 5 ml etanol ile 2 kez
tekrarlanmalidir, (Her seferinde 30 saniyelik vorteks kullanilmali; solventin 1,5 dakika durulmasi
beklenmeli ve bosaltilmalidir.)

- Sediment, en az 1 ml. sodium hipoklorit soliisyon ekleyerek agartilmalidir, Reaksiyonun gerceklesmesi
igin 10 dakika beklenmelidir. Test tiipii, su ile doldurulmali, sediment 2-3 dakika su ile bekletilmeli, su
ve yiizen parcaciklar nazikge dokillerek bosaltilmalidir.

Sediment, 10 ml. su ile en az iki kere daha yikanmalidir. (En az 30 sn vortekslenmeli, ¢cokmesi beklenmeli,
yikama suyu bogaltiimalidir.

2 ile 10 damla arasinda Alizarin Red ¢ozeltisi cklenmeli ve karigim vorteksxlenmelidir. Reaksiyonun
olugmas i¢in 30 saniye beklenmeli ve boyanmig sediment, yaklagik 5 ml. etanol ile iki kere yikanmali,
daha sonra bir defa aseton ile yikanmalidir. En az 30 sn vortekslenmeli, 1 dakika beklenmeli, solvent
bosaltilmalidir.

Boyanmig sediment kurutulmalidir.

2.1.4. Mikroskopik

2.14.1. Preparat Hazirhg

Mikroskobik Preparatlar, sedimentten hazirlanmali ve analistin tercihine gore flotat veya ham materyal halinde
olmalidir. Numune hazirlanmasinda eleme yapildiginda elek alti ve elek iistii fraksiyonlardan ayri ayn
hazirlanmalidir. Preparatlar iizerine yayilan fraksiyonlarin test pargalar, tim fraksiyonu temsil etmelidir. 2.1.4.2.
bendinde yer alan tiim inceleme prosediiriiniin yerine getirildiginden emin olmaya yetecek kadar preparat
hazirlanmalidur.

Preparatlar, EURL-AP tarafindan olugturulan ve sitesinde yaymlanan SOP’e uygun kapatici ortam kullanilarak
lamelle kapatiimalidir.

2.1.4.2. Karma yem ve yem maddelerinde hayvansal orjinli bilesenlerin tetkiki igin gdzlem protokolleri hazirlanan
Preparatlar, karma yem ve yem maddelerinde (baltk unu harig) Sekil-1’de ve balik unu igin ise Sekil-2’de verilen
gozlem protokollerine uygun olarak incelenmelidir.

Mikroskobik incelenmeler compound mikroskop kullanilarak analistin ihtiyacma gére sediment, flotat veya ham
materyalden yapilabilir, Biiyiik fraksiyonlar igin Stereomikroskop, compound mikroskoba ilaveten kullanilabilir.
Her preparat, farklt bitylitme oranlarinda taranmahdir.

Tim fraksiyon materyalleri, sart kosulan preparat sayisima ulagmaya yeterli degilse gozlem protokolerinin her bir
basamaginda minimum sayida preparat zorunlu olarak incelenmelidir. Tanimlama i¢in en fazla 6 preparat
incelenmelidir.

Analist, pargaciklarin tabiati ve orijininin tanimlanmasini kolaylastirmak amaciyla, karar destek sistemi, doku
kiitiiphanesi ve referans ornek gibi destek araglarini kullanabilir.



Sekil- 1 Balik unu harig, karma yem ve yem materyallerinde hayvansal otjinli bilegenlerin saptanmasima yonelik
gozlem protokolii
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Sekil- 2 Balik unundaki hayvansal bilesenlerin saptanmasina y6nelik gézlem protokolii

nuinune

2.1.4.3. Tespit Sayist

Sekil-1 ve Sekil-2’de belirtilen gdzlem protokollerine gére yapilan ilk tespiti miiteakip belirli bir yapida hayvan
pargacigl tespit edilmez ise (6rn. Kara hayvanlari veya balik), ek ¢alismaya gerek yoktur ve analiz sonuglari,
2.1.5.1. bendinde yer alan terminoloji kullanilarak raporlandirilmalidir,

Sekil-1 ve Sekil-2’de belirtilen gdzlem protokollerine uygun yapilan ilk tespiti miiteakip belirli bir yapida hayvan
pargacigl (6rn. kara hayvanlari veya balik), 1’den 5’e kadar derecelerde tespit edilirse; ikinci tespit yeni bir 50 g
alt numunesinden baglayarak yapilmalidir. Eger bu ikinci tespitsonrast belirli bir yapida hayvan pargalari, (’dan
5’e kadar derecelerde tespit edilirse; analiz sonuglar1 2.1.5.2 bendinde yer alan terminoloji kullanilarak
raporlandirilir; bunun diginda igiincii tespit yeni bir 50 g’lik alt-numuneden yapilmalidir. Ancak yine de, ilk ve
ikinci tespit sonrast iki tespit fizerinden belirli bir yapida pargalarin toplami 15’ten fazla ise, ilave bir tespit
gerekmez ve analiz sonucu 2.1.5.3.bendinde belirtilen terminoloji kullanilarak direkt raporlandiriimalidir. Ugiincii
tespit sonrasi belirli bir yapida hayvan pargaciklarinin toplami 15°ten fazla ise; analiz sonuglar1 2.1.5.3. bendinde
yer alan terminoloji kullamlarak raporlandirilmahdir.Aksi takdirde, analiz sonuglar1 2.1.5.2.bendinde belirtilen
terminoloji kullamlarak raporlandirilmahdir.

Sekil 1 - Sekil 2 deki gozlem protokoliine gére ilk determinasyonda 5 ten fazla hayvan pargacigi (kara hayvam
veya balik) tespit edilmigse analiz sonular1 2.1.5.3 teki terminoloji kullanilarak raporlandirilirr.



2.1.5. Sonuglarin Agtklanmast
Sonuglar raporlandirilirken, laboratuvar, hangi ¢esit materyal tizerinde (sediment, flotat veya ham materyal)
analizlerin gergeklestirilmis oldugunu ve kag adet determinasyonun yapilmis oldugunu belirtmelidir.

Laboratuvar raporu, en azindan kara hayvanlari veya baliktan elde edilen tamamlayicilarin mevcutlugu ile ilgili
bilgi vermelidir.

Farkli durumlar, agagidaki yollarda raporlandiriimalidir:
2.1.5.1. Belirli bir yapida hayvan pargalari tespit edilememis ise:

- Analiz edilen numunede, 151k mikroskobu kullanarak gozle goriilebildigi kadariyla kara hayvanlarma ait
bilesen tespit edilememistir.

- Analiz edilen numunede, 151k mikroskobu kullanarak gozle goriilebildigi kadartyla baliklara ait bilesen
tespit edilememistir.

2.1.5.2 Belirli bir yapida hayvansal orjinli bilesen sayisi 1 ile 5 arasinda tespit edilmis ise:

- Verilen numunede 1§tk mikroskobu kullanarak gizle gériilebildigi kadaryla kara hayvanlarindan, her
determinasyon igin ortalama 5 pargadan daha fazla parga tespit edilememistir. Pargalar su sekilde
tanimlanir (kemik, kikirdak, kas, sag, boynuz...vb.) Bu diisiik seviyenin varhgi, mikroskobik metotta
tespit limitinin altinda olmasi, yanlis pozitif sonug riskinin olabilecegi goz ardi edilmemelidir.

veya, yukaridaki gibi,

- Verilen numunede 11k mikroskobu kullanarak gozle goriilebildigi kadariyla baliklardan, her
determinasyon igin ortalama 5 par¢adan daha fazla parca tespit edilememistir. Pargalar su sekilde
tanimlanir. (Balik kilgig), balik iskeleti, kikirdak, kas, otolit, solungag) Bu diisiik seviyenin varligy,
mikroskobik metotta tespit limitinin altinda olmasi, yanlig pozitif sonug riskinin olabilecegi goz ardi
edilmemelidir.

- Yalnizca elenerek yapilan fraksiyonda hayvan pargalarmm tespiti ¢evresel kontaminasyonlarla isareti
olabileceginden, dn-eleme durumunda, laboratuvar raporu, hangi fraksiyonda (elenen fraksiyon, taneli
fraksiyon) hayvan pargalarimin tespit edilmis oldugunu belirtmelidir.

2.1.5.3. Belirli bir yapida ortalama 5 hayvan par¢asindan daha fazlasi tespit edilmistir:

- lgik mikroskop kullanarak gozle goriildiigti tizere; kara hayvanlarindan, verilen numunede her
determinasyon igin ortalama 5 pargadan daha fazla par¢a elde edilir. Bu pargalar su sekilde
tanimlanmagtir: [kemik, kikirdak, kas, sag, boynuz...]

Verilen numunede 13tk mikroskobu kullanarak gozle goriilebildigi kadariyla kara hayvanlarindan, her

determinasyon igin ortalama 5 par¢adan daha fazla parga tespit edilmistir. Pargalar su sekilde tanimlanir (kemik,
kikirdak, kas, sag, boynuz...vb.)

veya, yukaridaki gibi

- Verilen numunede 151k mikroskobu kullanarak gozle goriilebildigi kadariyla baliklardan, her
determinasyon igin ortalama S par¢adan daha fazla parga tespit edilmistir. Pargalar su sekilde tammlanir
(balik kilg1g1, balik iskeleti, kikirdak, kas, otolit, solungag.) .
Yalnizca elenerek yapilan fraksiyonda hayvan pargalarin tespiti g¢evresel kontaminasyonlarin isareti
olabileceginden, dn-eleme durumunda, laboratuvar raporu, simdiye kadar hangi fraksiyonda (elenen fraksiyon,
taneli veya gekirdek ici fraksiyon) hayvan pargalarinin tespit edilmis oldugunu belirtmelidir.

2.2. PCR

2.2.1. Prensip



Yem maddeleri ve karma yemlerdeki hayvan orijinli Deoksiribonukleik asit (DNA) fragmanlarindaki hedeflenen
tiire 8zgli spesifik DNA sckanslarinin, PCR teknigi ile gogaltilarak tespit edilmesidir.

PCR metodunda ilk olarak DNA ekstraksiyon basamagina gerek vardir. Elde edilen DNA ekstraktina analizde
hedeflenen hayvan tiirlerini tetkik etmek amaciyla gogaltma basamagi uygulanmalidir

2.2.2. Reaktifler ve Ekipmanlar

2.2.2.1. Reaktifler

2.2.2.1.1. DNA ekstraksiyon basamag1 i¢in reaktifler

Yalmzca EURL-AP tarafindan onaylanan ve internet sitesinde yayinlanmus olan reaktifler kullanilmalidir.
2.2.2.1.2. DNA ¢ogaltma basamaklar1 igin reaktifler

2.2.2.1.2.1. Primer ve Problar

Yalmizea EURL-AP tarafindan valide edilen oligoniikleotid dizilime sahip Primer ve Problar kullanilmaldir. (**)
2.2.2.1.2.2. Master Miks

Yalnizca hayvansal DNA varhigindan dolayr yanls sonuglara neden olabilecek reaktifleri icermeyen master
miksler kullaniimahdir.(* )

2.2.2.1.2.3. Dekontaminasyon reaktifleri
2.2.2.1.2.3.1. Hidroklorik asit ¢6zeltisi (0,1 N)
2.2.2.1.2.3.2. Agartic1 (% 0,15 aktif klor igeren sodyum hipoklorit ¢ézeltisi)

2.2.2.1.2.3.3. Analitik teraziler gibi pahali cihazlarin dekontaminasyonu igin asmdiric: olmayan reaktifler (6m.
MP Biomedicals marka DNA Erase™)

2.2.2.2. Ekipman

2.2.2.2.1. 0,001 g dogruluktaki analitik terazi
2.2.2.2.2, Ogiitiicli

2.2.2.2.3. Real-time PCR

2.2.2.2.4. Mikrosantrifiij

2.2.2.2.5. 1-1000 pl hacimli mikropipet seti

2.2.2.2.6. Standart molekiiler biyoloji sarf malzemeleri; mikrofiij tiipleri, filtreli mikro pipet uclari, real time PCR
plakalar

2.2.2.2.7. Numune ve reaktifleri depolama amagl dondurucular
2.2.3. Numune alma ve Numunenin Hazirlanmasi

2.2.3.1. Numune alma

(**) Analizde hedeflencn, her hayvan tiirii igin primerlerin ve problarin listesi EURL-AP websitesinde bulunmaktadir..

(20) Fonksiyonel olan master miks émekleri EURL-AP websitesinden bulunmaktadir..



Yemlerin Resmi Kontrolii Igin Numune Alma Ve Analiz Metotlarina Dair Yénetmeligin EK-1°de belirtilen
metoda gore alinan numune kullaniimalidur.

2.2.3.2, Numunenin hazirlanmasi

DNA ektsraksiyonuna kadar laboratuvar numunelerinin hazirlanmasi, EK-2’de yer alan gartlara uygun olmalidir.
Analiz igin en az 50 g alt numune alinarak &gitilir.

Numune hazirhigl, ISO 24276 da belirtildigi gibi PCR hazirlik odasi ve DNA ekstraksiyon odalarindan farkli bir
odada yapilmalidir.

Her numune en az 100 mg lik iki paralel olarak hazirlanmalidur.

2.2.4. DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu, EURL-AP tarafindan olusturulan ve internet sitelerinde yayinlanan SOP’ler (Standart ¢alisma
prosediirleri-SCP) kullanilarak gergeklestirilmelidir.
I1SO 24276 da belirtildigi gibi, her eskraksiyon serisi igin iki ekstraksiyon kontrolii hazirlanmalidir.

- Ekstraksiyon negatif kontrol,
- Ekstraksiyon pozitif kontrol

2.25.  Genetik amplifikasyon

Genetik gogaltma, tanimlanmasi gereken her tiir igin valide edilmig metotlar kullanarak gergeklestirilmelidir. Bu
metotlar, EURL-AP tarafindan olusturulan ve internet sitesinde yaymlanan SOP’lerde belirtilmistir. Her DNA
ekstrakt1, inhibisyonun kontrolii amaciyla en az iki farkli diliisyonda analiz edilmelidir.

Hedeflenen her tiir igin, 1SO 24276 da belirtildigi gibi, iki ¢ogaltma kontrolii hazirlanmalidir.
- Her bir plaka veya PCR analiz serisi igin bir pozitif hedef DNA kontrolii kullamlmalidir.
- Her bir plaka veya PCR analiz serisi i¢in ¢ogaltma reaktifi kontrolii (hedef DNA y1 igermeyen kontrol
olarakta adlandirilir), her plate igin kullanilmalidur.
2.2.6. Sonuglarm degerlendirilmesi ve ifadesi

Laboratuvar sonuglarl raporlandirirken, en azindan, kullanilan numelerin aguhginy, kullamlan ekstraksiyon
teknigini, tespit edilen bulgularin sayisin1 ve metodun tespit limitini gostermelidir.

Cogaltma reaktif kontrolii negatif iken pozitif DNA ekstraksiyon kontrolii ve pozitif DNA hedef kontrolleri analiz
edilen hedef igin pozitif sonuglar vermez ise sonuglar degerlendirilmemeli ve raporlandiriimamalidir.

Numuneye ait iki paralelin sonuglarinin uyumsuz olmasi durumunda, en azindan PCR asamas: tekrarlanmahdir.
Laboratuvar, DNA ekstraklarinin uyumsuzlugun sebebi olabileceginden stipheleniyorsa, sonuglar yorumlanmadan
once yeni bir DNA ekstraksiyonunu ve bunu takiben PCR asamasi yapilmalidir.

Sonuglarin nihai yorumlanmasinda EURL-AP tarafindan olugturulan ve internet sitesinde yayinlananan SOP ‘ye
dayanarak paralel numunelerinin sonuglarmm integyonuna ve yorumlanmasina dayanmaktadir.

2.2.6.1. Negatif sonug
Negatif bir sonug agagidaki gibi raporlandiriimalidir:
Analiz edilen numunede X’e ait DNA tespit edilmedi. (X: hedeflenen hayvan tiirii veya grubu)

2.2.6.2. Pozitif sonug
Pozitif bir sonug agagidaki gibi raporlandiriimalidir;

Analiz edilen numunede X’e ait DNA tespit edildi. (X: hedeflenen hayvan tiirii veya grubu)



EK-7

KANATLI KARMA YEMLERINDE ENERJi DEGERININ HESAPLANMASINA YONELIK ANALIZ
METODU

1. HESAPLAMA METODU VE ENERJI DEGERININ [FADESI

Kanath karma yemindeki enerji degeri, yemin belirli analitik bilegenlerinin yiizdesi temelinde agagida belirtilen
formitle gore hesaplanmahdir. Bu deger, karma yemin azota gore diizeltilmis metabolize olabilir enerji (ME)
degerini MJ/kg cinsinden ifade eder:

MlJ/kg ME = 0,1551 x % ham protein + 0,3431 x % ham yag + 0,1669 x % nisasta + 0,1301 x % toplam seker
(sakkaroz olarak).

2. BEYAN EDILEN DEGERLER ICIN GEGERLI 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 ondaltk hane ile verilmelidir.
4, NUMUNE ALMA VE ANALIZ METOTLARI

Karma yemden numune alma ve hesaplama metodunda belirtilen analitik bilesenlerin igeriginin tayini, resmi yem
kontrolii i¢in sirastyla numune alma metotlarina ve analiz metotlarina gore gergeklestirilmelidir.

Asagidakiler gegerlidir:
ham yag iceriginin tayini i¢in: EK-3, Bolim H’de agiklanan, ham sivi yag ve kati yag tayini metodu,

metot B.
nisasta igeriginin tayini igin: EK-3, Boliim L’de belirtilen polarimetrik metot.



EK-8

YEMLERDE KULLANIMI YASAKLANAN YEM KATKI MADDELERININ KONTROLUNE
YONELIK ANALIZ METOTLARI

Bu ekte belirtilen analiz metotlarindan daha hassas analiz metotlar, yemde izin verilmeyen katki maddelerini
saptamada kullanilabilir.

A. METIL BENZOQUAT TAYINI

7-benziloski-6-butil-3-metoksikarbonil-4-kinolin

1. Amag ve kapsam

Bu metot; yemdeki metil benzoquat seviyesinin tayinini miimkiin kilar. Tespit limiti (LOQ) 1 mg/kg’dir.
2. Prensip

Metil benzoquat, numuneden metanollii metansiilfonik asit ¢6zeltisi ile ekstrakte edilir. Ekstrakt, diklorometan,
iyon degisim kromatografisi ve sonra yeniden diklorometan ile saflagtirilir. Metil benzoquat igerigi, UV dedekiorlii
ters faz yiiksek performans si1vi kromatografi (HPLC) tespit edilir.

3. Ayraglar

3.1. Diklorometan

3.2. Metanol, HPLC saflikta
3.3. HPLC mobil faz

Metanol (3.2) ve su (HPLC saflita) karigim 75 + 25 (v+v), 0,22 pm filtreden (4,5) gegirilir ve ¢ozelti gazdan
armdirihr (6rnegin 10 dakika ultrasonik su banyosunda tutularak).

3.4. Metanosiilfonik asit ¢6zeltisi, ¢ = % 2, 20,0 ml metansiilfonik asit, metanol (3.2) ile 1000 m!’ye tamamlanir.
3.5. Hidroklorik asit ¢dzeltisi, ¢ = % 10, 100 ml hidroklorik asit (p20 1,18 g/ml), su ile 1000 ml’ye tamamlanr.
3.6. Amberlit katyon degisim recinesi CG-120 (Na), 100 ila 200 goz a¢ikliginda

Regine kullanimdan énce 8n isleme tabi tutulur. 100 g regine 500 ml hidroklorik asit ¢ozeltisi (3.5) ile karigtirilr
ve sicak plakada stirekli karistirarak kaynayana kadar isitilir. Sogumasi beklenir ve asit bosaltilir. Vakum altmda
bir filire kagidindan gegirilir. Regine iki kez 500 mI’lik su ile ve ardindan 250 mlI’lik metanolle (3.2) ile yikanir.
Regine yeniden 250 ml’lik metanol ile durulanir ve Yikama ortamindaki kati madde (regine) hava gegirerek
kurutulur. Kuruyan regine kapali bir sisede saklanir.

3.7. Standard madde: Saf metil benzoquat (7-benziloski-6-butil-3-metoksikarbonil-4-kinolin)
3.7.1. Metil benzoquat stok standart ¢ozeltisi, S00 pg/ml,

50 mg standart madde (3.7) 0,1 mg hassasiyetle tartilir, metansiilfonik asit ¢ozeltisi ile (3.4) ¢ozdiiriiliir, hacmi
balon jojede 100 ml’ye tamamlanir ve karistirilir.

3.7.2. Metil benzoquat ara standart ¢ozeltisi, 50 pg/ml,

5,0 ml metil benzoquat stok standart ¢ozeltisi (3.7.1) 50 ml’lik balon jojeye metanolle (3.2) hacmi tamamlanir ve
karistirtlir.



3.7.3. Kalibrasyon ¢ozeltileri

25 ml’lik balon jojelere 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ve 5,0 ml metil benzoquat ara standart ¢dzelti hazirlamak igin (3.7.2)
aktarilir. Mobil faz (3.3) ile hacmi tamamlanir ve karstirilir, Bu ¢ozeltiler sirastyla 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 ve 10,0 pg/ml
metil benzoquat konsantrasyonlarina sahiptir. Bu ¢ozeltiler kullanmadan 6nce taze olarak hazirlanmalidir.

4, Cihaz

4.1. Laboratuvar tipi c¢alkalayici

4.2. Doner buharlagtirict (Rotary evaporator)

4.3. Yaklasik 200 ml kapasite hazneli ve bir musluk takilmis cam kolon (250 mm x 15 mm)
4.4. Degisken dalga boylu UV yada DAD dedektérlit HPLC cihazi
4.4.1. HPLC kolonu: 300 mm x 4 mm, C18, 10 pm dolgu ya da esdegeri.
4.5. Membran filtreler, 0,22 ym

4.6. Membran filtreler, 0,45 pm

5. Metot

5.1. Genel

5.1.1.

Bir kér yem numunesi, metil benzoquat ya da girisim yapan maddelerin olup olmadigini kontrol etmek igin analiz
edilmelidir.

5.1.2. Numunedeki varligina yakin miktarda metil benzoqﬁat eklenen kor yem numunesi analiz edilerek geri alma
yapilmalidir. 15 mg/kg geri alma igin 20 g kor yeme 600 pl stok standart ¢éozeltisi (3.7.1) eklenir, karisturilir ve
ekstraksiyondan (5.2) 6nce 10 dakika beldenir.

Bu metodun amact dogrultusunda, kor yem numunesi analiz edilecek ek tipine benzer olmali ve metil
benzoquat igermemelidir.

5.2. Ekstraksiyon

Hazirlanmig numunden 0,01 g hassasiyetle yaklasik 20 g tartilr ve 250 ml’lik erlene aktarihr. 100,0 ml
metansiilfonik asit ¢ozeltisi (3.4) eklenir ve 30 dakika boyunca mekanik olarak (4.1) galkalanir. Cozelti bir siizgeg
kagidindan siiziiliir ve filtrat stvi-sivi ayirma asamasi (5.3) igin saklanur.

5.3. Sivi-sivi ayirma

Elde edilen (5.2) filtratin 25,0 m!’si, 100 ml hidroklorik asit ¢dzeltisi (3.5) igeren 500 mI’lik bir ayirma hunisine
aktartlir. Ayirma hunisine 100 ml diklorometan (3.1) eklenir ve bir dakika ¢alkalanir. Faz ayrimi beklenir ve alttaki
(diklorometan) katman 500 ml’lik yuvarlak tabanli bir balona akatilir. Sulu fazin ekstraksiyon islemi 40 ml’lik
diklorometan ile iki kez daha yapilir ve bunlar yuvarlak tabanli balon jojede ilk ekstrakt ile birlestirilir.
Diklorometan ekstrakti, diisiik basing altinda 40°C’de déner buharlastiricida (rotary evaporator) (4.2) kuruyana
kadar buharlagtirilir. Kalint1 20 ila 25 ml metanolde (3.2) ¢dzdiiriilir, balon joje kapatilir ve tiim ekstrakt iyon
degisim kromatografisi (5.4) i¢in saklanir.

5.4. Iyon degisimi kromatografisi

5.4.1. Iyon degisimi kolonunun hazirlanmast



Bir cam kolonunun (4.3) alt kismina cam yiiniinden kiigiik bir tikag yapilir. 50 ml hidroklorik asit (3.5) ile islenmis
5,0 g katyon degisim reginesi karigum(3.6) hazirlanir, cam kolona dékitliir ve ¢okmesi beklenir.

Regine yiizeyinin hemen iistiindeki fazla asit akitilir ve digari akig turnusol kagidinda nétr goriinene kadar kolon
st ile yikanir. 50 ml metanol (3.2) kolona aktarilir ve regine yiizeyine tahliye olmasi beklenir.

5.4.2. Kolon kromatografisi

Bir pipetle, (5.3)’te clde edilen ekstrakt dikkatle kolona aktarilir. Yuvarlak tabanl balon joje 5 ile 10 ml’lik
metanolle (3.2) 2 defa yikanir ve bu yikama solventleri kolona aktarilir. Ekstrakt regine ytizeyine akitilir ve kolon
50 m] metanol ile yikanir, akis hizinin en fazla 5 ml/dakika doldugundan emin olunur. Atk kisim atilir. 150 ml
metansiilfonik asit ¢ozeltisi (3.4) kullanarak metil benzoquat kolondan eliie edilir ve kolondaki eliiat 250 ml’lik
bir konik cam erlene alinir.

5.5. Sivi-sivi 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 ¢alkalanir ve fazin ayrilmast beklenir. Alt (diklorometan) faz 500 ml’lik
yuvarlak tabanli bir balona akitilir. S1vi fazm ekstraksiyon islemi 70 mP’lik diklorometan ile iki kez daha yapilir
ve bunlar yuvarlak tabanli balon jojede ilk ekstrakt ile birlestirilir.

Diklorometan ekstrakti, diisiik basing altinda 40°C’de déner buharlagtiricida (rotary evaporator) (4.2) kuruyana
kadar buharlagtirilir. Sisedeki kalinti yaklagik 5 ml metanol (3.2) iginde goziindiiriliir ve bu gézelti 10 ml’lik
dereceli balon jojeye aktarilir. Yuvarlak tabanli balon joje iki defa 1 ile 2 mI’lik metanol ile durulanir ve bunlar
balon jojeye aktarilir. Metanol ile hacmi tamamlamir ve kangtirihr. Numune membran filtreden (4.6) siizilliir ve
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:

—— swv1 kromatografik kolon (4.4.1)

— HPLC mobil faz: Metanol-su karigimi (3.3)
— akig hize: 1 - 1,5 ml/dakika

— tespit dalga boyu: 265 nm

— enjeksiyon hacmi: 20 ila 50 pl

4 pg/ml igeren kalibrasyon ¢ozeltisi (3.7.3), tutarh pik yitkseklikleri (alanlar) ve alikonma siireleri elde edene kadar
birkag kez enjekte edilerek kromatografik sistemin stabilitesi kontrol edilir.

5.6.2. Kalibrasyon grafigi

Her bir kalibrasyon gozeltisi (3.7.3) birkag kez enjekte edilir ve her bir konsantrasyonun pik yiikseklikleri (alanlarr)
olgiliir.

Kalibrasyon gézeltilerinin apsisteki pg/ml cinsinden konsantrasyonlarmna ordinatlarda denk gelen ortalama pik
yitkseklikleri ya da alanlar kullanarak bir kalibrasyon grafigi ¢izilir.

5.6.3. Numune ¢6zeltisi



Kalibrasyon ¢ozeltileri igin alinanla ayni enjeksiyon hacmi kullanarak numune ekstrakti (5.5) birkag kez enjekte
edilir ve metil benzoquat piklerinin ortalama pik ytksekligi (alan) belirlenir.

6. Sonuglarin hesaplanmasi

Numune g¢dzeltisinin konsantrasyonu, kalibrasyon grafigi (5.6.2) referans alinarak numune ¢ozeltisinin metil
benzoquat piklerinin ortalama yiiksekliginden (alan) pg/ml olarak belirlenir.

Numunenin mg/kg cinsinden metil benzoquat igerigi “w” asagidaki formiille elde edilir:
gKg q i g

cx 40
m

s

Burada;

¢ = Numune ¢dzeltisinin metil benzoquat konsantrasyonu, pg/ml
m = g olarak numunenin agirlig1

7. Sonuglarin validasyonu

7.1. Tanumlama

Analitin tanimlanmas1 ortak kromatografi yontemi ile ya da numune ekstraktinin ve 10 pug/ml igeren kalibrasyon
¢ozeltisinin (3.7.3) spektrumlarmm karsilagtinlacag bir Diode Array dedektérii (DAD)kullanilarak yapilabilir.

7.1.1. Ortak kromatografi (co-chromatography)

Bir numune ekstraktina, uygun miktarda ara standart ¢ozeltisi (3.7.2) eklenir. Eklenen metil benzoquat miktart
numune ekstraktindaki tahmini metil benzoquat miktarma benzer olmalidir.

Hem eklenen miktar hem de ckstraktin seyreltilmesi hesaba katilarak yalnizca metil benzoquat pikinin yiksekligi
artirilmalidir. Maksimum yiiksekliginin yarist boyutundaki pik genigligi orijinal genisligin yaklasik % 10’u
araliginda olmalidur.

7.1.2. Diode Array Tanimlama
Sonuglar agagidaki kriterlere gore degerlendirilir:

(a) Numunedeki maksimum absobsiyon ve standart spectranin tepe noktasindaki dalga boyu diode array sisteminin
limitleri iginde olmalidir. Diode Array ile tespit igin bu tipik olarak yaklagik 2 nm’dir;

(b) 220 - 350 nm arasinda, kromatogramdaki pik tepe noktasinda kaydedilen numune ve standart spektrumlari,
spektrumun % 10 ila % 100 bagil absorbans araligmdan farkli olmamalidir. Bu kriter ayn1 maksimum pik
oldugunda ve gozlenen noktalarin higbirinde iki spektrum arasindaki sapma, standart analizin absorbansmin %
15’ni gegmediginde karsilanur;

(c) 220 - 350 nm arasinda, aym ekstrakta ait pikin yukari egim, tepe noktasi ve asag egim spektrumlari,
spektrumun % 10 ila % 100 bagil absorbans araligindaki bélimleri igin birbirinden farkli olmamalidir. Bu kriter,
ayni maksimum pik oldugunda ve gozlenen hicbir noktada spektrumlar arasindaki sapma, tepe noktas
spektrumunun absorbansinin % 15’ini gegmediginde kargilanur.

Bu kriterlerden biri kargilanmazsa analitin varligi dogrulanmamistur.



7.2. Tekrar edilebilirlik

Ayni numunedekiiki paralel sonuglari arasmdaki fark asagidaki degerleri gegmemelidir: 4 ile 20 mg/kg arasindaki
metil benzoquat igerigi i¢in daha yitksek sonuca bagil % 10.

7.3. Geri kazanim
Standart eklenmis bir kor numune igin geri kazamm en az % 90 olmaldir.
8. Ortak bir galismanin sonuglar

10 laboratuvarda beg numune analiz edilmistir. Her numunede analizler paralel olarak gergeklestirilmistir.

Kér Toz yem 1 Pelet yem 1 Tozyem 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
sr[mg/kg] — 0,40 0,50 0,90 1,00
CVr[%] — 8,90 11,10 10,10 11,50
Geri kazamim [%] — 92,00 93,00 92,00 89,00

ND = Tespit Edilmedi

s;= Tekrar edilebilirligin Standart Sapmast

CV; = Tekrar edilebilirligin Degisim Katsayis1, %
Sk = Tekrar Uretilebilirligin Standart Sapmasi

CVg = Tekrar Uretilebilirligin Degisim Katsayis, %.

B. OLAQUINDOX TAYINIi

2-[N-2'-(hidroksietil)karbamoil]-3-metilkinoksalin-N!,N*-dioksit

1. Amag ve kapsam

Bu metot; yemdeki olaquindox seviyesinin tayinini miimkiin kilar, Miktar tayinlerinin sinirt 5 mg/kg’dir.

2. Prensip



Numune su-metanol karigimi ile ekstrakte edilir. Olaquindox igerigi, bir UV dedektérii kullanilarak ters fazlhi
yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ile tayin edilir.

3. Ayiraglar

3.1. Metanol

3.2, Metanol, HPLC saflikta

3.3. Su, HPLC saflikta

3.4. HPLC igin mobil faz

Su (3.3)-metanol (3.2) karigimi, 900 +100 (V + V).

3.5. Standard madde: Saf olaquindox 2-[N-2'-(hidroksietil)karbamoil]-3-metilkinoksalin-N1,N4-dioksit, E851.
3.5.1. Olaquindox stok standart ¢dzeltisi, 250 pg/ml

50 mg olaquindox’u (3.5) 0,1 mg hassasiyetle 200 m!l’lik balon jojeye tartilir ve yaklagik 190 ml su eklenir,
Ardindan balon joje 20 dakika ultrasonik banyoya (4.1) konulur. Ultrasonik islemden sonra ¢ozelti oda sicakhigina
getirilir, su ile hacmi tamamlanur ve karistirilir. Balon joje aliiminyum folyo ile sarilir ve buzdolabinda saklanur.
Bu ¢0zelti her ay taze olarak hazirlanmalidir.

3.5.2. Olaquindox ara standart ¢6zeltisi, 25 pg/ml

10,0 ml stok standart gdzeltisi (3.5.1) 100 mI’lik balon jojeye aktarilir, mobil fazla (3,4) hacmi tamamlanir ve
karigtirtlir, Balon joje aliiminyum folyo ile sarilir ve buzdolabinda saklanir. Bu ¢dzelti her giin taze olarak
hazirlanmalidir.

3.5.3. Kalibrasyon ¢ézeltileri

50 mP’lik balon jojelere 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 hacmi tamamlanir ve karistirilir. Cam malzeme aliiminyum folyo.ile sarilir.

Bu ¢bdzeltiler sirasiyla 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 ve 10,0 pg/ml olaquindox igerirBu ¢ézeltiler her giin taze olarak
hazirlanmahdir.

4. Cihaz

4.1. Ultrasonik banyo

4.2. Mekanik ¢alkalayici

4.3. HPLC cihazi, degisken dalga boyu UV dedektorli ya da Diode Array (DAD)dedektorlii
4.3.1. Sivi kromatografik kolon, 250 mm x 4 mm, C18, 10 pm dolgu ya da esdegeri

4.4. Membran filtreler, 0,45 pm

5. Metot

Not: Olaquindox 1§1ga duyarhidir. Tiim metotlar hafif ik altinda ya da amber renkli cam malzeme kullanarak
gerceklestirilmelidir.

5.1. Genel



5.1.1. Olaquindox ya da girigim yapan maddelerin olup olmadigmi kontrol etmek igin bir kér yem analiz
edilmelidir.

5.1.2. Numunedeki varhgma yakin miktarda olaquindox eklenen kér yem analiz edilerek bir geri kazanim
galigmas1 yaptlmalidir. 50 mg/kg diizeyinde geri alma i¢in 10,0 ml stok standardi ¢dzeltisi (3.5.1) 250 ml’lik
erlene alinr ve ¢ozelti yaklagik 0,5 ml’ye buharlastirihr. 50 g kor yem eklenir, iyice karistirilir 10 dakika
dinlendirilir, ekstraksiyona (5.2) baglamadan dnce birkag kez yeniden karigtulir.

Not: Bu metodun amaci dogrultusunda , kér yem numunesi analiz edilecek ornege benzer olmali ve
olaquindoxigermemelidir.

5.2. Ekstraksiyon

Yaklasik 50 g numune 0,01 g hassasiyetle tartilir. 1000 m1’lik bir konik cam erlene aktarilir ve 100 ml metanol
(3.1) eklenir ve balon joje 5 dakika boyunca ultrasonik banyoda (4.1) tutulur.. 410 ml su eklenir ve ultrasonik
banyoda 15 dakika daha birakilir. Balon joje ultrasonik banyodan alnr, 30 dakika ¢alkalayicida (4.2) calkalanir
ve katlanmug bir filtreden stiziilir. 10,0 ml filtrat 20 mPlik balon jojeye aktarilw, su ile isarete kadar tamamlanr
ve karigtirilir. Numune bir membran filtreden (4,4) siizilliir. (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);

Analitik kolon (4.3.1):
i Mobil faz (3.4): Su (3.3)-metanol (3.2) karigimi, 900 100 (V + V).
‘ Akis hizi: 1,5-2 ml/dak.
| Tespit dalga boyu: 380 nm
1
! Enjeksiyon hacmi: 20 pl-100 pi

2,5 pg/ml igeren kalibrasyon ¢ozeltisini (3.5.3), tutarh 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 ¢6zeltisi (3.5.3) birkag kez enjekte edilir ve her bir konsantrasyonun ortalama pik yiikseklikleri
(alanlar) tayin edilir. Kalibrasyon ¢ozeltilerinin apsisteki pg/ml cinsinden konsantrasyonlarmna ordinatlarda denk
gelen ortalama pik yiikseklikleri (alanlar) kullanilarak bir kalibrasyon grafigi gizilir.

5.3.3. Numune ¢ozeltisi

Kalibrasyon ¢dzeltileri igin alinanla ayni enjeksiyon hacmi kullanarak numune ekstrakt (5.2) birkag kez enjekte
edilir ve olaquindox piklerinin ortalama pik yiiksekligi (alan) belirlenir.

6. Sonuglarin hesaplanmasi

Kalibrasyon grafigi (5.3.2) referans alinarak, numune ¢ozeltisinin olaquindox pikinin ortalama yiiksekliginden
(alan), numune ¢6zeltisinin konsantrasyonu pg/ml cinsinden tayin edilir.



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

¢ x 1000
m

¢ = Numune ekstraktinin olaquindox konsantrasyonu, pg/ml
m = Test numunesinin agirhigi (5.2), g

7. Sonuglarmn validasyonu

7.1. Tanimlama

Analitin tanimlanmas) ortak kromatografi yontemi ile ya da numune ekstraktinin (5.2) ve 5,0 pg/ml igeren
kalibrasyon g¢6zeltisinin (3.5.3) spektrumlarmin kargilastirilacag: bir Diode Array dedektorii (DADY) kullanilarak
onaylanabilir.

7.1.1. Ortak kromatografi

Bir numune ekstraktina (5.2), uygun miktarda kalibrasyon ¢ozeltisi (3.5.3) eklenir. Eklenen olaquindox miktar
numune ekstraktinda bulunan olaquindox miktarma benzer olmalidir.

Hem eklenen miktar hem de ekstraktin seyreltilmesi hesaba katilarak yalnizca olaquindox pikinin yiiksekligi
artiridmalidir,  Yiiksekliginin yaris1 boyutundaki pik genigligi, kirletilmemis numune ekstraktimin orijinal
olaquindox piki genigliginin = % 10 araliginda olmalidur.

7.1.2. Diode Array Tanimlama
Sonuglar agagidaki kriterlere gore degerlendirilir:,

(a). Numunedeki maksimum absobsiyon ve standart spectranin tepe noktasindaki dalga boyu diode array
sisteminin limitleri i¢inde olmalidir.

Diode Array saptama igin bu tipik olarak + 2 nm’dir.

(b) 220 ile 400 nm arasinda, kromatogramin pik tepe noktasinda kaydedilen numune ve standart spektrumlar,
spektrumun % 10 ila % 100 bagil absorbans arahgindaki bélimleri igin farkli olmamalidir. Bu kriter aym
maksimum pik oldugunda ve gozlenen noktalarin higbirinde iki spektrum arasindaki sapma, standart analizin
absorbansinin % 15°ini gegmediginde kargilanir.

(¢) 220 ile 400 nm arasinda, ayni ekstrakta ait pikin yukari egim, apeks ve agagi egim spektrumlari, spektrumun
% 10 ila % 100 bagil absorbans araligindaki bélimleri i¢in birbirinden farkli olmamalidir. Bu kriter, ayni
maksimum piki oldugunda ve gozlenen tiim noktalarda spektrumlar arasindaki sapma, pik tepe noktasi
spektrumunun absorbansinin % 15’ini gegmediginde kargilanir.

Bu kriterlerden biri kargilanmazsa analitin varlig1 dogrulanmamgtir.
7.2. Tekrar edilebilirlik

Ayni numunenin iki paralel tayininin sonuglari arasindaki fark, 10 ila 200 mg/kg arasindaki olaquindox igerigi igin
ayni {iriin izerinde yapilan 2 parelel arasindaki fark yiiksek sonucakiyasla % 15°i gegmemelidir.

7.3. Geri kazamim
Standart eklenmig bir kér numune igin geri kazanim en az % 90 olmalidir.

8. Ortak bir ¢alismanin sonuglar1



Bir EC ortak ¢aligmasi diizenlenmis, bu ¢aligmada 13 laboratuvar tarafindan bir kér yem de dahil dért domuz

yavrusu yemi numunesi analiz edilmistir. Sonuglar asagida verilmigtir:

Numune 1 Numune 2 ' Numune 3 Numune 4
L 13 10 w 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
Sy [mg/ke] — 1,62 428 8,42
CV:[%] — 5,6 43 6,7
CVr [%] — (11,1 8,9 8,8
Nominal igerik [mg/kg] — 15 50 100
geri kazarum % — 97,3 96,0 95,4

L = Laboratuvarlarin sayis

n=Tekil degerlerin say1si

s; = Tekrar edilebilirligin standart sapmasi

Sk = Tekrar tiretilebilirligin standart sapmasi

CV, = Tekrar edilebilirligin degisim katsayisi

CVg = Tekrar iiretilebilirligin degisim katsay1st.

9. Gozlem

Metot, 100 mg/kg’dan fazla olaquindox igeren yemler igin valide edilmemis olsa da, daha az numune agirhg
alarak ve/veya ekstrakti (5.2) kalibrasyon grafiginin (5.3.2) arahg araliginda ki bir konsantrasyona erisecek
sekilde seyrelterek tatmin edici sonuglar almak miimkiindir.

C. AMPROLIUM TAYINi

1-[(4-amino-2-propilpirimidin-5-il)metil]-2-metil-piridinyum kloriir hidrokloriir

1. Amag ve Kapsam

Bu metot, yemdeki ve premikslerdeki amprolium seviyesinin tayinini miimkiin kilar. Tespit limiti 1 mg/kg, 6lgtim

limiti 5 mg/kg’dur.

2. Prensip




Numune su-metanol karigimi ile ekstrakte edilir. Mobil faz ile seyreltilip membran ile siiziildiikien sonra,
amprolium igerigi, bir UV dedektori kullanan katyon degisimi yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)
ile tayin edilir.

3. Ayiraglar

3.1. Metanol.

3.2. Asetonitril, HPLC saflikta.

3.3. Su, HPLC saflikta.

3.4. Sodyum dihidrojen fosfat ¢6zeltisi, ¢ = 0,1 mol/l.

13,80 g sodyum dihidrojen fosfat monohidrat 1000 m1’lik balon jojede su (3.3) iginde ¢dziindiiriiliir, suyla (3.3)
hacmi tamamlanir ve karistirilir.

3.5. Sodyum perklorat g6zeltisi, ¢ = 1,6 mol/l.

224,74 g sodyum perklorat monohidrat 1000 ml’lik balon jojede su (3.3) iginde ¢oziindiiriilir, suyla (3.3) hacmi
tamamlanir ve karisturilir.

3.6. HPLC i¢in mobil faz (bakmiz 9.1)

Asetonitril (3.2), sodyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisi (3.4) ve sodyum perklorat ¢ozeltisi (3.5) karisimy,
450+450+100 (v+v+v). Kullanmadan 6nce 0,22 pum’lik bir membran filtreden (4.3) siiziiliir ve ¢ozelti gazdan
armndirilir (6. Ultrasonik banyoda (4.4) en az 15 dakika).

3.7. Standard madde: saf amprolium, 1-[(4-amino-2-propilpirimidin-5-ilymetil]-2-metil-piridinyum kloriir
hidroklortir, E 750 (bakimniz 9.2).

3.7.1. Amprolium stok standart ¢ozeltisi, 500 pg/ml

50 mg amprolium (3.7) en az 0,1 mg hassasiyetle 100 ml’lik balon jojeye tartilir, 80 ml metanol (3.1) iginde
¢Oziindiirtilir ve balon joje 10 dakika ultrasonik banyoya (4.4) konur. Ultrasonik islemden sonra ¢ézelti oda
sicakligina getirilir, su ile isarete kadar tamamlanir ve kanstirilir. En fazla 4°C sicaklikta ¢ozelti 1 ay siireyle
stabildir.

3.7.2. Amprolium ara standart ¢dzeltisi, 50 pg/ml

5,0 ml stok standart ¢ozeltisi (3.7.1) 50 ml’lik balon jojeye alinir, ckstraksiyon ¢oziiciisiiyle (3.8) isarcte kadar
tamamlanir ve karigtirilir. En fazla 4°C sicaklikta ¢ozelti 1 ay stireyle stabildir.

3.7.3. Kalibrasyon ¢ozeltileri
Bir dizi 50 mI’lik balon jojeye 0,5, 1,0 ve 2,0 ml ara standart ¢6zeltisi (3.7.2) aktartlir.

Mobil faz (3,6) ile isarete kadar tamamlanir ve karistirilir, Bu gozeltiler sirasiyla 0,5, 1,0 ve 2,0 pg/ml amprolium
igerir. Bu ¢6zeltiler kullanmadan once taze olarak hazirlanmalidir.

3.8. Ekstraksiyon ¢oziiciisii.
Metanol (3.1) -su karigimi 2+1 (v+v).
4. Cihaz

4.1. 100 pP’lik hacimleri enjekte etmeye uygun enjeksiyon sistemli HPLC cihazi.



4.1.1. Srvi kromatografik kolon, 125 mm x 4 mm, katyon degisimi Nucleosil 10 SA, 5 ya da 10 pm dolgu ya da
esdegeri.

4.1.2. Degisken dalga boyu ayarli UV dedektorii ya da Diode Array dedektérii.(DAD)
4.2. Membran filtre, PTFE materyali, 0,45 um.

4.3, Membran filtre, 0,22 um.

4.4, Ultrasonik banyo.

4.5. Mekanik galkalayici ya da manyetik karigtirict.

5. Metot

5.1. Genel

5.1.1. Kor yem

Geri kazanim testinin (5.1.2) performansinda, amprolium ya da girigim yapan maddeleri icermeyen bir kor yem
analiz edilmelidir. K6r yem numunedekine benzer tiirde olmali ve analizde, amprolium ya da etkileyen maddeler
tespit edilmemelidir.

5.1.2. Geri kazamim testi

Numunedeki varhgma yakin miktarda amprolium eklenen kor yem analiz edilerek bir geri kazanim testi
yapilmalidir. 100 mg/kg diizeyinde geri kazamm igin 10,0 ml stok standardi ¢ozeltisi (3.7.1) 250 mI’lik erlene
aktarilir ve ¢ozelti yaklagik 0,5 ml’ye buharlagtirilir.

50 g kor yem eklenir, iyice kangtirilir 10 dakika dinlendirilir, ekstraksiyona (5.2) gegilmeden dnce birkag kez
yeniden karistirihr.

Alternatif olarak, numune ile benzer tiirde bir kor yem mimkin degilse (bakiniz 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 eklenir. Bu numune standart eklenmis numune ile birlikte analiz edilir
ve standart ekleme yontemi ile 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 mI’lik bir konik cam malzemeye tartiir ve 200
ml ekstraksiyon ¢dziiciisii (3.8) eklenir. Balon joje ultrasonik banyoya (4.4) konur ve 15 dakika birakilir. Balon
joje ultrasonik banyodan almir ve 1 saat galkalayicida galkalanir ya da manyetik kargtiricida (4.5) kangtirthr.
Ekstrakttan temsili bir miktari mobil faz (3.6) ile 0,5-2 pg/ml amprolium igerigine seyreltilir ve karistirilir (bakiniz
9.3). Bu seyreltilmis ¢6zeltiden 5-10 ml bir membran filtrede (4.2) stiziiliir. HPLC tayinine (5.3) gegilir.

5.2.2. Premiksler (igerik > % 1 amprolium)

Amprolium igerigine gore 1-4 g premiks’i 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) konur ve 15 dakika birakilir. Balon
joje ultrasonik banyodan alinir ve 1 saat galkalayicida galkalanir ya da manyetik karistiricida (4.5) karigtulir.
Ekstrakttan temsili bir miktar1 mobil faz (3.6) ile 0,5-2 pg/ml amprolium igerigine seyreltilir ve karistiril. 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 sunulmugstur; egdeger sonuglar vermeleri kaydiyla diger kosullar da
kullanilabilir.

Sivi kromatografik

kolon (4.1.1): 125 mm x 4 mm, katyon degisimi Nucleosil 10 SA, 5
yada 10 pm dolgu ya da egdegeri.

Mobil faz (3,6): Asetonitril (3.2), sodyum dihidrojen fosfat gozeltisi
‘ (34) ve sodyum perklorat ¢dzeltisi (3.5) karisimi,
450+450+100 (vivtv).
Akig mzi: 0,7-1 ml/dak
Tespit dalga boyu: 264 nm
Enjeksiyon hacmi: 100 pl

1,0 pg/ml igeren kalibrasyon ¢ozeltisi (3.7.3), tutarli 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 ¢6zeltisi (3.7.3) birkag kez enjekte edilir ve her bir konsantrasyonun ortalama pik yiikseklikleri
(alanlari) tayin edilir. Kalibrasyon ¢ozeltilerinin apsisteki pg/ml cinsinden konsantrasyonlarina ordinatlarda denk
gelen ortalama pik yiiksekliklerini (alanlar) kullanarak bir kalibrasyon grafigi ¢izilir.

5.3.3. Numune g¢ozeltisi

Kalibrasyon g¢zeltileri igin alinanla ayni hacmi kullanarak numune ekstrakti (5.2) birkag kez enjekte edilir ve
amprolium piklerinin ortalama pik yiiksekligi (alan) belirlenir.

6. Sonuglarin hesaplanmasi

Kalibrasyon grafigini (5.3.2) referans alinarak, ayni ¢ézeltinin amprolium piklerinin ortalama ytiksekliginden
(alan), numune ¢6zeltisinin konsantrasyonu pg/ml cinsinden tayin edilir.

‘o

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

Vxexf

[mgfkg]

Burada;

V = Ekstraksiyon ¢éziiciisiiniin (3.8) 5.2’e gore hacmi, ml (6rnegin 200 ml)
¢ = Numune ekstraktmin amprolium konsantrasyonu, pg/ml

f=15.2’ye gore seyreltme faktorii

m = Analize alinan numune agirhig, g




7. Sonuglarin validasyonu
7.1. Tanimlama

Analitin tammlanmasi ortak kromatografi ile ya da numune ekstraktinin (5.2) ve 2,0 pg/ml igeren kalibrasyon
¢ozeltisinin (3.7.3) spektrumlarnn kargilastirilacagi bir Diode Array dedektdrii kullanilarak tanimlanir.

7.1.1. Ortak kromatografi (co-chromatography)

Bir numune ekstraktina (5.2), uygun miktarda kalibrasyon ¢ozeltisi (3.7.3) eklenir. Eklenen amprolium miktart
numune ekstraktinda bulunan amprolium miktarina benzer olmalidir.

Hem eklenen miktar hem de ckstraktin seyreltilmesi hesaba katilarak yalnizca amprolium pikinin yiiksekligi
artinlmalidir,  Yitksekliginin yarisi boyutundaki pik genisligi, kirletilmemis numune ekstraktmm orijinal
amprolium piki genigliginin + % 10 araliginda olmalidir.

7.1.2. Diode Array Tanimlama
Sonuglar asagidaki kriterlere gore degerlendirilir:

(a) Numunedeki maksimum absobsiyon ve standart spectranin tepe noktasindaki dalga boyu diode array sisteminin
limitleri iginde olmalidir.

Diode Array saptama igin bu tipik olarak £ 2 nm’dir.

(b) 210 ile 320 nm arasinda, kromatogramin pik tepe noktasinda kaydedilen numune ve standart spektrumlar,
spektrumun % 10 ila % 100 bagil absorbans araligmdaki boliimleri i¢in farkli olmamahdir. Bu kriter aym
maksimum piki oldugunda ve gozlenen noktalarin higbirinde iki spektrum arasindaki sapma, standart analizin
absorbansinin % 15’ini gegmediginde karsilanir,

¢) 210 ile 320 nm arasinda, aym ekstraktina ait pikin yukar1 egim, apeks ve agag1 egim spektrumlari, spektrumun

% 10 ila % 100 bagil absorbans araligindaki bdliimleri i¢in birbirinden farkli olmamalidir. Bu kriter, aynt
maksimum piki oldugunda ve gozlenen tiim noktalarda spektrumlar arasindaki sapma, pik tepe noktas
spektrumunun absorbansinin % 15’ini gegmediginde karsilanir,

Bu kriterlerden biri kargilanmazsa analitin varhg: dogrulanmamigtir.

7.2. Tekrar edilebilirlik

Ayn1 numunenin iki paralel tayininin sonuglari 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 igin 75 mg/kg,

— 1000 mg/kg’dan fazla amprolium igerigi igin fark yiiksek degere kiyasla % 7,5 I gegmemelidir.
7.3. Geri kazanim

Standart eklenmis bir (kér) numune igin geri kazamm en az % 90 olmalidir.

8. Ortak bir ¢alismanin sonuglar

Bir ortak ¢aligma dilzenlenmis, bu ¢aligmada ii¢ kanatl yemi (numune 1-3), bir mineral yem (numune 4) ve bir
premiks (numune 5) analiz edilmistir. Sonuglar asagidaki tabloda verilmistir:



Numune | 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] — 455 188 5129 7 25140
s [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550
CV:[%] — 4,95 1,90 3,46 } 2,20
sg [mg/kg] — 2,95 11,8 : 266 760
CVr [%] — 6,47 6,27 519 3,00
nominal igerik [mg/kg] — 50 200 5000 25000

L = Laboratuvarlarin sayisi

n= Tekil degerlerin sayist

s; = Tekrar edilebilirligin standart sapmasi

CV; = Tekrar edilebilirligin degisim katsayisi
Sg = Tekrar tretilebilirligin standart sapmast

CVg = Tekrar tiretilebilirligin degisim katsayisi.

9. Gozlemler

9.1. Numune tiamin igeriyorsa, tiamin piki kromatogramda amprolium pikinden biraz énce goriiniir. Bu metodu

uygularken amprolium ve tiamin ayrilmahdir. Numunedeki Amprolium ve tiamin bu metotda kullamilan kolon
(4.1.1) tarafindan ayrilmazsa, mobil fazin % 50 asetonitril kismi (3.6) metanol ile degistirilir.

9.2, Ingiliz Farmakopesine gore bir amprolium gbzeltisinin (¢ = 0,02 mol/l) hidroklorik asit (¢ = 0,1 mol/l) igindeki
spektrumu 246 nm ve 262 nm’de maksimum pikler gosterir. Absorbans 246 nm’de 0,84 ve 262 nm’de 0,80

olmaldir.

9.3. Ekstrakt her zaman mobil fazla seyreltilmelidir, ¢iinkii amprolium pikinin alikonma siiresi iyonik giigteki

degisime bagli olarak onemli oranda kayabilir.




C. CARBADOX TAYINi
Methil 3-(2-kinoksalinilmetilen) carbazate N1,N4-dioksit
1. Amag ve kapsam

Bu metot, yemlerdeki, premikslerdeki ve preparatlardaki carbadox seviyesinin tayinini miimkiin kilar. Tespit limiti
1 mg/kg, lgiim limiti 5 mg/kg’dir.

2. Prensip

Numune su ile dengelenir ve metanol-asetonitril ile ekstrakte edilir. Filtrelenmis yem ekstraktindantan temsili bir
mikiar, aliminyum oksit kolonunda temizlemeye tabi tutulur. Premiksler ve preparatlar igin filtrelenmis
ekstrakttan bir miktar, su, metanol ve asetonitril ile uygun konsantrasyona seyreltilir. Carbadox igerigi, bir UV
dedektorii kullanilarak ters fazli yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ile tayin edilir.

3. Ayiraglar

3.1. Metanol

3.2. Asetonitril, HPLC kullanim safliginda

3.3. Asectik asit, w= % 100

3.4, Aliiminyum oksit: nétr, etkinlik derecesi I

3.5. Metanol-asetonitril 1+1 (v+v), 500 ml metanol (3.1) 500 ml asetonitril (3.2) ile karigtirlir.
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 saflikta

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
¢oziindirilir 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 ¢ozeltisi (3.9) 175 ml asetonitril (3.2) ile karigtihr. 0,22 pm
filtreden (4,5) stizillir ve ¢6zelti gazdan arindirilir (6rnegin 10 dakika ultrason su banyosu ile).

3.11. Standard madde, Saf carbadox: Methil 3-(2-kinoksalinilmetilen) carbazate N',N*-dioksit, E 850.

3.11.1, Carbadox stok standart ¢6zeltisi, 100 pg/ml (bakiniz 5. Metot Not), 25 mg carbadox standart maddesi (3.11)
0,1 mg hassasiyetle 250 ml’lik balon jojeye tartilir.

Metanol-asetonitril (3.5) iginde ultrason su banyosu ile (4.7) ¢6ziindiiriilir. Ultrasonik islemden sonra ¢ozelti oda
sicakhigima getirilir, metanol asetonitril (3.5) ile hacmi isarete kadar tamamlanir ve karistirilir. Balon joje
altiminyum 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 m!’lik balon jojeye 2,0, 5,0, 10,0 ve 20,0 ml stok standart ¢dzeltisi (3.11.1) aktarilir. 30 ml su eklenir,
metanol-asetonitril (3.5) ile hacmi tamamlanir ve karstirilir. Balon jojeler aliiminyum folyo ile sarilir. Bu
cozeltiler sirasiyla 2,0, 5,0, 10,0 ve 20,0 pg/ml carbadox’igerir. Kalibrasyon ¢ozeltileri kullanilmadan énce taze
olarak hazirlanmalidur.



Not: 10 mg/kg'dan az igeren yemlerde carbadox tayini igin, konsantrasyonu 2,0 pg/ml altindaki kalibrasyon
¢ozeltileri hazirlanmahdir.

3.12. Su-[metanol-asetonitril] (3.5) karigimi, 300 + 700 (v + v), 300 ml suyla 700 ml metanol-asetonitril karigimi
(3.5) kangturilar.

4. Cihaz

4.1. Laboratuvar ¢alkalayicis1 ya da manyetik karistirict

4.2. Fiberglas filtre kagidi (Whatman GF/A ya da esdegeri)

4.3, Sinterlenmis camli ve s1v1 gegirme valfli cam kolon (300 ila 400 mm uzunluk yaklagik 10 mm i¢ ¢ap)

Not: Ayrica musluk takili bir cam kolon ya da konik uglu bir cam kolon da kullanilabilir; bu durumda cam
yiiniinden kiigiik bir tapa alt uca sokulur ve bir cam gubuk kullanilarak sikigturilir.

4.4. 20 pl’lik hacimleri enjekte etmeye uygun enjeksiyon sistemli HPLC ekipmant

4.4.1. Sivi kromatografik kolon: 300 mm x 4 mm, Cis, 10 um dolgu ya da esdegeri

4.4.2, Degisken dalga boyu ayarli UV dedektérii ya da 225 — 400 nm araliginda galisan Diode Array dedektorii
4.5. Membran filtre, 0,22 ym

4.6. Membran filtre, 0,45 pm

4.7. Ultrasonik banyo

5. Metot

Not: Carbadox 1g1ga duyarlidir. Tiim metotlar hafif 151k altinda ya da amber renkli cam malzeme ya da alliminyum
folyo sarilmig cam malzeme kullanarak gergeklestirilir.

5.1. Genel
5.1.1. Kér yem

Geri kazanim testinin (5.1.2) performansinda, carbadox ya da girisim yapan maddelerin olmadigini kontrol etmek
icin bir kor yem analiz edilmelidir. Kor yem numunedekine benzer tiirde olmali ve analizde, carbadox ya da
etkileyen maddeler tespit edilmemelidir.

5.1.2. Geri kazanim testi

Numunedeki varligina yakin miktarda carbadox eklenerek kirletilen kir yem (5.1.1) analiz edilerek bir geri
kazanim testi yiirittilmelidir. 50 mg/kg diizeyinde kirletmek igin 5,0 ml stok standart ¢dzeltisi (3.11.1) 200 mI’lik
erlenc aktarilir. Cozelti, bir azot akiginda yaklasik 0,5 ml’ye buharlastirilir. 10 g kér yem eklenir, karistirilir ve
ckstraksiyon aduniyla (5.2) devam etmeden 6nce 10 dakika beklenir.

Alternatif olarak, numune ile benzer tiirde bir kor yem miimkin degilse (bakiniz 5.1.1), standart ekleme metodu
yoluyla bir geri kazanim testi gergeklestirilebilir. Bu durumda numune, zaten numune iginde meveut olana benzer
bir miktar carbadox ile zenginlestirilir. Bu numune zenginlegtirilmemis numune ile birlikte analiz edilir ve standart
ekleme metodu yoluyla geri kazanim hesaplanabilir.

5.2. Ekstraksiyon

52.1. Yem



10 g numune 0,01 g hassasiyetle tartilir ve 200 mI’lik erlene aktarilir. 15,0 ml su eklenir, karigtirilr ve 5 dakika
bekletilir. 35,0 ml metanol-asetonitril (3.5) eklenir, kapatilir ve 30 dakika ¢alkalayicida ¢alkalanir ya da manyetik
karistiricida (4.1) karistinilir. Cozelti fiberglas slizgeg kagidmdan (4.2) siiziiliir. Bu ¢6zelti saflagtirma adimi (5.3)
i¢in tutulur,

5.2.2. Premiksler (% 0,1 ile % 2,0)

1 g ogittiillmemis numune 0,001 g hassasiyetle tartilir ve 200 m!’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 galkalayicida galkalanir ya
da manyetik karigtiricida (4.1) karistiilir. Cozelti fiberglas stizgeg kagidndan (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 kargtirilir. Nihai ¢ozeltideki carbadox konsantrasyonu yaklagik 10 pg/ml olmalidir. Temsili
bir miktar, 0,45 pm’lik bir filtreden (4,6) stiziilir. HPLC tayinine (5,4) gegilir.

5.2.3. Preparatlar ( > % 2)

0,2 g 6gittilmemis numune 0,001 g hassasiyetle tartilir ve 250 mI’lik erlene aktarilir. 45,0 ml su eklenir, karistirilir
ve 5 dakika bekletilir. 105,0 ml metanol-asetonitril (3.5) eklenir, kapatilir ve homojenlestirilir.

Numune 15 dakika ultrasonik su banyosunda (4.7) t tutulur, ardindan 15 dakika ¢alkalanir ya da karistinnlir (4.1).
Cozelti fiberglas siizgeg kagidindan (4.2) stiziiliir.

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 pm’lik
bir filtreden (4,6) stiziiliir. HPLC tayinine (5,4) gegilir.

5.3. Saflagtrma

5.3.1. Aliiminyum oksit kolonunun hazirlanmasi

4 g aliiminyum oksit (3.4) tartilir ve cam kolona (4.3) aktarilir.
5.3.2. Numune saflagtirma

15 ml filtrelenmig ekstrakt (5.2.1) aliiminyum oksit kolonuna uygulanir ve ilk 2 mI’lik ekstrakt atilir. Sonraki 5
ml’lik ekstrakte edilen kisim alinir ve temsili bir miktart 0,45 pm’lik bir filtreden (4.6) siiziilir. 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;

Swv1 kromatografik

kolon (4.4.1): 300 mm x 4 mm, Cyg, 10 pm dolgu ya da egdegeri

Mobil faz (3,10): Asetat tampon ¢ozeltisi (3.9) ve asetonitril (3.2) karigimi,
825 + 175 (vtv).

Akis izt 1,5-2 ml/dak.

Tespit dalga boyu: 365 nm

Enjeksiyon hacmi: 20 ul




5,0 pg/ml iceren kalibrasyon ¢ozeltisi (3.11.2), tutarl: 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 (3.11.2) birkag kez enjekte edilir ve her bir konsantrasyonun pik yiikseklikleri
(alanlar) olgiiliir. Kalibrasyon ¢ozeltilerinin apsisteki pg/ml cinsinden konsantrasyonlarina ordinatlarda denk
gelen ortalama pik yiikseklikleri ya da alanlar1 kullanilarak bir kalibrasyon egrisi gizilir.

5.4.3. Numune ¢ozeltisi

Numune ekstrakti (yem igin (5.3.2), Premiksler i¢in (5.2.2) ve preparatlar igin (5.2.3)) birkag kez enjekte edilir ve
carbadox piklerinin ortalama pik yiiksekligi (alan) belirlenir.

6. Sonuglarin hesaplanmasi

Kalibrasyon grafigi (5.4.2) referans alinarak, ayni ¢ozeltinin carbadox piklerinin ortalama yiiksekliginden (alan),
numune ¢6zeltisinin carbadox konsantrasyonu pg/ml cinsinden tayin edilir.

6.1. Yemler

Numunedeki mg/kg cinsinden carbadox igerigi “w” agagidaki formiille elde edilir:

Vi {mglkg]

m

W

Burada;

¢ = Numune ekstraktinin (5.3.2) carbadox konsantrasyonu, pg/ml
V = Ekstraksiyon hacmi, ml (6rnegin 50)

m = Test kisminin agiehigy, g

6.2. Premiksler ve preparatlar

Numunedeki mg/kg cinsinden carbadox igerigi “w” asagidaki formiille elde edilir:

“cx‘hxf
T m

(mgfke]

Burada;

¢ = Numune ckstraktinin (5.2.2 ya da 5.2.3) carbadox konsantrasyonu, pg/ml
V, = Ekstraksiyon hacmi, m! (6rnegin premiksler igin 50, preparatlar igin 150)
f=5.2.2’ye (Premiksler) ya da 5.2.3'e (preparatlar) gére seyreltme faktori

m = Test kismimin agulig, g

7. Sonuglarin validasyonu

7.1 Tanimlama



Analitin tanimasi co-kromatografi ile ya da numune ekstraktinm ve 10,0 pg/ml igeren kalibrasyon ¢dzeltisinin
(3.11.2) spektrumlarmnin karsilagtirilacagi 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 miktart numune
ekstraktinda bulunan tahmini carbadox miktarina benzer olmalidir. Hem eklenen miktar hem de ekstraktin
seyreltilmesi hesaba katilarak yalmizea carbadox pikinin yiiksekligi artirilmalidir, Maksimum yitksekliginin yarisi
boyutundaki pik genisligi orijinal genisligin yaklagik % 10’u araliginda olmalidir.

7.1.2. Diode Array Tammlama
Sonuglar agagidaki kriterlere gore degerlendirilir:

(a) Numunedeki maksimum absobsiyon ve standart spectranin tepe noktasindaki dalga boyu diode array sisteminin
limitleri i¢inde olmalidir.

(b) 225 ile 400 nm arasmda, kromatogramin pik tepe noktasi kaydedilen numune ve standart spektrumlar,
spektrumun % 10 ila % 100 bagil absorbans araligindaki bélimleri i¢in farkli olmamahdir. Bu kriter ayn1
maksimum piki oldugunda ve gozlenen noktalarin higbirinde iki spektrum arasindaki sapma, standart analizin
absorbansinin % 15’ini gegmediginde kargilanir.

c) 225 ile 400 nm arasinda, ayni ekstrakt tarafindan tiretilen pikin yukarn egim, tepe noktasi ve asagi egim
spektrumlary, spektrumun % 10 ila % 100 bagil absorbans araligindaki bolimleri igin birbirinden farkli
olmamahdir. Bu kriter, ayn1 maksimum piki oldugunda ve gozlenen tiim noktalarda spektrumlar arasindaki sapma,
tepe noktast spektrumunun absorbansmm % 15’ini gegmediginde kargilanr.

Bu kriterlerden biri karsilanmazsa analitin varlig1 dogrulanmamustir.
7.2. Tekrar edilebilirlik

10 mg/kg ya da yiiksek igerik igin, ayn1 numunenin iki paralel tayininin sonuglar: arasindaki fark daha yiiksek
sonucun % 15°ini gegmemelidir.

7.3. Geri kazanim
Zenginlestirilmis bir (kér) numune i¢in geri kazanim en az % 90 olmalidur,
8. Ortak bir ¢aligmanm sonuglari

Bir ortak ¢aligma diizenlenmis, bu ¢alismada 8 laboratuvar tarafindan 6 yem, 4 premiks ve 3 preparat numunesi
analiz edilmigtir. Her numunede analizler paralel olarak gergeklestirilmistir. (Bu ortak calisma hakkinda daha
ayrintil bilgi i¢in bkz. Journal of the AOAC, Volume 71, 1988, p. 484-490). Sonuglar (atilanlar diginda) asagida
verilmistir: :



Tablo 1

Yem igin ortak ¢aligmanin sonuglart

T Numune 1 Numune 2 Numune 3 | Numune 4 Nuimuine 5 Villlumu;?
L 8 8 8 8 8 8
n 15 z 14 15 | 15 15 15
Ortalama (mg/kg) 50,0 | 47,6 482 | 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 32 4,3
| Sr (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 igerik (mg/kg) ; 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Tablo 2
Premiksler ve preparatlar igin ortak ¢aligmanin sonuglart
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
Sr (g/kg) 0,37 - 0,28 0,40 0,55 5.4 6.4 7,7
CVi (%) 4,2 3,0 4,3 6,3 5,7 6,5 7.4 B
Nominal igerik (g/kg) | 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100

L = Laboratuvarlarin sayisi

n= Tekil degerlerin sayis1

s, = Tekrar edilebilirligin standart sapmasi
CV, = Tekrar edilebilirligin degigim katsayisi
Sg = Tekrar uretilebilirligin standart sapmasi

CVr = Tekrar iiretilebilirligin degigim katsayisi
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