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1. GIRIS
Aflatoksinler, gida ve yemlerin Uzerinde ve/veya iginde bulunan Aspergillus flavus veya A.
Parasiticus kUf mantarlari tarafindan Uretilen toksik metobolitler olup en kuvvetli
mikotoksinlerdir. Yapilan ¢alismalar sonucunda aflatoksinlerin, B, B,, G; ve G, olmak lUzere dort
temel bilesigi bulundugu bunlara ek olarak gida ve yemlere direkt kontamine olmus M; ve M,
olmak uzere iki metabolik Grinin daha oldugu saptanmistir. En toksik etkisi olan hem kanser

hem de gen yapisini degistirebilen Aflatoksin B,’dir.

Bir gida maddesinde aflatoksin olusmasi igin ilk kosul, bu toksini yapan kifiin gida maddesine
bulasmasi, daha énemli olan ikinci kogul ise, gidanin kendisinin ve bulundugu ortamin kufin
¢ogalmasini saglayacak sartlara sahip olmasidir. Aflatoksin Ureten kuflerin gelisebilmesi igin 25-
35 °C derece sicaklik ve % 70'in lzerinde neme ihtiyag vardir. KUf gelisimi tarlada ekinlerde
baslamakta, hasat ve yetersiz veya uygun olamayan kurutma kosullari ile gelisebilmekte,
depolama ve tasima sirasinda bulagsma miktari ile de artmaktadir. Kifler yiyecekler tUzerinde
pamuk goriniminde, bazen renkli olusumlar yaparak Urerler. Hatta tGrinin go6zle goralur kuf
gelismesi olmayan derin kisimlarina kadar girerler. Bu nedenle, kiflenmis gidalarin, kiflenmis
kisimlarinin atilarak diger kisimlarinin tiiketilmesi yanlistir. insanlar ve hayvanlar mikotoksinleri
direk olarak, aflatoksine bulasmis gida ve yem maddelerini tiketerek alirlar. Aflatoksin bulagmig
yemle beslenen hayvanlarin yumurta, peynir ve sut gibi GUrunlerine de toksin bulagmis,

oldugundan bu Urtnlerin tiketimi ile aflatoksinler insanlara da gegmis olur.

Saglk acgisindan énemli bir tehlike olan aflatoksinler, genel olarak, hayvanlar ve insanlar
Uzerinde genotoksik ve karsinojen etkiye sahiptir. Yapilan calismalarda karaciger kanseri ile

aflatoksinli gidalarin tliketimi arasinda bir iligki oldugu saptanmistir.

Kesin bir glvenligin elde edilmesinin imkansiz oldugunun anlasiimasindan sonra, bircok Ulke
aflatoksin riskini sinirlamak amaciyla gida ve yem olarak kullanilacak Urinlerde diizenlemeler
yapmislardir. Tlketici Ulkeler ve dinya piyasalari karsinojen olan aflatoksin acisindan riskli

urtinlerde aflatoksin limitinin sifira indirilmesini hedeflemektedirler.

Maruz kalinan limitlerin saghigin korunmasini saglayan dizeyden daha az olmasi gerektiginden
aflatoksin miktarinin dogru olarak belirlenmesi gida guvenligi agisindan buyuk Onem
tagimaktadir. Yapilan élgiimlerin givenilirligi dlgtimlerin kalitesi ile belirlenir. Olgiim kalitesi ise

Olgum sonuglarinin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi ile dogru orantilidir.
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Bu nedenle, bu calismada gida maddelerinde aflatoksin tayini yapan laboratuvarlarin
performanslarinin belirlenmesi amaglanmistir. Laboratuvar yeterlilik testleri, test ve dlgiim yapan
laboratuvarlarin performansinin belirlenmesinde énemli bir aragtir ve laboratuvarin kendi

performansini diger laboratuvarlarla karsilastirma olanagi saglar.

UME Kimya Grubu Laboratuvarlari vyeterlilik testlerinin 6nemini g6z Onlne alarak
laboratuvarlarda yapilan olgimlerin performansini  belirlemek amaciyla vyeterlilik testi
calismalari organize etmektedir. Gida maddelerinde aflatoksin tayini ile ilgili yeterlilik testleri

duzenlenmesine ilk kez 2002 yilinda baslanmistir.

Bu dbénem dizenlenen calismada, katihmci laboratuvarlarin kuru incirde Aflatoksin B; (AFB,),
aflatoksin B, (AFB,), aflatoksin G; (AFG,), aflatoksin G, (AFG,) ve toplam aflatoksin (toplam AF)
tayini yapmalari istenmis, calismaya katilmayi bildiren 3 laboratuvara numuneler 14 Ekim 2014
tarihinde kargo ile génderilmis ve laboratuvarlardan analiz sonuclarini 14 Kasim 2014 tarihine

kadar gondermeleri istenmistir.
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2. CALISMANIN AMACI

Bu calismada gida laboratuvarlarinda yapilan aflatoksin tayinlerinde laboratuvarlarin
performanslarinin belirlenmesi ve laboratuvarlarin kendi performanslarini gelistirmeye yoénelik

katki saglamasi amaclanmistir.

3. TEST ORNEGI VE CALISMA PROGRAMI

Calismanin amaci, organizatorler, calismaya katilim kosullari, test 6rnegi hakkinda bilgi,
galisma programi, tayin edilecek parametreler, kullanilacak metotlar, sonuglarin raporlanmasi
ve calismanin gizliligi ile ilgili esaslari iceren calisma protokolUu
http://www.ume.tubitak.gov.tr/tr/lak/kimya-grubu-laboratuvarlari-yeterlilik-testi-listesi

adresinde yayinlanmisgtir. Katihmci laboratuvarlardan, calismalarini bu protokole uygun olarak

yurdtmeleri istenmistir.

Bu calismada test 6rnegi olarak “ “kuru incir” kullanilmistir. Katiimci laboratuvarlarin her iki
ornekte de AFB,, AFB,, AFG,, AFG, ve toplam AF tayini yapmalari istenmigtir. Yaklasik 175 g
kuru incir numunesi, ¢alismaya katilmayi bildiren 3 laboratuvara numuneler 14 Ekim 2014

tarihinde kargo ile génderilmistir.

Calisma sonuglarinin takibi igin her bir laboratuvara ayri bir numara verilmistir. Laboratuvarlarin

test érnegini analiz ederek sonuglari 14 Kasim 2014 tarihine kadar gondermeleri istenmistir.

4. KULLANILAN METOTLAR

Laboratuvarlarin test metodu olarak laboratuvarlarinda rutin analizlerde uyguladiklari metotlar
kullanarak test drnegini analiz etmeleri istenmistir. Analizlerin rutin olarak bu analizleri yapan

kisi(ler) tarafindan yapilmasi ve 6zel bir igslem uygulanmamasi énerilmektedir.

Bu galismaya katilan laboratuvarlarin analizlerde kullandiklarini bildirdikleri metotlar/cihazlar

Tablo 1 ve Tablo 2’de verilmistir.

5. ANALIZ SONUGLARININ RAPORLANMASI

Katilimci laboratuvarlardan 6lgim sonuglarinin  ortalamasini, belirsizlik hesaplamasinin
yapiimasi durumunda belirsizlik degerlerini, yapiimadigi durumda standart sapma degerlerini,
analizlerde kullandiklari cihaz ve metodu kendilerine verilen kullanici adi ve sifresini kullanarak
http://www.ume.tubitak.gov.tr/tr/lak/kimya-grubu-laboratuvarlari-yeterlilik-testi-listesi

adresinde bulunan “VERI GIRISI” bélimiine girmeleri istenmistir.
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UME
Tablo 1. Katihmci laboratuvarlarin kuru incirde aflatoksin analizlerde kullandiklari metotlar/cihazlar
AFB, AFB; AFG, AFG, Toplam AF
Lab. No
Kullamlan Metot Kullanilan Cihaz | Kullamlan Metot Kullanilan Cihaz | Kullanilan Metot Kullanilan Cihaz | Kullanilan Metot Kullamlan Cihaz | Kullanilan Metot Kullanilan Cihaz
0 Rhone IFU HPLC Rhone IFU HPLC Rhone IFU HPLC Rhone IFU HPLC Rhone IFU HPLC
02 AOAC.999.07 HPLC AQAC.999.07 HPLC AOAC.999.07 HPLC AQAC .999.07 HPLC AOAC.999.07 HPLC
03 | AOAC 991.31.19%4 HPLC AOAC 991.31. 1994 HPLC AQAC 991.31. 1994 HPLC AQAC 991.31. 1994 HPLC AOAC 991.31. 1994 HPLC
UME AOAC 999.07 HPLC-FLD AQAC 999.07 HPLC-FLD AOAC 999.07 HPLC-FLD AQAC 999.07 HPLC-FLD AOAC 999.07 HPLC-FLD
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6. SONUGLARIN DEGERLENDIRILMESI

Bu calismada, z-skoru hesaplamasinda kullanilan referans degerler, kuru incir referans
degerleri ise fizibilite g¢alismasi homojenlik ve kararlilik testlerinden elde edilen sonuglarin

ortalamasindan belirlenmistir.

Bu ¢alismada kullanilan kuru incir érnegi, TUBITAK UME Referans Malzemeler Laboratuvari
tarafindan sertifikasyonu yapilacak olan “kuru incirde aflatoksin” referans malzemesinin fizibilite

galismalarinda kullanilan ve analizleri gergeklestiriimis olan kuru incirdir.

Laboratuvarlar arasi ¢alismalarda sonuglarin degerlendiriimesinde énemli etkenlerden bir tanesi
de standart sapma degeridir. Bu degerin ¢alismanin amacina uygun olarak belirlenmesi gerekir.
Horwitz Esitligi genel olarak bu calismalarda hedef standart sapma degerinin belirlenmesinde iyi
sonug¢ vermektedir. Horwitz Esitliinde hem derisim degeri hem de standart sapma degerleri
boyutsuz olarak verilmektedir (6rnegin: 1 ppm= 10°). Gida ve diger sektérlerde diizenlenen
yeterlilik testi calismalarinda derisim ve standart sapma arasindaki bu iliski sik sik

kullaniimaktadir.

Mikotoksinler ile ilgili olarak yapilan son laboratuvarlar arasi karsilastirmalarda dusiuk
derisimlerde Horwitz esitliginin modifiye edilmesi gerektigi belirlenmistir. Yapilan galigmalarda

derigsime bagli olarak standart sapma degerlerinin degisimleri agagidaki esitliklerde verilmistir.

C<1,2x10"ise s=0,22C (1)
1,2x107 <C<0,138 ise s = 0,02C%% (2)
C >0,138 ise s =0,01C%° (3)

Bu esitliklerde,

C = derisim (referans deger) (ppm= 10 veya % = 107?)
s = standart sapma

Bu esitliklerin yapilan calismalarin amacina gore uygun gorildigi yerlerde kullanilabilecegi
belirtimektedir. Bu calismada, C < 1,2 x 107 oldugundan standart sapma degerinin

belirlenmesinde esitlik (1) kullaniimigtir.
Bu calismaya katilan bir laboratuvar kuru incir i¢in sonug bildirmemistir. Bu ¢alismaya katilan bir

laboratuvar da test ornekleri aldiktan sonra calismaya katilmayacagini bildirmis olup test

orneklerini geri géndermistir.
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Katilimci laboratuvarlarin z-skoru degerleri esitlik (4) kullanilarak hesaplanmistir.

X —X
z = (@)
O
Burada,
X : referans deger
X - katihmci laboratuvar sonucu
c : Yeterlilik testi degerlendirmesi igin standart sapma

|z| < 2,0 ise analiz uygundur.
2,0 < |z| < 3,0 ise kabul edilebilir, ancak problemin irdelenmesi gerekir.

|z| > 3,0 ise analiz kabul edilemez, duzeltici faaliyet uygulanmalidir.

Laboratuvar sonugclari Tablo 2'de, z-skorlarinin grafiksel degisimleri ise Sekil 1-5’de verilmistir.

Tablo 3'te z-skoru dagilimlari, Tablo 4'te ise sonuglarin dagilimlari verilmistir.
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Tablo 2. Kuru incirde aflatoksin tayini sonuglari ve z-skorlari

AFB,

AFB, AFG, AFG, Toplam AF
Lab. Referans deger = 13,14 ug/kg Referans deger = 1,74 pg/kg Referans deger = 4,48 ug/kg Referans deger = 0,40 pg/kg Referans degder = 20,23 pg/kg
No Standart sapma = 2,89 pg/kg Standart sapma = 0,38 pg/kg Standart sapma = 0,99 pg/kg Standart sapma = 0,09 pg/kg Standart sapma = 4,45 pg/kg
Sonug S Belirsizlik z Sonug S Belirsizlik z Sonug S Belirsizlik z Sonug S Belirsizlik z Sonug S Belirsizlik z
01 15,04 - 0,13 07 2,00 0,13 0,7 5,42 0,18 09 1,27 0,30 9,7 23,73 - 08
02 12,09 - 86 -0,4 1,49 115 0,7 4,81 86 0,3 0,37 96 0,3 18,76 - 0,3
03 9,39 0,22 - -13 1,36 0,064 -1,0 5,40 0,091 0,9 0,73 0,049 37 16,88 0,55 - -08
UME| 13,14 0,92 0,0 1,74 0,09 0,0 4,48 0,41 0,0 04 0,03 0,0 20,23 0,0
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Tablo 3. Kuru incirde z-skoru dagilhimlari

|z| <2,0 2,0<z[<30 |z| >3,0 Laboratuvar
z-skoru S
Adet % Adet % Adet % ayist
AFB; 4 100 4
AFB, 4 100 4
AFG, 4 100 4
AFG, 2 50 2 50 4
Toplam AF 4 100 4
Tablo 4. Kuru incir sonuglarin dagihmi
AFB, AFB; AFG;, AFG, Toplam AF
Laboratuvar sayisi (n) 4 4 4 4 4
Ortanca (ug/kg) 12,62 1,615 5,105 0,565 19,495
Ortalama deger (ug/kg) 12,42 1,65 5,03 0,69 19,90
Referans deger (ug/kg) 13,14 1,74 4,48 04 20,23
Standart sapma (pg/kg) 2,89 0,38 0,99 0,09 4,45
Maksimum deger (pg/kg) 15,04 2,00 5,42 1,27 23,73
Minimum deger (pg/kg) 9,39 1,36 4,48 0,37 16,88
Dadilim araligl (Maks-Min) (ug/kg) 5,65 0,64 0,94 0,90 6,85
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8. EK-1 KURU iINCIR HOMOJENLIK VE KARARLILIK TESTi SONUGLARI

8.1. Homojenlik Testi

Her katimcinin karsilagtirilabilir yeterlilik testi numunesi almasini saglamak i¢cin homojenlik testi
yapilir. Homojenlik testi ¢calismasi, yeterlilik testi igin hazirlanan érneklerden rastgele 10 adet
numune sisesi segilerek ve her bir siseden iki paralel ¢alisma yapilarak gergeklestirilmistir. Bu
galismada, toz kuru incir numunesinde aflatoksin derisimleri HPLC-FLD cihazi kullanilarak
belirlenmigtir. Elde edilen sonuglar t-testi ve F-testi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Asagidaki tablolardan da gorilecegi lUzere elde edilen t ve F degerleri t-kritik
t ve F-kritik de@erlerinden kiglk oldugundan siseler arasinda korelasyonu etkileyebilecek aykiri
deger bulunmamaktadir. Baska bir deyigle siseler arasinda anlaml bir farkin olmadidi tespit

edilmistir. Homojenlik testi calismasi sonuglari Tablo 5 -Tablo 7’de yer almaktadir.

Tablo 5. Kuru incir homojenlik ¢alismasi sonuglari

Sise AFB; AFB, AFG; AFG, Toplam AF
No Tekrar 1 | Tekrar2 | Tekrar1 | Tekrar2 | Tekrar1 | Tekrar2 | Tekrar 1 | Tekrar2 | Tekrar 1 | Tekrar 2
33 11,23 12,56 1,58 1,68 3,84 4,14 0,36 0,38 17,01 18,76
12 15,12 11,89 1,86 1,60 5,39 4,12 0,43 0,38 22,79 18,01
53 12,55 13,60 1,68 1,80 4,48 4,98 0,42 0,44 19,13 20,81
72 12,72 12,02 1,72 1,60 4,50 3,91 0,42 0,34 19,35 17,86
20 13,29 13,60 1,78 1,78 4,52 4,82 0,40 0,42 19,99 20,61
79 12,83 13,43 1,71 1,72 4,27 4,70 0,38 0,38 19,19 20,23
61 12,46 12,53 1,60 1,68 4,14 4,12 0,38 0,38 18,58 18,70
3 13,68 16,49 1,80 2,00 4,73 6,04 0,40 0,48 20,62 25,00
89 14,95 12,21 1,92 1,63 5,51 4,08 0,44 0,36 22,82 18,27
43 13,20 13,20 1,74 1,72 4,39 4,24 0,38 0,34 19,72 19,52
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Tablo 6. Kuru incir homojenlik galismasi sonuglarinin t-testi ile degerlendirilmesi

t-istatistik t-kritik
Aflatoxin B; 1,37
Aflatoxin B, 1,34
Aflatoxin G, 1,24 2,30
Aflatoxin G, 1,31
Toplam AF 1,36

Tablo 7. Kuru incir homojenlik calismasi sonuglarinin F-testi ile degerlendirilmesi

F- istatistik F-kritik
Aflatoxin B; 1,01
Aflatoxin B, 1,06
Aflatoxin G; 1,06 3,02
Aflatoxin G, 1,11
Toplam AF 1,03
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8.2. Kararhhik

Yeterlilik testi numunesinin laboratuvarlarin sonug¢ génderme siresince kararlligini belirlemek
icin kararlihk testi yapilir. Test, 6rnek hazirlandiktan sonra yeterlilik testi igin verilen sireyi
kapsar. Bu amagla, toplam hazirlanan érneklerden her bir kararlilik testi sicakligi ve test suresi
icin rastgele secilen iki siseden iki paralel ¢alisma yapilarak kararlihk testi yapilmistir.
Calismada referans sicaklik olarak -86 °C olarak alinmistir. Bu calismada, toz kuru incir
numunesinde aflatoksin derisimleri HPLC-FLD cihazi kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar t-testi ve F-testi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Tablo 14'den de
gorulecegi Uzere elde edilen t degerleri t-kritik degerlerinden kuguk oldugundan sonuglar
arasinda korelasyonu etkileyebilecek aykiri deger bulunmamaktadir. Tablo 15'den de
gorilecegi Uzere AFG, harig diger Aflatoksin sonuglarinin degerlendirilmesi sonucu elde edilen
F degerleri F-kritik degerlerinden kiglik oldugundan orneklerin test slresince kararli oldugu
tespit edilmistir. TUm aflatoksinler icin her bir test sicakliginda elde edilen sonuglara ait
belirsizlik degerleri hesaplanmistir. Tum aflatoksin sonuglarinda oldugu gibi AFG2 igin de
hesaplanan belirsizlik degeri yeterlilik testinde kullanilan bagil standart sapma ile
karsillastiriidiginda araligin kararsizlik sonucu elde edilen 6lgim sonuglarini da kapsadigi
gorilmektedir. Baska bir deyigle tespit edilen kararsizlik seviyesinin yeterlilik testinde kullanilan
standart sapma degeri ile kiyaslandiginda oldukg¢a kiglk oldugu gértlmektedir. Bu durumda

tim orneklerin yeterlilik testi siresince kararli oldugu tespit edilmistir.

Kararhlk testi caligsmasi sonuglari ve degerlendiriimesi Tablo 8-Tablo 12'da yer almaktadir.
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UME
Tablo 8. Kuru incir - 20°C sicakliktaki kararlilik galismasi sonuglari
Sicaklik - 20°C AFB; AFB, AFG; AFG, Toplam AF
(r?:];:) Sise No Tekrar 1 Tekrar 2 Tekrar 1 | Tekrar 2 | Tekrar 1 | Tekrar 2 | Tekrar 1 | Tekrar 2 | Tekrar 1 | Tekrar 2
-86 9 13,23 13,42 1,76 1,75 4,46 4,38 0,45 0,42 19,80 20,24
-86 ° 77 12,04 13,30 1,67 1,80 4,41 4,67 0,40 0,40 17,99 19,88
-20 2 13,14 13,20 1,74 1,79 4,50 4,88 0,40 0,45 19,79 19,78
-20 ! 15 13,23 14,45 1,75 1,95 4,77 4,31 0,41 0,40 19,87 21,73
-20 26 14,16 12,85 1,85 1,76 4,18 4,61 0,38 0,42 21,18 19,31
-20 ? 39 12,57 13,39 1,72 1,77 4,69 4,65 0,42 0,42 18,84 20,18
-20 49 13,69 13,83 1,86 1,83 4,06 3,86 0,45 0,46 20,66 20,72
-20 ° 66 11,62 11,37 1,62 1,54 3,93 4,40 0,35 0,38 17,75 17,23
-20 78 13,49 12,35 1,74 1,63 4,38 4,07 0,38 0,36 19,99 18,41
-20 ‘ 87 15,10 13,17 1,86 1,74 5,33 4,48 0,39 0,40 22,68 19,77
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UME
Tablo 9. Kuru incir 4 °C sicakliktaki kararlilik galismasi sonuglari
4°C AFB; AFB, AFG; AFG, Toplam AF
Sicaklik
icakli —
(r?:];:) Sise No Tekrar 1 Tekrar 2 Tekrar 1 | Tekrar 2 | Tekrar 1 | Tekrar 2 | Tekrar 1 | Tekrar 2 | Tekrar 1 | Tekrar 2
-86 9 13,23 13,42 1,76 1,75 4,41 4,67 0,40 0,40 21,22 21,69
0
-86 77 12,04 13,30 1,67 1,80 3,93 4,40 0,35 0,38 19,25 21,27
4 6 12,50 13,00 1,66 1,71 4,40 4,59 0,40 0,41 20,36 21,16
1
4 13 13,06 13,84 1,75 1,81 4,49 5,05 0,43 0,45 21,18 22,71
4 28 12,89 12,33 1,70 1,67 4,53 4,11 0,40 0,36 20,94 19,81
2
4 41 12,54 12,59 1,71 1,67 4,06 4,19 0,38 0,34 20,00 20,09
4 50 12,34 13,49 1,66 1,76 4,31 4,75 0,39 0,40 20,03 21,86
3
4 62 13,81 13,04 1,87 1,77 4,55 4,41 0,40 0,39 22,12 21,02
4 76 13,30 12,72 1,70 1,67 4,56 4,34 0,37 0,37 21,33 20,44
4
4 90 13,63 14,30 1,75 1,81 4,57 4,73 0,39 0,39 21,80 22,75

19/20




—I'JUM"E— Gida Maddelerinde Aflatoksin Tayini Yeterlilik Testi Raporu

Tablo 10. Kuru incir - 20 °C ve 4 °C sicakliktaki kararlilik ¢alismasi sonuglarinin t-testi

ile degerlendirilmesi

t-istatistik t-kritik
-20°C 4°C
Aflatoxin B; 0,13 1,14
Aflatoxin B, 0,66 0,08
Aflatoxin G; 0,33 0,64 2,30
Aflatoxin G, 0,15 0,80
Toplam AF 0,12 0,92

Tablo 11. Kuru incir - 20 °C ve 4 °C sicakliktaki kararlilik calismasi sonuglarinin F-testi

ile degerlendirilmesi

F-istatistik F-kritik
-20°C 4°C
Aflatoxin B; 0,65 1,31
Aflatoxin B, 0,53 0,87
Aflatoxin G; 0,38 1,88 2,30
Aflatoxin G, 6,18 4,35
Toplam AF 0,53 1,35

Tablo 12. Kuru incir - 20 °C ve 4 °C sicakliktaki kararlilik galismasi sonuglarinin

degerlendiriimesinde elde edilen belirsizlik degerleri

Belirsizlik degeri
-20°C 4°C
Usts % Ugts Usts % Ugts
Aflatoxin B, 0,15 1,11 0,12 0,90
Aflatoxin B, 0,02 0,95 0,01 0,56
Aflatoxin G; 0,06 1,29 0,05 1,03
Aflatoxin G, 0,01 1,21 0,01 1,19
Toplam AF 0,22 1,09 0,17 0,85
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