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Ozet

Amagc: Yemlerin kalite kontroliinde kullanilan analiz tekniklerinden birisi mikroskopik analiz teknigidir.
Mikroskopik analiz teknigi, yem hammaddelerinin karakteristik 6zelliklerinin tanimlanmasinda, hayvanlara
zararlt veya toksik olan yabanci ot tohumlarinin varliginin tespitinde, karma yemlerde etiket beyaninin
uygunlugunun dogrulanmasinda ve hayvansal proteinlerin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu makalede,
mikroskopik analiz tekniginin yemlerin kalite kontroliinde kullanim alanlar tartigilmistir.

Sonug: Bu teknikle yapilan 'hayvansal proteinler' ve karma yem icerisinde % bileseni analizlerinin prosediirleri
detayli olarak anlatilmistir. Analiz prosediirleri igerisinde, yem materyallerinin karakteristik 6zelliklerini
tanimlamaya yardimci olabilecek gorsellere yer verilmistir.

Anahtar kelimeler: hayvan yemleri, kalite kontrol, yem maddeleri, hayvansal protein, mikroskopik analiz

Abstract

Objective: One of the analysis techniques used in the quality control of feeds is the microscopic analysis
technique. The microscopic analysis technique is used to describe the characteristic features of feedstuffs, to
detect the existence of weed seeds that are harmful or toxic for animals, to verify the conformity of the label
declaration in compound feeds and to determine animal proteins. In this article, the usage areas of the
microscopic analysis techniques in the quality control of feeds were discussed.

Conclusion: The procedures of the analyses of the 'animal proteins' and the 'percentage ingredients of the
components' in the compound feed analyzed via this technique were explained in detail. Within the analysis
procedures were given visuals which might help describe the characteristic features of feed materials.

Keywords: animal feeds, quality control, feedstuffs, animal protein, microscopic analysis
1. Giris

Yemlerin kalite 6zelliklerinin belirlenmesinde
duyusal, fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler
kullanilmaktadir (Akyildiz, 1968; Khajarern ve

hatlarina alinmasi1 hizl1 hareket edilmesini
gerektirmektedir (Islam vd., 2015; Islam vd., 2018).

Mikroskopik analiz teknigi; karma yemler

Khajarern, 2008). Kimyasal analizler ile yem
hammaddelerindeki besin madde igerikleri ve
yararlanabilirlikleri dogru ve hassas olarak
belirlenebilmektedir. Ancak bu analizler genellikle
zaman alic1 ve olduk¢a masraflidir. Oysaki biiyiik
yem fabrikalarinda yem hammaddelerinin kabul/ret
isleminin yapilmasi, triintin bosaltimi ve tiretim

icerisindeki yem hammaddelerinin tiiriinii ve
miktarini, yabanct madde, toksik ve yabanci ot
tohumlarinin varligin1 ve bazi hayvan gruplarinin
yemlerine katilmasi yasak olan hayvansal proteinleri
belirlemek amaciyla kullanilmaktadir (Islam vd.,
2018). Bu teknik ayrica Tiirkiye'de yemlerde ve yem
hammaddelerinde mevcut standartlarda
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(TS 316; TS 4715; TS 8596; TS 9278; TS 9281; TS
9310; TS9311; TS 9312; TS9699; TS 9979; TS 9984;
TS 10052; TS 10053; TS 10428; TS 10432; TS 10433
gibi) tanimlanan yabanci maddeler ile toksik bir
madde olan tirenin (TS 8477) belirlenmesi amaciyla
da kullanilabilir (TSE 2015a; TSE 2014; TSE 2015b;
TSE 2017b; TSE 2017¢; TSE 2017d; TSE 2016a;
TSE 2016b; TSE 2018; TSE 2015¢; TSE 2015d; TSE
2015e; TSE 2015f; TSE 2015g; TSE 2013; TSE
2017e. TSE 2017a).

Ozellikle yem fabrikalarinda yem hammadde alimi
sirasinda iyi bir mikroskopist bu analiz teknigini
kullanarak ¢ok kisa siirede tirtintin kalitesi ile ilgili
karar verebilmektedir. Mikroskopik analiz
tekniginde, giivenilir sonuglar alabilmek i¢in konu
tizerinde uzun yillar ¢calismis ve deneyim kazanmis
personel tarafindan bu teknigin kullanilmas1
gerekmektedir (Islam vd., 2018). Ayrica yem
hammaddelerinin mikroskopik 6zelliklerinin
tanimlandig1 yem mikroskopi atlasinin hazir olmasi
yem mikroskopisi lizerine ¢alisacak personel i¢in bir
rehber olusturmaktadir (Khajarern ve Khajarern,
2008).

Sigirlarda deli dana olarak bilinen bovine spongiform
encephalopathy (BSE) hastaligi 1986 yilinda
Ingiltere'de ortaya ¢ikmistir. Daha sonraki yillarda
Belgika, Danimarka, Fransa, Hollanda gibi bir¢ok
Avrupa Birligi (AB) iilkesinde BSE vakalarina
rastlanilmistir. Bu hastaligin etkeni, kontamine
uriinlerin tiikketimi ile insanlara gegebilmekte ve
Creutzfeldt-Jakob olarak bilinen hastaliga sebep
olmaktadir. Bu hastalik insanlarda her zaman
olimciil degildir, fakat tedavisi de yoktur. AB
ulkelerinde BSE'nin varlig1 hayvansal gida iiretim
zincirinde biiyiik bir risk olusturmus ve hayvan
beslemede kullanilan hayvansal proteinlere
yasaklama getirilmistir (Van Raamsdonk vd., 2004;
Liu vd., 2011). Ayrica BSE sorunu ile ilgili olarak
2001 yilinda yemlerde hayvansal proteinlerin
tespitine yonelik metot gelistirilmesi amaciyla AB
iilkeleri tarafindan finanse edilen STRATFEED
projesi basglatilmistir. Bu proje kapsaminda,
hayvansal proteinlerin klasik mikroskopi, Real-time
PCR, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), Near-Infrared Spectroscopy (NIRS) ve
Near Infrared Reflectance Microscopy (NIRM)
teknikleri ile belirlenmesine yonelik c¢aligsmalar
yapilmistir (Anonim, 2022). Proje sonuglart AB
direktifi olarak 'Commission Regulation (EU) No
51/2013'te yayinlanmis ve direktifte sadece
mikroskopik analiz teknigi ve Real-time PCR
teknikleri ile ilgili yontem ve protokollere yer
verilmistir.

Bu konu ile ilgili olarak, AB'ye uyum c¢ergevesinde
Tirkiye'de de mevzuatlar degistirilmistir. Ttrkiye'de,
'"Yemlerin Piyasaya Arzi ve Kullanimi1 Hakkinda
Yonetmelik' ekinde yer alan hayvan besleme
amaciyla kullanimi ve piyasaya sunumu yasaklanan
ve kisitlanan maddeler listesi, 'hayvansal proteinler
(et-kemik unu, kemik unu, kan unu ve diger kan
triinleri, tavuk unu, balik unu, hidrolize protein ve
benzeri) ile hayvansal orijinli organik DCP
(Dikalsiyum Fosfat) ve TCP (Tirikalsiyum
Fosfat)'nin, sigir, koyun, ke¢i gibi gevis getiren
(ruminant) hayvanlarda kullanilmasi ve yemlerine
katilmasi yasaktir' seklinde degistirilmistir (Anonim,
2011a). Ayrica 'Insan Tiiketimi Amaciyla
Kullanilmayan Hayvansal Yan Uriinler Yonetmeligi'
'a) Kiirk hayvanlar1 hari¢ karasal hayvanlarin, ayni
tiirden hayvanlarin govdeleri veya pargalarindan elde
edilen islenmis hayvan proteinleri, b) Gevis getiren
hayvanlarin, siit triinlerinden elde edilen triinler
hari¢ olmak tizere hayvansal proteinler, ¢) Ciftlik
baliklarmin aymi tiirden balik gévdeleri ve govde
pargalarindan elde edilmis iglenmis proteinler ve d)
Kanatli hayvanlarin ve ¢iftlik baliklarimin kendi
tiriinden ve ayrica domuzlardan elde edilen
hayvansal proteinler ile beslenmesi yasaktir'
seklindedir (Anonim, 2011b).

Yemlerin mikroskopik analiz teknigiyle
incelenmesinin bir diger kullanim alani, yemlerin
etiket beyan kontrolii ve kalite 6zelliklerinin
belirlenmesidir. Tiirkiye'de 'Yemlerin Piyasaya Arzi
ve Kullanimi Hakkinda Y 6netmelik'te, karma yemler
icin zorunlu 6zel etiketleme kurallar1 'karma yemi
olusturan yem maddelerinin isimleri bilesiminin
belirtildigi kisimda, karma yemdeki nem igerigi
tizerinden hesaplanmis agirliklarina gore biiyiikten
kiiciige dogru listelenir, bu liste ylizde miktarlari
tizerinden de verilebilir' seklindedir (Anonim,
2011a).

Karma yemler igerisindeki '% bilesen' analizi,
mikroskopik analiz teknigi kullanilarak
yapilmaktadir (Islam vd., 2015; Islam vd., 2018).
Etiket beyan kontroliiniin belirlenmesinde,
International Association of Feedingstuff Analysis-
Section Feedingstuff Microscopy (IAG) tarafindan
belirtilen 'Method for the Identification and
Estimation of Constituents in Animal Feedingstuff
IAG-Method A2' kaynagi kullanilmaktadir (Anonim,
2007a). Bu metotta 6giitiilmiis karma yem 6rnegi, ti¢
elek fraksiyonuna ayrilmaktadir. Ustteki iki
fraksiyonda yem hammaddelerinin her biri stereo
mikroskop ile ayrilmakta ve ayri ayn tartilmakta,
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alttaki elek fraksiyonunda ise Fehling indikatori ile
boyama yapilarak preparat hazirlanmaktadir. Bu
preparatta da her yem hammaddesi ayri ayri
belirlenmekte ve sayimi yapilmaktadir. Tartilan
ustteki iki fraksiyon ve sayim yapilan alttaki
fraksiyondan yararlanilarak karma yem igerisindeki
'% bileseni' belirlenmektedir.

2. Yemlerin kalite kontroliinde mikroskopik
analiz teknigi

Yem hammaddelerinin kalitelerinin dogru bigcimde
belirlenmesi, fiziksel, kimyasal ve biyolojik
yontemlerle incelenmesi ile miimkiindiir (Islam vd.,
2018). Kimyasal analizler hammaddelerin besin
maddeleri igerikleri ve yararlanabilirlikleri hakkinda,
mikroskopik analiz teknigi ise yemlerin kaynagi,
kontaminantlarin varligi, karistirilmis maddeler ve
diger gortlebilir 6zellikler hakkinda bilgi
vermektedir. Hammaddelerin kalitelerini belirlemek
icin iyi bir mikroskopist uygulanacak basit ya da
bilesik test islemlerinin se¢imini yapar. Segilen test
yontemlerinin tagsis ya da kontaminantlarin etkisine
bakilmaksizin yapilmasit 6nem tasimaktadir
(Khajarern ve Khajarern, 2008).

Yem hammaddeleri ¢ok farkli 6zellikte olabilmekte
ve bu nedenle de kaliteleri ¢cok sayida faktore bagh
olarak degisebilmektedir (Islam vd., 2018). Farkl
kalitedeki hammaddeler ile hazirlanan karma
yemlerin besin madde igeriklerinde de farkliliklar
meydana gelebilmektedir. Bitkisel kokenli yem
hammaddelerinin protein, seliiloz ve diger besin
maddeleri igerikleri yetistirildikleri cografi bolge,
iklim, toprak yapist gibi birgok etmene bagl olarak
degismektedir (Ravn vd., 2015). Bitkilerin
tohumlarindaki besin maddeleri degisimi vejetatif
aksamlarindan daha az olmaktadir. Hayvansal protein
kaynaklarinda ise bu degisim daha belirgin
olabilmektedir (Islam vd., 2018). Ozellikle balik unu
tiretiminde kullanilan baliklarin tiirii, yasi ve et-
kemik orani protein igeriginin onemli Ol¢lide
degiskenlik gostermesine neden olmaktadir (Islam
vd., 2015). Et-kemik unlariin protein igerikleri ise
hayvanin tiiri, icerdigi organ ve dokularin oranlarina
bagl olarak degisim gostermektedir. Aym sekilde
kemik oranina bagl olarak da kalsiyum ve fosfor
iceriklerinde farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir
(Khajarern ve Khajarern, 2008).

Karma yemlerin tiretim asamalarinda
hammaddelerin isleme tekniklerindeki farkliliklar,
tretim sonrasinda ambalajlama ve depolama
islemleri yemin kalitesinde farkliliklara neden
olabilmektedir. Yemin {iretim teknigindeki

farkliliklar, mamul ya da yar1 mamul olmasi kaliteyi
etkilemektedir. Ornegin soya fasulyesi kiispesinde,
kabugunun ¢ikarilmasi ve solvent ekstraksiyonu ile
yiiksek basing altinda tretilmesi daha yiiksek ham
protein ve yararlanilabilir lisin, diisiik ham seliiloz ve
ham yag icermesine neden olmaktadir. Islak
rendering ile tiretilen et unu ve kuru rendering ile
parcalanarak {iretilen et unu arasinda renk, koku ve
ham protein igerigi yoniinden farkliliklar ortaya
cikabilmektedir. Hayvansal protein kaynaklarinin
icerdikleri besin maddelerinin miktarini ve
kullanilabilirligini ham madde orani (kemik, et ve
kafa), uygulanan kurutma sicakligi, mikrobiyal
degisim, degirmende 6giitme, peletlemeden once
uygulanan buhar basincinin miktari, ekstriizyon ve
ekspansiyon gibi tiretim farkliliklan etkilemektedir
(Khajarern ve Khajarern, 2008). Yem hammaddeleri
tretim sonrasi uygunsuz ambalajlama ve depolama
nedeniyle kalitelerini kaybederler ve bozulabilirler.
Hammaddelerin bozulmas1 yiliksek sicaklikta
depolama ya da tasima sirasinda olabilmektedir.
Yiksek nem igerigine sahip yemlerin depolanmasi
bakteriyel ve fungal aktivitenin artmasina neden
olabilmektedir (Islam ve Haque, 2016). Yemin
tiretimi agamasinda uygulanan sicaklik, proteinlerin
denatiirasyonu, Maillard ya da Browning
Reaksiyonu, yaglarin oksidasyonu gibi bir¢ok
reaksiyonun ger¢eklesmesine neden olmaktadir
(Khajarern ve Khajarern, 2008).

3. Yem numunesinin mikroskopik analiz teknigine
hazirlanmasi

Yem numunesinin mikroskopik incelemeye
hazirlanmasi, IAG tarafindan belirtilen 'Sample
preparation for analysis, IAG-Method A1' kaynagina
gore yapilmaktadir (Anonim, 2007b). Bu metodun
prosediirii asagida belirtilmistir.

3.1. Numunenin hazirlanmasi

Mikroskopik inceleme yapilacak numune, yem
hammaddesini temsil edecek sekilde en az 100 g
numune kullanilarak hazirlanmaktadir. Numuneler
tirtintin 6zelligine gore el ile veya numune boliici
yardimiyla boliintir.

a) Elile bolme
Prosediir A

Homojen sekilde karigtirilmis numuneden birkag ayri
noktadan spatiil ya da kasik yardimiyla kiictik
pargalar halinde alinir. Gerekirse birka¢ analiz
numunesi i¢in bu sekilde muayene yapilabilir. Analiz
numunesinden bir miktar inceleme i¢in yedeklenir.
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Prosediir B

Iyice homojenize edilmis numune diiz bir zemin
tizerine yayilir. Numune benzer buytklikte dort
bolime ayrilir. Capraz olarak konmus béliimler
birlestirilir. Bu sayede numune iki boliime ayrilir.
Gerekirse birka¢ numune mikroskopik inceleme igin
bu sekilde elde edilebilir.

b) Ornek béliicii ile bolme

Laboratuvara gelen numune 6rnek boliictiye konarak
istenilen sayida o6rnek alinir. Bunlardan biri sahit
numune olarak saklanabilir.

3.2. Numunenin kiiciik parcalara indirgenmesi

Mikroskopik inceleme i¢in numunenin yapisina bagl
olarak, kii¢iik parcalara ayrilmasi gerekir. Cok yagh
numunelerde aseton ile muamele edilir.

a) Peletlenmemis yemler

Ince ogiitiilmiis numuneler igin baska bir islem
gerekmez. Kaba numuneler en az 10 g olacak sekilde
havanda doviilerek kiigiik pargalara ayrilir.

b) Peletlenmis, preslenmis yemler

Mikroskopik inceleme yapilacak iiriin 6zelligine gore
en az 10 g olacak sekilde mekanik olarak havanda
kirilir veya ogiitiilir.

3.3. Numunenin fraksiyonlara ayrilmasi

Numune materyali partikiil buiytiklugt, ¢6ztintirlik
veya yogunluga gore ayristirilabilir.

a) Parcacik boyutuna gore fraksiyona ayirma
Tanecik ebadina gore ayristirmak icin elekle 0,5
mm'den biiyiik ve kiiciik olmak tlizere yem 6rnegi

ikiye ayrilir. Miktar verilecek ¢alismalarda her birinin
agirhigi alinir.

b) Yogunluga gore fraksiyona ayirma

Numuneler sedimentasyon (¢coktiirme) ve flotasyon
(yluzdirme) stvilartile ayristirilir.

4. Karma yemlerde hayvansal proteinlerin
belirlenmesinde mikroskopik analiz teknigi

Karma yemlerde hayvansal proteinlerin belirlenmesi,
'Commission Regulation (EU) No 51/2013'
direktifine gore yapilmaktadir (Anonim, 2013). Bu
metodun prosediirii asagida belirtilmistir.

4.1. Hayvansal proteinlerin mikroskopik
incelenmesi

Hayvansal proteinlerde; kas lifleri ve diger et
pargalari, kikirdak, kemik, boynuz, tity, kan, kanat,
yumurta kabugu, balik kil¢ig1 ve iskeleti, pul gibi
tipik ve mikroskopik olarak ayirt edilebilen 6zellikler
tanimlanmaktadir.

4.1.1. Islemsiz mikroskopik inceleme

Hayvansal proteinlerin 6n islemsiz incelemesinde,
yem materyalleri fiziksel 6zelliklerine gore kirma,
ezme, parcalama, ogilitme gibi islemlere tabi
tutulmadan 500 p, 1 mm ve 2 mm'lik elek setinden
elenerek 3 fraksiyona ayrilir. Bu fraksiyonlar, stereo
mikroskop altinda 10X, 20X ve 40X biiytitmelerinde
incelenir.

4.1.2. Islemli mikroskopik inceleme

Hayvansal proteinlerin 6n islemli incelemesinde;
yem materyalleri fiziksel ozelliklerine gore kirma,
ezme, parcalama, 6giitme gibi islemlere tabi tutularak
flotasyon uygulanir.

Hayvansal proteinlerin mikroskopik incelenmesinde
kullanilan kimyasal madde ve ekipmanlarin
ozellikleri Cizelge 1 ve Cizelge 2'de, indikator
¢ozeltileri ve hazirlanislart ise Cizelge 3'te
verilmistir.

Cizelge 1. Mikroskopik incelemede kullanilan kimyasal maddeler ve 6zellikleri

Kimyasal Ad1 Formiil Katalog No Ozellikleri

Kloral hidrat C,H3Cl130, M.102425 9%99.5 saflikta
Tetrakloroetilen CyCly M.100965 9%99.5 saflikta
Potasyum iyodat KIO; M.105050 %99.8 saflikta
Alizarin kirmizisi Ci4H7NaOS M.106278

Kursun asetat trihidrat C4HsO4Pb. 3 H,O M.107372

Sodyum hidroksit NaOH M.106462 %098 saflikta
Potasyum iyodiir KI M 105043 %99.5 saflikta
Potasyum sodyum tartarat CsH4KNaOs .4 H.O M. 108087 %99.0 - 102.0 saflikta
tetrahidrat

Gliserol C3Hs03 M.356350 %099 saflikta

Parafin M.107160 Vizkozitesi %34.5
Aseton C3HqO Teknik

Hidroklorik asit HC1 M.1.00317 %37.38 saflikta, d=1.19
Etil alkol C,HsOH Teknik %99.5 saflikta
Iyot I, M.104763

Sodyum hipoklorit NaOCl M.105614 %09-14 aktif klor
Norland Optik Yapistirict 65 Vizkozite:1.200
Fenol CsHsOH M. 100206 %99.0 - 100.5 saflikta
Coomassie Brilliant blue C45H44N3Na05S; M.112553

Fosforik asit H3PO4 M. 100573 %85saflikta

Sudan 111 C22H16N4O M. 11 1747
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4.1.2.1. Sediment ve flotat hazirlama

Ogiitiilmiis yem materyali numunesinden 3-10 g'lik
kismi1 250 ml'lik ayirrma hunisine alinir ve 50 ml
tetrakloroetilen eklenir. Karigim kuvvetli bir sekilde
en az 30 saniye kadar calkalanir. Calkalama
esnasinda huninin i¢ yiizeyine yapisan parcaciklar
sonradan eklenecek olan en az 50 ml tetrakloroetilen
ile s1vi i¢ine indirilir. Karisimdan sedimentin
ayrilmasi i¢in ayirma hunisinin kapagi agilmadan en
az 5 dakika beklemeye birakilir. Bu siire sonunda
sediment ve flotat 2 fraksiyona ayrilir:

1) Sediment (ayirma hunisinin dip kismina ¢oken
kisim) teflon musluk agilarak tiip icerisine aktarilir.
Tip igerisine ayrilan sediment etiivde kurutulur.
Kurutulduktan sonra,

a) Fenol-gliserin indikatori ile incelemede 200 ve
500 p'luk eleklerden elenerek 200 p elek alt1 ve elek
istii 2 fraksiyonda preparat hazirlanarak,

b) Alizarin kirmizist ile boyama yapildiktan sonra
200 ve 500 p'luk eleklerden elenerek 200 p elek alti
ve 500 p elek alt1 2 fraksiyonda preparat hazirlanarak,
1s1k mikroskobunda incelenir.

2) Ayirma hunisinde tetrakloroetilen igerisindeki
flotat (yilizen yem materyali) ise bir huni vasitasiyla
kaba filtre kagidindan stiziiliir. Ayrilan flotatin
buharlagsmayla ¢eker ocak altinda hava yolu ile
kurutulmasi yapilir. Kurutulan flotat, 250 p, 500 p ve
1 mm'lik elek setinden elenerek 3 fraksiyona ayrilir.
Ayrilan fraksiyonlar,

a) 500 p ve 1 mm elek tstii fraksiyonlart stereo
mikroskopta makroskobik olarak,

b) 250 p ve 500 p elek alt1 fraksiyonlari Fehling, Lye,
Logol ve Sistin indikatorleri ile boyama yapilip
preparat hazirlanarak 151k mikroskobunda histolojik
olarak incelenir.

Cizelge 2. Mikroskopik incelemede kullanilan bazi ekipmanlar ve 6zellikleri

Ekipman Ad1

Ozellikleri

Hassas terazi
Ogiitiicii ekipman
Elek seti

Stereo mikroskop

Isik mikroskobu

0.001 g hassasiyette

Havan, degirmen

200 p, 250 p, 500 p, I mm ve 2 mm gozenek ¢apl

En az 6,5X-40X biiylitme oranina sahip, fotograf ve video
¢ekebilen

En az 40X-400X biiylitme oranina sahip, polarize 151k verebilen,

fotograf ve video ¢ekebilen

Ayirma hunisi
Standart laboratuvar cam malzemeleri

250 ml hacimli, teflon musluklu
Lam, lamel vb.

4.1.2.2. Sedimentin alizarin kirmizisi ile
boyanmasi

Kurutulmus sediment test tliptine aktarilir ve yikama
islemi i¢in yaklasik 5 ml etanol ilave edilir (her
seferinde 30 saniyelik bir siire vortekslenmeli ve
etonoliin 1,5 dakika durulmasi beklenmeli ve
bosaltilmalidir). Sediment en az 1 ml sodyum
hipoklorid ilave edilerek agartilir, reaksiyon
gergeklesmesi igin 10 dakika beklenir. Siire sonunda
test tiipti saf su ile doldurularak 2-3 dakika bekletilir,
su ve ytlizen pargalar nazik¢e dokiilerek bosaltilir.
Sediment 10 ml saf su ile en az iki kere daha yikanir
(en az 30 saniye vortekslenir, ¢okmesi beklenir,
yikama suyu bosaltilir). Yikanan sedimente 2 ile 10
damla arasinda alizarin kirmizisi ¢6zeltisi eklenir ve
karisim vortekslenir. Reaksiyonun olugmasi icin 30
saniye beklenir ve boyanmis sediment yaklagik 5 ml
etanol ile iki kere yikanir, daha sonra bir defa aseton
ile yikanir. En az 30 s vortekslenerek, 1 dakika

beklenir ve siire sonunda aseton bosaltilir. Boyanmis
sediment etiivde kurutulur.

Karma yemlerde hayvansal proteinlerin mikroskopik
analiz teknigiyle tanimlanmasinda kullanilan bazi
gorseller Sekil 1 - 10'da verilmistir. Bu gorseller
'"TAGEM/HSGYAD/U/21/A3/P1/2319" numarali
'Tirkiye'de Bazi Yem Hammaddelerinin
Karakteristik Ozelliklerinin Mikroskopik Yontemle
Belirlenmesi ve Yem Mikroskopi Atlasinin
Olusturulmast' isimli projeden elde edilmistir (Umur
vd., 2021). Gorsellerin iiretilmesinde; LED
aydinlatma sistemine sahip, alttan ve iistten beyaz
1s1k veren, 0,61-5,5X zoom araliginda, 10 megapiksel
gorlintli ¢oziintirligiinde kamerali goriintii sistemine
sahip Leice S9 i stereo mikroskop ile 5X, 10X, 20X,
50X zoom biiytitmelerine sahip, polarize 1s1k
verebilen, 10 megapiksel goriintii ¢ozliniirliigiinde
kameral1 goriintil sistemine sahip Leica DM750 P
polarize 151k mikroskobu kullanilmastir.
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Cizelge 3. Mikroskopik incelemede kullanilan indikator ¢6zeltileri ve hazirlanisi

indikator Ad1 Hazirlamisi

Alizarin kirmizist - 2.5 ml 1M HCI ¢ozeltisi 100 ml saf su ile seyreltilir ve bu ¢ozeltiye 200 mg alizarin
cozeltisi kirmizist eklenir

Lye %?2.5 NaOH c¢ozeltisi (w/v)

Lugol 2 g potasyum iyodiir 100 ml su ile ¢oziliir ve siirekli calkalanarak 1 g iyot eklenir
Fehling A ve B stok ¢ozeltilerinden 1/1 oraninda kullanim 6ncesi hazirlanir. Cozelti A: 100 ml

suda 6.9 g demir(Il) siilfat pentahidrat ¢oziilir. Cozelti B: 34.6 g potasyum sodyum
tartarat tetrahidrat ve 12 g NaOH 100 ml saf suda ¢oziiliir.

Sistin 10 g NaOH 100 ml saf su ile ¢oziiliir, ¢ozeltiye 2 g kursun asetat eklenir

Fenol-gliserin 100 g fenol 20 ml gliserin igerisinde oda sicakliginda ¢oziiliir.

Bradford reaktifi 25 mg Coomasie brillant blue G-250, 12.5 ml %95 etanolde ¢oziindiirilip, 25 ml %85
fosforik asit (H3PO4) eklenir. Bu boya ¢ozeltisi 250 ml’ye tamamlanir. Kullanilacagi
zaman 5 kat sulandirilir. Whatman No: 1 filtre kagidindan gegirilir ve bir cam sisede, oda
sicakliginda saklanir.

Sudan-gliserin Sudan III (Aminoazobenzen-betanaphtol) %96‘lik sicak alkolde doyuncaya kadar

reaktifi ¢oziiliir, siiziiliir. Esit hacimde gliserin ilave edilir.

e ]
o i
s B ® Habil Umur
Sekil 1. Et-kemik ununun stereo mikroskop Sekil 2. Alizarin kirmizisi ile boyanmis sigir
goriintiisii, 10X (a: et pargalari, b: kil, c: kemik) kemiginin 151k mikroskobundaki goriintiisii, 200X (a:

lacuna, b: s1gir kemigi)

® Habil Umur

Sekil 3. Alizarin kirmizist ile boyanmis kanatl Sekil 4. Balik pulunun 151k mikroskobundaki
kemiginin 151k mikroskobundaki gériintiisii, 200X (a: goriintiisii, 200X
lacuna, b: kanatli kemigi)

.

©) Habi,'a‘?‘-l'.!mur

Sekil 5. Alizarin kirmizist ile boyanmis balik Sekil 6. Balik kemiginin 1s1k mikroskobunda polarize
kemiginin 151k mikroskobundaki goriintisii, 200X 1siktaki goriintisi, 200X
(a:lacuna, b: balik kemigi)
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a: Koyun kil

Sekil 7. Farkli tiirlere ait killarin 151k
mikroskobundaki goriintiisti, 300X
(a: koyun kili, b:at kilr)

A
© Habi'Umur

Domuz kil

© Habil Umur

Sekil 8. Domuz kilinin 151k mikroskobundaki
gorilintlist, 400X

Sekil 9.Fehling indikatorii ile boyanmis kas
dokularmin 151k mikroskobundaki goriintiisii, 200X

5. Karma yemlerde % bilesen
belirlenmesinde mikroskopik analiz teknigi

Karma yemlerde % bilesenin belirlenmesinde, IAG
tarafindan belirtilen 'Method for the Identification
and Estimation of Constituents in Animal
Feedingstuff [AG-Method A2' kaynag1
kullanilmaktadir (Anonim, 2007a). Bu metodun

Sekil 10. Fehling indikatori ile boyanmis tavuk
tiiytiniin 151k mikroskobundaki goriintiisii, 200X

prosediirti agsagida belirtilmistir.

Karma yemlerde % bilesenin belirlenmesinde
kullanilan kimyasal madde ve ekipmanlarin
ozellikleri Cizelge 1 ve Cizelge 2'de, indikator
cozeltileri ve hazirlanislar1 Cizelge 3'te, mikroskopik
incelemede kullanilan indikatoriin etkiledigi
bilesenlerise Cizelge 4'te verilmistir.

Cizelge 4. Mikroskopik incelemede kullanilan indikatdriin etkiledigi bilesenler

Reaktif Boyanan Bilesen

Renk

Bradford reaktif

Protein ihtiva eden hayvan ve bitki bilesenleri

Mavi renklenme

Lugol ¢ozeltisi
maya, bakteri

Protein ihtiva eden hayvan ve bitki bilegenleri,

Kahverengi renklenme

Boynuz iceren hayvan parcalari, bag doku, tiiyler

Kahverengi-sar1 renklenme

Nisasta

Mavi- menekse renklenme

Hidrolize nisasta

Mavi renklenme

Sudan-gliserin reaktifi Sivi yaglar ve kat1 yaglar

Turuncu-kirmizi renklenme

Karma yemlerde % bilesenin belirlenmesi, yemlerde
bulunan bilesenlerin tanimlamasi ve yiizdelik
tahmini i¢in kullanilir. Yemlerde bulunan bilesen
maddeler, standardize yontem kullanilarak
hazirlanan temsili bir 6rnek ile tanimlanir.
Tanimlama tipik makroskobik ve mikroskopik
ozelliklere dayanir. Farkli optik yontemler ve boyama
islemi, tanimlama islemine yardimci olur.
% bilesenin tahminlenmesi su sekilde yapilir:

5.1. Analiz prosediirii

5.1.1. Tamimlama

IAG-Method A1 analiz hazirlama prosediirene gore
hazirlanmis bir 6rnek kullanilir. Kaba elek
fraksiyonlarindan (> 0,5 mm) alinan pargalar, stereo
mikroskop kullanarak sistematik olarak taranir ve
tanimlanir. Tanimlanmamis fragmanlar ayrilir ve 151k
mikroskobu veya boyama reaktifleri kullanilarak
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incelenir. Gerekirse bilesenler teshis edilebilir,
ozelliklerini ortaya ¢ikarmak icin parcalanabilir. Ince
elek fraksiyonlarindan (< 0,5 mm) olusan parcalar,
cam lamel tizerine gliserin ile slayt hazirlanir ve 151k
mikroskobu yardimi ile tanimlanir.

Bilesen maddeler, gorsel ve yazili acgiklamalar
kullanilarak ve referans malzeme ile karsilastirilarak
tanimlanir. Mikroskopik inceleme sirasinda, iletilen
151k, polarize 151k, faz kontrasti gibi farkli optik
yontemler kullanilabilir.

5.2. Bilesenlerin tahmini

5.2.1. Agirhga gore belirleme

Kaba elek fraksiyonlardan (> 0,5 mm), stereco
mikroskop kullanilarak bilesenlerin pargalar1 (veya
bir biitiin parga) tek tek se¢ilir ve tartilir. Kalansiz tam
boliinen biitlin bir parga fraksiyonu kullanildiginda
her bir bilesen en az 0,01 g ile temsil edilmelidir. Ince
elek fraksiyonlart (< 0,5 mm) ile en az iki slayt
hazirlanir. Bunlar, bilesik mikroskop kullanilarak
incelenir ve 6rnek i¢indeki benzer parcaciklarin orant
tahmin edilip, agirliklari hesaplanir.

5.2.2. Gorsel tahminle belirleme

Her bir elek fraksiyonu igindeki 6zgiin bilesenlere ait
karakteristik parcalar hem stereo hem de bilesik
mikroskop yardimiyla tahmin edilir. Ince elek
fraksiyonlarindan (< 0,5 mm) en az iki slayt
hazirlanir. Bilesen igerigi referans materyali
yardimiyla tahmin edilebilir.

5.3. Hesaplama ve rapor
5.3.1. Hesaplama

Madde 5.2.1.'de agiklanan agirligin belirlenmesi
yontemi kullanilarak bilesenlerin tek tek yiizde
icerigi belirlenir ve Cizelge 5'te verilen 6rnege gore
hesaplama yapilir. Sonuglar %5'lik artiglarla
raporlanir. Madde 5.2.2'de agiklanan gorsel
tahminleme yontemi ile her bir bilesenin yiizde
igerigi belirlenir ve Cizelge 6'da verilen 6rnege gore
hesaplama yapilir. Sonuglar %5'lik artiglarla
raporlanir.

Cizelge 5. Agirliga gore belirlemeye dayali hesaplama 6rnegi (Anonim, 2007b).

Numune Fraksiyon 1 Fraksiyon 2 Fraksiyon 3 Toplam bilesen miktari
Miktari: >1mm4.550g <1.0-0.5 mm 1.570g <0.5mm3.880g 10.000 g
10g = %100
Bilesen Fraksiyon 1 Fraksiyon 2" Fraksiyon 3*") Toplam bilesen )

miktari Sonuglar
Misir 2.550 0.630 %5 —0.194 3374 -%33.74 %35 %30-35
Bugday 1.200 0.440 %5 —0.194 1.843 -%18.34 %20 %15-20
Soya Fasulyesi ~ 0.800 0.500 %5 —0.194 1.494 -%14.94  %l5 %10-15
Piring unu - - %30 —1.164 1.164 -%11.64 %10 %10-15
Manyok unu - - %40 — 1.552 1.552 -%15.52 %15 %15-20
Patates nisastast - - %15 —-0.582 0.582 -9%5.82 %5 %10
Toplam 4.550 1.570 %100 — 3.880 10.000 - %100 %100

Not: Tablo bir 6rnektir ve elek fraksiyonlarimin numarasina, sayisina ve boyuta gore degistirilebilir.

*)secilmis
**) Tahmin edilen(%), g/fraksiyon’dan hesaplanan

**¥) yuvarlanmug tahmini deger (%), belirtilen yiizde, tahmin aralig1 olarak belgelenebilir.

5.3.2.Rapor
5.3.2.1. Bildirimde bulunulmadan

'Bir mikroskop kullanilarak goriilebilir oldugu
kadariyla agagidaki bilesenler gonderilen ornekte
bulundu' ifadesi kullanilir. Analistin deneyimine
bagli olarak, ornekteki bilesenler ve bunlarin
miktarlariileilgili ek agiklamalar yapilabilir.

5.3.2.2. Kismen a¢ik beyan (azalan dizi)

'Mikroskop kullanilarak goriilebilir oldugu kadariyla,
gonderilen ornekteki bilesenler bildirilen diziler
i¢inde bulundu' ifadesi kullanilir.

5.3.2.3. Acik beyan (yiizdelik beyani)

'Bir mikroskop kullanilarak goriildiigii kadariyla,
bildirilen bilesenler beyan edilen miktarlarda
gonderilen 6rnekte bulunmustur' ifadesi kullanilir.
Analistin deneyimine bagli olarak, ornekteki
bilesenler ve bunlarin miktarlar ile ilgili ek
aciklamalar yapilabilir.
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Cizelge 6. Gorsel tahminle belirlemeye dayali hesaplama 6rnegi (Anonim, 2007b).

Numune Fraksiyon 1 Fraksiyon 2 Fraksiyon 3 Toplam bilesen miktar:
Miktar: >1 mm <10-05 mm <0.5 mm 3.880 g 10.000 g
10g = %100 4550 g 1.570 g
Bilesen Fraksiyon 1% Fraksiyon 2" Fraksiyon 3™ Toplam bilesen miktari )
Sonuglar
% *45.5 % *15.7 % *38.8 % %
Misir 50 22.75 50 7.85 5 194 32.54 30-35
Bugday 30 13.65 25 3.93 5 194 19.52 15-20
Soya Fasulyesi 20 9.10 25 3.93 5 194 14.97 10-15
Piring unu - - 30 11.64 11.64 10-15
Manyok unu - - 40 15.52 15.52 15-20
Patates nigastast - - 15- 5.82 5.82 5-10
Toplam %100 %100 %100 %100

Not: Tablo bir 6rnektir ve elek fraksiyonlarinin numarasina, sayisina ve boyuta gore degistirilebilir.

*) Fraksiyon miktar1 {izerinden hesaplanan tahmin (%)

**) % olarak yuvarlanmis tahmini deger, tahmin aralig1 olarak belgelenebilir.

5.3.2.4. Olumsuz sonu¢

'Bir mikroskop kullanilarak goriildiigii kadariyla,
belirtilen bilesen [isim], gonderilen Ornekte
bulunamadr' ifadesi kullanilir.

5.3.2.5. Ek sonu¢

'Gonderilen o6rnegin bildirilen bilesenlerine ek
olarak, bilesen [isim] mikroskopik inceleme ile
bulundu' ve 'Mikroskop kullanilarak goriilebildigi
kadariyla gonderilen 6rnekteki % [sayi] miktar
tahmin edildi' ifadeleri kullanilir. Tanimlanan
bilesenlere bagli olarak, %2'den diisiik miktarlar iz
miktar olarak rapor edilir.

5.3.2.6. Bir bilesenin beyan edilen miktarinin
eksikligi

'Bilesen [isim], mikroskopik inceleme ile gonderilen
ornek icerisinde beyan edilen degerden sapan bir
miktarda bulundu' ve 'Mikroskop kullanilarak
goriilebildigi kadariyla gonderilen 6rnekteki % [say1]
miktar tahmin edildi' ifadeleri kullanilir. Tanimlanan
bilesenlere bagl olarak, %2'den diisiik miktarlar iz
miktar olarak rapor edilir.

5.3.2.7. Ek aciklamalar

Mikroskopi ile yapilan miktar belirlemesinde,
ozellikle peletlenmis yemlerde 6nemli varyasyonlar
gortilebilir. Kat1 ve s1v1 yag, melas, balik kaynaklari
ve karakteristik morfolojik yapilardan yoksun diger
maddeler gibi bilesenler mikroskopik olarak
belirlenemeyebilir. Bu nedenle tahmin edilen
sonuglarda varyasyon olabilir.

5.4. Validasyon

Mikroskopik incelemeyle yem bilesenlerinin ytizde
tahmininin dogrulugu, yem mikroskopistinin
kontrolii disinda olan cesitli faktérlerden ¢ok fazla
etkilenir. Bu faktorler, bilesenlerin 6zgiin yapisi, yem
tretiminde kullanilan yontemler ve hammadde
secimi olarak siralanabilir. [AG tarafindan ytirtitiilen
kapsamli ring testi caligmalari sonucunda asagida
belirtilen belirsizlik araliklart geligtirilmistir:

> %2-5 +/-100 r
> %5-10 +/-5a

>%10-20  +/-50r
>%20-50 +/-10a
> %50 +/-20r

Karma yemlerde % bilesimin mikroskopik analiz
teknigiyle belirlenmesinde kullanilan baz1 gorseller
Sekil 11,12,13, 14,15, 16, 17 ve 18'de verilmistir. Bu
gorseller "TAGEM/HSGYAD/U/21/A3/P1/2319"'
numarali ve 'Tiirkiye'de Bazi Yem Hammaddelerinin
Karakteristik Ozelliklerinin Mikroskopik Yontemle
Belirlenmesi ve Yem Mikroskopi Atlasinin
Olusturulmast' isimli projeden elde edilmistir (Umur
vd., 2021). Gorsellerin itretilmesinde; LED
aydinlatma sistemine sahip, alttan ve Ustten beyaz
1sik veren, 0,61-5,5X zoom araliginda, 10 megapiksel
gorlintl ¢oziiniirliglinde kamerali goriintli sistemine
sahip Leice S9 i stereo mikroskop kullanilmaistir.
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© Habilimu
Sekil 11. Bugday danelerinin stereo mikroskop Sekil 12. Sorgum danelerinin stereo mikroskop
goriintiisti, 20X (a: nisasta, b: kepek) goriintiisii, 20X (a: nisasta, b: kabuk, c: endosperm)

© Habil Umu

Sekil 13. Aycicegi tohumu kiispesinin stereo Sekil 14. Kanola danelerinin stereo mikroskop
mikroskop gorlintiisii, 20X (a: kabuk, b: kotiledon) goriintiisti, 20X (a: kabuk, b: kotiledon)

Sekil 15. Kirik misir danelerinin stereo mikroskop Sekil 16. Misir gluteninin stereo mikroskop
goriintiisii, 30X (a: nisasta, b: kabuk, c: kepek) goriintiisii, 10X (endosperm)

Sekil 17. Soya kiispesinin stereo mikroskop Sekil 18. Soya kabuklarinin stereo mikroskop
gorlntiisi, 20X (a: kabuk, b: hilum, c: gorlintiisi, 20X
kotiledon)
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6. Tartisma ve sonug

Yukarida verilen bilgiler dogrultusunda, deneyimli
bir mikroskopist yem fabrikalarina hammadde alim1
basta olmak tizere tiretimin her asamasinda yemlerin
kalite kontroliinde mikroskopik analiz tekniginden
yararlanabilir. Boylece yemlerin kalitesi ile ilgili cok
kisa stirede ve az masrafla fikir sahibi olunabilir.

Mikroskopik analiz teknigiyle yemlerde hayvansal
proteinlerin incelenmesi, ulusal ve uluslararasi
kuruluslar tarafindan yayinlanan mevzuatlarda
belirtilen standartlara uygun olarak yapilmaktadir.
Karma yemlerde hayvansal proteinlerin mikroskopik
analiz teknigi ile belirlenmesinde tek gecerli yontem
EU 51/2013 (Anonim, 2013)'te belirtilen resmi
yontemdir (Momcilovic ve Rasooly, 2000; Van
Raamsdonk vd., 2007). Bu yontem, agirlikli olarak
kemik dokunun varligi tizerinde yogunlasmis olup 1
g/kg tespit diizeyinde yanlis veya yanlis/pozitif
sonuglar vermemektedir (Van Raamsdonk vd., 2007).
Karma yem igerisinde balik unu varhigi, karasal
hayvanlardan gelen et ve kemik ununun dogru tespit
edilmesinde mikroskopik analiz tekniginin
hassasiyetini azaltmaktadir (Prado vd., 2004;
Fumiere vd., 2006). Bununla birlikte memeli hayvan
grubuna ait hayvansal proteinler ile kanatli hayvan
grubuna ait hayvansal proteinler arasinda giivenilir
ayrim saglanamamakta, fakat balik tirtinleriyle olan
ayrim kesin sinirlarla belirgin bir sekilde
yapilabilmektedir (Van Raamsdonk vd., 2004).
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