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OZET

SOYA UNUNDA AFLATOKSIN TAYINI, METOT VALIDASYONU
VE OLCUM BELIRSIZLIGININ SAPTANMASI

Soya bitkisi, tanesindeki ortalama %18-20 yag, %40 protein, %30 karbonhidrat, %5
mineral madde ve ¢ok sayidaki vitamin ile protein yapisinda zengin ve degerli amino
asitler bulundurmas1 sebebiyle canlilarin beslenmesinde son derece 6énemlidir.Soyanin
en onemli 6zelligi, diger bitki ve hayvan yem kaynaklarina gore, birim alandan daha

fazla ve ucuz protein saglamasidir.

Bu ¢alismada amacimiz, soya ununda aflatoksin analizi i¢in bir metot 6nermek, metodu

gecerli kilmak ve 6l¢lim belirsizliginin hesaplanmasidir.

Kullanilan metotta aflatoksinler onerilen ¢oziiciide ¢oziliip, immuno affinite kolonda
tutularak HPLC cihazina enjekte edilmistir. HPLC kolonunda kobra cell ile kolon
sonrast elektrokimyasal olarak bromlandirilip floresans dedektorle saptanarak analizleri

yapilmistir.

Soya unu i¢in verilmis yasal limitler, aflatoksin B, i¢in 5 ppb ve toplam aflatoksin igin
10 ppb’dir. Validasyon g¢aligsmalari i¢in; bu limitlere uygun olarak soya ununa 0,3 ppb,
2,5 ppb, 5 ppb ve 7,5 ppb seviyelerinde aflatoksin G,, G,;, B, B karisimi ilave
edilmistir. Calismalar sonugunda 2,5 ppb, 5 ppb ve 7,5 ppb seviyelerindeki geri
kazanimlarin %70-110 araliginda ve 0,3 ppb seviyesinde ise %50-120 araliginda oldugu

gorilmiistiir.

Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik i¢in relatif standart sapma araliginin; aflatoksin
B, icin %2,2-4,8 ve %4,6-6; toplam aflatoksin i¢in %1,9-4,1 ve %2,6-5,6 oldugu
belirlenmistir. Genisletilmis belirsizlik ise aflatoksin B, i¢in 0,172 ve toplam aflatoksin

i¢in 0,182 olarak saptanmistir.

Calisma sonucunda Onerilen ¢oziicli karisiminda aflatoksin matriksten ekstrakte edilmis
ve yasal limitler iginde geri kazanimlari basarilmistir. Bu metot ile kisa siirede analiz

yapilabilmis ve ayn1 zamanda daha az toksik kimyasallar kullanilmigtir.

Aralik, 2012 Hacer Yeliz, OLPAK
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ABSTRACT

DETERMINATION OF AFLATOXINS IN SOYBEAN FLOUR,
METHOD VALIDATION AND DETERMINATION OF
MEASUREMENT UNCERTAINITY

Soybean plant is extremely important because of the average content of %18-20 fat,
%40 protein, %30 carbohydrate, %5 mineral matter, a large number of vitamins and
amino acids which are in protein structure. The most important feature of soybean
according to other plants and animal feed sources is to provide per unit area much more

and cheap protein.

Our aim is to propose a method for the analysis of soybean aflatoxins, validate the

proposed method and to determine measurement uncertainity.

Aflatoxins are dissolved in proposed solvent mixture, and the method is based on
immunaffinity column cleanup with liquid chromatography using post column

bromination for determination of aflatoxins in soybean flour.

In soybean flour, legal limits for aflatoxin B, is 5 ppb and for total aflatoxin is 10 ppb.
In accordance with these limits soybean flour is spiked, with an aflatoxin G,, G,, B, B,
mixture, concentration levels of 0,3 ppb, 2,5 ppb, 5 ppb and 7,5 ppb for validation
studies. In this study we found that the recoveries were %70-110 for spiked levels of
2,5, 5 and 7,5ppb; and %50-120 for the spiked level of 0,3ppb.

The relative standard deviation, for repeatability and for reproducibility is; for aflatoxin
B, %2,2-4,8 and %4,6-6, for total aflatoxin %1,9-4,1 and %2,6-5,6. This method’s

expanded uncertainty is found that; for aflatoxin B, 0,172 and for total aflatoxin 0,182.

As a result of this research aflatoxins extracted from the matrix in the proposed solvent
mixture and the recoveries achieved within the legal limits. Analysis have been done in

shorter time and also less toxic chemicals have been used.

December, 2012 Hacer Yeliz, OLPAK
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SEMBOLLER

A : Absorbans

Bl : Egim

c : Farkli Kalibrasyon Standartlarinin Ortalamasi (ug/mL)

Co : Tayin Edilen Cozelti Derisimi (pg/mL)

CF : Diizeltme Faktorii

C : Kalibrasyon Egrisinden Hesaplanan Ol¢iim Sonucu (ug/mL)

CV, : Tekrarlanabilirlik Standart Belirsizligi
CVi : Tekrartiretilebilirlik Standart Belirsizligi

k : Kapsam Faktorii

n : Yapilan Olgiim Sayisi

p : Ornek Olgiimii I¢in Tekrar Sayist

r : Tekrarlanabilirlik Limiti

R : Tekrartiretilebilirlik Limiti

Rf : Kagit ve ince tabaka kromatografisinde mevcut bilesen igin yiiriime sabiti
(cm)

RSD : Relatif Standart Sapma
RSD, : Tekrarlanabilirlik Relatif Standart Sapmasi
RSDr : Tekrariiretilebilirlik Relatif Standart Sapmasi

S : Standart Sapma

Sb1 : Kor Ornek Olgiimlerinin Standart Sapmast

S, : Tekrarlanabilirlik Standart Sapmasi

Sk : Tekrariiretilebilirlik Standart Sapmast

Sxx : Konsantrasyonlar arasindaki sapmalarin toplami

tomin  : Baslangig zamani (dakika)

tmin  : x zamam (dakika)

U . Genigsletilmis Belirsizlik

U, : Birlesik Standart Belirsizlik

X : Olgiim Sonuglarinin Ortalamasi (pug/mL)
Xo1 : Kér Ornek Ortalamasi (ug/mL)

X; : Tlk Olgiim Sonucu (pg/mL)
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 Ikinci Olgiim Sonucu (ug/mL)
: Molar Absorptivite (L/mol.cm)
: Dalga Boyu (cm™)



KISALTMALAR

CRM : Certificated Referance Material

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

GK : Geri Kazanim

HPLC : High Performance Liquid Chromatography
LDs, : Letal Dose (%50)

LOD : Limit Of Detection

LOQ . Limit Of Quantification

MA : Molekiil Agirlig

NMKL : Nordisk Metodikkommitte for Livsmedel - Nordic Committee on Food
Analysis (EAIO)

PBS : Phosphate Buffered Saline
PDI : Protein Dispersibility Index
RNA : Ribo Niikleik Asit

SOP : Standard Operating Procedure
SPME : Solid Phase Microextraction
Spp. : Species

Std. : Standart

TFA - Trifloro Asetik Asit

TLC : Thin Layer Chromatography

uv - Ultraviyole
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1. GIRIS

Mikotoksinler, kiiflerin gelisimi sirasinda normal metabolizmasi i¢in énemli bir role
sahip olmayan, ancak insan ve hayvanlarda kanserojen, mutajen, teratojen ve 0strojenik
etkiler gibi akut veya kronik etkilere neden olabilen ikincil toksik metabolitlerdir.

Mikotoksinlerin neden oldugu hastaliga ise mikotoksikozis denilmektedir [1] .

Aflatoksinler Aspergillus cinsine ait kiif tiirleri tarafindan tretilen toksik sekonder
metabolitlerdir ve “kuvetli hepatotoksik ve karsinojen” maddeler olarak
tanimlanmaktadir. Bilinen mikotoksinler i¢inde en fazla toksik etkiye sahiptir ve

birbirine yakin bilesimde 18 kadar mikotoksine verilen genel isimdir [2] .

Kromotografik c¢aligmalar sonucunda bu toksin hayvan yeminden saf olarak elde
edilmis ve bu maddenin renksiz ve kristallesme oOzelliginde oldugu, UV 1s18inda

tutuldugunda parlak renk verdigi saptanmistir [3] .

Aflatoksinlerin en 6nemli formu B,, G;, B, ve G, olup gidalarda en ¢ok bu aflatoksinler
aranmaktadir. Aflatoksin igeren yemlerle beslenen siit sigirlarinda aflatoksinler M, ve
M, seklinde iki farkli yapiya donisiirler [4] . Aflatoksin M; . B,’den daha kiigiik Rf’e
sahiptir ve UV altinda mavi-menekse renk veren bu toksine siit toksini ad1 verilmistir
[5,6] .

Aflatoksin sorunu insan saglig1 icin biiyiik bir tehlike olusturmasinin yani sira, birgok
tilke i¢in ekonomik yonden de 6nem tasimaktadir. Aflatoksinle kontamine olan gidalari
thra¢ etmek miimkiin olmamakta ve ¢ogu kez {iriin imha edilmek zorunda kalinmakta

veya denetim mekanizmasi yetersiz iilkelerde i¢ pazarda tiiketime sunulmaktadir [7] .

Aflatoksin kontaminasyonu tarimsal iiretim sirasinda kotii kosullarda baslamakta ve
iiriiniin hatali veya yetersiz kurutulmasi ile 6énemli 6l¢iide artmaktadir. Bunun disinda
nemli {irliniin depolanmasi veya iirliniin depoda nemlenmesi ile de aflatoksin olusumu
baslayabilecegi gibi, imalat sirasinda {riiniin nemlenmesi ve bir siire bu sekilde
bekletilmesi de aflatoksin olusumuna neden olmaktadir. Tahil (piring, soya fasulyesi,
yer fistigi, aygigegi), baharat (kirmizi biber, karabiber, kisnis, zerdecal, zencefil) ve
kuruyemis (badem, Antep fistig1, ceviz, Hindistan cevizi, Brezilya cevizi) siklikla

etkilenen besin maddeleridir [7] .



Soya fasulyesi son derece besleyici olmasi, ¢ok ¢esitli kullanim alan1 ve 6zelliklerinin
bulunmasi gibi avantajlari ile giiniimiiz tariminda giderek 6nemi artan bir bitkidir. Soya
fasulyesinin kavrulup ogiitiilmesiyle elde edilen soya unu, yiiksek nitelikli protein
acisindan zengin olmakla birlikte; milkkemmel bir demir, kalsiyum ve B vitaminleri

kaynagidir [8] .
1.1. Tezin Amaci

Soya fasulyesinin {iriinlerinden olan soya ununda da aflatoksin bulunmaktadir. Soya
icerisindeki mevcut aflatoksinin tayini i¢in varolan metotlar ¢ogunlukla ince tabaka
kromatografisine (TLC) dayalidir. Giiniimiizde gida maddelerinde yapilacak analizlerde
kullanim kolayligi ve analiz hizi agisindan ince tabaka kromatografisi yerine yiiksek

basingli sivi kromatografisi (HPLC) kullanimina dayali metotlar tercih edilmektedir.

Bu dogrultuda yapacagimiz ¢alismada amacimiz HPLC kullanimina dayali bir metot ile
soya ununda aflatoksin tayinini gerceklestirmektir. Calismalarda aflatoksin standarti
orneklere ilave edilerek geri kazanim c¢alismalar1 yapilacaktir. Calismada kullanilan
aflatoksin  standartlarinin  spektrofotometrede = AOAC’de  belirtilen  sekilde
degerlendirilmeleri yapilarak konsantrasyonlari belirlenecektir. Metodun gegerliligi
Tirk Gida Kodeksi’'nde “Gidalardaki mikotoksin limitlerinin resmi kontrolii igin
numune alma, numune hazirlama ve analiz metodu kriterleri (2011/32) tebligi”nde

belirtilen aflatoksin i¢in performans kriterleri g6z oniinde bulundurularak yapilacaktir
[9] .

Caligsma siiresince kullanilacak her cam malzeme A sinifi olup, her cihazin kalibrasyonu
belirlenen periyotlarla yapilacaktir. Calismalarinin yapildigt HPLC’nin performansi her
tayin oncesinde hazirlanan aflatoksin standartlarindan elde edilen kalibrasyon egrisi ile

kontrol edilecektir.

Soya ununda yapilacak geri kazanim seviyelerinin segilmesi Tiirk Gida Kodeksi’nde
Bulasanlar Yonetmeligi’nde belirtilmis olan maksimum aflatoksin limitleri g6z 6niine
alinarak gerceklestirilecektir. Metodun minimum tayin ve minimum Ol¢iim limitini
belirlemek i¢in yapilacak geri kazanim seviyesi diginda, kodekste belirtilen limit

seviyesinin 0.5, 1 ve 1.5 kati miktarlarinda olmak iizere 3 seviyede geri kazanim



calismalar1 yapilarak metodun validasyonu gergeklestirilecek ve olglim belirsizligi

saptanacaktir.
1.2. Soya Fasulyesi ve Ozellikleri

Soya fasulyesi binlerce yildir Asya iilkelerinin en degerli besin kaynagi olmustur. Besin
degeri, mineraller ve vitaminler agisindan olduk¢a zengin bir bitki olan soyanin gerek
insan sagligina bilimsel olarak kanitlanmis yararlar1 gerekse 400’den fazla endiistriyel
iriin yapiminda kullanilmasi soyayr tarimsal iriinler arasinda 6nemli bir yere

getirmektedir [10].

Soya fasulyesinin genetik orijin merkezi Cin ve Mangurya’dir. 11. ve 17. yiizyilda
Cin’in dogusunda gida iiriinii olarak yetistirilmeye baglanan soya bitkisi, zamanla
Japonya, Vietnam, Filipinler, Tayland, Malezya, Nepal ve Hindistan’a yayilmistir. 17.
yiizyilin baginda Avrupa’ya getirilen soya, iklim ve toprak kosullarinin yeterli olmamasi

sebebiyle verimli olarak yetistirilememistir [10] .

Amerika Birlesik Devletleri sinirlarinda soya ilk kez 1804°de Orta ve Bati Amerika'da
yetistirilmeye baslanmistir. Soya tarimi, c¢esitlerin ve tarimda makinelesmenin
artmasiyla zenginlesmis, soya sanayinin kurulmasiyla zamanla yayginlagsmis ve iilke
genelindeki 26 eyalete yayillmistir. Amerika'daki soya fasulyesi yetistiriciligi daha ¢ok
Meksika Kanali'ndaki biiyiik limanlara yapilacak nakliyati kolaylastirmak amact ile
Mississippi  Nehri etrafindaki  eyaletlerde gelismistir.  ABD’de soyanin  6nem
kazanmasinin baglica nedeni 20. yiizyilda ikinci diinya savasi sonrasinda protein ve yag
teminindeki yetersizlikler nedeniyle besin degeri yiiksek bu insan gidasina ihtiyag
duyulmasidir. Giiniimiizde soya tarimi en ¢ok ABD’de gelismis olup soya fasulyesi

diinyada en ¢ok yetistirilen tiriinlerden biridir [10] .

Soya fasulyesi, besin degeri ile igerdigi mineral ve vitaminler agisindan oldukga
zengindir. Igeriginde yiiksek miktardaki protein yaninda lif, kalsiyum ve magnezyum
bolca bulunmaktadir. Tohumlarinda %18-24 yag, %35-45 protein, %30 karbonhidrat ve
%5 oraninda da mineral, ¢cok sayida vitamin ve degerli aminoasitler iceren ve topraga
organik madde ile azot saglayan bir bitki olan soya fasulyesi baklagiller i¢inde yer alan
bitki tiirii olmasina ragmen, bilinyesinde yag olusu sebebiyle siniflandirmada yagh

tohumlu bitkiler arasinda yer almaktadir [10] .



Kolestrol icermeyen yapisi, yiiksek kaliteli protein igerigi ve baklagiller iginde en kolay
sindirilen {riin olma o6zelligi ile soya fasulyesi ¢ok cesitli kullanim alanlar1 bulunan
bitkisel bir gida maddesidir. Soya taneleri c¢imlendirilip filizleri sebze olarak
yenebilecegi gibi, islenerek soya yagi ve unu elde edilir. Soya diinyada bitkisel yaglarin

ve yliksek proteinli hayvan yemlerinin baslica kaynagidir [10] .

Soya koklerinde topragin serbest azotunu baglayabilen Rhizobium japonicum bulunmasi
sebebiyle hem kendi besin ihtiyacini karsilamakta hem de topragi bir sonraki iiriin ekimi
icin hazir hale getirerek tarimsal agidan biiyiik fayda saglamaktadir. Cevre kirliliginin

arttig1 giinlimiizde 6nemi daha da artan soya toprak yapisini iyilestirmektedir [10] .

Soya fasulyesi ve soya fasulyesine dayali iiriinler insan beslenmesi ve sagligi agisindan
olduk¢a onemlidir. Ozellikle soya fasulyesi iiretiminde diinya lideri olan Amerika
Birlesik Devletleri ve gelismis iilkelerde soya fasulyesinden elde edilen siit, yogurt,
peynir, kemiksiz et, dondurma, dondurma kiilahi, pasta, kahve, sal¢a, yag, margarin,
alkol, soya unu, ekmek, makarna, ¢ocuk mamasi, hayvan yemi, yesil giibre, plastik
maddeler vb. iriinler bu bitkinin ne kadar 6nemli ve ne kadar cesitli alanlarda
kullanilabildiginin en acik gostergesidir. Ayrica, igerdigi yiiksek protein orani nedeniyle
ete benzer ve yerine gegen iriinlerin yapiminda kullanilan soya fasulyesinden elde
edilen 453 gramlik soya ununda 31 yumurtanin, 6 biiyiik sise siitiin ve 900 gramlik
kemiksiz etin ihtiva ettigi kadar protein bulundugu laboratuvar deneyleriyle ispat
edilmistir. Bununla birlikte soya fasulyesi ve tiirev lriinlerin kolesterolii diistirdiigii,
meme ve prostat kanserine kars1 koruyucu etkisinin oldugu, kemik sagligina iyi geldigi,
hafizaya olumlu etkide bulundugu, kadinlarda menopoz sirasinda hormonal denge
acisindan olumlu etki yaptigi, seker hastaligi ve bobrek rahatsizligina da iy1 geldigi

bilinmektedir [8] .

Insan beslenmesindeki &neminin yani sira hayvan beslemesinde de yiiksek yag ve
protein icerigi ve kolay sindirilebilirligi nedeniyle biiylikbas, kanatli ve su iirlinlerinde
rasyonlarda en cok tercih edilen yem hammaddesidir. Tam yaglh soya, dengeli amino
asit yapisi, enerji, temel yag asitleri, vitamin ve mineral igerigi ile hayvan beslemede
devrim sayilabilecek Ol¢ilide en iyi besi kombinasyonlarin1 beraberinde getirmektedir.

Ulkemiz gibi hayvansal iiriinler iiretiminde kendine yeterlilik anlaminda sikintilar



yasayan iilkeler i¢in tiim besi tiirlerinde vazgegilmez olan soya fasulyesi bu sorunun

¢cozliimiinde ¢ok etkili bir alternatif olabilir [8] .

Tablo 1.1. 100 gram Soya Fasulyesinde Bulunan Besin Degeri ile Ozel Mineral ve

Vitaminler
Su 8.59 gr
Enerji (kcal) 416 keal
Protein 36.5 gr
Toplam vag 19.9 gr
Doyvmus vag asitleri 2.9 gr
Mono-doymanus vag asitler: 4.4 or
Poli-doymamas yvag asitleri 11.3 gr
Karbonhidrat 30.2 gr
Lif 9.3 gr
Kiil 4.9 or
Izoflavonlar 200 mg
Kalsiyvum 277 mg
Dremir 15.7 mg
Magnezyuim 280 mg
Fosfor 704 mg
Potasyum 1797 mg
Sodyum 2.0 mg
Cinko 4.9 mg
Balkair 1.7 mg
Manganez 2.52 mg
Selenyum 17.8 ug
C WVitamini (askorbik asit) 6.0 mg
Thiamin (Bl Vitamini) 0.874 mg
Riboflavin (B2 Vitamini) 0.87 mg
Niacin (B3 Vitamini) 1.62 mg
Pantothenic asit (BS Vitamini) 0.79 mg
B6 Vitamini 0.38 mg
Folikasit 375 ng
A Vitamini 20 pg
E WVitamini 1.95 mg

Kaynak : USDA Nutrient Database for Standart Reference

1.2.1. Soya Uretim Durumu
1.2.1.1. Diinya Uretimi

1940°da II. Diinya Savasi sirasinda 10 milyon metrik ton olan soya iiretimi, 1980°de 81
milyon ton, 1990°da 110 milyon tona ulagsmistir. 2000 yilinda diinya genelinde yaklasik
olarak 160 milyon ton olan soya iiretim miktar1 2008 yilinda %44 oraninda artarak 230

milyon tona ulagsmigtir [10] .



Tablo 1.2. Diinya Soya Ekim Alani, Uretim Ve Verim Durumu

Ekim Alani Uretim Verim
Yillar (Milyon Hektar) | (Milyon Hektar) | ( Ton/Ha)
1961 23,82 26,88 1,13
1970 29,53 43,7 1,48
1980 50,65 81,04 1,6
1990 57,19 108,46 1,9
2000 74,37 161,29 2,17
2001 76,8 178,24 2,32
2002 78,96 181,68 2,3
2003 83,66 190,68 2,28
2004 91,6 205,53 2,24
2005 92,51 214,46 2,32
2006 95,25 221,89 2,33
2007 90,08 219,58 2,44
2008 96,18 230,58 2,4
2009 98,83 222,27 2,25

Soyanin kullanim alanlarinin genislemesi, insan beslenmesindeki 6nemi ve azalan enerji
kaynaklarma alternatif olabilecek biyodizel iiretiminin arttirilmasi ile birlikte diinya

soya ekim alanlar1 ve iiretim miktarlar1 artmistir [10] .

Diinyada soya ftretim miktarlarindaki artis, ekim alam1 artisindan daha fazla
gerceklesmekte olup, Diinya Tarim Orgiitiiniin verilerine gére, 2009 yilinda yaklasik
100 milyon hektar alanda soya fasulyesi ekimi gergeklestirilmekte olup, diinya soya
tiretimi yaklasik 220 milyon ton seviyelerindedir [10] .

Diinyada soya iiretimi bir kag¢ iilkenin tekelindedir. Diinya soya iiretiminin yaklagik
%90°n1 ABD, Brezilya, Arjantin ve Cin tarafindan gercgeklestirilmektedir. Soyanin
anavatant Uzakdogu iilkeleri olmasina karsin, ABD ve Latin Amerika iilkelerindeki

tiretim bu tilkelerden oldukga fazladir [10] .



Tablo 1.3. Onemli Uretici Ulkelerin Soya Uretimi (Bin Ton)

ULKE ADI 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
ABD 85013 83504 86998 72857 80748 91417 91854
Brezilya 49549 51182 52464 57857 59242 56960 67500
Arjantin 31576 38290 40537 47483 46238 30993 52000
Cin 17404 16350 15500 12725 15545 14500 14400
Hindistan 6876 8273 8857 10968 9905 10217 9600
Paraguay 3583 3988 3800 6000 6311 3855 6500
Kanada 3043 3156 3465 2696 3336 3504 4345
AB 2479 3064 3610 2583 2742 3353
Bolivya 1586 1693 1619 1596 1260 1500
TOPLAM 205530 | 214462 | 221897 | 219583 | 230581 | 222268 | 257777

ABD’nin 2010/2011 doneminde gerg¢eklesen 95 milyon metrik tonluk iiretimini 65
milyon metrik ton ile Brezilya, 50 milyon metrik ton ile Arjantin takip etmektedir. Cin

ise 14 milyon metrik ton iiretim hacmi ile diinyanin dordiincii en biiyiik soya tireticisi
konumundadir [10] .

1.2.1.2. Tiirkiye Uretimi

Ulkemizin soya ile tanismasi I. Diinya Savasi sonrasinda olmustur. Ik zamanlar
“Corum Fasulyesi” olarak yayilmaya baslayan soyanm ekimi I. Uriin olarak Orta ve
Dogu Karadeniz bolgesinde yayginlagarak, Samsun ve Ordu illerinde 1980 yilina kadar
tiretilmistir. 1981 sonrasinda soya fasulyesi yerini misir, ¢ay, tiitiin gibi daha yiiksek
gelir getiren tirtinlere birakmis olup bu bdlgede soyanin ekim alanlar1 giderek azalmaistir.
Zamanla soya fasulyesi ekimi Il. Uriin Projesi kapsaminda Cukurova Bolgesine
kaydirilmistir. Bu projenin uygulamaya konmasindan sonra soya ekim alanlarinda 1988
yilina kadar istikrarli bir artis saglanmigtir. 1987 yilinda 112.000 hektar ekim alani ve
250.000 ton iiretimle en yiiksek seviyeye ulasmistir [10] .

Soya iiretimi Tiirkiye’de Trakya, Marmara, Karadeniz ve Akdeniz Bolgelerinde ana
iiriin olarak, Ege, Giineydogu Anadolu ve Akdeniz Boélgelerinin sulanir tarim

alanlarinda ise ikinci iiriin olarak yapilmaktadir [10] .



Tablo 1.4. Tiirkiye Soya Ekim Alani, Uretim ve Verim Durumu

YILLAR Ciftei Ekim Alam Uretim Verim
Sayisi (Ha) (Ton) (Kg/Da)
1987 112000 250000 223
2001 17000 50000 294
2002 25500 75000 294
2003 3612 27000 85000 315
2004 1689 14000 50000 357
2005 1787 8600 29000 337
2006 2546 11919 47300 397
2007 1422 8675 30666 354
2008 1864 9444 34461 365
2009 2412 10521 38442 366
2010 14775 55000 400

Ulkemiz soya iiretimi agisindan yeterli kapasiteye sahip olmasina ragmen, soya iiretimi
istenilen diizeye ulasamamistir. Buna sebep olan en 6nemli faktor, iireticinin yeterli
destegi alamamas1 ve dolayisiyla katma degeri yiiksek {iriinler yerine, bugday gibi
diisiik maliyetli iirlinlere yonelmesidir. Potansiyelimizi yeterince kullanamamamizin
diger sebepleri ise soyanin iiretim ve degerlendirmesine yonelik yeterli altyapinin

bulunmamasi ve aragtirma faaliyetlerimizin yeterli diizeyde olmamasidir [10] .
1.2.2. Soya Unu

Soya fasulyesinin kavrulup 6giitiilmesiyle elde edilen soya unu, yiiksek nitelikli protein
acisindan zengin olmakla birlikte miikkemmel bir demir, kalsiyum ve B vitaminleri
kaynagidir. Ekmek iiretiminde ve tiim unlu mamullerde kullanilan soya unu sayesinde

hem triiniin maliyeti diismekte hem de kalitesi artmaktadir [11] .
1.2.2.1. Enzim Aktif Soya Unu

Soya fasulyesinin kabuklari ayrildiktan sonra higbir 1sil islem gérmeden Ggiitiilmiis
halidir. Herhangi bir 1siya maruz kalmadigi i¢in enzimlerin tamami aktif haldedir. Yagi
ayrilmamistir, dolayisiyla biinyesinde %18 oraninda yag ve %36 protein igerir.
Ozellikle aktif halde bulunan ve ekmegin beyazlamasimi saglayan Lipoksijenaz enzimi
ve soya yaginin hamurda gevreklestirici etki yapmasi nedeniyle ekmek katki maddeleri

icerisinde kullanilabilen bir soya unu tipidir [11] .



1.2.2.2. Yagsiz Beyaz Soya Unu

Ekmekgilik ve unlu mamullerde en ¢ok kullanilan soya unu ¢esididir. Yagr %1
seviyesine indirilerek hafif bir 1sitma islemi gormiistiir ve protein ¢oziilebilirlik orani
(PDI) 70 seviyesindedir. Enzim aktif soya ununa gore daha beyazdir ve %50 protein
icerir. Saglik Bakanligi’nin agiklamasina gore Tiirkiye’de yillik 44 milyar adet ekmek
tiretilmekte ve bunun 4 milyar israf edilmektedir. Giinliik olarak arz edilen ekmege %5
oraninda katilacak soya unu ile hem protein ihtiyaci karsilanacak hem de soyanin
bayatlamay1 geciktirici 6zelligi sayesinde ekmek israfi 6nlenerek yilda milyarlarca dolar

tasarruf edilmis olacaktir [11] .
1.3. Mikotoksinler ve Aflatoksinler

Kiifler genellikle iistiin antibiyotik kaynaklar1 olarak taninmakta, insan ve hayvanlarda
toksik etki gdsteren metabolitler {irettikleri daha az bilinmektedir. Antibiyotikler gibi
kiiflerin ikincil metabolizmalart sonucu sentezlenen toksik maddelere genel olarak
“mikotoksin” denilmektedir. 1930 ve 1940’l1 yillarda kiif kaynakli antibiyotik olarak
calisilan birgok madde, bugiin yiiksek canlilara gosterdikleri toksik etkiler nedeniyle

mikotoksin olarak siniflandirilmistir [7] .

Mikotoksinler, esas olarak protein yapisinda ve antijen Ozellikte olan bakteriyel
toksinlerin aksine, ¢ok c¢esitli kimyasal yap1 ve biyolojik aktiviteye sahip maddelerdir.
Kiiflerin hemen her yerde bulunabilmeleri ve bir¢ok gida ve yem maddesinde geliserek

toksinleri olusturabilmeleri nedeniyle, mikotoksinler ¢ok dnemli dogal toksinler olarak
kabul edilmektedir [7] .

Mikotoksinlerin iizerinde duruldugu ve doniim noktasi olarak kabul edildigi tarih
1960’11 yillardir. O tarthe degin tarimsal iirtinlerin kiiflenmesi sadece ekonomik yénden
problem yaratirken 1960 sonrasi yiiksek canlilarda meydana getirdigi hastaliklar
nedeniyle ilgi odagi olmustur. Basidiomycota iginde yer alan sapkali mantarlarin,
Oliimciil toksinlerin bilinmesine karsin filamentli funguslarin toksinleri tizerinde fazlaca
bilgi toplanmamistir. Ancak 1960 yilinda; oral alimlarla canlilarda ¢ok kuvvetli toksik
etki gosteren, ayni zamanda kanserojen oOzellikte, aflatoksin adinda bir metabolitin

kesfinden sonra mikotoksinler yogun arastirilan bir konu olmustur [12] .



1960 yilinda ingiltere’de 100,000 hindi ve siiliin palazinin, ABD’de 1,000,000 yavru
baligin ani 6limi saskinlik yaratmis, hastaliga “Turkey X hastali§1” ismi verilerek
nedenleri arastirilmistir. Daha sonra hindi palazlarinin beslenmesinde kullanilan
Brezilya kokenli yer fistigi kiispesinden Aspergillus flavus izole edilmis ve onun
metaboliti olan difuranokumarin yapinin oOliime neden oldugu gosterilmistir.
Arastirmalar kapsaminda bu kiifiin gelistigi yem maddeleri tavuk, hindi ve siiliin
palazlarma yedirilmis, ayn1 hastalik semptonlar1 izlenmis ve hastalik kisa stirede 6liimle
sonug¢lanmistir. Bu metabolite kokenini belirtmek i¢in Aflatoksin adi verilmistir [13] .
llgingtir ki, 1910 yilinda bir arastirmaci kiiflenmis Brezilya cevizinden Aspergillus
flavus’u izole ettigi ve bu kiifii toksisiteden sorumlu tuttugu halde bunun iizerinde fazla

durulmamis ve 1980 yilinda yapilan bir ¢aligmada ilk veriler dogrulanmigtir [1] .
1.3.1. Aflatoksinlerin Olusumu ve Toksik Etkisi

Mikotoksinler ve dolayisiyla aflatoksinler bitki gelisme doneminde meydana gelebildigi
gibi, hasatta veya hasattan sonra depolama doneminde de meydana gelebilmektedir.
Bunlarin olusumuna nem, kuruma hizi, sicaklik, iiriindeki mekanik zedelenmeler,
kizisma, depo atmosferi CO, ve O, miktari, iirliniin dogal yapisi, mineraller, kimyasal

uygulamalar, bocek ve diger kiiflerin faaliyeti gibi bir¢ok faktor etkilemektedir [14] .

Aspergillus flavus 6-8 °C’den 44-45 °C’ye kadar genis bir sicaklik araliginda
gelismesine karsilik daha dar bir sicaklik araliginda aflatoksin (11-37 °C)
olusabilmektedir. Ozellikle tarlada gelismekte olan iiriinde olusan mekanik hasarlarin
Aspergillus flavus enfeksiyonuna ve bunun sonucu olarak aflatoksin olusumuna neden
oldugu gozlenmistir. Depoda kizisma meydana geldiginde iiriinde aflatoksin miktar1 cok
fazla yilikselmektedir. Depo havasinda COz’nin %60’a yiikseltilmesi aflatoksin
olusumunu durdurmaktadir. Bocek zararlar1 ve onlarin neden oldugu kontaminasyonlar
bitkiyi zayif diisiirerek triinde aflatoksin olusmasina neden olmaktadir. Bitkilerin
Aspergillus flavus enfeksiyonuna karsi direnglerinin farkliligi triinde olusabilecek
aflatoksin diizeyini etkileyebilmektedir. Benzer sekilde enfeksiyon yapan her

Aspergillus flavus tiirii de ayn1 miktarda aflatoksin meydana getirmemektedir [14] .

Bulasik yem ve besinlerle alinan aflatoksinler sindirim kanalinda emilerek karaciger ve
yumusak dokularda dagilirlar. Kismen makromolekiillere baglanirlar ve 6nemli bir

bolimii de suda ve yagda c¢oOziinen metabolitlere cevrilirler. Bir defada alinan
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aflatoksinlerin %85-90’1 ilk 5-24 saatte diski, idrar ve siitle disar1 atilir. Aflatoksin B,
maddesinin kendisi etkisizken karacigerde mikrozomal enzim sistemi ile epoksit
tiirevlerine ¢evrilerek toksik etki kazanmaktadir. Bunun sonucunda DNA ve RNA
polimeraz enzimleri hizla inhibe olurlar. RNA polimeraz sentezindeki degisiklikler

sonucunda protein sentezi ciddi bir sekilde bozulur [15] .

Aflatoksinlerin toksik etkileri canlinin tiiriine, yasina, cinsiyetine ve alinan doza gore
degisiklik gostermektedir. Aflatoksinlerin mutajenik, karsinojenik, teratojenik ve diger
akut toksisite etkileri deneysel olarak, ayrica evcil hayvanlarda gézlemlenmistir. En ¢cok
etkili oldugu organ karaciger olup, karaciger hiicre ¢ekirdegindeki DNA ve RNA
sentezleme olaylarini, dolayisiyla bir¢ok metabolik sistemleri etkilemektedir. Diger bazi

organlarda da gesitli lezyonlara rastlanmaktadir [16] .

Betina, aflatoksinlerin i¢inde en yiiksek akut toksisiteye sahip olanlarinin aflatoksin B,
oldugunu, bunu B,, G;, ve G,’nin takip ettigini, tek doz aflatoksin verildiginde LDs,
degerinin 6rdek yavrulart igin 0.3-0.6, domuz igin 0.6, alabalik i¢in 0.8, koyun igin 2,
maymun icin 2.2, tavsan i¢in 5.5, pilic i¢in 6.3 ve fare i¢in 9 pg/kg viicut agirhig
oldugunu, hedef organin karaciger oldugunu, tavsanlarda 1 pg/kg’lik bir dozun bile
karacigerde tiimor olusturdugunu, aflatoksin G; ve B, nin de timoére neden oldugunu,

ancak G,’nin tiimor olusturmast ile ilgili bir bilginin bulunmadigini belirtmektedir [14] .
1.3.2. Aflatoksinlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Aflatoksinler, “difurokumarosiklopentenon” ve “difurokumarolakton” gruplarinda
smiflandirilmistir [17] . Aflatoksinlerin, aflatoksin B;, B,, G, ve G, olmak iizere dort ana
fraksiyonu bulunmaktadir. Bu isimlendirme ince tabaka kromatografisinde, uzun dalga
boyu UV 15181 altinda aflatoksin B, ve B, nin mavi, aflatoksin G; ve G,’nin ise yesil

floresans vermesiyle iliskilidir [18,19] .

B toksinleri kumarin yapidaki lakton halkasina eklenmis siklopentanin halkasi, G

toksinleri ise ek bir lakton halkasi igermektedir.

11



. W H i ]
1:-'J'L'=||"'FL“| i T I
- — -
[ I"J_Mf - T ] A
_ I =
i Do e T el = PN S S . ,,[[ﬂ_,_ .
L L] ae O Hz
Aflst ok san I|I Alatoksin I.L__
- - [ -]
T | S 1S
o Ty T T T
1 ,-L=.,-J A ,[.‘“ |
| | Y
e e T Y = - TR T
Adlatloksim 3 Aflatoksin i
L} L | - (]
L
[} i -
o3 1 Il | =TS | Iu
o - 1 S
(NN [,
T TG e bR I ST O TR T acH,
Afatokein M, aflatoks=irm W
' i 3
T T
I - - M
H= :F] - H I e "u.l_--' _.F'l
] I _
L e i | Iy D= = ey T e T i3
Adlato kain Bog Alatakein G o,

Sekil 1.1. Baz1 Aflatoksinlerin Kimyasal Yapilari

Toksijenik Aspergillus flavus kiiltiirleri ve aflatoksin ile kontamine olmus tiriinlerdeki
biyolojik aktiviteden aflatoksin B, ve daha az olarak da aflatoksin G; sorumludur. Bu
durum her iki toksinin terminal furan halkasinin 8,9 karbon pozisyonunda bir doymamis
baga sahip olmasiyla iligkilendirilmektedir [19] . Aflatoksin B, , B,’in; aflatoksin G, de
G,’in dihidro tiirevleridir [17] ve “in vivo” kosullarda metabolik olarak B; ve G;’e
okside olmadiklar: siirece biyolojik olarak inaktiftirler [19] . Bu dort aflatoksin disinda
aflatoksin M, ve aflatoksin M, olarak isimlerndirilen iki onemli aflatoksin tiirevi daha
bulunmaktadir. M toksinleri aflatoksinli yemle beslenen laktasyon devresindeki memeli
hayvanlarin siitlerinden ve idrarlarindan izole edilmistir. Bu toksinler de ince tabaka
kromatografisinde, uzun dalga boyu UV 15181 altinda mavi floresans verirler ve B

toksinlerinden daha diisiik Rf degerlerine sahip olmalariyla ayrilirlar [17,18] .
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Aflatoksinler basta dimetilsiilfoksit olmak iizere orta dereceli polar ¢oziiciilerde (6rn.
kloroform, metanol) kolaylikla ¢6ziiniirler. Sudaki ¢oziiniirliikleri ise azdir (yaklagik 10-
20 pg/mL) [20] . Toksinler, UV 151811 (362 nm) kuvvetle absorplarlar ve aflatoksin B,
ve B, i¢in 425 nm’de, aflatoksin G; ve G, igin ise 450 nm’de floresans emisyonu
olustururlar. Aflatoksinler gida ve yem maddelerinde ¢ok stabildir, ancak c¢ok diisiik
veya yiiksek pH’larda (3’den az ve 10’dan biiyiik), okside edici ajanlarla ve oksijen olan

ortamda UV 1s181ina maruz kaldiklarinda hizla aktivasyonlarini yitirirler [19] .

Aflatoksinler uzun dalga boylu UV 1s18ina maruz kaldiginda floresans veren
maddelerdir. Bu ¢ok diisiik seviyelerdeki aflatoksin bilesiklerinin tayinini miimkiin kilar
ve aflatoksinlerin tespiti ve miktarlarinin tayininde kullanilan tiim fizikokimyasal

metotlarin temelini olusturur [12] .

Aflatoksinler saf halde, 1sitilmig hava igerisinde ve yiiksek sicakliklarda oldukga
kararlidirlar. Ancak 1s18a, UV radyasyonuna, TLC plaka {izerindeyken havaya maruz
kaldiklarinda veya yiiksek polar ¢oziiciilerde ¢oziindiiklerinde kararsizlardir. Kloroform

ve benzen ¢ozeltileri igerisinde ise karanlikta ve sogukta yillarca saklanabilirler [12] .

Aflatoksinler “kagimilmaz bulasanlar” olarak kabul edilmektedir ve bu sebeple birgok
ilkede diistik seviyelerde bulunmalarina izin verilmistir [21] . Her iilke igin belirlenen
limitler farkli olmakla birlikte iilkemizdeki aflatoksin limitleri tabloda goriilmektedir
[22] .
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Tablo 1.5. Tiirkiye i¢in Aflatoksin Limitleri

Gida Maksimum Limit (pg/kg)
2.1. AFLATOKSIN B; B:+B,+G+G, |M;
Yerfistig1 ve diger yagh tohumlar
(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida
211 bileseni olarak kullanilmadan o6nce ayiklama veya 8.0 15.0
7 | diger fiziksel islemlere tabi tutulacak olan) ' ' _
— Rafine bitkisel yag iretiminde kullanilan
yerfistig1 ve diger yagh tohumlar hari¢
Badem, Antepfistig1 ve kayisi ¢ekirdegi
(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida
2.1.2. . . N 12,0 15,0 —
bileseni olarak kullanilmadan 6nce ayiklama veya
diger fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)
Findik ve Brezilya findig1
(dogrudan insan tiketimine sunulmadan veya gida
2.1.3. |bileseni olarak kullanilmadan o6nce ayiklama veya | 8,0 15,0 —
diger fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)
Rafine bitkisel yag liretiminde kullanilan findik harig
Sert kabuklu meyveler
(Boliim 2.1.2 ve 2.1.3’de belirtilenler harig)
2.14. |(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida | 8,0 15,0 —
bileseni olarak kullanilmadan 6nce ayiklama veya
diger fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)
Yerfistigi, diger yagl tohumlar ve bunlarin islenmis
tirtinleri
215 (dogrudan insan tliketimine sunulan veya gida 5.0 100 o
bileseni olarak kullanilan)
— Rafine edilecek bitkisel ham yag ve rafine
bitkisel yag harig
Badem, Antepfistig1 ve kayisi gekirdegi
2.16. |(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida |8,0 10,0 —
bileseni olarak kullanilan)
Findik ve Brezilya findig1
(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida
2.1.7. | bileseni olarak kullanilan) 5,0 10,0 —
— Rafine bitkisel yag tiretiminde kullanilan findik
harig
Sert kabuklu meyveler ve bunlarin iglenmis iiriinleri
218, (Bolim 2.1.6 ve 2.1.7°de belirtilenler harig) 5.0 100 o

(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida
bileseni olarak kullanilan)
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Tablo.1.5. (Devami)

Gida

Maksimum Limit (pg/kg)

2.1.

AFLATOKSIN

B,

B1+B,+G,+G;

M,

2.1.9.

Kurutulmus meyveler
(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni
olarak kullanilan)

8,0

10,0

2.1.10.

Tahillar, bunlardan elde edilen iiriinler ve bunlarin islenmis
tirtinleri
(Bolim 2.1.11, 2.1.14 ve 2.1.16°de belirtilenler harig)

2,0

4,0

2.1.11.

Misir ve piring

(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni
olarak kullanilmadan dnce ayiklama veya diger fiziksel
islemlere tabi tutulacak olan)

50

10,0

2.1.12.

Cig siit , 1s1l islem gormiis siit, siit bazli lirlinlerin
tiretiminde kullanilan siit

0,050

2.1.13.

Baharatin asagidaki tiirleri i¢in;
— Kirmizibiber (Capsicum spp.)
(bunlarin kurutulmus meyveleri, tiim ve 6giitiilmiis
halleri dahil)
— Karabiber (Piper spp.)
(bunlarin meyveleri, akbiber ve karabiber dahil)
— Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)
— Zencefil (Zingiber officinale)
— Zerdegal (Curcuma longa)
— Bunlarin bir veya birkagini igeren karigim baharat

50

10,0

2.1.14.

Bebek ve kiigiik cocuk ek gidalart

0,10

2.1.15.

Bebek formiilleri ve devam formiilleri
(bebek siitleri ve devam siitleri dahil)

0,025

2.1.16.

Bebekler igin 6zel tibbi amagh diyet gidalar

0,10

0,025

1.3.3. Kromatografi ile Gida Uriinlerinde Aflatoksin Tayini

Tarim ve yiyecek iiriinleri igin gesitli kromatografik metotlar bulunmaktadir. ince

tabaka kromatografisi ge¢mis yillarda tan1 ve tayinde en ¢ok kullanilan yontemdi.

Ancak artik floresans dedektorlit HPLC, aflatoksin tan1 ve tayininde daha ¢ok tercih

edilmektedir. HPLC’nin TLC yerine tercih edilme sebepleri arasinda daha genis bilesik
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analiz etme ¢esitliligine sahip olmasi, 1s1, 151k veya hava ile bozunan bilesiklerin de

analiz edilebilmesi ve otomasyona sahip olmasi sayilabilir [23] .

Aflatoksinlerin analizi i¢in ilk yontem TLC ile gelistirilmistir. Ancak 1980’lerin basinda
gelismis tilkelerde yerini HPLC ve florometrik teknikler almistir. Bu modern metotlar
TLC {izerine bircok avantajlara sahiptir, ancak analizde enstriimantel gereklilikde de

artisa neden olmuslardir [2] .

Floresans dedektorlii HPLC yontemi, aflatoksin tayininde en ¢ok kabul gbren metot
olmustur. Dort aflatoksinin dogal floresanslar1 A,=360nm; aflatoksin B; ve B, igin
Aen=440nm ve aflatoksin G, ve G, i¢in A.,;=470nm’dir. HPLC nitel analizlerde hizl1 bir
metot olmasi sebebiyle tercih edilmektedir [23] .

Hem normal hem de ters-faz HPLC kullanilabilir. Normal-faz metotlar 254 ve 365 nm
UV izleme, floresans ve silika adsorban kullanirlar. Ters-faz metotlar UV ve floresans
dedektorlerin her ikisini de kullanir. Son zamanlarda aflatoksin tayini icin ters-faz

HPLC metotlar1 daha fazla dikkate alinmaktadir [23] .

Aflatoksin tayininde floresans dedektorlii HPLC analizleri, sonuglarinin dogrulugu
sebebiyle daha ¢ok tercih edilmektedir, aflatoksin B, ve G; sulu ¢ozeltilerde floresans
sondiirmesine ugrarlar. Ancak aflatoksin B, ve G;’in kuvvetli asitler veya oksidanlar,
kloramin T, brom veya iyot gibi ¢esitli reaktiflerle reaksiyonlar1 sonucunda floresans
yogunlugunda 6nemli bir artis gézlenir [23] . Ters-faz kromatografisi igin aflatoksin B,
ve G,’in tayinini kolaylagtirmak tizere 3 metot genellikle kullanilir: kuvvetli bir asit ile

kolon oncesi tiirevlendirme (TFA), iyot veya brom ile kolon sonrast tiirevlendirme [24].

Kolon sonrasi tiirevlendirme metodunun TFA metoduna gore daha ¢ok tavsiye
edilmesinin sebebi, TFA tlirevlerinin sinirli kararliliga sahip olmasidir. Bu karasizlik
otomatik kromatografik ekipmanlarla fazla sayida Ornegin analizinde sorun

yaratmaktadir [24] .

Brom sisteminin iyot sisteminden iistiinlikleri ise:

- Ekipmanlar daha ucuzdur, sadece bir pompa gerekir.

- Kurulum, isletme ve bakim daha kolaydir, doymus iyot ¢ozeltisinin giinliik olarak
hazirlanmasindan kaginilir.

- Narenciye igeren Orneklerde yontem daha segicidir, narenciye iirlinlerinden gelen

pikler yoktur veya yogunlugu daha azdir [24] .
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1.3.4. Metot Performans Kriterleri

Gidalarda mikotoksin limitlerinin belirlenmesi igin, 6zel bir metodun bulunmadig:

durumlarda; laboratuvar asagidaki kriterlere uygun herhangi bir metot segebilir [9] .

Tablo 1.6. Aflatoksin i¢in Performans Kriterleri

Kriter Konsantrasyon Tavsiye edilen Izin verilen
Oran1 (ng/kg) Deger (%) Maksimum Deger
Kor Hepsi Onemsiz —
Geri alma— Aflatoksin M1 0,01-0,05 60— 120
>0,05 70-110
Geri alma— Aflatoksin <1,0 50-120
B1, B2, G1,G2 1-10 70-110
>10 80-110
Kesinlik RSDR Hepsi Horwitz esitliginden | 2 x Horwitz esitliginden
elde edilen deger elde edilen deger
Kesinlik RSDr, ayn1 konsantrasyondaki kesinlik RSDR nin 0,66 kat1 olarak hesaplanabilir.

Kesinlik degerleri Horwitz denkleminden hesaplanmalidir:
RSDR :2(1-0,5logC) (1.1)

RSDg; Tekrariiretilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen sonuglardan hesaplanan nispi
standart sapmadir.

C; konsantrasyon oranidir (6rnegin 1=100 g/100 g, 0,001 =1000 mg/kg).

Horwitz esitligi; analite ve matrikse bagli olmayan, yalnizca analit konsantrasyonuna
bagl olarak degisen ve bir¢ok rutin analiz metodu igin gegerli olan genel bir kesinlik

denklemidir [9] .
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1.3.5. Daha Once Yapilmis Soya ve Aflatoksin Tayinine Dair Calismalar

1972 yilinda yapilan bir ¢alismada fistik ve fistik iriinlerinde aflatoksin tayini igin
gelistirilmis bir metodun, 15 laboratuvarin ortak ¢alismasi ile misir ve soya fasulyesinde
de uygulanabilirligi test edilmistir. Calismaya katilan 15 laboratuvardan 9 tanesi TLC
plakalarindaki aflatoksinleri dansitometrik olarak o6lgmiis, 7 katilimct ise TLC
standartlarin1 kullanarak molar absorptiviteleri ile aflatoksin konsantrasyonlarini tayin
etmistir. Calisma sonucunda metodun raporda belirtildigi gibi modifiye edilerek, 20 ppb
veya fazlasi aflatoksin i¢eren 6rneklerde daha dogru sonug vermek iizere, misir ve soya

fasulyesinde aflatoksin tayininde kullanilabilecegi belirtilmistir [25] .

1972 yilinda yapilan bir baska caligmada soya fasulyesindeki aflatoksin olusumu ve
Aspergillus tiirlerinin aflatoksin {ireten suslar1 incelenmistir. Soya fasulyesinde
Aspergillus flavus’a kars1 direng gosteren bir¢ok neden gosterilmistir. Bunlarin arasinda
soya fasulyesinin olgunlasmasi siirecindeki kiifler ig¢in olumsuz nem kosullari,
tohumlarin gelisiminin kapali pod igeresinde ger¢eklesmesi, veya soya fasulyesi tohumu
icerisindeki kiif olusumunu engelleyen olasi bir inhibitériin bulunmasi sayilabilir.
Maryland’de 1971°de olagandist nemli mevsim, yiiksek kiifli soya fasulyeleri
olugmasina neden olmus, bunun iizerine soya fasulyeleri aflatoksin olusumuna veya
Aspergillus tiirlerinin aflatoksin {ireten suslarinin olup olmadigr arastirilmistir.
Caligmalar, soya fasulyesinin Aspergillus tiirlerinin aflatoksin {ireten suslar1 i¢in uygun

bir substrat oldugunu gostermistir [26] .

1978 yilinda yapilan bir ¢alismada 16 cesit soya fasulyesi tizerinde aflatoksin olusumu
incelenmistir. 16 ticari aflatoksin ¢esidinin her biri Aspergillus flavus serisinin 5 farkli
kiif izolat1 ile asilanmustir. Izolatlar, Aspergillus parasiticus’un 2 susu, Aspergillus
flavus 'un 2 susu ve yeni bir gesit Aspergillus flavus’un 1 susundan olugsmaktadir. 25 g
kiiflenmis soya fasulyesi ornekleri American Association of Cereal Chemists’in resmi
metoduna gore, 250 mL kloroform, 25 mL su ve 25 g diatome toprag: ile 5 dakika
karistirilarak  ekstrakte edilmistir.  Aflatoksin  miktarlar1  dansitometrik  olarak
Olciilmiistlir. Sonuglar baslangi¢ substrat temelinde hesaplanmis, nem igin diizeltme

yapilmis ve fermantasyon sirasinda olusturulmustur [27] .
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1986 yilinda yapilan bir ¢alismada soya fasulyesindeki aflatoksin kontaminasyonunda
proteinaz inhibitorlerinin, ¢inko durumunun ve tohum kabul biitiinliigiiniin etkileri
arastirtlmistir. Soya fasulyesi tripsin inhibitorlerinin patojenlere karsi koruyucu oldugu
distiniilmektedir. Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus’un aflatoksijenik suslari
ile ¢aligmalar, tripsin inhibitdrlerinin bu kiiflerin biiylimesini ve aflatoksin olusumunu
etkilemedigini gdstermistir. Cinko aflatoksin sentezi i¢in gerekli bir mineraldir. Cinko
igeriginin, ham soya fasulyesine gore, pismis olanindaki aflatoksin artisindan sorumlu
gosterilebilecedi diisiiniilmiis, ancak ¢aligmalar aflatoksin igeriginin pisme ile azaldigini
gostermistir. Ayrica tohum kabuk biitiinligi ile sinirh erisim saglamasi ve diigiik nem
icerigi sebebiyle, Aspergillus flavus’un tohumda yavas kolonizasyonundan sorumlu

oldugu sonucuna ulagilmistir [28] .

AOAC resmi metoduna gore (1972-1988) soyada aflatoksin tayini igin Ornek Once
belirtilen eleklerden gegecek sekilde ogiitiiliir. Daha sonra 50 g numune iizerine, 25 mL
su, 25 g diatome topragt ve 250 mL kloroform eklenerek 500 mL’lik erlen igerisinde 30
dakika calkalanir ve filtre kagidindan siiziilerek filtrat elde edilir . Kolon kromatografisi

ve ince tabaka kromatografisi ile analiz gergeklestirilir [29] .

VICAM tarafindan (1999) onerilen soya ve soya karisiminda florometre ile aflatoksin
tayininde, 50 g ornek lizerine 5 g tuz ilavesiyle kavanozda tizerine 100 mL metanol:su
(80:20) eklenir. 1 dakika mikser ile karistirilarak ekstrakte edilir. Filtre kagidindan
stiziilir, 10 mL filtrat 20 mL saf su ile seyreltilir, iyice karistirtlir ve cam filtre
kagidindan siiziiliir. Aflatoksin kolonundan 6nce 1 mL filtrat, sonra 1 mL su gegirilir ve
I mL daha su gecirildikten sonra 1 mL metanol ile elue edilir. VICAM’in 1 mL 6zel

soliisyonundan ilave edilerek florometrede 6lgtimii gergeklestirilir [30] .

2009 yilinda yapilan bir ¢alismada soya fasulyesi ugucu bilesiklerinin Aspergillus flavus
cogalmast ve aflatoksin olusumu iizerine etkileri incelenmistir. Soya homojenatlari
lipaz enzimine maruz kalinca ugucu bilesikleri olustururlar. Bu indiikklenmis ugucu
bilesikler SPME ile tanimlanir. SPME ile tanimlanmis 17 ugucu bilesen, Aspergillus
flavus ¢ogalmasini engelleme ve aflatoksin olusumu iizerine etkilerini tayin etmek iizere
test edilmistir. Bu ugucular aldehitler, alkoller, ketonlar ve furanlari icerir. Test edilen
bilesikler igerisinde aldehitlerin, kiif artigin1 ve aflatoksin B; olusumunu en iyi sekilde

engelledigi belirlenmistir [31] .
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1.4. Validasyon

Validasyon, bir dl¢lim prosediiriiniin belirlenen amaclara uygunlugunun objektif olarak
test edilerek yazili delillerle kanitlanmasidir. Validasyonu tamamlanmus, kalite kontrol
parametreleri ile diizenli olarak kontrol edilen her metot, bu metotla verilmis analiz

sonuglarina giivenilirligini saglar [32] .

Gegerli kilma yani validasyon, metodun ilgili performans kriterlerine uygunlugunun
saptanmasi i¢in metot parametrelerinin belirlenip incelendigi bir gecerlilik ¢alismasidir.
Tek bir (internal validasyon) veya pek ¢ok laboratuvarin katildigi laboratuvarlar arasi

calisma ile gergeklestirilebilinir [33] .

Dogrulama yani verifikasyon, laboratuvarlar arasi ¢aligmalarla performans kriterleri

belirlenmis olan bir metodun laboratuvar sartlarinda teyididir [33] .

Bir metotla yapilan dl¢limiin sonuglar1 birgok faktoére baglhidir (Laboratuvar kosullari,
cihaz, kullanilan kimyasal madde, standart, operatér deneyimi). Bu nedenle metodun
Olciim sonucuna etki eden parametreleri tek tek Olgiilerek Olglim sonucuna etkileri

belirlenmeli ve dlgtilmelidir [33] .
Metot validasyonu su durumlarda yapilir:

- Herhangi bir metot bir laboratuvarda ilk defa kullanilacagi zaman,

- Bir analiz i¢in yeni metot gelistirildigi zaman,

- Kullanilmakta olan metotta degisiklik yapildigi zaman,

- Valide edilmis bir metot baska bir laboratuvarda kullanilacagi zaman veya farkl bir
kisi veya farkli bir cihazla kullanilacagi zaman,

- 1ki metodu karsilastirmak igin,

- Kalite kontrol testleri sonunda metodun performansinda zamanla bir degisme oldugu

anlasildiginda.

20



1.4.1. Validasyon Seviyesi

Metotlarin validasyon seviyesi, belirlenmis performans kriterlerine gore degisiklik

gosterir.

- Bir metot laboratuvarlar arasi bir ¢alisma ile gegerli kilinmis ise verifikasyon

yeterlidir.

- Bir metot laboratuvarlar arasi bir ¢alisma ile gegerli kilinmis ancak farkli yapida bir
ornek ile calisilacaksa dogruluk, kesinlik, tespit limiti ve tayin limiti verifikasyona yeni

matriks de ilave edilerek gerceklestirilmelidir.

- Bir metot laboratuvarlar arasi bir ¢alisma ile degil laboratuvar i¢i ¢alisma ile valide
edilmis ise, verifikasyon parametrelerine miimkiin oldugu kadar validasyon

parametreleri de eklenmelidir.

- Bir metot bilimsel bir dergide yaymlanmis ve belirli performans parametreleri
incelenmis ise, verifikasyon parametrelerine mimkiin oldugu kadar validasyon

parametreleri de eklenmelidir.

- Bir metot bilimsel bir dergide yaymlanmis ancak hi¢bir performans parametresi

incelenmemis ise tam i¢ validasyon yapilmalidir.

- Bir metoda ait herhangi bir performans kriteri bulunmadigi veya laboratuvar igi

gelistirilmis ise tam i¢ validasyon yapilmalidir.

Metotlarin  verifikasyonu i¢in dogruluk, kesinlik, tayin ve tespit limitlerinin
laboratuvarda teyit edilmesi yeterlidir. NMKL No:4 rehberinde verifikasyon igin tayin
limiti ilave edilmemis olsa da AOAC’nin rehberinde yer almaktadir [34] .

1.4.2. Metot Validasyon Parametreleri
1.4.2.1. Secicilik

Segicilik, dlciilmesi hedeflenen bilesigin analiz edilecegi matrikste dogru olarak tespit
edilmesidir. Aranan analitle ayn1 6zellikleri gosteren (ayni dalga boyu, ayni alikonma
zamani VD.) bilesenlerin olmadigi kanitlanmaya calisilir. Bu amagla analiti igermeyen

kor ornekler hazirlanarak analiz edilir [35] .
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Sekil 1.2. Aflatoksin Kér Ornek Kromatogrami
1.4.2.2. Secimlilik

Metodun tayin edilmek istenen analiti matriksten ayirt edebilme &zelligidir. Ornegin
kromatografik bir yontemde, analiz edilecek analitin verdigi pik ile bu pikin alikonma

zamanina en yakin zamanda ¢ikan piki birbirinden ayirabilme kapasitesiyle dl¢iilebilir
[35] .

1.4.2.3. Minimum Tayin Limiti (LOD)

Analitin ayirt edilebildigi en diisiik konsantrasyondur. Ornegin kromatografik bir
metotta analit sinyalinin giiriiltiiden ayrilabilmesi i¢in gereken minimum analit
miktaridir. LOD c¢alismasi ile; validasyonu yapilan metot ve belirlenen matrikste

Ol¢iilebilen ancak miktar1 kesin olarak tayin edilemeyen konsantrasyon bulunmaktadir

[35] .
X=X + KSpy  Xpz kor 6rnek ortalamast, sy, kor 6rnek 6l¢iimlerinin standart sapmasi,
k ise carpan faktoriidiir ve genellikle 3 olarak alinir.

LOD hesaplamast i¢in kullanilan farkli metotlar bulunmaktadir:

e Tayin limiti genellikle sinyal/giiriiltii oraninin 3 kat1 olarak alinir.
e Kor ornek 10 kere Olctiliir veya kor 6rnege tayin limitine yakin derisimde ornek ilave
edilir ve 10 6lgme yapilir. Olgiim degerlerinin standart sapmasi (S) hesaplanir. Tayin

limiti 0 + 3s veya kor 6rnege ilave edilen derisim + 3s olarak hesaplanir.

22



1.4.2.4. Minimum Ol¢iim Limiti (LOQ)

Olgiim limiti; analitin giivenilir bir sekilde dl¢iilebildigi, kabul edilebilir dogrulukta ve

kesinlik degerlerindeki en diisiik konsantrasyon seviyesidir [35] .
LOQ hesaplamasi i¢in kullanilan farkli metotlar bulunmaktadir:

e Kor ornek Olclim degerlerinin standart sapmasinin 5, 6 veya 10 kati alinarak
hesaplanir.

e Kor ornek 10 kere Olgtliir veya kor 6rnege tayin limitine yakin derisimde ornek ilave
edilir ve 10 6lgme yapilir. Olgiim degerlerinin standart sapmasi hesaplanir. Standart
sapmanin 5, 6 veya 10 kat1 alinarak hesaplanir.

e Sinyal/ giiriiltii oraninin 10 kat1 alinarak da LOQ hesaplanabilir.
1.4.2.5. Ol¢iim Arahgy/Dogrusallik

Metodun kesinlik, gerceklik gibi kriterleri kabul edilebilir diizeylerde karsilayabildigi
analit konsantrasyonu araligidir [35] . Olgiim aralign metodun uygulama araliginin
belirlenmesi igin yapilir. Kalibrasyon egrisinde oOlgililen analit miktar1 ve dedektor
yanitinin dogru orantilt olarak goriildiigli araliktir. Metot gegerli kilma calismalarinda

analit konsantrasyonlari bu aralik dikkate alinarak planlanir [34] .

Standart egri, metoda ve lriine bagli belirli sayida 6l¢iim noktasi ile belirlenir. Egrinin
olusturulmasi, i¢inde miktar1 bilinen referans 6rnek veya kor ornek icine eklenmis
analitin bilinen konsantrasyonu ile yapilir. Her bir 6l¢iim noktasinda en az iki 6l¢tim

yapilir [34] .

Kalibrasyon egrisinin analiz edilen 6rnek yapisinin farkliligina gére degisebilecegi goz
ard1 edilmemelidir. Elde edilen yanitla ¢izilen egride list ve alt siirlar belirlenmelidir
[34] . Sonuglar grafiksel olarak verilir ve “lineer regresyon formiili” ile korelasyon
katsayisi belirtilir. Bu sekilde ¢alisma araliginin dogrusal olup olmadig: tespit edilir.
Korelasyon katsayis1 >0,99 olmalidir [34] . Olgiim araliginin alt sinirt Minimum Olg¢iim

Limiti (LOQ) dir [35] .
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1.4.2.6. Dogruluk

Dogruluk bir 6l¢iim sonucunun gercek degere ve birbirlerine yakinligini ifade etmek
i¢in kullanilir. Dogrulugun kesinlik ve gergeklik olmak iizere iki bileseni vardir [35] .
Hata cesitleri sistematik ve rastgele hata olmak {izere ikiye ayrilir.

Rastgele Hata, miktarlar1 etkileyen ve Ongoriillemeyen varyasyonlardan dogar. Bu
rastgele etkiler, bir Olciilenin tekrarlanan gézlemlerinde varyasyonda artisa neden olur.
Bir analitik sonucun rastgele hatasi telafi edilemez, fakat goézlem sayisi arttirilarak

azaltilabilir.

Sistematik Hata, bir Olgiilenin bir seri analizinde sabit kalan veya tahmin edilebilir
sekilde degisen hatadir [35] .

Tablo 1.7. Rastgele ve Sistematik Hata Karsilagtirilmasi

Rastgele Hata

Sistematik Hata

Kesinligi etkiler.
( Tekrarlanabilirlik
ve Tekrariiretilebilirlik)

Sapmayi (bias) olusturur
Rastgele hatanin diistik oldugu
durumlarda ger¢ek degerden

sapmay1 gosterir

Tekrarlarin ortalamadan

sapmasina neden olur.

Tim sonuglarin ¢ok yiiksek
veya ¢ok diisiik olmasina
neden olur.

Tekrar dlgtimleri ile
belirlenebilir.

Tekrar 6l¢timleri ile
belirlenemez.

Iyi calisma teknikleri ile
minimize edilebilir; ancak
tamamen elimine edilemez

Standart metot ve materyaller
ile diizeltilebilir.

Calisanlar ve ekipmanlardan

kaynaklanir.

Calisanlar ve ekipmanlardan

kaynaklanir.

v" Kesinlik: Kesinlik olgiim sonuglarmin birbirine yakinhiginin ifadesidir. Bagimsiz
analiz sonuglart arasindaki tutarliligi gosterir. Kesinlik dogrulugun gerceklik disindaki

diger bir bileseni olup rastgele hatalarin dagilimini gosterir [34] .

Kesinlik 6l¢iimiinii 4 faktor etkilemektedir. Bunlar zaman ( kisa ve uzun zaman araligi),
kalibrasyon (ayn1 ekipmanda dahi Olc¢limler arasinda yeniden kalibrasyon yapilip

yapilmadigl) , operator (ayn1 veya degisik operatorler) ve ekipman (6l¢timlerde ayni
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veya farkli ekipmanlarin kullanilip kullanilmadigi) olup bunlarin degiskenligine gore
kesinlik degismektedir. Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik olarak iki genel
kesinlik 6l¢iimii bulunmaktadir [34] .

Tekrarlanabilirlik, ayni laboratuvarda, ayn1 metot, ayn1 6rnek, ayni cihaz ve aym
analist ile kisa zaman araliginda yapilan Olglim sonuglarinin birbirlerine olan
yakilhiginin 6l¢iisiidiir. Tekrarlanabilirlik ¢caligsmalar1 analit miktart bilinen sertifikali bir
ornekle veya ornege bilinen miktarlarda analizi yapilacak madde ilavesi ile yapilabilir
[35] .

Tekrariiretilebilirlik, ayn1 metodun, ayni 6rnek ile farkli laboatuvarlarda, farkli analist
ve farkli ekipmanlarla, farkli giinlerde yaptiklari 6l¢iim sonuglarinin birbirlerine olan
yakinhiginin Slgiisiidiir. Tekrariiretilebilirlik, laboratuvar ici tekrariiretilebilirlik olarak
da uygulanabilmektedir. Laboratuvar i¢i tekrariiretilebilirlik, ayni metot ile aym
laboratuvarda ayni cihazla farkli kisiler tarafindan genis zaman araliginda yaptigi 6l¢iim

sonuglariin birbirine yakinliginin 6l¢iistidiir. [35] .

Diisiik dogruluk, Disiik kesinlik Diisiik dogruluk, Yiiksek kesinlik
L] IR
. R ™
L]
]
L] L}
[
)
" *
L]
Yiiksek dogruluk, Diigiik kesinlik Yitksek dogruluk, Yiiksek kesinlik

Sekil 1.3. Dogruluk ve Kesinlik [32]

Dislanan Deger Tespiti: Bir metodun kesinlik ve dogrulugu degerlendirilirken, yapilan
calismalar sonucunda elde edilen degerler arasinda dislanan bir degerin olup olmadig

test edilmelidir. Bunun i¢in Dixon’s test veya Grubbs’ test kullanilir [36] .
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Dixon’s Test: Testin basit olmasi sebebiyle dislanan deger saptanmasinda yaygin olarak

kullanilan bir yontemdir. Bazen Q-test olarak da adlandirilir. Q degerinin hesaplanmas:
Q= | siiphelenilen deger — en yakin deger | / (en biiyiik deger — en kiigiik deger ) (1.2)

Bu test 6rnek sayisi 3 ile 7 arasinda oldugunda kullanilir. Q i¢in %95 giiven araligindaki
kritik degerleri belirlidir. Eger hesaplanan Q degeri, kritik Q degerinden biiylik ise 0
stiphelenilen deger atilmalidir [36] .

Grubbs’ Test: Diger yaygin olarak kullanilan test olan Grubbs’ Testi 06rnek
ortalamasindan siiphelenilen degerin sapmasi ile 6rnegin standart sapmasini karsilastirir.

Bu test ISO tarafindan Dixon’s testine tercih edilir.

Grubbs’ testini kullanabilmek i¢in tim dl¢iilen degerlerin ayn1 populasyondan gelmesi

gerekmektedir. G degerinin hesaplanmasi:
G=| stiphelenilen deger — X |/ s (1.3)

s standart sapma degeridir ve sliphenilen degeri igererek hesaplanir. X tiim ol¢iim
sonuglarinin ortalamasidir. G igin %95 giiven araligindaki kritik degerleri belirlidir.
Eger hesaplanan G degeri, kritik G degerinden biiyiikse, stiphenilen deger atilmadir
[36] .

v" Gergeklik: Gergeklik 6lglim sonuglarinin ortalamasi ile gergek deger (referans
deger) arasindaki farktir. Bu fark dl¢iimiin sistematik hatasidir. Sistematik hata gercek
degere yakinliginin dl¢iisiidiir. Bir laboratuvarin toplam sistematik hatasi sapma (bias)
olarak tanimlanir. Sapma gercekligin degerlendirilmesinde kullanilir. Gergeklik
caligmalari, sertifikali referans malzeme (CRM) veya geri kazanim galismasi ile yapilir.
Ayrica belli bir siireci kapsayan yeterlilik testi (proficiency testing) sonuclari da
laboratuvar sapmasi igin kullanilabilir. Gergeklik c¢alismasinda tercih edilen arag
CRM’dir [35] .

Gergekligin tespiti i¢in sertifikali referans materyal, referans metot ve yeterlilik testinin
bulunmadigi durumlarda geri kazanim g¢alismasi yapilir. Geri kazanim c¢alismasiin en
biiyiik avantaji orijinal matrikste ¢alisma yapilabilmesidir. Calisma i¢in orijinal matriks,
yani validasyon calismasimin yapildigi matriks istenen analit ile zenginlestirilir. Bunun

yaninda dezavantaji, orijinal Orneklerde aranan analitlerin 6rnekle olan fiziksel ve
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kimyasal baglarinin ¢ok giiclii olmasina ragmen, zenginlestirilen drneklerde disaridan
katildig1 i¢cin bu sekilde bir bag olugsmamasidir. Bunun sonucunda geri kazanim
calismasinda her zaman daha basarili sonuglar elde edilebilir. Eurochem rehberinde geri
kazanim calismasmmin en az 6 tekrarla yapilmasi Onerilmistir. Calismalarin 6lglim

araligina gore birka¢ konsantrasyonda yapilmasi gerekir [34] .

1.4.2.7. Stabilite/Saglamhk: Metodun deney kosullarindaki sapmalara karsi hassasiyet
derecesini gosterir. Genelde test edilen parametreler matriks kompozisyonunda
degisiklik olmasi, kimyasal maddenin degistirilmesi, ekstraksiyon, sicaklik, pH, akis
hiz1 vb. kosullardaki degisikliklerdir. Metot kosullarinda degisiklik yapilmayacaksa bu
parametreyi test etmeye gerek yoktur [35] .

1.4.3. Validasyon Araclar:

Kor Ornek: Cesitli ornekler kullanilarak analitte ne kadar sinyalin olciilebildigi

degerlendirilir. Kor 6rnek, analite dair hi¢bir matriks igermez.

Ornekler/ Test Materyalleri: Gercek &rneklerden alman test materyalleri

interferanslara dair bilgiyi sagladiklari i¢in kullanishidirlar.

Zenginlestirilmis Materyaller/ Cozeltiler: Bu ¢o6zelti veya materyaller ilgilenilen
analit/analitlerle zenginlestirilmistir. Zenginlestirme genellikle ilgilenilen analitin ilave

edilmesi ile yapilir.

flave Yapilmis Materyaller: Bunlar zenginlestirilmis materyallere benzer, ancak bazi
sartlar degistirilebilinir. Yapilan ilavenin ilgilenilen analitle sinirli olmasi gerekmez.
Eklemenin etkisini 6lgmek amaciyla, herhangi bir sey igerebilir. Ornegin aflatoksin

analizi yapilan bir 6rnege baska bir toksin ilave edilir.

Olusturulan Materyaller: Bu materyaller aslinda ilgilenilen analiti icermeyen, fakat
orneklendirilmeden 6nce kendisine katilarak olusturulmus materyallerdir. Ornegin,

tahilin biiylimesi sirasinda herbisit spreylenerek elde edilen herbisit iceren un materyali.

Bagimsiz Olarak Karakterize Edilmis Materyaller: Bir test materyalinin gergek
analit icerigini bilmeden bir metodun sapmasini degerlendirmek zordur. Eger bir
materyal sapmasi 6nemsiz olan bir metot ile incelenmisse, bu referans materyal olarak

kullanilabilir, karsilastirma yapilabilir.
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Olciim Standartlari: Kalibrasyon veya tanimlama amactyla kullanilir.

Referans Materyal: Cogunlukla sertifikali referans materyal ile karistirilir. Referans
materyal, referans icin bir temel olarak, bilinen saflikta laboratuvar reaktiflerini veya
endiistriyel kimyasallar1 igerebilir. Ozelligi veya ilgilenilen analit, kararl1 ve homojen
olmalidur.

Sertifikali Referans Materyaller: Sertifikali referans materyallerin karakteristiklerine
dair parametreleri, referans materyallere oranla ¢ok daha siki kontrol edilir ve ayrica

belirlenen deger belirsizligi ile birlikte taninmis bir kurum tarafindan sertifikalandirilir.

Istatistik: Analitik 6lciimlerin yapisindaki degiskenligi 6lgmede kullanishidir [35] .
1.4.4. Metot Validasyon Parametrelerinin Secimi

Metot validasyon parametrelerinin belirlenebilmesi i¢in dncelikle validasyon ¢esidinin
belirlenmesi gerekmektedir. Belirlenen validasyon c¢esidine gore hangi validasyon

parametrelerinin kullanilacagi netlestirilir. Validasyon gesitleri sunlardir:

Tam Validasyon : Laboratuvar tarafindan yeni bir metot olusturuldugunda veya tam
validasyonu yapilmamis bir metodun laboratuvarda uygulamaya alinmasi durumunda

asagidaki validasyon parametrelerinin uygulandig: validasyondur.

Kismi Validasyon : Eger laboratuvarda kullanilacak metot referans metot veya baska
bir laboratuvar tarafindan valide edilmis bir metot ise agsagidaki parametreler uygulanir.
Kismi validasyon laboratuvarda daha oOnceden validasyonu yapilmig bir metoda

alternatif bir metot uygulanilacagi zaman da kullanilabilinir.

Re-Validasyon : Laboratuvar tarafindan daha oOnce valide edilmis bir metotta
performans, personel, cihaz, metot igerigi, laboratuvar kosullart vb. durumlarda
degisiklik olmast durumunda ilgili parametreler tekrar edilip validasyon
degerlendirilmesi yapilir. Yapilan degisikligin etkili oldugu parametre lizerinden kontrol
edilir [35] .
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Valide edilecek
metot standart

metot mu?
evet hayir

Bu metotun daha
onceden tam
validasyonu

\ yapilmis mi1?

evet
hayir
v \ 4
Kismi validasyon < Tam Validasyon >

Validasyonunu

tamamladigim
— > metotta degisiklik -

yapmak istiyorum

Re- validasyon

Sekil 1.4. Validasyon Cesidinin Belirlenmesi
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1.4.5. Validasyon Deney Deseninin Olusturulmasi
1.4.5.1. Validasyon Calismas1 Yapilacak Matriksin Se¢imi

Validasyon c¢alismasi yapilacak metot i¢in hangi matrikslerle c¢alisilacagi
belirlenmelidir. Metotta yer alan matriks goz 6niinde bulundurularak ¢alisilmak istenen

matriksler segilir [35] .

e Secilen metot bir tek gida iiriinli i¢in hazirlanmis ve genisletilmek isteniyorsa:

Bu durumda genisletmek i¢in hedeflenen gida grubunun tiimiinii temsil edebilecek bir

veya birkag gida tirlinii segilerek validasyonu yapilir.
e Secilen metot tiim gidalar i¢in hazirlanmissa:

Metotta tayin edilen analitin ¢ogunlukla bulundugu (muhtemel calisilacak)
matriks/matriksler fiziksel ozellikleri ve bilesimlerine goére siniflandirilir ve bu

matrikslerde metot validasyonu yapilir.
e Metot laboratuvar tarafindan gelistirilecek bir metotsa

Hedef {iriin gruplarina gére matriks belirlenir.
1.4.5.2. Validasyon Calisma Seviyelerinin Belirlenmesi

Metot validasyonu yapilirken farkli seviyelerde ¢alismalar yapilmalidir. Bu seviyeler
diisiik, orta ve yiiksek seviyelerde olmalidir. Orta seviye, calisilan matrikse ve analize
gore belirlenen yasal limit ya da muhtemel kabul edilen seviyedir. Ornegin; aflatoksin

analizi i¢in yasal limitin 0.5, 1 ve 1.5 kat1 ¢aligilir [35] .

1.5. Olgiim Belirsizligi

99 ¢e

“Belirsizlik” sozciigli tek basina alindiginda “kesin olmayis”, “giivenilir olmayis” gibi
olumsuz anlamlar ¢agristirir. Oysa, “Ol¢lim belirsizligi” ya da “bir test sonucunun
belirsizligi” gibi teknik deyim biciminde kullanildiginda, daha ozgiil bir anlama
biiriiniir. Olgiim belirsizligi, elde edilen herhangi bir 6lgiim sonucuyla birlikte yer

almas1 gereken bir parametredir [37] .
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Olgiilen miktar ile bagntili olarak karsilasilabilecek degerler araligini tamimlar.
Dolayistyla, dl¢tim belirsizligi saptanip dl¢timle birlikte verildiginde, elde edilen 6l¢iim

degerinin hangi sinirlar i¢inde yer alacagini ve giiven diizeyini yansitir [37] .

Belirsizlik, 6l¢iim sonucu ile iliskili, 6l¢iilenin deger dagilimini karakterize eden bir

parametredir. Parametre 6rnegin standart sapma veya bir giiven araligi genisligi olabilir.

Olgiim belirsizligi genel olarak birgok bilesenden olusur. Bu bilesenlerden bazilari,
Olclim sonuglarinin istatistiksel dagilimindan degerlendirilir ve standart sapma ile
karakterize edilir. Standart sapma ile de karakterize edilebilecek diger bilesenler,

tecriibe ve diger bilgilere gore varsayimsal olasilik dagilimlari ile degerlendirilir.

Genel kullanimda belirsizlik kelimesi “siiphe” ile ilgilidir. Olg¢iim belirsizligi bir 6l¢iim
sonucunun gegcerliligi hakkinda siiphe ifade etmez, aksine belirsizligin bilinmesi bir

6l¢lim sonucunun gegerliligine olan giivenin artmasini saglar [38] .
1.5.1. Belirsizlik Kaynaklari

Uygulamada bir sonucun belirsizligi; tamamlanmamis ¢éziimleme, 6rnekleme, matriks
etkileri ve girisimler, ¢evre kosullari, kiitlelerin ve hacimsel aletlerin belirsizlikleri,
referans degerler, 6lgiim metodu ve prosediiriinde yaklagimlar, varsayimlar ve rastgele

degisim gibi birgok olasi kaynaktan ortaya ¢ikabilir [38] .
1.5.2. Belirsizlik Bilesenleri

Toplam belirsizligin tayin edilebilmesi i¢in, her belirsizlik kaynaginin ayr1 ayri
degerlendirilerek katkilarmin belirlenmesi gerekir. Katkilarin her biri, bir belirsizlik
bileseni olarak degerlendirilir. Standart sapma ifade edildiginde, belirsizlik bileseni
“standart belirsizlik™ olarak bilinir. Eger bilesenler arasinda korelasyon varsa, o zaman
bu hesaba kovaryansin belirlenmesiyle alinmalidir. Bununla birlikte, bazi bilesenlerin

birlesik etkisini degerlendirmek de miimkiindiir [38] .

Bir 6l¢iim sonucu y icin, toplam belirsizlik, birlesik standart belirsizlik olarak
adlandirtlir ve uc(y) ile ifade edilir. Tiim belirsizlik bilesenlerinden elde edilen toplam
varyansin pozitif karekokiine esit olan tahmini bir standart sapmadir ve belirsizlikte

yayilma kanunu kullanilarak degerlendirilir [38] .
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Analitik kimyada birgok amac ic¢in genisletilmis belirsizlik U kullanilmalidir.
Genisletilmis belirsizlik, Olgiilenin degerinin daha genis bir giiven araliginda
bulunmasini saglar. Genisletilmis belirsizlik (U) , uc(y) ile kapsam faktorii k’nin ¢arpimi
ile hesaplanir. k faktoriiniin segimi istenilen giiven araligina baglidir. %95 giiven araligi

icin k=2"dir [38] .
1.5.3. Hata ve Belirsizlik

Hata ve belirsizligi ayirmak onemlidir. Hata bireysel bir sonu¢ ve gercek deger
arasindaki fark olarak tanimlanir. Hata, tek bir degerdir. Prensip olarak bilinen bir hata

degeri sonucu diizeltmek i¢in kullanilabilir.

Diger yandan belirsizlik, bir dizi seklinde olur. Eger bir analitik prosediir i¢in tayin
edilmigse ve 6rnek tipi tanimlanmigsa, tiim tespitler igin gegerli olabilir. Genel olarak

bir belirsizlik degeri, bir 61¢tiim sonucunu diizeltmek i¢in kullanilamaz.

Bir 6l¢lim sonucunun belirsizligi higbir zaman kendi hatasini temsil eden veya diizeltme

sonrasi kalan hata olarak yorumlanmamalidir.

Hata, rastgele ve sistematik olmak {izere iki bilesenden olusur [38] .
1.5.4. Olgiim Belirsizligi Tayin Siireci

Belirsizlik hesaplamasi prensip olarak basittir. Asagida bir analiz sonucu ile ilgili 6l¢tim

belirsizliginin tayini i¢in yapilmasi gerekenler 6zetlenmistir [38] .
1.5.4.1. Olciileni Belirleme

Olgiilen ne ise, ilave edilen ve iliskili diger eklenenler ile birlikte agik bir sekilde
yazilir. Ornegin, lgiilen miktarlar, sabitler, kalibrasyon standartlar1 degerleri vb. Eger
miimkiinse bilinen sistematik etkiler i¢in diizeltmeler ilave edilir. Ozellik bilgileri SOP
veya bagka bilinen bir yontemle mutlaka verilmelidir. Calisma yapilacak seviyeler,

calisacak kisiler, calisma araligi, calisilacak kimyasallar ve cihazlar belirlenmelidir [38]
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1.5.4.2. Belirsizlik Kaynaklarmin Belirlenmesi

Olast belirsizlik kaynaklar listelenir. Bu, birinci basamakta tanimlanan ve belirsizlige
katkida bulunan kaynaklari icerebilir. Diger kaynaklar1 da igerebilir, ancak kimyasal

varsayimlardan dogan kaynaklar1 mutlaka igermelidir.

Hesaplamaya bagl olarak gelebilecek belirsizlik kaynaklari balik kil¢gig1 diyagraminda

gosterilir. Bilesenin alt bilesenleri ayrica belirtilmelidir [38] .

Numune Standart
Hazirlama Hazirlama
/ / T
Kalibrasyon Kesinlik Geri Kaz.

Sekil 1.5. Balik Kilgi1g1 Ornegi
1.5.4.3. Belirsizlik Bilesenlerini Ol¢gmek

Tanimlanan potansiyel belirsizlik kaynaklarinin her birinin belirsizlik boyutu tayin
edilir. Bir dizi ayn kaynakla iliskili, belirsizlige katkisi bulunan tek bir kaynagi
tanimlamak ve belirlemek g¢ogunlukla miimkiindiir. Mevcut veri hesaplarinin tim
belirsizlik kaynaklari icin yeterli olup olmadigi ve tiim belirsizlik kaynaklarinin

hesaplanmasi i¢in ek deneyler ve calismalarin planlanmasi olduk¢a 6nemlidir.

Ikinci adim belirtilen kaynaklarin (6rnegin, balonjoje bir ana bilesen, balonjoje igin
sicaklik, kalibrasyon, tekrarlanabilirlik alt bilesenleridir) bir grup olarak

degerlendirilmesidir [38] .

Bu belirsizlikler veya daha onceki elde edilen tiim veriler kullanilabilir (dogrulama
degerleri, kalibrasyon  degerleri, validasyon c¢alismasindan elde edilen

tekrariiretilebilirlik, sapma, valide edilmis metotla karsilastirma degerleri) .
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Tim bu gruplarin belirsizlikleri; standart sapmalari, iiggensel, dikdortgensel dagilim
olup olmamasina, analizde kullanim tekrarina, kullanan personelin tekrarlanabilirlik
degerlerine gore alt bilesenleriyle bir araya getirilir. Bunlarin disinda kalan belirsizlik
kaynagi olarak goriilen tim kaynaklar eklenir. Gruplarin standart sapmalari veya

belirsizlikleri hesaplanir “u” [38] .
Istatiksel Dagihm Tipleri

v Normal Dagilim: Olgiim sonucu £a %95 olarak verilmisse standart belirsizlik a/2
olarak hesaplanir.

v' Dikdortgen Dagilim: Sertifika veya {iriin spesifikasyonu giivenilirlik yiizdesi
olmadan verilmisse (6rnegin 25mL+0,05mL) standart belirsizlik u(x)= a\3 olarak
hesaplanir.

v Uggen Dagilim: Verilen degerlerin ug¢ degerlerde olma olasilifi az ve ortalama
degerde olma olasilig1 yiiksek oldugu belirtilmigse tiggen dagilim kullanilir. Standart
belirsizlik u(x)= a6 olarak hesaplanir .

1.5.4.4. Birlesik Belirsizligin Hesaplanmasi

Birlesik belirsizlik hesabi, belirsizligi olusturan parametrelerin bir araya getirilmesinden
olusturulur. Ugiincii basamakta elde edilen bilgiler bireysel kaynaklar veya farkli
kaynaklarin kombine etkisi ile iliskili olup, toplam belirsizlik iizerine bir dizi sayisal
katki olusturacaktir. Katkilar standart sapma olarak ifade edilmelidir ve uygun kurallar
ile birlestirilerek birlesik standart sapma elde edilmelidir. Genisletilmis belirsizlik

degerini elde etmek igin uygun kapsam faktorii kullanilmalidir [38] .
Birlesik belirsizlik hesabi i¢in 2 yontemden biri kullanilabilir.

e Belirsizlik Kaynaklarinin Her Birinin Belirsizlik Degerlerinden Belirsizligi
Hesaplama Y ontemi:
Tim belirsizlik bilesenlerinin tek tek ele alinip, her bir bilesen belirsizlik degerinin

birlestirilmesinden ulasilan belirsizlik degeridir .
e Validasyon Calisma Sonuglarinin Kullanilarak Belirsizligi Hesaplama Y 6ntemi:

Validasyon g¢alismasi yapilmig metodun tekrariiretilebilirlik, sapma ve bu bilesenlere

katilamayan metot performansini etkileyecek bilesenler yardimiyla belirsizlik
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degerlendirilir. Degerlendirmede kullanilacak parametreler formiilleri ve tanimlart ile

asagida belirtilmigtir.

Tekrarlanabilirlik : Ayni laboratuvarda, ayn1 metot, ayn1 6rnek, ayni cihaz ve ayn
analist ile kisa zaman araliginda yapilan Ol¢iim sonuglarinin birbirlerine olan

yakinliginin dl¢isiidiir [34] .

> x-x) |
s=4 1 (1.4)

x: Ol¢iim sonuglarinin ortalamasi ; X;: Calismanin 6l¢iim sonucu ve n: Yapilan 6l¢iim

sayisidir.

Standart Belirsizlik = CVr= {M}

15
Ortalama (15)

Tekrarlanabilirlik Limiti : Tekrarlanabilirlik kosullar1 altinda 2 paralel sonug arasinda
cikabilecek %95 ihtimalle maksimum farkin degeridir [38] .

r=2.83xs (1.6)
s, = (CVr x Konsantrasyon)/100 .7
r: Tekrarlanabilirlik limiti ve s,;: Tekrarlanabilirlik standart sapmasidir.

Tekrariiretilebilirlik : Bir zaman periyodu icinde yapilmis, farkli analist, kullanilma
ihtimali olan farkli cihazlar ile ¢alisilmis, analizi etkileyebilecek ve karsilasabilecek tiim

sartlar1 da iceren sonuglardir. Calisma yapilan her seviye gz oniine alinmalidir.

[k olarak yapilan ¢alismalar ile sonuglarin standart sapmasi hesaplanir [34] .
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i(xi — X ?

S 1.8
on (1.8)
xi: 11k calismanin dl¢iim sonucu
xii: Ikinci calismanin dl¢iim sonucu
n: Yapilan 6l¢iim sayisi
- Std.Sapma
Standart Belirsizlik =CVR= {—p} (1.9
Ortalama

Tekrariiretilebilirlik Limiti : Tekrariretilebilirlik kosullar1 altinda 2 sonu¢ arasinda

cikabilecek %95 ihtimalle maksimum farkin degeridir [38] .

R =2.83X sz (1.10)
sz = (CVR x Konsantrasyon)/100 (1.11)
R: Tekrariiretilebilirlik limiti ve sg: Tekrariiretilebilirlik standart sapmasidir.

Sapma: CRM veya ilgilenilen analitin eklendigi numune iizerinden elde edilen geri

kazanim degerlerinden saptanir [38] .

|Ger<;ek deger -Ortalama 6l¢lim sonucu

- x100
Mutlak Hata % = Gergek deger (1.12)

Diizeltme Faktorii = Ortalama 6l¢tim sonucu/Gergek deger (1.13)
Birlesik Belirsizligin Hesaplanmasi

Belirsizlik kaynaklarinin her birinin hesaplanan standart belirsizlikleri kullanilarak

asagidaki formiilasyona gore birlesik belirsizlik hesaplamasi yapilir.

Formiilde toplama olarak yer alanlarin belirsizliklerinin karelerinin toplami alinir ve

karekokii hesaplanir [38] .
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— 2 2 2 2
uc - (\/(ustan dart) + (U numune) + (U kesin lik ) + (U kalibrasyon ) (1'14)
U = Standart belirsizlik( u,) x k (%95 giiven aralig1 k= 2 dir) (1.15)
U: Genisletilmis belirsizlik
Baslangic Olgiim Biiyiikliigiiniin incelenmesi 1.ADIM
Belirsizlik kaynaklariin belirlenmesi 2.ADIM
Eldeki datalarda igerilen belirsizlik 3 ADIM
kaynaklarimi bir arada gruplandirilmasi '
Grup bilesenlerinin degerlendirilmesi
Tiim belirsizlik bilesenlerin standart sapma
degerlerinin, belirsizliklerinin belirlenmesi
Birlesik Belirsizlik H
irlesik Standart Belirsizli esabi 4 ADIM

Genisletilmis Belirsizlik hesabi ve
Raporlandirma

Sekil 1.6. Olciim Belirsizligi Hesaplanmas1 Asamalari
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Calismada kullanilan soya unu marketlerden temin edildi. Igerisinde aflatoksin
bulunmasi nedeniyle, elde edilen kromatogramlarda numunede ¢ikan aflatoksin alan
degerleri, geri kazanim calismalarinda aflatoksin eklenmesi sonrasi elde edilen alan

degerlerinden diisiilerek gerekli hesaplamalar yapildi.

Standartlarin hazirlanmasinda kullanilan aflatoksin (G,, G, B;, B,) R-Biopharm

markadir.

Geri kazanim ¢alismalarinda kullanilan aflatoksin standartlar1 ise Tarim ve Koy isleri

Bakanligi’ndan temin edilmistir.

2.2. Geri Kazanimda Kullanilacak Aflatoksin B, By, G; ve G, Standartlarinin

Hazirlanmasi ve Kontrolii
2.2.1. Gerekenler

2.2.1.1. Reaktifler

Silfiirik Asit Merck 1.00748

Potasyum bikromat Merck 1.02403

Toluen Merck 1.08327

Asetonitril JTB 9012

Asetik asit Fisher Scientific A/0406/PB15

Aflatoksin standarti
2.2.1.2. Kullamlan Cihaz ve Ekipmanlar

Spektrofotometre: UV/Visible ,200-500 nm arasi tarama yapabilen, 1 cm kuvarts kiivet
Desikator

50 ve 1000 mL’lik balonjoje, A simif

25 mL’lik pipet, A siif

20-200/100-1000 Eppendorf Mikropipet
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Spektrofotometre Calisma Sartlar:

Scan Type: Intelliscan, Speed: Normal, Data Int: 1.0 nm, Baseline: User,
Bandwidth: 2.0 nm, Lamb Change:325 nm, Peaks

2.2.1.3. Cihaz Kalibrasyonunda Kullanilacak Cozeltilerin Hazirlanisi

0.25 mM Potasyum Bikromat Cozeltisi Hazirlamisi: Potasyum bikromat 2 saat
boyunca 110 °C’lik etiivde tutuldu ve daha sonra desikatore alinarak oda sicakligina
sogutuldu. 78 mg Potasyum bikromat primer standard: tartilip, 0.009 Molar Siilfiirik

asitte ¢oziilerek balonjojede litreye bu asitle tamamlandi.

0.125 mM Potasyum Bikromat Cozeltisi Hazirlamisi: 25 mL 0.25 mM Potasyum
bikromat ¢ozeltisi 50 mL’lik balonjojede asit ile hacme tamamlandi.

0.0625 mM Potasyum Bikromat Cozeltisi Hazirlamisi: 25 mL 0.125 mM Potasyum

bikromat ¢ozeltisi 50 mL’lik balonjojede asit ile hacme tamamland: [39] .

Potasyum bikromat Mol Tartis1: 294 g/mol
2.2.1.4. Cihaz Kalibrasyonunun Yapihsi

v 0.009 M Siilfiirik asit ¢6zeltisi hazirlandi. (1 mL Silfiirik asit 2 litrelik balonjojede
saf su ile hacme tamamlanir.)

v 0.25, 0.125 ve 0.0625 mM Potasyum bikromat asitli ¢ozeltileri hazirlandi.

v 0.009 M asit ¢ozeltisi kor ornek olarak kullanilarak 350 nm’de Potasyum bikromat

cozeltilerinin absorbanslari tayin edildi.

€= Ax1000/Potasyum Bikromat konsantrasyonu (mmol) (2.1)

€: Molar Absorptivite ve A: Absorbans degeridir. Formiilden, 3 konsantrasyon igin €

degeri hesaplandi.

Bu degerlerden 3 konsantrasyon degeri i¢in ortalama hesaplanmaistir.
CF=3160/¢ (2.2)

CF: Diizeltme Faktoriidiir ve 3160: Potasyum bikromat i¢in molar absorptivitedir.
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Saptanan CF degeri 0.95’den kii¢iik veya 1.05’den biiyiik ise ¢ozeltiler veya cihaz
gozden gegirilmelidir [39] .

2.2.1.5. Aflatoksin Standartlarinin Hazirlanisi

Aflatoksin standartlar1 8-10 mikrogram/mL olacak sekilde Toluen-Asetonitril (9+1)’de

¢Oziildii.

Hazirlanan  aflatoksin  standartlarinin =~ konsantrasyonun  belirlenmesi  i¢in
spektrofotometrede 200-500 nm araligi taranarak absorbanslar tespit edildi. (Ko6r 6rnek

kullanilan ¢oziictidiir.)
C (ng aflatoksin/mL)= AxMol Tartisix 1000xCF/ € (2.3)

C: konsantrasyon, A: absorbans degeridir.

Formiilden toksinlerin konsantrasyonlar1 hesaplandi [40] .

(Bu sekilde hazirlanan standartlar -18 °C’de minimum 4 y1l sonra bozunur.)

Aflatoksinler i¢in molekiiler agirliklar ve molar sogurmalar;

Aflatoksin MA Coziict €
B, 312  Toluen-Asetonitril (9+1) 1930
B, 314  Toluen-Asetonitril (9+1) 21000
G, 328  Toluen-Asetonitril (9+1) 16400
G, 330  Toluen-Asetonitril (9+1) 18300

2.3. Cahisillacak Metodun Belirlenmesi

e (Caligma baslangicinda oncelikle VICAM’da belirtilen ekstraksiyon yontemi denendi
[30] . 50 gram soya unu iizerine 5 gram sodyum kloriir ilavesiyle 80 mL metanol + 20
mL su eklenerek 1 dakika mikserle karigtirildi. Ancak soya unu tiim ¢oziicliyii igine

cektigi icin ¢alisma basarisizlikla sonuglandi.

e Daha sonra ekstraksiyonda “R-Biopharm, Aflatoxins in Wheat 1998, IAC HPLC”de
belirtilen yontem denendi [41] . 50 gram soya unu iizerine 120 mL asetonitril + 80 mL

su ilave edilerek 2 dakika mikserle karistirildi. Karistm Whatman 113/4 filtre
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kagidindan siiziilerek elde edilen filtrattan 2 mL alinip 48 mL fosfat tampon ¢ozeltisi
(PBS) ile seyreltilerek immuno affinite kolondan gegirildi. Kolon 15 mL su ile yikandi
ve aflatoksinler I mL metanol daha sonra 1 mL su gegirilerek elue edildi. Eluat 0.20
mikron filtreden gegirilerek viale alindi ve HPLC’de olgtimleri yapildi. Ancak geri
kazanim degerleri yasal limitler igerisinde [9] olmadigi i¢in bu metot ¢alismak igin

tercih edilmedi.

¢ Soya unundan aflatoksini ekstrakte etmek i¢in bir diger metot olarak AOAC Official
Method 999.07 denendi [42]. Bu metodun kuru incir igin ekstraksiyon kismi
kullanilarak yapilan denemeler sonucunda elde edilen geri kazanim degerleri yasal
limitler igerisinde oldugu i¢in ¢alisilacak metot olarak se¢ildi. Metodun yapilisina dair

bilgiler asagida bulunmaktadir.
2.4. Metot

2.4.1. Gerekenler

2.4.1.1. Reaktifler

Tiim reaktifler analitik ve HPLC kalite olarak segildi.

Phosphate Buffered Saline (PBS) pH: 7.4, BR0014 G (OXOID)
Metanol JTB 8045

Metanol JTB 8402

Su 055uS/cm

Ekstraksiyon Cozeltisi Metanol-Su ¢ozeltisi (8+2 v/v)
KBr Merck 4907

HNO; %65’lik JT Baker 6080

NaCl Merck 6400

PBS Cozeltisi: 1 adet PBS tablet 100 mL’lik balonjojede demineralize su ile ¢oziilerek

hazirlandi.
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2.4.1.2. Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar

Mikser

100 mL’lik beher

1000 mL cam kavanoz

Plastik huni, biiyiik boy

Filtre kagidi: Whatman 1820-150

Cam kolon: 75 mL hacimli affinite kolonun iist kismina uyacak sekilde, alt1 ince.
2 mL’lik plastik siringa

Agilent 1100 Series HPLC- Floresans Dedektor

Otosampler

Kolon: Waters Spherisorb 5 um ODS2 4.6 x 250 mm

Kobra Cell (Kolon sonrast tiirevlendirme sistemi)

Tek kullanimlik filtre: chromafil polyester filtre 0,20 mikron

10mL’lik bullu pipet, A sinifi

Analitik terazi: Sartorius marka, 0.1mg hassasiyetli maksimum 220 g
Laboratuvar terazisi: Sartorius marka, 0.1g hassasiyetli maksimum 1200 g
Mikrolitre pipetler: Eppendorf marka, 20-200 ve 100-1000 pL

Immuno affinite kolon, R-Biopharm marka

Meziir 100-250 ve 1000 mL, A simifi

Balonjoje 5 ve 100 mL, A sinifi

Kronometre
2.4.2. Cihaz Caliyma Sartlar

Mobil faz akis hizi: 0,9 mL/dk

Enjeksiyon hacmi: 100 pL

Kolon firmi: 40 °C

Mobil faz: Su+Metanol (52+48) Her bir litre mobil faz i¢in 120 mg KBr ve 350 uL 4
Molar HNQO; ilave edilmistir.
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Floresans Dedektor Zaman Programlamasi

t, min Aex=362nM  Aem=455nm
t, min Aex=362nm  Aen=425nm t, ~12’
Kobra Cell: 100 p amp.

Reaksiyon Kapileri: 34cm x 0,5mm @
2.4.3.Standartlarin Hazirlanmasi
Aflatoksin stok ¢6zeltisinin toplam konsantrasyonu 1000 ng/mL’dir. Stok ¢ozelti 2-8

°C’de buzdolabinda muhafaza edilir. Bu kosullarda 3 ay sonra bozunur.

Aflatoksin stok ¢ozeltisinden 250 pL alinip 5 mL’ye metanolle tamamlanarak 50
ng/mL’lik ara stok ¢Ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozelti her ¢alisma igin giinliilk olarak

hazirlanmstir.

Kalibrasyon ¢ozeltilerinin seyreltilmesi igin metanol+su (4+6; v+v) seyreltme ¢ozeltisi
hazirlanip, hacim seyreltme ¢ozeltisi ile her standart 5 mL’ye tamamlandi. Bunlar

cihaza ikiser defa enjekte edildi. Standartlarin hazirlanis sekli tabloda bulunmaktadir.

Tablo 2.1. Standartlarin Hazirlanis Sekli

Aflatoksin Standart
Cozeltilerinin Son
Calisma Stok Cozeltisinden Konsantrasyonu Herbir toksin
Standarti alinan (pL) (ng/mL Toplam Aflatoksin) (ng/mL)
1 25 0,25 0,0625
2 50 0,5 0,125
3 150 15 0,375
4 300 3 0,75
5 500 5 1,25
6 750 7,5 1,875
7 1000 10 2,5
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Sekil 2.1. Aflatoksin Standartlart Kromatogrami
2.4.4. Deneyin Yapihisi

v 50 g soya unu ve 5 g sodyum kloriir 1000 mL lik agz1 genis cam kavanoz igine ilave
edildi.

v' Uzerine 300 mL metanol+su (8+2) eklenerek 3 dakika yiiksek devirde mikser ile
karigtirildi.

v' Karigim Whatman 1820-150 filtre kagidindan siiziildii.

v" Immuno affinite kolondan 10 mL PBS ¢ézeltisi ile 2-3 mL/dK hiz ile gegirildi.

v' 10 mL filtrat, 60 mL PBS ¢ozeltisi ile karistirilarak seyreltildi ve seyreltilmis filtrat
immuno affinite kolondan gegirildi. (Filtrasyon hiz1 2-3 mL/dk olacak ve 5 mL/dk’y1
gecmeyecek sekilde ayarlandi.)

v" Bu islemden sonra 15 mL su ile kolon yikandi ve yikama islemi bittikten sonra
kolona hava basilarak kurumasi saglandi. (maksimum 10 sn)

v 500 uL metanol ile aflatoksinler ekstrakte edildi ve bir dakika beklenerek 750 pL
metanol daha ilave edilerek geri kalan aflatoksinler alindi.

v" Kolon iizerinden hava basilip kolonun igindekilerin tamami alinarak toplam filtrat 5
mL’lik balonjojede hacme su ile tamamlandi. Filtrat 0,20 mikron filtreden siiziilerek

viale alind1 ve cihaza enjekte edildi.
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2.4.5. Hesaplama

Numunedeki her bir aflatoksin asagida belirtildigi gibi hesaplandi.

Aflatoksin konsantrasyonlar1 ng/mL y ekseninde, bunlara kars1 gelen pik alan degerleri
x ekseninde olacak sekilde lineer regresyon kullanilarak y=ax+b denklemi elde edildi.
Bu denklem yardimi ile numunedeki mevcut aflatoksinlerin konsantrasyonlari

hesaplandi.
y = 3 (ax+b) (2.4)

y: Aflatoksin konsantrasyonu
X: Dedektoriin algilamast
a: Sabit egim

b: kalibrasyon egrisinin y eksenini kestigi deger

Numune hazirlama sonrasinda elde edilen ¢arpan 3’tiir.
2.5. Metot Validasyonu

Orek Homojenizasyonu

Tartim
Ekstraksiyon Kalibrasyon Standardi Hazirlama
HPLC de Olgiim Kalibrasyon
|
Sonug

Sekil 2.2. Kimyasal Akis Diyagrami

Metot validasyon parametreleri ve ilgili calismalar asagida bulunmaktadir.
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2.5.1. Minimum Tayin Limiti (LOD) / Minimum Ol¢iim Limiti (LOQ)

Bu ¢alisma igin soya unu orneklerine 0,3 ppb seviyesinde aflatoksin ilave edilerek 10

tekrarl ¢alisildi.
LOD Hesaplamasi i¢in: Standart Sapma x 3 (2.5)
LOQ Hesaplamasi i¢in: Standart Sapma x 10 (2.6)

Formiilasyonu ile hesaplama gergeklestirildi.
2.5.2. Lineer Olciim Arahg

Asagidaki tabloda kalibrasyon konsantrasyonlari verilmistir. Lineer 6l¢iim araligi 0,2
ppb — 7,5 ppb araligindadir. Bu araligin disinda ¢ikan 6l¢iimlerde numune seyreltilerek

kalibrasyon aralig1 igine getirilerek dl¢tim yapilir.

Tablo 2.2. Kalibrasyon Standartlar1 ve Konsantrasyonlari

Aflatoksin B; ng/mL
Calisma Standarti (ppb)

0,0625
0,125
0,375

0,75
1,25
1,875
2,5

~N (o o (B W N

2.5.3. Geri Kazanim

Geri kazanim ¢alismasi i¢in 3 farkli seviyede aflatoksin ilaveleri yapildi ve her iki
analist icin de 10’ar calisma gergeklestirildi. Yapilan calismalarin geri kazanim

degerleri hesaplandi.

Aflatoksin B, Aflatoksin B,, G,, G, Toplam Aflatoksin
1. Seviye : 2,5 ppb 1 ppb 5,5 ppb
2. Seviye : 5 ppb 2 ppb 11 ppb
3. Seviye : 7,5 ppb 2,5 ppb 15 ppb
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Sekil 2.3. Aflatoksin ilave Edilmis Soya Unu Kromatogrami
2.5.4. Kesinlik
2.5.4.1. Tekrarlanabilirlik

Soya ununda aflatoksin tayini i¢in 3 farkli seviyede aflatoksin ilaveleri yapilda.

Aflatoksin B, Aflatoksin B,, G,, G, Toplam Aflatoksin
1. Seviye : 2,5 ppb 1 ppb 5,5 ppb
2. Seviye : 5 ppb 2 ppb 11 ppb
3. Seviye: 7,5 ppb 2,5 ppb 15 ppb

Tekrarlanabilirlik Limiti

Tekrarlanabilirlik limiti hesaplamalari igin her 2 analist tarafindan, her seviye i¢in 2 ayri
seri olacak sekilde 10 ayr1 tekrarlanabilirlik ¢alismasi yapildi. 2 ayri seride elde edilen
geri kazanim degerlerinin farklart saptandi ve bu farklarin mutlak degerlerinin
tekrarlanabilirlik standart sapmasinin 2,83 katindan kiigiik veya esit olmasma gore

uygun olup olmadig1 degerlendirildi.
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Tekrarlanabilirlik Calismalar

Soya unu matriksinde 3 seviyede tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 yapildi. Elde edilen
verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalari hesaplandi. Standart sapma degerinin
ortalama degere oranindan RSD ve %RSD degerleri belirlendi. Her seviye igin %RSD
degerleri, tekrarlanabilirlik i¢cin Horwitz degerinden kiigiik veya esit olmasina gore

uygun olup olmadig1 degerlendirildi.
Horwitz formiilii: RSDr = 2:0°1°6€) % 66 (2.7)

Elde edilen geri kazanim degerleri arasinda sapan deger olup olmadigin1 kontrol etmek
amaciyla Grubbs’ testi uygulandi. Siiphe edilen deger olarak, ¢alisan 2 analist i¢in, her
calisma seviyelerindeki en biiyiikk ve en kiigiik degerler secildi. Ornek sayis1 10
oldugunda %95 giiven araliginda kritik G degeri 2,290°dur. Ilgili veriler her seviyedeki

calismalarin altinda bulunmaktadir.
2.5.4.2. Tekrariiretilebilirlik

Soya ununda aflatoksin tayini i¢in 3 farkli seviyede aflatoksin ilaveleri yapilda.

Aflatoksin B, Aflatoksin B,, G,, G, Toplam Aflatoksin
1. Seviye : 2,5 ppb 1 ppb 5,5 ppb
2. Seviye : 5 ppb 2 ppb 11 ppb
3. Seviye: 7,5 ppb 2,5 ppb 15 ppb

Tekrariiretilebilirlik hesaplamalarini yapabilmek i¢in 10 tekrarli calisma yapildi.
Tekrariiretilebilirlik Limiti

Tekrariretilebilirlik limiti hesaplamalari i¢in, her seviyede 2 analist tarafindan 10 ayri
tekrariretilebilirlik c¢alismast yapildi. 2 analist tarafindan elde edilen geri kazanim
degerlerinin farklar1 saptandi ve bu farklarin mutlak degerlerinin tekrariiretilebilirlik
standart sapmasinin 2,83 katindan kiigiik veya esit olmasina gore uygun olup olmadigi

degerlendirildi.
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Tekrariiretilebilirlik Calismalar:

Soya unu matriksinde 3 seviyede tekrariiretilebilirlik ¢alismalari yapildi. Elde edilen
verilerden 2 analistin geri kazanim degerleri arasindaki farklarin karelerinin toplamu,
calisma sayisinin 2 katina boliinerek karekokii alinip standart sapma degeri saptandi.
Standart sapma degerleri, ¢aligmalarin geri kazanim degerleri ortalamasina boliinerek
her seviye igin RSD degerleri elde edildi. %RSD degerlerinin tekrartiretilebilirlik i¢in

Horwitz degerinden kii¢iik veya esit olmasina gére uygun olup olmadigi degerlendirildi.
Horwitz formiilii; RSDg = 2(4:05109¢) (2.8)

Elde edilen geri kazanim degerleri arasinda sapan deger olup olmadigini kontrol etmek
amactyla Grubbs’ testi uygulandi. Siiphe edilen deger olarak calisan her bir birey igin,
her ¢aligma seviyelerindeki en biiyiik ve en kiiciik degerler segildi. Ornek sayis1 10

oldugunda %95 giiven araliginda kritik G degeri 2,290°d1r.
2.6. Ol¢iim Belirsizligi
2.6.1. Numune Hazirlamadan Gelen Belirsizlik

Numune hazirlama asamasinda tartimdan gelen belirsizlik, kullanilan 6l¢lim
araglarindan kaynaklanan hacim belirsizlikleri ve aflatoksin standartlarinin hazirlanmasi

asamasindan gelen belirsizlikler saptand.
2.6.2. Cihaz Belirsizligi

Cihaz belirsizliginin tayininde aflatoksin B,, B,, G, ve G, kalibrasyon egrilerinden

yararlanildi. Kalibrasyon egrisi 7 seviyede her standartin 3’er defa cihazda analizi ile
elde edildi.
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2.6.3. Kesinlikten Gelen Belirsizlik
2.6.3.1. Tekrarlanabilirlikten Gelen Belirsizligin Hesaplanmasi

Soya unu matriksinde 3 seviyede tekrarlanabilirlik ¢alismalari yapildi.

Aflatoksin B, Aflatoksin B,, G,, G, Toplam Aflatoksin
1. Seviye : 2,5 ppb 1 ppb 5,5 ppb
2. Seviye : 5 ppb 2 ppb 11 ppb
3. Seviye: 7,5 ppb 2,5 ppb 15 ppb

Elde edilen verilerden ortalama ve standart sapma degerleri hesaplandi, standart sapma
degerinin ortalama degere oranindan RSD degerleri saptand: ve her 2 analist i¢in

yapilan ¢alisma seviyelerindeki tekrarlanabilirlik belirsizlik degerleri hesaplandi.
2.6.3.2. Tekrariiretilebilirlikten Gelen Belirsizligin Hesaplanmasi

Soya unu matriksinde 3 seviyede tekrariiretilebilirlik ¢aligmalar1 yapilda.

Aflatoksin B, Aflatoksin B,, G,, G, Toplam Aflatoksin
1. Seviye : 2,5 ppb 1 ppb 5,5 ppb
2. Seviye : 5 ppb 2 ppb 11 ppb
3. Seviye: 7,5 ppb 2,5 ppb 15 ppb

Elde edilen verilerden 2 analistin geri kazanim degerleri arasindaki farklarin karelerinin
toplami, ¢alisma sayisinin 2 katina boliinerek karekokii alinip standart sapma degeri
saptand1. Standart sapma degerleri ¢alismalarin geri kazanim degerleri ortalamasina
boliinerek her seviye i¢in RSD degerleri elde edildi. Elde edilen RSD degerlerinden

tekrariiretilebilirlik i¢in belirsizlik degeri saptandi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Aflatoksin Standart Konsantrasyonlari

Tarama sonucunda elde edilen absorbans ve konsantrasyon degerleri soyledir:

K>Cr,0O7 A 3 CF

0,25 mM 0,82 3280 0,963415
0,125 mM 0,406 3248 0,9729906
0,0625 mM 0,202 3232 0,977723

Ortalama 0,971348

A C (ng/mL)
Aflatoksin B, 0,738 11,58853
Aflatoksin B, 0,787 11,43036
Aflatoksin G, 0,554 10,76254
Aflatoksin G, 0,777 13,61002

3.2. Metot Validasyonu
3.2.1. Minimum Tayin/ Minimum Ol¢iim Limiti (LOD/LOQ) Degerleri

Calismalar sonucunda tespit edilen LOD ve LOQ degerleri sunlardir:

v' Aflatoksin B, i¢in: LOD: 0,07 ppb LOQ: 0,2 ppb (EK 1-Tablo 1)
v' Aflatoksin G, i¢in: LOD: 0,05 ppb LOQ: 0,2 ppb (EK 1-Tablo 2)
v' Aflatoksin G, i¢in: LOD: 0,07 ppb LOQ: 0,2 ppb (EK 1-Tablo 3)
v" Aflatoksin B, i¢in: LOD: 0,07 ppb LOQ: 0,2 ppb (EK 1-Tablo 4)
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3.2.2. Geri Kazanim

Yapilan caligmalar sonucunda her bir ¢aligma i¢in bulunan ortalama geri kazanim

degerleri soyledir :

[EEN

[ ]
= W kW DN

. Seviye Aflatoksin B;: (EK 1-Tablo 5)
. Analist %GK: 86,3 2. Analist %GK: 90,3

. Seviye Toplam Aflatoksin : (EK 1-Tablo 6)
. Analist %GK: 86,5 2. Analist %GK: 87,1

2. Seviye Aflatoksin B;: (EK 1-Tablo 7)

. Analist %GK: 83,5 2. Analist %GK: 84,1
. Seviye Toplam Aflatoksin: (EK 1-Tablo 8)

. Analist %GK: 83,5 2. Analist %GK: 84,6
. Seviye Aflatoksin B;: (EK 1-Tablo 9)

. Analist %GK: 88,4 2. Analist %GK: 91,7
. Seviye Toplam Aflatoksin: (EK 1-Tablo 10)

. Analist %GK: 87,5 2. Analist %GK: 89,3

3.2.3. Tekrarlanabilirlik Limiti

Degerlendirme sonucunda elde edilen tiim sonuglarin uygun oldugu saptandi.

(EK 1,Tablo 11-22)

3.2.4. Tekrarlanabilirlik Calismalar:

Horwitz testinde ¢aligma sonuglariin uygun oldugu goriildii.

Grubbs’ testinde hesaplamalar sonucunda elde edilen Gtest degerleri,

degerinden kiigiik oldugu icin atilmasi gereken bir degerin olmadig1 anlasildu.

Gkritik

Her ¢alisma seviyesinde yapilan caligmalar ve uygulanan testlerin sonuglar1 asagida

bulunmaktadir.
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e Soya unu Aflatoksin B; 2,5 ppb konsantrasyonu tekrarlanabilirlik c¢alismasi
sonucunda elde edilen degerler : (EK 1-Tablo 23)

1. Analist 2. Analist
Ortalama : 2,1573 2,25833
Std Sapma:  0,06582 0,09349
%RSD : 3,05115 4,13997

2,5 ppb i¢in Horwitz degeri: %26,0’dir. Bu sonuca gore tekrarlanabilirlik sonuglari

uygundur.

Grubbs’ Testi:

1. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 2,2632 — 2,0565
Gtest degerleri : 1,6087 - 1,5308
2. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 2,4280 —-2,1198
Gtest degerleri : 1,8144 —1,4819

e Soya unu Toplam Aflatoksin 5,5 ppb konsantrasyonu tekrarlanabilirlik ¢aligmasi
sonucunda elde edilen degerler : (EK 1-Tablo 24)

1. Analist 2. Analist
Ortalama : 4,75752 4,79002
Std Sapma:  0,12961 0,163
%RSD : 2,72429 3,40296

5,5 ppb i¢in Horwitz degeri: %23,1°dir. Bu sonuca gore tekrarlanabilirlik sonuglar

uygundur.

Grubbs’ Testi:

1. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 4,9436 — 4,5096
Gtest degerleri : 1,4360 - 1,9132
2. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 5,0787 — 4,5652
Gtest degerleri : 1,7708 — 1,3796
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e Soya unu Aflatoksin B; 5 ppb konsantrasyonu tekrarlanabilirlik ¢alismasi sonucunda
elde edilen degerler : (EK 1-Tablo 25)

1. Analist 2. Analist
Ortalama : 4,17289 4,19979
Std Sapma:  0,11435 0,12089
%RSD : 2,74028 2,87844

5 ppb i¢in Horwitz degeri: %23,4’tlir. Bu sonuca gore tekrarlanabilirlik sonuglar
uygundur.

Grubbs’ Testi:

1. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 4,3795 - 4,0156
Gtest degerleri : 1,8072 - 1,3759
2. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 4,4160 — 4,0370
Gtest degerleri : 1,7878 — 1,3468

e Soya unu Toplam Aflatoksin 11 ppb konsantrasyonu tekrarlanabilirlik ¢aligmasi
sonucunda elde edilen degerler : (EK 1-Tablo 26)

1. Analist 2. Analist
Ortalama : 9,18342 9,31149
Std Sapma:  0,21944 0,20985
%RSD : 2,38954 2,25367

11 ppb i¢in Horwitz degeri: %20,8’dir. Bu sonuca gore tekrarlanabilirlik sonuglar
uygundur.

Grubbs’ Testi:

1. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 9,6165 — 8,8675
Gtest degerleri : 1,9734 - 1,4398
2. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 9,6371—8,9913
Gtest degerleri : 1,5516 — 1,5258
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e Soya unu Aflatoksin B; 7,5 ppb konsantrasyonu tekrarlanabilirlik c¢alismasi
sonucunda elde edilen degerler : ( EK 1-Tablo 27)

1. Analist 2. Analist
Ortalama : 6,62841 6,87974
Std Sapma:  0,31498 0,14856
%RSD : 4,75196 2,15934

7,5 ppb i¢in Horwitz degeri: %22,1°dir. Bu sonuca gore tekrarlanabilirlik sonuglart

uygundur.

Grubbs’ Testi:

1. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 7,0991 —6,1704
Gtest degerleri : 1,4944 - 1,4540
2. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 7,0683 — 6,6209
Gtest degerleri : 1,2695-1,7426

e Soya unu Toplam Aflatoksin 15 ppb konsantrasyonu tekrarlanabilirlik ¢aligmasi
sonucunda elde edilen degerler : (EK 1-Tablo 28)

1. Analist 2. Analist
Ortalama : 13,11988 13,39282
Std Sapma:  0,53258 0,25449
%RSD : 4,05936 1,90023

15 ppb i¢in Horwitz degeri: %19,7°dir. Bu sonuca gore tekrarlanabilirlik sonuglar

uygundur.

Grubbs’ Testi:

1. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 13,9185 — 12,3308
Gtest degerleri : 1,4996 - 1,4816
2. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 13,8337 — 13,0442
Gtest degerleri : 1,7322— 1,3699
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3.2.5. Tekrariuretilebilirlik Limiti

Degerlendirme sonucunda elde edilen tiim sonuglarin uygun oldugu saptandi.

(EK 1,Tablo 29-34)
3.2.6. Tekrariiretilebilirlik Calismalar:

Horwitz testinde ¢alisma sonuglariin uygun oldugu goriildii.

Grubbs’ testinde hesaplamalar sonucunda elde edilen Gtest degerleri Gkritik degerinden

kiiciik oldugu i¢in atilmasi gereken bir degerin olmadig1 anlasildi.

e Aflatoksin B, 2,5 ppb konsantrasyonu tekrariiretilebilirlik ¢alismasi sonucunda elde
edilen degerler : (EK 1-Tablo 35)

Ortalama : 2,28038
Std Sapma:  0,13598
%RSD : 5,96326

2,5 ppb i¢in Horwitz degeri: %39,4’tiir. Bu sonuca gore tekrariiretilebilirlik sonuglari

uygundur.

Grubbs’ Testi:

1. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 2,4302 —2,1102
Gtest degerleri : 1,9177 - 1,1116
2. Analist igin siiphe edilen degerler : 2,5815 — 2,0875
Gtest degerleri : 1,4055-1,3901

e Toplam Aflatoksin 5,5 ppb konsantrasyonu tekrariiretilebilirlik ¢aligmasi sonucunda
elde edilen degerler : (EK 1-Tablo 36)

Ortalama : 495441
Std Sapma:  0,27989
%RSD : 5,63095

5,5 ppb i¢in Horwitz degeri: %35,0’dir. Bu sonuca gore tekrariiretilebilirlik sonuglar

uygundur.
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Grubbs’ Testi:

1. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 5,3050 — 4,5964
Gtest degerleri : 2,0028 - 1,1804
2. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 5,7908 — 4,5959
Gtest degerleri : 2,0331-1,2448

o Aflatoksin B, 5 ppb konsantrasyonu tekrariiretilebilirlik ¢alismasi sonucunda elde
edilen degerler : (EK 1-Tablo 37)

Ortalama : 4,41029
Std Sapma:  0,20474
%RSD : 4,64232

5 ppb i¢in Horwitz degeri: %35,5°dir. Bu sonuca gore tekrariiretilebilirlik sonuglar

uygundur.

Grubbs’ Testi:

1. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 5,2169 — 3,9801
Gtest degerleri : 2,0216 - 1,1496
2. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 4,7710 — 3,9646
Gtest degerleri : 1,4393-1,6247

e Toplam Aflatoksin 11 ppb konsantrasyonu tekrariiretilebilirlik ¢alismasi sonucunda
elde edilen degerler : (EK 1-Tablo 38)

Ortalama : 9,60037
Std Sapma:  0,30758
%RSD : 3,20380

11 ppb i¢in Horwitz degeri: %31,5°dir. Bu sonuca gore tekrariiretilebilirlik sonuglar

uygundur.

Grubbs’ Testi:

1. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 10,7103 — 8,9834
Gtest degerleri : 2,0129 - 1,0220
2. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 10,1345 —-9,0817
Gtest degerleri : 1,3809- 1,5347
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o Aflatoksin B, 7,5 ppb konsantrasyonu tekrariiretilebilirlik ¢alismasi sonucunda elde
edilen degerler : (Ek 1-Tablo 39)

Ortalama : 6,99965
Std Sapma:  0,33484
%RSD : 478370

7,5 ppb icin Horwitz degeri: %33,4’tiir. Bu sonuca gore tekrariiretilebilirlik sonuglari

uygundur.

Grubbs’ Testi:

1. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 7,4212 —6,4810
Gtest degerleri : 2,1034 - 1,3148
2. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 7,4396 — 6,9065
Gtest degerleri : 1,5210- 1,3447

e Toplam Aflatoksin 15 ppb konsantrasyonu tekrariiretilebilirlik ¢alismasi sonucunda
elde edilen degerler : (EK 1, Tablo 40)

Ortalama : 13,62146
Std Sapma:  0,35795
%RSD : 2,62783

15 ppb i¢in Horwitz degeri: %30,1’dir. Bu sonuca gore tekrariiretilebilirlik sonuglar

uygundur.

Grubbs’ Testi:

1. Analist i¢in siiphe edilen degerler : 14,3394 — 12,9154
Gtest degerleri : 1,8146 - 1,2162
2. Analist igin siiphe edilen degerler : 14,0390 — 13,4175
Gtest degerleri : 1,0229 — 1,2244
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3.3. Ol¢iim Belirsizligi
3.3.1. Numune Hazirlamadan Gelen Belirsizlik

Tablo 3.1. Tartim belirsizligi

Tartim Belirsizligi

Belirsizlik bileseni Deger(X) Dagilim Faktor | u(X)

Kalibrasyon (mg) 0,1 Normal 2 0,05

Tablo 3.2. Hacim Belirsizligi

100 mL mezir

Belirsizlik bileseni Deger(X) Dagilim Faktor u(x)

Sertifika (+/-0.5 mL) 0,5 Normal 2,00 0,250

250 mL meziir
Belirsizlik bileseni Deger(X) Dagilim Faktor u(x)
Sertifika (+/-1 mL) 1 Normal 2,00 0,50

10 mL pipet
Belirsizlik bileseni Deger(X) | Dagilim Faktor u(Xx)
Sertifika (+/-0.015 mL) 0,02 Normal 2,00 0,010

5 mL Balonjoje

Belirsizlik bileseni Deger(X) | Dagilim Faktor u(x)

Sertifika (+/-0.025 mL) 0,025 Normal 2,00 0,013
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Tablo 3.3. Standart Hazirlamadan Gelen Belirsizlik

5 mL Balonjoje Sicaklik oynama araligi 5°C
Belirsizlik bileseni Deger(X) | Dagilim Faktor u(x)
Sertifika (+/-0.025 mL) 0,025 Normal 2,00 0,013
B1 Standarti B2 Standart:
Belirsizlik bileseni | u(X) Belirsizlik bileseni | u(X)
Standart Sertifika 0,024 Standart Sertifika 0,016
G1 Standart1 G2 Standart1
Belirsizlik bileseni u(X) Belirsizlik bileseni u(Xx)
Standart Sertifika 0,032 Standart Sertifika 0,020
1 mL Mikropipet Sicaklik oynama aralig 5°C
Belirsizlik bileseni Deger(X) | Dagilim Faktor u(Xx)
Kalibrasyon (+/-0.06 mL) 0,06 Normal 2,00 0,03

3.3.2. Cihaz Belirsizligi

Cihaz belirsizliginin tayininde aflatoksin B,, B,, G, ve G, kalibrasyon egrilerinden

yararlanildi. Asagidaki denklemden yararlanilarak hesaplamalar yapildi ve her bir

kalibrasyon egrisinden kaynakli belirsizlik degerleri elde edildi.

U

B

s 1 (c,—-¢C)?
(CO) _ + =+ M
B, n S,
: Standart Sapma

: Egim

: Ornek 6l¢iimii icin tekrar sayisi

: Kalibrasyon i¢in yapilan 6l¢lim sayis1
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Co :Tayin edilen ¢ozelti derisimi (0,75 ppb)

c :Farkl1 kalibrasyon standartlarinin ortalamasi

S XX = En (c, —T)?
i=1
(3:2)

Sxx : Konsantrasyonlar arasindaki sapmalarin toplami
[ : Kalibrasyon standartin1 gosteren indis

Ci : Kalibrasyon egrisinden hesaplanan 6l¢iim sonucu
3.3.2.1. Aflatoksin B, Kalibrasyon Egrisi Belirsizligi
Aflatoksin B; igin kalibrasyon egrisi asagidaki sekilde goriilebilir, hesaplamada
kullanilan degerler asagida verilmistir.

S Z0esormee  Linear Fit: y=a+bx

Coefficient Data:

%
] a= -0,446299

™ b= 34,849061
7 o
s" . Standard Error: 0,836686¢
g "7 Correlation Coefficient:
7 %] 0,99972166

1037 |

oll(io - 0?5 - OTQ S 1.‘4 S 1?8 - 2?3 S 2.7

X Axis (units)

Sekil 3.1. Aflatoksin B, Kalibrasyon Egrisi

Aflatoksin B, Kalibrasyon Belirsizligi= 0,0093 (Ek 1,Tablo 46-47)
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3.3.2.2. Aflatoksin G, Kalibrasyon Egrisi Belirsizligi

Aflatoksin G, igin kalibrasyon egrisi asagidaki sekilde goriilebilir, hesaplamada

kullanilan degerler asagida verilmistir.

S = 0.38047370 i it y=
r = 0.99993172 Llnea_r I_:It' y—a+bx
Coefficient Data:

%]
] a= -
2] 0.046055917
] b= 32.462183
T %]
S o Standard Error:
Z 0,38047370
299 ] Correlation Coefficient:
o] 0,99993172
BT
0900-.0 - O.IS - 0?9 - 1?4 - 118 - 2?3 - 2.8

X Axis (units)

Sekil 3.2. Aflatoksin G, Kalibrasyon Egrisi

Aflatoksin G, Kalibrasyon Belirsizligi= 0,0046 (Ek 1,Tablo 48-49)
3.3.2.3. Aflatoksin G, Kalibrasyon Egrisi Belirsizligi

Aflatoksin G, i¢in kalibrasyon egrisi asagidaki sekilde goriilebilir, hesaplamada

kullanilan degerler asagida verilmistir.

S = 0.56716897
r=0

199976087 Linear Fit: y=a+bx

9% ] Coefficient Data:
S a=  -0.48523665
] b= 25.855333

Z ]
2 et Standard Error:
N 0,56716816897

= Correlation Coefficient:

w5 0,99976087

0900-.0 T O.IS C O:Q T 1.I4 T 1?8 T 2:3 T 2.8

X Axis (units)

Sekil 3.3. Aflatoksin G, Kalibrasyon Egrisi

Aflatoksin G, Kalibrasyon Belirsizligi= 0,0085 (EK 1,Tablo 50-51)
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3.3.2.4. Aflatoksin B, Kalibrasyon Egrisi Belirsizligi

Aflatoksin B, igin kalibrasyon egrisi asagidaki sekilde goriilebilir, hesaplamada

kullanilan degerler asagida verilmistir.

S =0.73597079 Linear Fit: y=a+bx
r=0.99990442 Coefficient Data:
o™ a=  0.054636176
25 b= 53.07292
o
2 2] Standard Error:
S e 0,73597079
% Correlation Coefficient:
S 0,99990442
PYcs
o L e e e L

0.5 0.9 14 1.8 23 2.8

X Axis (units)
Sekil 3.4. Aflatoksin B, Kalibrasyon Egrisi

Aflatoksin B, Kalibrasyon Belirsizligi= 0,0054 (EK 1,Tablo 52-53)
3.3.3. Kesinlikten Gelen Belirsizlik
3.3.3.1.Tekrarlanabilirlikten Gelen Belirsizligin Hesaplanmasi

e 1. Seviye Aflatoksin B;: (EK 1-Tablo 23)

1. Analistin tekrarlanabilirlik belirsizligi: 0,031
2. Analistin tekrarlanabilirlik belirsizligi: 0,041

1. Seviye Toplam Aflatoksin : (EK 1-Tablo 24)

1. Analistin tekrarlanabilirlik belirsizligi: 0,027
2. Analistin tekrarlanabilirlik belirsizligi: 0,034

e 2. Seviye Aflatoksin B;: (Ek 1-Tablo 25)

1. Analistin tekrarlanabilirlik belirsizligi: 0,027
2. Analistin tekrarlanabilirlik belirsizligi: 0,029
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2. Seviye Toplam Aflatoksin: (EK 1-Tablo 26)

1. Analistin tekrarlanabilirlik belirsizligi: 0,024
2. Analistin tekrarlanabilirlik belirsizligi: 0,022

e 3. Seviye Aflatoksin B, : (EK 1-Tablo 27)

1. Analistin tekrarlanabilirlik belirsizligi: 0,048
2. Analistin tekrarlanabilirlik belirsizligi: 0,022

3. Seviye Toplam Aflatoksin : (EK 1-Tablo 28)

1. Analistin tekrarlanabilirlik belirsizligi: 0,041

2. Analistin tekrarlanabilirlik belirsizligi: 0,019
3.3.3.2. Tekrariiretilebilirlikten Gelen Belirsizligin Hesaplanmasi
e 1. Seviye Aflatoksin B, : (EK 1-Tablo 35)

Tekrariiretilebilirlik belirsizligi: 0,060

1. Seviye Toplam Aflatoksin : (EK 1-Tablo 36)
Tekrariiretilebilirlik belirsizligi: 0,056

e 2. Seviye Aflatoksin B, : (Ek 1-Tablo 37)
Tekrariiretilebilirlik belirsizligi: 0,046

2. Seviye Toplam Aflatoksin: (EK 1-Tablo 38)
Tekrariiretilebilirlik belirsizligi: 0,032

e 3. Seviye Aflatoksin B;: (EK 1-Tablo 39)
Tekrariiretilebilirlik belirsizligi: 0,048

3. Seviye Toplam Aflatoksin : (EK 1-Tablo 40)
Tekrariiretilebilirlik belirsizligi: 0,026
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3.3.4. Birlesik Belirsizligin Hesaplanmasi

Tablo 3.4. Birlesik Belirsizligin Hesaplanmasi

Relatif Std.
Bilesen Deger Std. Belirsizlik Belirsizlik
Tartim 50 0,05 0,001
10 mL Pipet 10 0,01 0,001
Numune Hazirlama 5 mL Balonjoje 5 0,013 0,003
100 mL meziir 100 0,250 0,003
250 mL meziir 250 0,5 0,002
B1 standarti 1 0,024 0,024
B2 standart1 1 0,016 0,016
G1 standart1 1 0,032 0,032
Standart Hazirlama G2 standart: 1 0,02 0,02
Toplam standart 1 0,047 0,047
5 mL Balonjoje 5 0,013 0,003
1 mL mikropipet 1 0,03 0,03
G2 1 0,0046 0,0046
Gl 1 0,0085 0,0085
B2 1 0,0054 0,0054
Kalibrasyon B1 1 0,0093 0,0093
G2+G1+B2+B1 1 0,0145 0,0145
Tekrarlanabilirlik B1 1. Analist 1 0,0475 0,0475
2. Analist 1 0,0414 0,0414
1. Analist 1 0,0406 0,0406
Tekrarlanabilirlik (Toplam) 5 Analist 1 0,034 0,034
Bl 1 0,060 0,060
Tekrartiretilebilirlik Toplam 1 0,056 0,056
1. Analist 1 0,086 0,086
Toplam Belirsizlik B1 5 Analist 1 0,083 0,083
Toplam Belirsizlik 1. Analist 1 0,091 0,091
(Toplam Aflatoksin) 2. Analist 1 0,088 0,088
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Tablo 3.5. Kullanilacak Birlesik Belirsizlik miktari

. . Alimacak Belirsizlik
B, 1. Analist 2. Analist Miktar:
Soya Unu 0,086 0,083 0,086

. . Almmacak Belirsizlik
T0p|am Aﬂatoksin 1. Anallst 2. Ana“st Miktar1
Soya Unu 0,091 0,088 0,091

3.3.5. Genisletilmis Belirsizligin Hesaplanmasi

Genisletilmis belirsizlik (Utop) = Toplam standart belirsizlik (u,) X k (3.3
e Aflatoksin B, i¢in alinacak genisletilmis belirsizlik k=2 (%95 giivenilirlik sinir1 igin)
0,086 x 2 =0,172’dir.

Ormnegin soya unu numunesinde analiz sonucunda aflatoksin B, miktar1 5 ppb bulunmus

ise buradan genisletilmis belirsizlik;

Aflatoksin B; belirsizligi = 5 x 0,172= 0,86’dir. Bu sonug raporlanirken genisletilmis
Olglim belirsizligi seklinde verilir; Aflatoksin B, =5 + 0,86 ppb (%95 giiven araliginda
k=2)

e Toplam aflatoksin i¢in alinacak genisletilmis belirsizlik k=2 (%95 giivenilirlik siniri
i¢in)
0,091 x 2 = 0,182dir.

Ornegin soya unu numunesinde analiz sonucunda toplam aflatoksin miktar1 5 ppb

bulunmus ise buradan genisletilmis belirsizlik;

Toplam aflatoksin belirsizligi= 5 x 0,182= 0,91°dir. Bu sonu¢ raporlanirken
genisletilmis 6lgtim belirsizligi seklinde verilir; Toplam aflatoksin=5 + 0,91 ppb (%95

giiven araliginda k=2 )
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3.4. Tartisma

Soya ununda aflatoksin tayinine dair daha evvel HPLC kullanimina dayali resmi bir
baska metot bulunmadi. Onceki calismalar incelendiginde, kullanilan metotlarin
¢ogunlukla TLC kullanimina dayali oldugu ve ekstraksiyonda kloroformun tercih
edildigi gortldi. Kloroformun kanserojen bir ¢oziici olmasi ve ayrica gelistirilmek
istenen metodun HPLC kullanimina yonelik olmasi istendiginden dolay1, ekstraksiyon
¢oOzeltisi kloroform olmayan ve ayrica tayinde TLC kullanimina dayali olmayan bir

metot gelistirilmek istendi.

Bu amacgla resmi metotlardan soyada aflatoksin tayini olarak verilen VICAM’m
metodunda belirtilmis ekstraksiyon yontemi denendi. Ancak iizerinde ¢alisma yapilan
soya unu tiim ¢Ozeltiyi i¢ine ¢ektiginden dolay1 ekstraksiyon gerceklestirilemedi ve

metot gecersiz kilindi.

R-Biopharm’in immuno affinite kolon kullanimina dayali, bugdayda aflatoksin tayini
i¢in olan metodu soya unundan aflatoksini ekstrakte edebilmek i¢in denendi ancak geri
kazanim oranlar1 Tirk Gida Kodeksi Mevzuati’nda belirtilen resmi limitler igerisinde

olmadigindan dolay1 bu metot yapilacak ¢alismaya uygun bulunmadi.

Daha sonraki ¢alismada AOAC Official Method 999.07°de belirtilen kuru incir igin
ekstraksiyon yontemi denendi. Belirtilen 3 seviyede geri kazanim ¢aligmalari yapildi ve
elde edilen geri kazanim sonuglariin resmi limitler igerisinde oldugu saptaninca

gelistirilecek metot olarak segildi.

Metodun validasyon ve dlglim belirsizliginin saptanmasinda soya ununa dair piyasada

CRM numunesi bulunmadigindan dolay1, ¢alismalar geri kazanim ile gergeklestirildi.

Metodun minimum tayin limiti ve minimum 6l¢iim limitlerinin saptanmasi i¢in gesitli
seviyelerde geri kazanim c¢aligsmalar1 yapildi. Caligmalarda tebligde izin verilen limitlere
uygun geri kazanimin saglandigi seviye (geri kazanim orani aflatoksin ilave miktar: 1
ppb’den kiigiikse %50-120 araliginda olmalidir esasini saglayan seviye) LOD/LOQ

hesaplamalarinda kullanildi.

Validasyon ¢aligsmalarinda geri kazanim seviyelerinde yine resmi limitin 0.5, 1 ve 1.5
kat1 olacak sekilde 3 seviyede c¢alismalar gergeklestirildi. Elde edilen geri kazanim

sonuglari arasinda atilacak bir degerin bulunup bulunmadigi Grubbs’ testi ile denendi,
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calisma sonuglart Horwitz testi ile kontrol edildi, validasyona dair tiim parametreler

hesaplandi ve metot validasyonu gergeklestirildi.

Metodun 6lgtim belirsizligi hesaplanmasinda ise standart hazirlamadan gelen belirsizlik,
numune hazirlamadan gelen belirsizlik, kalibrasyondan gelen  belirsizlik,
tekrarlanabilirlikten gelen belirsizlik, tekrartiretilebilirlikten gelen belirsizlik saptanarak
aflatoksin B, ve toplam aflatoksin ig¢in Olgim belirsizligi saptandi, sonrasinda

genisletilmis belirsizlik tayin edildi.
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4. SONUCLAR

Soya ununda aflatoksin tayini i¢in HPLC kullanimina dayali bir metot gelistirildi.
Metotta ektraksiyon icin kullanilan ¢ozelti metanol+su (8+2) olarak secildi. Ozel
sektorde TLC yerine kullanimi daha ¢ok tercih edilen HPLC kullanimina dayali bu

metot sayesinde analizler daha hizli ve kolay sekilde gerceklestirilebilecektir.

Metodun minimum tayin limiti ve minimum &l¢iim limiti degerlerini saptamak i¢in 0,3
ppb seviyesinde geri kazanim galismalar1 yapildi ve elde edilen geri kazanim degerleri
%50-120 araliginda bulundu. Bu geri kazanim sonuglarindan yararlanilarak aflatoksin
B, B,, G; ve G; i¢in minimum tayin limiti 0,1 ppb ve minimum 6l¢iim limiti 0,2 ppb

olarak saptand.

Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik calismalarinda elde edilen geri kazanim
degerleri tebligde belirtilen resmi limitler igerisinde elde edildi. Tekrarlanabilirlik ve
tekrariiretilebilirlik icin yapilan her bir geri kazanim ¢aligmasinin uygunlugu
calismalarin  standart sapmalarindan hesaplananan tekrarlanabilirlik limitleri ve

tekrartiretilebilirlik limitlerine gore degerlendirildi.

Tekrarlanabilirlik i¢in %RSD araligr; aflatoksin B; i¢in %2,2-4,8 ve toplam aflatoksin
i¢in %1.9-4.1 olarak belirlendi. Tekrariiretilebilirlik i¢in ise %RSD aralig1 aflatoksin B,
icin %4,6-6,0 ve toplam aflatoksin i¢in %2,6-5,6 olarak belirlendi.

Grubbs testi ile geri kazanim sonuglari arasinda diglanan deger olmadig: belirlendi ve
Horwitz testi ile de tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢calismalarinin uygun oldugu

gorildii. Bu caligmalar sonucunda metodun validasyonu tamamlandi.

Olgiim belirsizligi hesaplamalarinda belirsizlige katkisi olan tiim parametreler dikkate
alinarak birlesik belirsizlik hesaplandi ve aflatoksin B, ig¢in 0,086 ppb, toplam aflatoksin
icin 0,091 ppb olarak bulundu. Bu degerlerin 2 kati alinarak genisletilmis belirsizlik
hesapland: ve aflatoksin B, igin 0,172 ppb ve toplam aflatoksin i¢in 0,182 ppb olarak
tayin edildi.

Caligmalar sonucunda soya ununda aflatoksin tayini, metot validasyonu ve Ol¢iim

belirsizliginin saptanmasi gergeklestirildi.
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EKLER

EK1

EK 1-Tablo 1 1. Analist ve 2. Analistin Aflatoksin B, LOD / LOQ Calisma Sonuglari

0,3 ppb Soya Unu
Tekrar Sayis1| 1. Analist | %0GK | 2. Analist | %GK
1 0,31905 106,4 0,33152 110,5
2 0,30498 101,7 0,30816 102,7
3 0,27088 90,3 0,33365 111,2
4 0,26877 89,6 0,31552 105,2
5 0,27746 92,5 0,30328 101,1
6 0,32220 107,4 0,33770 112,6
7 0,29179 97,3 0,33430 111,4
8 0,28496 95,0 0,30954 103,2
9 0,30663 102,2 0,32511 108,4
10 0,32866 109,6 0,34483 114,9
Ortalama 0,29754 0,32436
Std.Sapma 0,02188 0,01429
LOD 0,07 0,04
LOQ 0,2 0,1

EK 1-Tablo 2 1. Analist ve 2. Analistin Aflatoksin G, LOD / LOQ Calisma Sonuglari

0,3 ppb Soya Unu
Tekrar Sayis1 | 1. Analist | %GK | 2. Analist | %GK
1 0,21261 70,9 0,21896 73,0
2 0,21495 71,7 0,21968 73,2
3 0,16577 55,3 0,23031 76,8
4 0,17639 58,8 0,19650 65,5
5 0,19448 64,8 0,20069 66,9
6 0,19978 66,6 0,22488 75,0
7 0,19470 64,9 0,21343 71,1
8 0,18470 61,6 0,20462 68,2
9 0,19659 65,5 0,23955 79,9
10 0,20812 69,4 0,23820 79,4
Ortalama 0,19481 0,21868
Std.Sapma 0,01568 0,01503
LOD 0,05 0,05
LOQ 0,2 0,2
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EK 1-Tablo 3 1. Analist ve 2. Analistin Aflatoksin G; LOD / LOQ Calisma Sonuglari

0,3 ppb Soya Unu
Tekrar Sayis1| 1. Analist | %GK | 2. Analist | %GK
1 0,34802 116,0 0,33886 113,0
2 0,33195 110,7 0,33661 112,2
3 0,32832 109,4 0,34381 1146
4 0,26452 88,2 0,33984 113,3
5 0,31496 105,0 0,30504 101,7
6 0,32494 108,3 0,33905 113,0
7 0,31751 105,8 0,33834 112,8
8 0,33085 110,3 0,33699 112,3
9 0,33470 1116 0,32546 108,5
10 0,34236 114,1 0,30911 103,0
Ortalama 0,32381 0,33131
Std.Sapma 0,02314 0,01363
LOD 0,07 0,04
LOQ 0,2 0,1

EK 1-Tablo 4 1. Analist ve 2. Analistin Aflatoksin B, LOD / LOQ Calisma Sonuglari

0,3 ppb Soya Unu
Tekrar Sayis1 | 1. Analist | %GK | 2. Analist | %GK
1 0,28832 96,1 0,30233 100,8
2 0,29757 99,2 0,34532 115,1
3 0,23840 79,5 0,30358 101,2
4 0,27834 92,8 0,27429 91,4
5 0,25847 86,2 0,27879 92,9
6 0,28138 93,8 0,32939 109,8
7 0,27728 92,4 0,32253 107,5
8 0,26925 89,8 0,32828 109,4
9 0,27966 93,2 0,31927 106,4
10 0,29666 98,9 0,33078 110,3
Ortalama 0,27653 0,31346
Std.Sapma 0,01782 0,02324
LOD 0,05 0,07
LOQ 0,2 0,2
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EK 1-Tablo 5 Aflatoksin B, 2,5 ppb Konsantrasyonundaki Geri Kazanim Calismalari

Soya Unu
1. Analist 2. Analist
Tekrar Sayis1| Bulunan %GK | Bulunan | %GK
1 2,11017 84,4 2,30729 92,3
2 2,13588 85,4 2,25536 90,2
3 2,13042 85,2 2,42797 97,1
4 2,11096 84,4 2,30538 92,2
5 2,13582 85,4 2,16144 86,5
6 2,17225 86,9 2,18938 87,6
7 2,25281 90,1 2,35773 94,3
8 2,20496 88,2 2,24349 89,7
9 2,26319 90,5 2,11978 84,8
10 2,05654 82,3 2,21549 88,6
Ortalama 86,3 90,3
Laboratuvar Geri Kazamim
Oram 88,3

EK 1-Tablo 6 Toplam Aflatoksin 55 ppb Konsantrasyonundaki Geri Kazanim

Caligsmalar1
Soya Unu
1. Analist 2. Analist
Tekrar Sayis1| Bulunan %GK | Bulunan | %GK
1 4,59642 83,6 4,92260 89,5
2 4,75582 86,5 4,71205 85,7
3 4,69576 85,4 5,07866 92,3
4 4,77149 86,8 4,85912 88,3
5 4,82402 87,7 4,56515 83,0
6 4,77284 86,8 4,76465 86,6
7 4,88652 88,8 4,95031 90,0
8 4,81916 87,6 4,76678 86,7
9 4,94364 89,9 4,58951 83,4
10 4,50956 82,0 4,69135 85,3
Ortalama 86,5 87,1
Laboratuvar Geri Kazanim
Oram 86,8
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EK 1-Tablo 7 Aflatoksin B; 5 ppb Konsantrasyonundaki Geri Kazanim Caligmalari

Soya Unu
1. Analist 2. Analist
Tekrar Sayis1| Bulunan %GK | Bulunan [ %GK
1 4,16727 83,3 4,07500 81,5
2 4,25007 85,0 4,23098 84,6
3 4,01555 80,3 4,30097 86,0
4 4,08390 81,7 4,26762 85,4
5 4,12384 82,5 4,23548 84,7
6 4,37954 87,6 4,06846 81,4
7 4,14858 83,0 4,24589 84,9
8 4,22301 84,5 4,41599 88,3
9 4,04453 80,9 4,03698 80,7
10 4,29258 85,9 4,16600 83,3
Ortalama 83,5 84,1
Laboratuvar Geri Kazanim
Oram 83,8

EK 1-Tablo 8 Toplam Aflatoksin 11 ppb Konsantrasyonundaki Geri Kazanim

Calismalar1
Soya Unu
1. Analist 2. Analist
Tekrar Sayis1| Bulunan %GK | Bulunan | %GK
1 9,13617 83,1 9,29930 84,5
2 9,16464 83,3 9,45333 85,9
3 8,86746 80,6 9,55028 86,8
4 9,09909 82,7 9,35853 85,1
5 9,12077 82,9 9,34740 85,0
6 9,61647 87,4 9,07875 82,5
7 9,29855 84,5 9,31721 84,7
8 9,16050 83,3 9,63710 87,6
9 8,94172 81,3 8,99131 81,7
10 9,42879 85,7 9,08170 82,6
Ortalama 83,5 84,6
Laboratuvar Geri Kazanim
Orani 84,1

80



EK 1-Tablo 9 Aflatoksin B, 7,5 ppb Konsantrasyonundaki Geri Kazanim Calismalari

Soya Unu
1. Analist 2. Analist
Tekrar Sayis1 | Bulunan %GK | Bulunan | %GK
1 6,76969 90,3 6,99022 93,2
2 6,67236 89,0 7,03675 93,8
3 6,97523 93,0 7,02224 93,6
4 7,09911 94,7 6,79983 90,7
5 6,77599 90,3 6,77607 90,3
6 6,63186 88,4 6,75923 90,1
7 6,69367 89,2 6,91928 92,3
8 6,20428 82,7 6,80454 90,7
9 6,17045 82,3 6,62087 88,3
10 6,29150 83,9 7,06833 94,2
Ortalama 88,4 91,7
Laboratuvar Geri Kazanim
Oram 90,1

EK 1-Tablo 10 Toplam Aflatoksin 15 ppb Konsantrasyonundaki Geri Kazanim

Calismalar1
Soya Unu
1. Analist 2. Analist
Tekrar Sayis1| Bulunan %GK | Bulunan | %GK
1 13,34302 89,0 | 13,39550 [ 89,3
2 13,02377 86,8 | 13,60179 [ 90,7
3 13,65966 91,1 | 13,53942 [ 90,3
4 13,91853 92,8 | 13,11253 | 87,4
5 13,65640 91,0 | 13,16983 | 87,8
6 13,07181 87,1 | 13,21676 | 88,1
7 13,07018 87,1 | 1359773 [ 90,7
8 12,44500 83,0 | 13,41679 | 89,4
9 12,33082 82,2 | 13,04418 | 87,0
10 12,67960 84,5 | 13,83366 | 92,2
Ortalama 87,5 89,3
Laboratuvar Geri Kazamm
Oram 88,4
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EK 1-Tablo 11 1. Analistin Aflatoksin B; 2,5 ppb Konsantrasyonu Tekrarlanabilirlik

Limiti

Tekrar 1.Analiz 2.Analiz
Sayisi sonucu:X; | Sonucu:X, X1-X, | X;-XoI<r [Degerlendirme
1 2,12012 2,10022 0,01991 0,01991 uygun
2 2,12362 2,14814 | -0,02453 0,02453 uygun
3 2,13674 2,12409 0,01265 0,01265 uygun
4 2,10366 2,11827 | -0,01460 0,01460 uygun
5 2,13238 2,13927 | -0,00689 0,00689 uygun
6 2,21578 2,12872 0,08707 0,08707 uygun
7 2,25582 2,24981 0,00601 0,00601 uygun
8 2,21105 2,19888 0,01217 0,01217 uygun
9 2,28442 2,24195 0,04247 0,04247 uygun
10 2,05815 2,05493 0,00322 0,00322 uygun
Tekrar
edilebilirlik
Standart
sapmasi:S 0,06629
r=2,83*s 0,18759

EK 1-Tablo 12 1. Analistin Toplam

Tekrarlanabilirlik Limiti

Aflatoksin 5,5 ppb Konsantrasyonu

Tekrar 1.Analiz | 2.Analiz
Sayisi sonucu:X; | Sonucu:X, X1-X5 | X;-X,I<r |Degerlendirme
1 4,59967 4,59318 0,00649 0,00649 uygun
2 4,72360 4,78805 | -0,06446 0,06446 uygun
3 4,69644 4,69508 0,00136 0,00136 uygun
4 4,77925 4,76374 0,01551 0,01551 uygun
5 4,83092 4,81712 0,01380 0,01380 uygun
6 4,80610 4,73958 0,06652 0,06652 uygun
7 4,90625 4,86679 0,03946 0,03946 uygun
8 4,84205 4,79627 0,04577 0,04577 uygun
9 4,92668 4,96060 [ -0,03392 0,03392 uygun
10 4,53273 4,48639 0,04635 0,04635 uygun
Tekrar
edilebilirlik
Standart
sapmasli:s 0,08776
r=2,83*s 0,24835
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EK1-Tablo 13 1. Analistin Aflatoksin B, 5 ppb Konsantrasyonu Tekrarlanabilirlik

Limiti

Tekrar 1.Analiz |2.Analiz
Sayisi sonucu:X; [ Sonucu:X, X-Xo | X;-X,I<r |Degerlendirme
1 4,19081 4,14373 0,04708 0,04708 uygun
2 4,25876 4,24138 0,01738 0,01738 uygun
3 3,99534 4,03577 | -0,04043 0,04043 uygun
4 4,07273 4,09506 | -0,02233 0,02233 uygun
5 4,17052 4,07716 0,09336 0,09336 uygun
6 4,36083 4,39825 | -0,03742 0,03742 uygun
7 4,18042 4,11673 0,06368 0,06368 uygun
8 4,20021 4,24581 | -0,04560 0,04560 uygun
9 4,05343 4,03562 0,01780 0,01780 uygun
10 4,26524 4,31992 | -0,05468 0,05468 uygun
Tekrar
edilebilirlik
Standart
sapmasli:S 0,11413
r=2,83*s 0,32298

EK 1-Tablo 14 1. Analistin Toplam Aflatoksin 11 ppb Konsantrasyonu

Tekrarlanabilirlik Limiti

Tekrar 1.Analiz | 2.Analiz
Sayisi sonucu:X; | Sonucu:X, X1-Xs | X;-XoI<r [Degerlendirme
1 9,29641 8,97594 0,32047 0,32047 uygun
2 9,18296 9,14632 0,03664 0,03664 uygun
3 8,92826 8,80666 0,12160 0,12160 uygun
4 9,17981 9,01837 0,16144 0,16144 uygun
5 9,16398 9,07756 0,08642 0,08642 uygun
6 9,62131 9,61163 0,00968 0,00968 uygun
7 9,39055 9,20654 0,18400 0,18400 uygun
8 9,08857 9,23243 | -0,14386 0,14386 uygun
9 8,95948 8,92396 0,03551 0,03551 uygun
10 9,38386 9,47371 | -0,08985 0,08985 uygun
Tekrar
edilebilirlik
Standart
sapmasi:S 0,22652
r=2,83*s 0,64106
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EK 1-Tablo 15 1. Analistin Aflatoksin B; 7,5 ppb Konsantrasyonu Tekrarlanabilirlik

Limiti

Tekrar 1.Analiz | 2.Analiz
Sayisi sonucu:X; | Sonucu: X, X=X, | X;-XoI<r [Degerlendirme
1 6,82036 6,71903 0,10133 0,10133 uygun
2 6,65891 6,68582 | -0,02691 0,02691 uygun
3 7,03948 6,91098 0,12850 0,12850 uygun
4 7,16475 7,03346 0,13128 0,13128 uygun
5 6,76461 6,78737 | -0,02276 0,02276 uygun
6 6,66172 6,60200 0,05972 0,05972 uygun
7 6,71699 6,67034 0,04665 0,04665 uygun
8 6,24885 6,15970 0,08915 0,08915 uygun
9 6,14417 6,19673 | -0,05256 0,05256 uygun
10 6,24465 6,33835 | -0,09370 0,09370 uygun
Tekrar
edilebilirlik
Standart
sapmasli:s 0,25960
r=2,83*s 0,73465

EK 1-Tablo 16 1. Analistin Toplam Aflatoksin 15 ppb Konsantrasyonu

Tekrarlanabilirlik Limiti

Tekrar 1.Analiz | 2.Analiz
Sayisi sonucu:X; | Sonucu: X, X1-X, | X;-X,I<r |Degerlendirme
1 13,44961 | 13,23644 | 0,21317 0,21317 uygun
2 13,00628 | 13,04127 | -0,03499 0,03499 uygun
3 13,76705 | 13,55228 | 0,21477 0,21477 uygun
4 14,01711 | 13,81994 | 0,19716 0,19716 uygun
5 13,61227 | 13,70053 | -0,08826 0,08826 uygun
6 13,05399 | 13,08962 | -0,03563 0,03563 uygun
7 13,08567 | 13,05468 | 0,03099 0,03099 uygun
8 12,65614 | 12,23385 | 0,42229 0,42229 uygun
9 12,31994 | 12,34170 | -0,02176 0,02176 uygun
10 12,42162 | 12,93758 | -0,51596 0,51596 uygun
Tekrar
edilebilirlik
Standart
sapmasi:s 0,46582
r=2,83*s 1,31828
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EK 1-Tablo 17 2. Analistin Aflatoksin B; 2,5 ppb Konsantrasyonu Tekrarlanabilirlik

Limiti

Tekrar 1.Analiz | 2.Analiz
Sayisi sonucu:X; | Sonucu: X, X1-X5 I X;-X,I<r |Degerlendirme
1 2,33461 2,27997 0,05464 0,05464 uygun
2 2,29725 2,21348 0,08377 0,08377 uygun
3 2,44085 2,41508 0,02577 0,02577 uygun
4 2,28182 2,32893 | -0,04711 0,04711 uygun
5 2,15683 2,16606 | -0,00923 0,00923 uygun
6 2,19030 2,18845 0,00186 0,00186 uygun
7 2,38659 2,32887 0,05772 0,05772 uygun
8 2,21241 2,27457 | -0,06215 0,06215 uygun
9 2,09748 2,14208 | -0,04460 0,04460 uygun
10 2,22524 2,20574 0,01950 0,01950 uygun
Tekrar
edilebilirlik
Standart
sapmasli:s 0,08837
r=2,83*s 0,25008

EK 1-Tablo 18 2. Analistin Toplam Aflatoksin 5,5 ppb Konsantrasyonu

Tekrarlanabilirlik Limiti

Tekrar 1.Analiz | 2.Analiz
Sayisi sonucu:X; | Sonucu: X, X1-X, | X;-X,I<r |Degerlendirme
1 4,96439 4,88080 0,08359 0,08359 uygun
2 4,73925 4,68485 0,05441 0,05441 uygun
3 5,09536 5,06195 0,03341 0,03341 uygun
4 4,80963 4,90861 | -0,09898 0,09898 uygun
5 456757 456272 0,00485 0,00485 uygun
6 4,73362 4,79567 | -0,06205 0,06205 uygun
7 4,98155 4,91907 0,06249 0,06249 uygun
8 4,73327 4,80029 | -0,06702 0,06702 uygun
9 4,59520 4,58382 0,01138 0,01138 uygun
10 4,69854 4,68417 0,01437 0,01437 uygun
Tekrar
edilebilirlik
Standart
sapmasli:S 0,15760
r=2,83*s 0,44601

85



EK 1-Tablo 19 2. Analistin Aflatoksin B, 5 ppb Konsantrasyonu Tekrarlanabilirlik

Limiti

Tekrar 1.Analiz | 2.Analiz
Sayisi sonucu:X; | Sonucu: X, X1-X5 I X;-X,I<r |Degerlendirme
1 4,08967 4,06117 0,02850 0,02850 uygun
2 4,25410 4,20786 0,04624 0,04624 uygun
3 4,33179 4,27015 0,06164 0,06164 uygun
4 4,33584 4,19940 0,13644 0,13644 uygun
5 4,24356 4,22741 0,01615 0,01615 uygun
6 4,12239 4,01452 0,10787 0,10787 uygun
7 4,23744 4,25434 | -0,01690 0,01690 uygun
8 4,41131 4,42067 | -0,00937 0,00937 uygun
9 4,01677 4,05719 | -0,04042 0,04042 uygun
10 4,17902 4,06117 0,11785 0,11785 uygun
Tekrar
edilebilirlik
Standart
sapmasli:S 0,12347
r=2,83*s 0,34941

EK 1-Tablo 20 2. Analistin Toplam Aflatoksin 11 ppb Konsantrasyonu

Tekrarlanabilirlik Limiti

Tekrar 1.Analiz | 2.Analiz
Sayisi sonucu:X; | Sonucu: X, [ X-X, | X;-X,I<r |Degerlendirme
1 9,09092 9,07249 0,01843 0,01843 uygun
2 9,37753 9,52913 | -0,15160 0,15160 uygun
3 9,52359 9,57698 | -0,05339 0,05339 uygun
4 9,42271 9,29436 0,12835 0,12835 uygun
5 9,39599 9,29882 0,09717 0,09717 uygun
6 9,15920 8,99829 0,16091 0,16091 uygun
7 9,27719 9,35722 | -0,08003 0,08003 uygun
8 9,61576 9,65844 | -0,04269 0,04269 uygun
9 9,00011 8,98250 0,01761 0,01761 uygun
10 9,29819 9,30041 | -0,00222 0,00222 uygun
Tekrar
edilebilirlik
Standart
sapmasli:S 0,20975
r=2,83*s 0,59360
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EK 1-Tablo 21 2. Analistin Aflatoksin B; 7,5 ppb Konsantrasyonu Tekrarlanabilirlik

Limiti

Tekrar 1.Analiz | 2.Analiz
Sayisi sonucu:X; | Sonucu: X, X1-X5 I X;-X,I<r |Degerlendirme
1 6,98137 6,99907 | -0,01770 0,01770 uygun
2 7,05795 7,01555 0,04240 0,04240 uygun
3 7,01457 7,02992 | -0,01535 0,01535 uygun
4 6,77390 6,82576 | -0,05187 0,05187 uygun
5 6,82098 6,73115 0,08983 0,08983 uygun
6 6,75966 6,75881 0,00085 0,00085 uygun
7 6,98571 6,85284 0,13288 0,13288 uygun
8 6,72222 6,88686 | -0,16463 0,16463 uygun
9 6,61714 6,62460 | -0,00746 0,00746 uygun
10 7,07595 7,06072 0,01523 0,01523 uygun
Tekrar
edilebilirlik
Standart
sapmasli:S 0,14979
r=2,83*s 0,42391

EK 1-Tablo 22 2. Analistin Toplam Aflatoksin 15 ppb Konsantrasyonu

Tekrarlanabilirlik Limiti

Tekrar 1.Analiz | 2.Analiz
Sayisi sonucu:X; | Sonucu: X, X1-X, | X;-X,I<r |Degerlendirme
1 13,37346 | 13,41754 | -0,04408 0,04408 uygun
2 13,73610 | 13,46748 | 0,26862 0,26862 uygun
3 13,62850 | 13,45035 | 0,17815 0,17815 uygun
4 13,08732 | 13,13773 | -0,05042 0,05042 uygun
5 13,11052 | 13,22914 | -0,11862 0,11862 uygun
6 13,29502 | 13,13851 | 0,15651 0,15651 uygun
7 13,77454 | 13,42091 | 0,35364 0,35364 uygun
8 13,32893 | 13,50465 | -0,17571 0,17571 uygun
9 12,96342 | 13,12494 | -0,16152 0,16152 uygun
10 13,82798 | 13,83934 | -0,01136 0,01136 uygun
Tekrar
edilebilirlik
Standart
sapmasli:S 0,21344
r=2,83*s 0,60403
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EK 1-Tablo 23 Aflatoksin B, 2,5 ppb Konsantrasyonu Tekrarlanabilirlik Calismasi

2.5 ppb Soya Unu
1. Analist 2. Analist

Tekrar Sayis1| Bulunan | %GK | Bulunan | %GK
1 2,11017 84,4 2,30729 92,3
2 2,13588 85,4 2,25536 90,2
3 2,13042 85,2 2,42797 97,1
4 2,11096 84,4 2,30538 92,2
5 2,13582 85,4 2,16144 86,5
6 2,17225 86,9 2,18938 87,6
7 2,25281 90,1 2,35773 94,3
8 2,20496 88,2 2,24349 89,7
9 2,26319 90,5 2,11978 84,8
10 2,05654 82,3 2,21549 88,6

Ortalama 2,15730 2,25833

Std.Sapma 0,06582 0,09349

RSD 0,03051 0,04140

%RSD 3,05115 4,13997

EK 1-Tablo 24 Toplam Aflatoksin 55 ppb Konsantrasyonu Tekrarlanabilirlik

Calismasi
5 ppb Toplam
Aflatoksin Soya Unu
1. Analist 2. Analist

Tekrar Sayisi Bulunan | %GK [ Bulunan | %GK
1 4,59642 83,6 4,92260 89,5
2 4,75582 86,5 4,71205 85,7
3 4,69576 85,4 5,07866 92,3
4 4,77149 86,8 4,85912 88,3
5 4,82402 87,7 4,56515 83,0
6 4,77284 86,8 4,76465 86,6
7 4,88652 88,8 4,95031 90,0
8 4,81916 87,6 4,76678 86,7
9 4,94364 89,9 4,58951 83,4
10 4,50956 82,0 4,69135 85,3

Ortalama 4,75752 4,79002

Std.Sapma 0,12961 0,16300

RSD 0,02724 0,03403

%RSD 2,72429 3,40296
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EK 1-Tablo 25 Aflatoksin B, 5 ppb Konsantrasyonu Tekrarlanabilirlik Caligmasi

5 ppb Soya Unu
1. Analist 2. Analist

Tekrar Sayis1| Bulunan | %GK | Bulunan | %GK
1 4,16727 83,3 4,07542 81,5
2 4,25007 85,0 4,23098 84,6
3 4,01555 80,3 4,30097 86,0
4 4,08390 81,7 4,26762 85,4
5 4,12384 82,5 4,23548 84,7
6 4,37954 87,6 4,06846 81,4
7 4,14858 83,0 4,24589 84,9
8 4,22301 84,5 4,41599 88,3
9 4,04453 80,9 4,03698 80,7
10 4,29258 85,9 4,12010 82,4

Ortalama 4,17289 4,19979

Std.Sapma 0,11435 0,12089

RSD 0,02740 0,02878

%RSD 2,74028 2,87844

EK 1-Tablo 26 Toplam Aflatoksin 11 ppb Konsantrasyonu Tekrarlanabilirlik Calismasi

11 ppb Toplam
Aflatoksin Soya Unu
1. Analist 2. Analist

Tekrar Sayisi Bulunan | %GK | Bulunan | %GK
1 9,13617 83,1 9,08170 82,6
2 9,16464 83,3 9,45333 85,9
3 8,86746 80,6 9,55028 86,8
4 9,09909 82,7 9,35853 85,1
5 9,12077 82,9 9,34740 85,0
6 9,61647 87,4 9,07875 82,5
7 9,29855 84,5 9,31721 84,7
8 9,16050 83,3 9,63710 87,6
9 8,94172 81,3 8,99131 81,7
10 9,42879 85,7 9,29930 84,5

Ortalama 9,18342 9,31149

Std.Sapma 0,21944 0,20985

RSD 0,02390 0,02254

%RSD 2,38954 2,25367
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EK 1-Tablo 27 Aflatoksin B, 7,5 ppb Konsantrasyonu Tekrarlanabilirlik Caligmasi

7,5 ppb Soya Unu
1. Analist 2. Analist

Tekrar Sayis1| Bulunan | %GK | Bulunan | %GK
1 6,76969 90,3 6,99022 93,2
2 6,67236 89,0 7,03675 93,8
3 6,97523 93,0 7,02224 93,6
4 7,09911 94,7 6,79983 90,7
5 6,77599 90,3 6,77607 90,3
6 6,63186 88,4 6,75923 90,1
7 6,69367 89,2 6,91928 92,3
8 6,20428 82,7 6,80454 90,7
9 6,17045 82,3 6,62087 88,3
10 6,29150 83,9 7,06833 94,2

Ortalama 6,62841 6,87974

Std.Sapma 0,31498 0,14856

RSD 0,04752 0,02159

%RSD 4,75196 2,15934

EK 1-Tablo 28 Toplam Aflatoksin 15 ppb Konsantrasyonu Tekrarlanabilirlik Calismasi

15 ppb Toplam
Aflatoksin Soya Unu
1. Analist 2. Analist

Tekrar Sayisi Bulunan | %GK [ Bulunan | %GK
1 13,34302 89,0 13,39550 89,3
2 13,02377 86,8 13,60179 90,7
3 13,65966 91,1 13,53942 90,3
4 13,91853 92,8 13,11253 87,4
5 13,65640 91,0 13,16983 87,8
6 13,07181 87,1 13,21676 88,1
7 13,07018 87,1 13,59773 90,7
8 12,44500 83,0 13,41679 89,4
9 12,33082 82,2 13,04418 87,0
10 12,67960 84,5 13,83366 92,2

Ortalama 13,11988 13,39282

Std.Sapma 0,53258 0,25449

RSD 0,04059 0,01900

%RSD 4,05936 1,90023
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EK 1-Tablo 29 Aflatoksin B, 2,5 ppb Konsantrasyonu Tekrariiretilebilirlik Limiti

Hesaplamalari
1. Analist 2. Analist
Tekrar Sayisi X1 X2 X1-X; | | Xi-XoI £R | Degerlendirme

1 2,11017 2,30729 [.019712| 0,19712 uygun
2 2,13588 2,25536 | .011949 | 0,11949 uygun
3 2,24484 2,49793 [ .0 25309 | 0,25309 uygun
4 2,12111 2,45133 | 033022| 0,33022 uygun
5 2,32333 2,22059 |0,102736| 0,10274 uygun
6 2,19282 2,08753 [0,105292| 0,10529 uygun
7 2,43019 2,58150 [.015131| 0,15131 uygun
8 2,14295 2,16237 [.001942| 0,01942 uygun
9 2,30833 2,20467 10,103653| 0,10365 uygun
10 2,26640 2,96296 | .0 20656 | 0,29656 uygun

Standart

Sapma () 0,15168298

R=2,83*s 0,42926283

EK 1-Tablo 30 Toplam Aflatoksin 5,5 ppb Konsantrasyonu Tekrariiretilebilirlik Limiti

Hesaplamalari
1. Analist 2. Analist
Tekrar Sayisi X1 X2 X1-X5 I X; -X,I1 <R | Degerlendirme

1 4,59642 4,92260 | .032617| 0,32617 uygun
2 4,75582 4,71205 | 0,04377 | 0,04377 uygun
3 4,79396 536246 | 056850 | 0,56850 uygun
4 4,63273 528878 | .065606| 0,65606 uygun
5 5,09488 490474 | 019014 | 0,19014 uygun
6 4,84805 4,73638 | 011168 | 0,11168 uygun
7 5,30496 579077 | .0,48581| 0,48581 uygun
8 4,69962 4,96306 |.026343| 0,26343 uygun
9 5,03264 459590 | 043674 | 0,43674 uygun
10 4,83262 521982 | .038720| 0,38720 uygun

Standart

Sapma (s) 0,3097724

R=2,83*s 0,87665589
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EK 1- Tablo 31 Aflatoksin B, 5 ppb Konsantrasyonu Tekrariiretilebilirlik Limiti

Hesaplamalari
1. Analist 2. Analist
Tekrar Sayisi X1 X2 Xi-X; | 1 X; -Xo,I <R [ Degerlendirme
1 4,16727 4,07542 | 0,09185 | 0,09185 uygun
2 4,25007 423098 | 0,01909 [ 0,01909 uygun
3 4,45394 453568 |-0,08174| 0,08174 uygun
4 4,25448 438132 |[-0,12683| 0,12683 uygun
5 3,98005 420882 |-0,22877| 0,22877 uygun
6 4,07869 3,96459 | 0,11410 | 0,11410 uygun
7 4,93451 453252 | 040199 | 0,40199 uygun
8 5,21686 4,58587 | 0,63099 | 0,63099 uygun
9 4,60226 4,63545 | .0,03319| 0,03319 uygun
10 4,34600 477096 | .0 42496 | 0,42496 uygun
Standart
Sapma () 0,324359044
R=2,83*s 0,91793609

EK 1-Tablo 32 Toplam Aflatoksin 11 ppb Konsantrasyonu Tekrariiretilebilirlik Limiti

Hesaplamalari
1. Analist | 2. Analist
Tekrar Sayisi X1 X2 X1-X5 | X; -X,I1 <R | Degerlendirme

1 9,13617 9,08170 | 0,05447 |  0,05447 uygun
2 9,16464 945333 |-0,28869| 0,28869 uygun
3 9,81407 9,89341 | _0,07934| 0,07934 uygun
4 9,12891 9,66479 | .053587| 0,53587 uygun
5 8,98335 9,44818 | .046483| 0,46483 uygun
6 9,15561 9,09810 | 005751 | 0,05751 uygun
7 10,26155 | 10,01638 | 024517 | 024517 uygun
8 10,71030 | 9.73882 | 097148 | 0,97148 uygun
9 9,67452 9,82946 | 015494 | 0,15494 uygun
10 961968 | 1013450 |.051482| 051482 uygun

Standart

Sapma (8) 0,465260638

R=2,83*s 1,31668761
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EK 1-Tablo 33 Aflatoksin B, 7,5 ppb Konsantrasyonu Tekrariiretilebilirlik Limiti

Hesaplamalari
1. Analist 2. Analist
Tekrar Sayisi X1 X2 X1-X; | 1 X1 -XoI £R | Degerlendirme
1 6,71903 6,99907 | -0,28004 0,28004 uygun
2 6,68582 7,01555 [-0,32973 0,32973 uygun
3 6,92387 7,29385 |-0,36998 0,36998 uygun
4 6,48097 7,17298 |-0,69201 0,69201 uygun
5 6,78147 6,91513 |[-0,13366 0,13366 uygun
6 6,97291 7,26262 | -0,28970 0,28970 uygun
7 7,12542 7,23209 |-0,10667 0,10667 uygun
8 7,42124 6,90650 0,51474 0,51474 uygun
9 6,65729 7,32904 |-0,67175 0,67175 uygun
10 6,65849 7,43957 |-0,78109 0,78109 uygun
Standart
Sapma () 0,27960203
R=2,83*s 0,79127375

EK 1-Tablo 34 Toplam Aflatoksin 15 ppb Konsantrasyonu Tekrariiretilebilirlik Limiti

Hesaplamalari
1. Analist | 2. Analist
Tekrar Sayisi X1 X2 X1-X5 | X; -X,I1 <R | Degerlendirme
1 13,23644 13,41754 |-0,18110 0,18110 uygun
2 13,04127 13,46748 |-0,42621 0,42621 uygun
3 12,99492 13,97615 [-0,98123 0,98123 uygun
4 13,92362 13,88130 | 0,04232 0,04232 uygun
5 13,35867 13,38461 |-0,02594 0,02594 uygun
6 13,71047 14,05773 |-0,34725 0,34725 uygun
7 13,90069 14,05170 |[-0,15101 0,15101 uygun
8 14,33936 13,68807 | 0,65129 0,65129 uygun
9 12,91543 13,59747 |-0,68204 0,68204 uygun
10 13,44731 14,03897 [-0,59167 0,59167 uygun
Standart
Sapma (8) 0,39982432
R=2,83*s 1,13150283
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EK 1-Tablo 35 Aflatoksin B; 2,5 ppb Konsantrasyonu Tekrariiretilebilirlik

Hesaplamalari
L.Analist:X; | 2.Analist: X, | (X3- X, )?
Tekrar Sayisi
1 2,11017 2,30729 0,03886
2 2,13588 2,25536 0,01428
3 2,24484 2,49793 0,06405
4 2,12111 2,45133 0,10904
5 2,32333 2,22059 0,01055
6 2,19282 2,08753 0,01109
7 2,43019 2,58150 0,02290
8 2,14295 2,16237 0,00038
9 2,30833 2,20467 0,01074
10 2,26640 2,56296 0,08795
Toplam 0,36984
s=V [(X:-X2)]42n 0,13598
Ortalama 2,28038
RSD 0,05963
%RSD 5,96326

EK 1-Tablo 36 Toplam Aflatoksin 5,5 ppb Konsantrasyonu Tekrariiretilebilirlik

Hesaplamalari
1.Analist:X; | 2.Analist:X, (X:- %X, )?
Tekrar Sayisi
1 459642 4,92260 0,10639
2 4,75582 4,71205 0,00192
3 4,79396 5,36246 0,32319
4 4,63273 5,28878 0,43041
5 5,09488 4,90474 0,03615
6 4,84805 4,73638 0,01247
7 5,30496 5,79077 0,23601
8 4,69962 4,96306 0,06940
9 5,03264 4,59590 0,19074
10 4,83262 5,21982 0,14992
Toplam 1,55660
s=V Z[(X:-X,)]4/2n 0,27898
Ortalama 4,95441
RSD 0,05631
%RSD 5,63095
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EK 1-Tablo 37 Aflatoksin B, 5 ppb Konsantrasyonu Tekrariiretilebilirlik Hesaplamalari

1.Analist:X; | 2.Analist:X, | ( Xg- X5)?
Tekrar Sayisi

1 4,16727 4,07542 0,00844
2 4,25007 4,23098 0,00036
3 4,45394 4,53568 0,00668
4 4,25448 4,38132 0,01609
5 3,98005 4,20882 0,05234
6 4,07869 3,96459 0,01302
7 4,93451 4,53252 0,16160
8 5,21686 4,58587 0,39815
9 4,60226 4,63545 0,00110
10 4,34600 4,77096 0,18059
T0p|am 0,83837
s=V B[(X-X)J%2n 0,20474
Ortalama 4,41029
RSD 0,04642
9%RSD 4,64232

Hesaplamalari

EK 1-Tablo 38 Toplam Aflatoksin 11 ppb Konsantrasyonu Tekrariiretilebilirlik

1.Analist: X, | 2.Analist: X, (X:- X5 )?
Tekrar Sayisi

1 9,13617 9,08170 0,00297
2 9,16464 9,45333 0,08334
3 9,81407 9,89341 0,00629
4 9,12891 9,66479 0,28716
5 8,98335 9,44818 0,21607
6 9,15561 9,09810 0,00331
7 10,26155 | 10,01638 0,06011
8 10,71030 9,73882 0,94378
9 9,67452 9,82946 0,02401
10 9,61968 10,13450 0,26504
Toplam 1,89207
s=V 2[(X1-X2)]4/2n 0,30758
Ortalama 9,60037
RSD 0,03204
%RSD 3,20380
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EK 1-Tablo 39 Aflatoksin B,

Hesaplamalari

7,5 ppb Konsantrasyonu Tekrariiretilebilirlik

1.Analist:X; | 2.Analist:X, | ( Xg- X, )?
Tekrar Sayisi

1 6,71903 6,99907 0,07842
2 6,68582 7,01555 0,10872
3 6,92387 7,29385 0,13689
4 6,48097 7,17298 0,47888
5 6,78147 6,91513 0,01787
6 6,97291 7,26262 0,08393
7 7,12542 7,23209 0,01138
8 7,42124 6,90650 0,26496
9 6,65729 7,32904 0,45125
10 6,65849 7,43957 0,61009
Toplam 2,24238
s=V E[(X:-X2)]42n 0,33484
Ortalama 6,99965
RSD 0,04784
%RSD 4,78370

Hesaplamalari

EK 1-Tablo 40 Toplam Aflatoksin 15 ppb Konsantrasyonu Tekrariiretilebilirlik

1.Analist:X; | 2.Analist:X, ( Xi- X, )?
Tekrar Sayisi
1 13,23644 13,41754 0,03280
2 13,04127 13,46748 0,18166
3 12,99492 13,97615 0,96281
4 13,92362 13,88130 0,00179
5 13,35867 13,38461 0,00067
6 13,71047 14,05773 0,12058
7 13,90069 14,05170 0,02280
8 14,33936 13,68807 0,42418
9 12,91543 13,59747 0,46518
10 13,44731 14,03897 0,35007
Toplam 2,56254
s=V Z[(X:-X,)]4/2n 0,35795
Ortalama 13,62146
RSD 0,02628
%RSD 2,62783
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EK 1-Tablo 46 HPLC Aflatoksin B; Degerler Tablosu

Derisim(ppb) Alan X(Ci) (ci-Cort)
0,0625 2,27981 0,0782 -0,9391
0,0625 1,876270 0,0666 -0,9507
0,0625 2,337810 0,0799 -0,9375
0,125 4,114890 0,1309 -0,8865
0,125 4,286620 0,1358 -0,8815
0,125 4,027180 0,1284 -0,8890

0,375 12,984140 0,3854 -0,6320
0,375 12,837450 0,3812 -0,6362
0,375 12,700080 0,3772 -0,6401
0,75 25,657680 0,7491 -0,2683
0,75 25,352910 0,7403 -0,2770
0,75 25,483620 0,7441 -0,2733
1,25 41,220570 1,1956 0,1783
1,25 41,932440 1,2161 0,1987
1,25 41,249695 1,1965 0,1791
1,875 67,404680 1,9470 0,9296
1,875 64,560260 1,8654 0,8480
1,875 64,273570 1,8571 0,8398
2,5 86,333600 2,4902 1,4728
2,5 89,263700 2,5742 1,5569
2,5 85,746830 2,4733 1,4560
0,991071429 SXX 15,5546
Linear Fit: y=a+bx
Coefficient Data:
a= -0,4429900
b= 34,849061

97




EK 1-Tablo 47 HPLC Aflatoksin B, Belirsizlik Hesaplamasi

S 0,83669
Bl 34,85
10
21
Co 0,750
Cort 0,991
Sxx 16
(Co-Cort)*2 0,0037
1/p 0,1000
1/n 0,0476
1/p+1/n+(Cy-Cort)/Sxx 0,3890
S/B1 0,0240
U(Cy) 0,0093

S 1A, — (B, + B T

Sxx= c, —C)? S =
;( ) n—2

— )
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EK 1-Tablo 48 HPLC Aflatoksin G, Degerler tablosu

Derisim(ppb) Alan X(Ci) (ci-Cort)
0,0625 1,96227 0,0619 -1,0944
0,0625 2,10881 0,0664 -1,0899
0,0625 1,94803 0,0614 -1,0948
0,125 4,00626 0,1248 -1,0314
0,125 4,10467 0,1279 -1,0284
0,125 3,98426 0,1242 -1,0321
0,375 12,08030 0,3736 -0,7827
0,375 12,09314 0,3739 -0,7823
0,375 12,16258 0,3761 -0,7802

0,75 24,76563 0,7643 -0,3919
0,75 24,99867 0,7715 -0,3847
0,75 23,66737 0,7305 -0,4258
1,25 39,93301 1,2316 0,0753
1,25 39,77227 1,2266 0,0704
1,25 39,82414 1,2282 0,0720
1,875 61,45124 1,8944 0,7382
1,875 61,44102 1,8941 0,7379
1,875 61,31615 1,8903 0,7340
2,5 80,88090 2,4930 1,3367
2,5 81,05476 2,4983 1,3421
2,5 80,95838 2,4953 1,3391
0,991071429 SXX 15,5376
Linear Fit: y=a+bx
Coefficient Data:
a= -0,0460559
b= 32,462183
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EK 1-Tablo 49 HPLC Aflatoksin G, Belirsizlik Hesaplamasi

S 0,38047
Bl 32,46
10
21
Co 0,750
Cort 0,991
Sxx 16
(Co-Cort)*2 0,0037
1/p 0,1000
1/n 0,0476
1/p+1/n+(Cy-Cort)/Sxx 0,3890
S/B1 0,0117
U(Cyp) 0,0046
n
" 2 [(A; = (B, + BN
Sxx=> (¢, —¢) g — /1=
i—1 n—2
U(c,) = S \/ 1 + i M
B\p n S,
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EK 1-Tablo 50 HPLC Aflatoksin G; Degerler Tablosu

Derisim(ppb) Alan X(Ci) (ci-Cort)
0,0625 1,51501 0,0774 -1,0789
0,0625 1,36378 0,0715 -1,0847
0,0625 1,30897 0,0694 -1,0869

0,125 2,84039 0,1286 -1,0276
0,125 2,96973 0,1336 -1,0226
0,125 2,98395 0,1342 -1,0221
0,375 8,91929 0,3637 -0,7925
0,375 8,82789 0,3602 -0,7960
0,375 8,97107 0,3657 -0,7905
0,75 18,99436 0,7534 -0,4028
0,75 19,11584 0,7581 -0,3981
0,75 17,50819 0,6959 -0,4603
1,25 30,89769 1,2138 0,0575
1,25 30,49601 1,1983 0,0420
1,25 31,01725 1,2184 0,0622
1,875 48,50022 1,8946 0,7383
1,875 48,31351 1,8874 0,7311
1,875 48,50386 1,8947 0,7385
2,5 64,51205 2,5139 1,3576
2,5 64,31937 2,5064 1,3502
2,5 64,59003 2,5169 1,3606
0,991071429 SXX 15,6477
Linear Fit: y=a+bx
Coefficient Data:
a= -0,4852367
b= 25,85533
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EK 1-Tablo 51 HPLC Aflatoksin G, Belirsizlik Hesaplamasi

S 0,56717
Bl 25,86
10
21
Co 0,750
Cort 0,991
Sxx 16
(Co-Cort)*2 0,0037
1/p 0,1000
1/n 0,0476
1/p+1/n+(Cy-Cort)/Sxx 0,3890
S/B1 0,0219
U(Cy) 0,0085

S IA, - (B, + BT

Sxx=3 c,—C)* S =
izﬂ‘,( ) —

(Co — 6)2

s |1
1 XX

S|
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EK 1-Tablo 52 HPLC Aflatoksin B, Degerler Tablosu

Derisim(ppb) Alan X(Ci) (ci-Cort)
0,0625 3,37207 0,0625 -1,0937
0,0625 3,14617 0,0583 -1,0980
0,0625 3,43860 0,0638 -1,0925
0,125 6,72172 0,1256 -1,0306
0,125 7,65008 0,1431 -1,0131
0,125 6,50236 0,1215 -1,0348
0,375 19,99228 0,3757 -0,7806
0,375 20,21098 0,3798 -0,7765
0,375 19,90200 0,3740 -0,7823

0,75 40,28442 0,7580 -0,3982
0,75 39,99483 0,7526 -0,4037
0,75 40,43259 0,7608 -0,3954
1,25 65,17391 1,2270 0,0707
1,25 64,81499 1,2202 0,0640
1,25 64,87209 1,2213 0,0650
1,875 101,99216 1,9207 0,7645
1,875 99,44773 1,8728 0,7165
1,875 100,14316 1,8859 0,7296
2,5 131,63409 2,4792 1,3230
2,5 134,75519 2,5380 1,3818
2,5 131,40999 2,4750 1,3187
0,991071429 SXX 15,5271
Linear Fit: y=a+bx
Coefficient Data:
a= 0,0546362
b= 53,07292
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EK 1-Tablo 53 HPLC Aflatoksin B, Belirsizlik Hesaplamasi

S 0,736
Bl 53,07
10
21
Co 0,750
Cort 0,991
Sxx 16
(Co-Cort)*2 0,0037
1/p 0,1000
1/n 0,0476
1/p+1/n+(Cy-Cort)/Sxx 0,3891
S/B1 0,0139
U(Cy) 0,0054

LA~ (B + BT

Sxx:zn:(ci—c_:)2 S =

U(Co):Bi\/i_FE_FM
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