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Ozet. Bu calismada, bugday ve celtik Okratoksin A (OTA) varligi yoniinden degerlendirilmistir.
Bugday ornekleri Mersin, celtik ornekleri ise Edirne ve Canakkale illerindeki ciftcilerden temin
edilmistir. OTA yiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi ile tespit edilmistir.
Bugdayodrneklerinin 3'lnde (%15) OTA tespit edilmistir. Konsantrasyon, <ol¢im limiti (LOQ)-
6.93ug kg™ arasinda degismekte olup, pozitif numunelerin iki tanesi, dogrudan insan tiketimine
zararli olacagi tahmin edilen OTA icin 5 ug kg™ maksimum limiti gecmistir. Celtik rneklerinin
2'sinde (%10) OTA tespit edilmistir. Konsantrasyon, <LOQ-5.44ug kg™ arasinda degismekte
olup, pozitif numunelerin bir tanesi, dogrudan insan tiiketimine zararli olacagi tahmin edilen
OTA igin 5 pg kg™ maksimum limiti asmistir. Genel olarak elde edilen sonuglar, Tirk Gida
Kodeksi (TGK) ve Avrupa Birligi (AB) Maksimum Kalinti Limitleri (MRL)'nin altinda degerlerdir.

Quantitative Determination of Ochratoxin A in Wheat and Rice and Validation

Study
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Abstract. In this study, wheat and rice were evaluated for the presence of Ocratoxin A (OTA).
Wheat samples were obtained from Mersin and rice samples were obtained from farmers in
Edirne and Canakkale. OTA was determined by high performance liquid chromatography (HPLC)
method. OTA was detected in 3 of the wheat samples (15%). The concentration ranged from
<LOQ - 6.93 pg kg™, with two of the positive samples exceeding the maximum limit of 5 ug kg”
! for OTA, which is predicted to be harmful to human consumption. OTA was detected in 2
(10%) of rice samples. The concentration ranged from <LOQ to 5.44 ug kg™, one of the positive
samples exceeding the maximum limit of 5 pg kg™ for OTA, which is predicted to be harmful to
direct human consumption. Generally, the results are below the Turkish Food Codex (TGK) and
European Union (EU) Maximum Residual Limits (MRL).
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GiRIS

Gida kaynakl patojenlerin yani sira, mikotoksinlerle kontaminasyon, tahil ve tahil Griinlerinin glvenligini ve
kalitesini etkileyen en ciddi problemlerdendir. En dnemli gruplar, Aspergillus ve Penicillium cinsine ait olan kufler
tarafindan Uretilen aflatoksin (AFS) ve okratoksin A'dir.

Bugday (Triticum aestivum L.), diinya capinda tiketilen baslica tahildir. Bugday ve bugdaydan tiretilmis
Urlnlerin tiketimi Avrupa‘da (109 kg/kisi/yil), italya'da (146 kg/kisi/yil) (FAO/INFOODS, 2012), Turkiye'de ise 182
kg/kisi/yil olarak (TUIK, 2017) kaydedilmistir. Bugday ekmek, makarna, kahvalti gevrekleri, biskiiviler, kekler ve
hamur isleri olarak tiiketilen, temel malzemesi nisasta olan iyi bir kompleks karbonhidrat kaynagidir. Ayni zamanda
bira ve diger alkolli iceceklerin imalatinda da kullanilir. Bugday ve tahillar, hem tarlada hem de depolama sirasinda
mantar kontaminasyonuna genellikle hassastir, bu nedenle tahillarin kirlenmesine neden olur. Diinyada Uretilen
gidalarin en az % 60'inin tahil mahsullerinden kaynaklandigr géz 6niine alindiginda, mikotoksin sorunu bu
nedenle oldukca dnemlidir (De Koe ve Juodeikiene, 2012). OTA Aspergillus ve Penicillium gibi mikotoksin Ureten
birkac tir tarafindan Uretildiginden sik sik yiyecek ve cesitli iceceklerin tahillar iceren, kahve, kakao, baharat, bira,
sarap, UzUm suyu ve kuru meyveler gibi Urlinlerde sik¢a arastirilmasi gerekmektedir (EFSA, 2004). OTA, gesitli
hayvan ve insanlara karsi hepatotoksik, genotoksik, teratojenik ve imminotoksik ézelliklere sahiptir (El Khoury ve
Atoui, 2010). Ayrica, Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC) OTA'yi insan kaynakli kanserojen olarak
siniflandirmistir (Grup 2B) (IARC, 1993).

Penicillium verrucosum kontaminasyonu hasat islemi sirasinda ve kritik olarak kurutma ve depolama sirasinda
ortaya ¢ilkmaktadir (Lund ve Frisvad, 2003). Mantar biylimesini ve mikotoksin olusumunu etkileyen bircok faktor
olmasina ragmen, iklimlendirmenin, mantar ve mikotoksin olusumunda en dnemli faktér oldugu bilinmektedir
(Magan ve ark., 2003).

Asil OTA kaynaklari arasinda tahillar, baharatlar, kahve, cay, sarap ve bira bulunur, bu nedenle bu tahillarin ve
tahillardan tiretilmis Grtinlerin tiketilmesinden dolayi glinlik olarak bu mikotoksin aliminin % 50'sini temsil eder
(Gareis, 2003). Tahil bazli gida Grinlerinin tiketimi yoluyla tiketicileri OTA'ya maruz kalmaktan korumak igin, bazi
ulkeler cesitli gida maddelerinde maksimum seviyeler belirlemistir. Ozellikle, Avrupa Birligi, ¢ig tahil taneleri
icin izin verilen azami 5 pg kg™, dogrudan insan tiiketimine yénelik tim tiiretilmis tahil bazl Grinler icin 3 pg kg°
! ve bebek gidalari ve islenmis tahil bazinda 0.5 ug kg™ seviyelerini belirlemistir (EC, 2006; EC, 2012).

Gida glivenligi icin OTA'nin hizl bir sekilde tespiti ©nemlidir, bu nedenle hizl OTA taramasi igin uygun analitik
yontemler gelistirmek icin daha fazla caba gosterilmistir. OTA tespiti icin enzime bagl immiino sorbent deneyleri
(ELISA) veya biyosensorler gibi cesitli immiino kimyasal yontemler mevcuttur. Bu yontemler basitlik, kullanimi
kolay, nispeten hizli ve kolay tasinabilirlik gibi genel 6zelliklere odaklanmistir (Chauhan ve ark., 2016; Xu ve ark.,
2016). Son zamanlarda, aptamerler gibi sentetik molekiiller kullanan yenilikci reseptorler, OTA biyosensdrlerinin
gelistirilmesinde (MIP) veya mimotoplar da kullaniimistir ( Ruscito ve ark.,, 2016). infrared spektroskopisi
(IR), kizildtesi (NIR) ve orta kizildtesi (MIR) spektroskopisinin yani sira, tarimsal Grlinlerde mantar kirliliginin
tespiti ve mikotoksinlerin tahmini igin Gmit verici araglar olarak gorilmektedir (Saccon ve ark., 2017; Levasseur-
Garcia, 2018).

Tirkiye'nin iklim sartlar ochra-toksijenik kif olusumuna elverislidir ve bu nedenle mahsuller hem hasat dncesi
hem de hasat sonrasi asamalarinda OTA ile kontamine olabilirler. Bugday ve celtik Tlrkiye'de temel bir gida
maddeleri olup OTA'nin kirlilik seviyesi ile ilgili veriler sinirhdir. Bu calisma, sonraki genis ¢aptaki calismalara bir
on arastirma teskil edecektir.

MATERYAL VE METOT

Arastirmada materyallerinden bugday, Mersin ili ve cevresinde bugday Gretimi yapan 20 ciftciden, celtik ise
Edirne ve Canakkale illerindeki 20 ciftciden kavuzlu olarak temin edilmistir. Numunelerin analizleri yapilincaya
kadar 5 °C'de bekletilmistir. OTA kontaminasyonu AOAC Official Method 2000.03, 2005 ve Ochratest and
Ochratest WB Instruction Manual, 2008 metodu kullanilarak izlenmistir. Metodun uygulama asamalari, numunenin
hazirlanmasi, ekstraksiyon, ekstraktin temizlenmesi (IAK safhasi), ekstraktda bulunan maddelerin ayriimasi
(HPLC'ye enjeksiyon), ayrilan maddelerin tanimlanmasi, sonucun degerlendiriimesi ve hesaplanmasi seklinde
yapilmistir.

Standart Maddeler
Bu calismada kullanilan Okratoksin A standardi (Supelco), konsantrasyonu belli olan sertifikali hazir standarttir.
Hazir olarak alinan 6 ml'lik 1 ug ml™ sertifikali standarttan &nce 50000 ppb ana stok, sonra 50 ppb ara stok ve
sonra calisma standartlar hazirlanmistir. 50000 ng ml™"'lik okratoksin A ana stok standarttan birinci diizey ara stok
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500 ng ml™" olarak ve buradan da ikinci diizey ara stok 50 ng ml™"lik konsantrasyonda standart hazirlanmistir.
Birinci diizey 500 ppb'lik 25 m ara stok hazirlamak icin 50000 ppb’lik ana stok ¢ozeltisinden 25 ml'lik balon jojeye
250 uL alinip ve methanol ile balon joje hacmine tamamlanmustir. ikinci Diizey 50 ppb'lik 10 ml ara stok hazirlamak
icin, birinci diizey 500 ppb'lik ara stok ¢ozeltisinden 10 ml'lik balon jojeye 1 ml alinip ve methanol ile balon joje
hacmine tamamlanmistir. Hazirlanan ikinci diizey ara stoktan 0.25 ng mI™lik (ppb), 0.5 ng mlI™"lik (ppb), 1 ng ml"
ik (ppb), 3 ng ml™"lik (ppb), 5 ng ml"lik (ppb), 10 ng ml™"lik (ppb), 20 ng ml"lik (ppb) gibi farkli
konsantrasyondaki ¢alisma standartlar hazirlanmustir.

HPLC Sartlart

HPLC'nin calisma sartlari asagida verilmistir; Kromatografik analiz, bir LC-20ADpump, bir SIL-20AHT otomatik
ornekleyici, bir DGU-20A3 cevrimici degazdr ve CBM- ile donatilmis fliioresan dedektdr (Shimadzu RF-20AXL) ile
birlestirilmis bir Shimadzu (Tokyo, Japonya) sivi kromatografik sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Toksinin
saptanmasi, sirasiyla 360 ve 440 nm uyarma ve emisyon dalga boylarina sahip flloresan ile gergeklestirilmistir.
Kolon sicakligi 45 °C'ye, enjeksiyon hacmi 100 ml'ye ayarlanmistir.

Kalibrasyon Grafiginin Cizilmesi
Okratoksin A calisma standart ¢ozeltisi ilgili metotta bildirilen, HPLC sartlarinda cihaza enjekte edilmistir. Her
bir calisma standart konsantrasyonlarina karsilik gelen alikonma siiresine gore, piklerin integrasyonu yapilarak

Kullandan Kimyasal Maddeler

HPLC'de kullanilan metanol, asetonitril ve PBS (Phosphate Buffered Saline) HPLC safliginda Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA), asetik asit HPLC safliginda Merck (Darmstadt, Almanya), Okratoksin A standardi (Supelco,
Almanya), 18.2 MQ direngli ultra saf su, bir Milli-Q saflastirma sistemi (Millipore, Molsheim, Fransa) temin
edilmistir.

Numunenin Hazirlanmas: ve Analizi

Bugday ve celtik numuneleri, 6gitildikten sonra homojen hale getirilmistir. Ekstraksiyon islemi icin 50 g
numune tartilip, Uzerine 100 ml asetonitril:su (60:40) cozeltisi ilave edilip, blenderda 1 dakika ylksek devirde
kanstiriimistir. Ekstrakt, kath filtre kagidindan gegirilip, filtrat temiz bir meziirde toplanmistir. Elde edilen karisim
tekrar filtre kagidi yardimiyla stizGlmustur. Ekstrakti seyreltmek icin, siiztintiden 10 ml alinip, tzerine 40 ml PBS
ilave edilip karistirilmistir. Sonra karisim cam mikrofiber filtreden gegirilip, filtrat temiz bir mezlrde toplanmistir.
Kolon kromatografisi asamasi icin, bu karisimin 10 ml si, 1 damla sn™" lik akis hiziyla immunoaffinite kolondan
gecirilip ardindan sirasiyla 10 ml PBS ve 10 ml distile su immunoaffinite kolondan gecirilmistir. immunoaffinite
kolondan siringa yardimiyla 1.5 ml metanol ve 1.5 ml su gegirilerek son temizleme islemi yapilip, elde edilen
stzlintl viale alinarak HPLC'ye enjeksiyon yapilmistir. Stzintu kuguk viale alinip ve HPLC cihazina analiz yapmak
Uzere verilmistir (HPLC'ye 100 pl enjekte ettirilmistir). Sonucta 1 g 6rnek 3 kat seyreltilmis olur, burada seyreltme
faktord 3'dir. Cihaza seyreltme faktori yazilip, ¢ikan pikin integrasyonu alinarak sonug ppb olarak hesaplanmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Tayin limiti (LOD) ve 6l¢lim limiti (LOQ) calismasi igin kor drnede 1 ppb diizeyinde Okratoksin A (OTA) standardi
eklenerek 24 adet geri alma calismasi yapilmistir. Tayin limiti ve &l¢iim limiti 1 nolu formile gore hesaplanmig
olup Cizelge 1'de verilmistir.

Tayin Limiti= 3 x s, Ol¢im Limiti= 10 x s, s: Standart Sapma (M)

Cizelge 1. Tayin limiti (LOD) ve 6l¢iim limiti (LOQ) calismalarina ait veriler.
Table 1. Data on the limit of determination (LOD) and measurement limit (LOQ).

Analiz No OTA Analiz No OTA
1 0.837 13 0.96
2 0.863 14 0.962
3 0.865 15 0.99
4 0.866 16 0.992
5 0.869 17 0.996
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Cizelge 1. Devam.

Table 1. Continue.
Analiz No OTA Analiz No OTA
6 0.888 18 1.012
7 0.899 19 1.029
8 0.916 20 1.032
9
10
1
12
ORTALAMA 0.957
s 0.074
LOD (3*s) 0.222
LOQ (10%s) 0.74

Lineer Ol¢giim Araligi

Lineer 6lcim araligini belirlemek amaciyla; Okratoksin A standartlari 0.25 ppb, 0.75 ppb, 1.5 ppb, 3 ppb, 5 ppb,
10 ppb ve 20 ppb konsantrasyon diizeylerinde olmak lizere 7 farkli konsantrasyonda her biri 3'er defa hazirlanarak
HPLC cihazina enjekte edilmis ve kalibrasyon grafigi Sekil 1'deki gibi cizilmistir. Okratoksin A igin korelasyon
katsayisi (r*)= 0.9993

.| OTA,FLD1A
T ]  Area = 0.5504793*Amt +0.1925607
Area - Rel. Res%(1): 5.0878e-1
10 <
8 —
6 —
4
2
0- | Correlation: 0.99930
(0] 10 Amount[ppb]

Sekil 1. HPLC cihazina ait kalibrasyon grafigi.
Figure 1. Calibration graph of the HPLC instrument.

Kesinlik

Tekrarlanabilirlik

Farkli iki giinde bugday ve celtik 6rneklerinde 6'sar adet 1 ppb ve 5 ppb konsantrasyon diizeylerinde okratoksin
A geri kazanim calismalar yapilmistir. Tekrarlanabilirlik limiti icin, bugday ve celtik 6rneklerinde 1. ve Il. glinin
verileri, ayri ayr 2 nolu formdile gore hesaplanmistir:

r= 2.8 x sr, r: Tekrarlanabilirlik limiti, sr: Standart sapma 2)
Tekrarlanabilirlik calismalarindan elde edilen veriler ve sonuglar Cizelge 2 ve Cizelge 3'de verilmistir.

Cizelge 2. Okratoksin A icin |. giin tekrarlanabilirlik verileri.
Table 2. Repeatability data first day for OTA.

Okratoksin A Bugday Celtik

Analiz No 1 ppb 5 ppb 1 ppb 5 ppb
1 0.996 4774 0.726 14.366
2 1.081 5.108 0.739 5.392
3 0.951 5.397 0.899 5315
4 0.916 5.345 0.888 4.661
5 0.925 4.594 1.091 5.215
6 0.923 4.843 0.863 5.399
ORT 0.965 43.835 0.868 5.229
s 0.064 0.325 0.133 0.287
RSD 0.066 0.065 0.153 0.055
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Cizelge 2. Devam
Table 2. Continue.

Okratoksin A Bugday Celtik
Analiz No 1 ppb 5 ppb 1 ppb 5 ppb
%RSD 6.613 6.488 15.283 5.487
Horwitz 45.496 35.508 46.232 35.281
Tekrarlanabilirlik limiti 0.179 0.91 0.371 0.803
Cizelge 3. Okratoksin A icin Il. gtin tekrarlanabilirlik verileri.
Table 3. Repeatability data second day for OTA.
Okratoksin A Bugday Celtik
Analiz No 1 ppb 5 ppb 1 ppb 5 ppb
1 0.962 5.008 1.049 4.809
2 0.992 4.386 0.99 4.950
3 0.865 4.809 0.869 5.218
4 0.932 4713 0.96 5.168
5 1.033 5.371 0.837 4.813
6 0.866 4.300 1.012 5.367
ORT 0.942 4.765 0.953 5.054
s 0.068 0.398 0.083 0.231
RSD 0.072 0.083 0.087 0.046
%RSD 7.200 8.347 8.734 4.570
Horwitz 45.666 35.778 45.585 35.461
Tekrarlanabilirlik limiti 0.19 1.114 0.233 0.647

Tekrar Uretilebilirlik

Bugday ve celtik orneklerinde, I. ve Il. gliin tekrarlanabilirlik verileri, tekrar Uretilebilirlik verisi olarak
degerlendirilmistir. Tekrar uretilebilirlik limiti (R); 3 nolu formdiile gore hesaplanmistir.

R=28 x sR

3)

iki analistin 1 ppb ve 5 ppb konsantrasyon diizeylerindeki bugday ve celtik érneklerindeki sonuclardan elde
edilen standart sapmalar F testi yoluyla test edilmistir. Aralarindaki fark édnemsiz bulundugundan matriksler
birlestirilerek swiresik hesaplanmis ve 1 ppb ve 5 ppb dizeyinde ayri ayri tekrar Gretilebilirlik standart sapmalari elde

edilmistir. Bugday ve celtik 6rneklerinde Okratoksin A icin tekrar Uretilebilirlik verileri Cizelge 4'de verilmistir.

Cizelge 4. Bugday ve Celtik 6rneklerinde Okratoksin A icin tekrar Uretilebilirlik verileri.

Table 4. Reproducibility data for Ochratoxin A in wheat and rice samples.

OTA 1 ppb 5 ppb
Bugday Celtik Bugday Celtik
Analiz No 1. glin 2. giin 1. giin 2. giin 1. giin 2. giin 1. giin 2. gln
(ppb) (ppb) (ppb) (ppb) (ppb) (ppb) (ppb) (ppb)
1 0.996 0.962 1.029 1.049 4.774 5.008 May.39 4.809
2 1.081 0.992 1.032 0.99 5.108 4.386 5.392 4.950
3 0.951 0.865 0.899 0.869 5.397 4.809 5.315 5.218
4 0.916 0.932 0.888 0.96 5.345 4713 4.661 5.168
5 0.925 1.033 1.091 0.837 4.594 5.371 5.215 4813
6 0.923 0.866 0.863 1.012 4.843 4.300 5.399 5.367
ORT 0.954 0.96 4.887 5.141
s 0.064 0.085 0.369 0.265
RSD 0.067 0.089 0.076 0.051
% RSD 6.711 8.904 7.556 5.145
Horwitz 45.58 45.534 35.641 35.37
S birlesik 0.075 0.321
RSD birlesik 0.079 0.065
TU Limiti 0.211 0.899
Dogruluk

Bu amacla farkli iki giinde bugday ve celtik 6rneklerinde 6'sar adet 1 ppb ve 5 ppb konsantrasyon diizeyinde
geri kazanim calismalar yapilmis ve % hata 4 nolu formile gore hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 5 ve Cizelge

6'da verilmistir.
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% Hata (Bias) = [(Xi — Xy) / Xd x 100, Xi: Olciilen degerlerin ortalamalari, Xt: Gercek deger  (4)

Cizelge 5. Okratoksin A icin |. glin % Hata verileri.
Table 5. % Error data first day for OTA.

\.giin DOGRULUK
Bugday Celtik
Analiz No 1 ppb 5 ppb 1 ppb 5 ppb
1 0.996 4774 0.726 5.390
2 1.081 5.108 0.739 5.392
3 0.951 5.397 0.899 5.315
4 0.916 5.345 0.888 4.661
5 0.925 4.594 1.091 5.215
6 0.923 4.843 0.863 5.399
Xi 0.965 5.010 0.868 5.229
Xt 1.000 5.000 1.000 5.000
% Hata -3.467 0.203 -13.233 4.573
Cizelge 6. Okratoksin Aicin Il. Gin % Hata verileri
Table 6. % Error data second day for OTA.
IL.giin DOGRULUK
Bugday Celtik
Analiz No 1 ppb 5 ppb 1 ppb 5 ppb
1 0.962 5.008 1.049 4.809
2 0.992 4.386 0.99 4.95
3 0.865 4.809 0.869 5.218
4 0.932 4713 0.96 5.168
5 1.033 5.371 0.837 4813
6 0.866 4.300 1.012 5.367
Xi 0.942 4.765 0.953 5.054
X 1.000 5.000 1.000 5.000
% Hata -5.833 -4.71 -4.717 1.083

Geri Kazamum
Geri kazanim igin dogruluk calismasinda elde edilen veriler kullanilmis ve hesaplanan % geri alma sonuclari
Cizelge 7 ve Cizelge 8'de verilmistir. Geri alma orani 5 nolu formiile gore hesaplanmistir.

% R = [(CF - CU) / CA] x 100, CF: Standart eklenmis kor 6rnek 6lclim sonucu,
CU: Standart eklenmemis kor 6rnek 6l¢iim sonucu, CA: Eklenen standart miktari. (5)

Cizelge 7. Bugday ve celtik 6rneklerinde Okratoksin A (1 ppb) icin geri alma verileri.
Table 7. Recovery data for OTA (1 ppb) in wheat and rice samples.

. OTA
Analiz No Sonug (ppb) % Geri Alma % Geri Alma
1 0.996 99.6 0.996
2 1.081 108.1 1.081
3 0.951 95.1 0.951
4 0.916 91.6 0.916
5 0.925 92,5 0.925
6 0.923 92.3 0.923
7 0.962 96.2 0.962
8 0.992 99.2 0.992
9 0.865 86.5 0.865
10 0.932 93.2 0.932
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Cizelge 7. Devam.
Table 7. Continue.

. OTA

Analiz No Sonug (ppb) % Geri Alma % Geri Alma
1 1.033 103.3 1.033
12 0.866 86.6 0.866
13 1.029 102.9 1.029
14 1.032 103.2 1.032
15 0.899 89.9 0.899
16 0.888 88.8 0.888
17 1.091 109.1 1.091
18 0.863 86.3 0.863
19 1.049 104.9 1.049
20 0.99 99 0.99
21 0.869 86.9 0.869
22 0.96 96 0.96
23 0.837 83.7 0.837
24 1.012 101.2 1.012
ORT 1.047 95.671 0.957
s 0.32 7.391 0.074

Cizelge 8. Bugday ve celtik drneklerinde Okratoksin A (5 ppb) igin geri alma verileri.
Table 8. Recovery data for OTA (5 ppb) in wheat and rice samples.

OTA
Analiz No Sonug (ppb) % Geri Alma % Geri Alma

1 4774 95.48 0.955
2 5.108 102.16 1.022
3 5.397 107.94 1.079
4 5.345 106.9 1.069
5 4.594 91.88 0.919
6 4.843 96.86 0.969
7 5.008 100.16 1.002
8 4.386 87.72 0.877
9 4.809 96.18 0.962
10 4713 94.26 0.943
11 5.371 107.42 1.074
12 4.300 86.00 0.86

13 5.390 107.8 1.078
14 5.392 107.84 1.078
15 5.315 106.3 1.063
16 4.661 93.22 0.932
17 5.215 104.3 1.043
18 5.399 107.98 1.080
19 4.809 96.18 0.962
20 4.950 99.00 0.99

21 5218 104.36 1.044
22 5.168 103.36 1.034
23 4813 96.26 0.963
24 5.367 107.34 1.073
ORT 5.014 100.288 1.003
s 0.34 6.798 0.068

Belirsizlik Kaynaklar: ve Hesaplamalart
Metodun belirsizlik kaynaklari, 6rnek tartimindan gelen belirsizlik, 6rnek hacminden gelen belirsizlik, standart
hazirlamadan gelen belirsizlik, kalibrasyon egrisinden gelen belirsizlik, kesinlikten gelen belirsizlik ve dogruluktan
gelen belirsizlik seklinde tanimlanmistir. Validasyon sirasinda elde edilen veriler Gizerinden gerceklestirilen 6lglim
belirsizligi hesaplamalarinda; tartim ve hacim belirsizlikleri gibi bilesenlerin etkileri tekrarlanabilirlik ve tekrar
uretilebilirlik sonuclarina zaten yansidigindan, bu bilesenlerden gelen belirsizlikler ayrica hesaplamalara dahil
edilmemistir.
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Dogruluktan Gelen Belirsizlik
1 ve 5 ppb'lik geri alma sonuglarinin ortalamasi ve standart sapmasi bulunmus, t testine gére hesaplanmistir.

_|1—§| 6
t= e (6)

R: Geri alma oranlarinin ortalamasi
u(R): Geri alma oranlarinin ortalamalarinin standart sapmasi (yani s/+/n)

Okratoksin A (1 ppb)

1 ppb bugday ve celtik drneklerinde Okratoksin A icin; bulunan t= 2.870 dederi. t'nin % 95 glven araliginda.
t- dagihmi kritik degeri ile karsilastirilmistir. Elde edilen t degerleri n-1=23 icin t degeri 2.069'dir. Sonu¢ olarak.
geri alma oranlarinin ortalamasinin 1'den farki dnemli bulunmustur. Bu durumda belirsizlik, u(R), 7 nolu formlle
hesaplanmistir.

uR) = u(R) = s/vn ()

u(R): Geri alma oranlarinin ortalamalarinin standart sapmasi, u(R): Geri almadan gelen belirsizlik, s: Geri
alma oranlarinin standart sapmasi, n: Yapilan analiz tekrar sayisi, k: Genisletilmis belirsizlik hesabinda kullanilan
kapsama faktori, u(R) = s/vn = 0.015.

Okratoksin A (5 ppb)

5 ppb bugday ve celtik drneklerinde Okratoksin A igin; bulunan t= 0.207 degeri, t'nin %95 gliven araliginda. t-
dagihm kritik degeri ile karsilastiriimistir. Elde edilen t degerleri n-1=23 icin t degeri 2.069'dir. Geri alma
oranlarinin ortalamasinin 1'den farki 6nemsiz bulunmustur. Bu durumda belirsizlik, u(R), 8 nolu formiille
hesaplanmistir.

_. _ tkritxu(R)

u®) =—73¢ ®)

u(R) = (2.069 x 0.014)/1.96 = 0.015
Kesinlikten Gelen Belirsizlik
1 ve 5 ppb'lik tekrar Gretilebilirlik calismalarindan elde edilen rolatif standart sapmalar, RSD birlesik. kesinlikten

gelen belirsizlik olarak alinmistir.

Birlestirilmis Belirsizlik
Birlestirilmis belirsizlik sonuglar Cizelge 9'da verilmistir.

Cizelge 9. Belirsizlik sonug tablosu.
Table 9. Uncertainty result table.

Belirsizlik Bilesenleri 1 ppb 5 ppb
Dogruluk 0.015 0.015
Kesinlik 0.079 0.065
Birlestirilmis Belirsizlik 0.08 0.067
Genisletilmis Belirsizlik (%95 giivenle, k=2) 0.16 0.13

Cizelge 10. Okratoksin A icin performans kriterleri.
Table 10. Table of performance criteria for OTA.

Limit (ug/kg) RSD: (%) Okratoksin A

RSDR (%) Geri Alma (%)
<1 <40 <60 50-120
1-10 <20 <30 70-110

Yapilan calismalar sonucunda elde edilen verilere gore geri alma, tekrarlanabilirlik, tekrar Uretilebilirlik
limitlerinin ve % rolatif standart sapma oranlarinin ‘TGK Gidalardaki Mikotoksin Limitlerinin Resmi Kontrolii igin
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Numune Alma, Numune Hazirlama ve Analiz Metodu Kriterleri Tebligi'nde (Teblig No: 2011/32) yer alan
“Okratoksin A icin Performans Kriterleri"ne (Cizelge 10) uygun oldugu tespit edilmistir.

Bu calismada 20 bugday 6rneginden 3'liinde (%15) OTA tespit edildi. Konsantrasyon, <LOQ-6.93ug kg™
arasinda degismekte olup, pozitif numunelerin iki tanesi, dogrudan insan tiiketimine zararl olacagi tahmin edilen
OTA icin 5 ug kg™ maksimum limiti gecmistir. Bugdayda mikotoksin bulasmasinin olusmamasi icin % 14.5'ten
daha dusuk bir nem igerigi (islak agirlik temelinde) gereklidir (Magan ve ark., 2003). Tahil taneleri arasinda, bugday
Tirkiye'de en sik OTA ile bulasmis mahsul gibi gériinmektedir. Bugday aslinda Orta Anadolu'da (%32.4), Trakya
bélgesinde (% 17), Glineydogu Anadolu'da (% 13.3) ve Akdeniz bélgesinde (% 12.8) yetistirilmektedir (TUIK, 2014).
Turkiye'nin iklim sartlari ochra-toksijenik kif olusumuna elverislidir ve bu nedenle mahsuller hem hasat dncesi
hem de hasat sonrasi asamalarinda OTA ile kontamine olabilirler (Kara ve ark., 2015). Bugday, Turkiye'de temel
bir gida maddesi olup OTA'nin kirlilik seviyesi ile ilgili veriler sinirlidir.

El-Sayed ve ark. (2003). Misir pazarindan elde edilen 19 adet bugday ve ununda okratoksin A bulunmadigini
tespit etmistir. Abdelhamid (1990). okratoksin A analizi icin 51 bugday numunesinin. %23.5 (12adet) okratoksin
A pozitif. Bugdayda kontaminasyon seviyesi 10 ug kg™ "idi. Abdel-Hafez ve ark. (1990 18 bugdayda Aspergillus (A.
ochraceus), Fusarium, Penicillium ve Alternaria gibi farkli tipte toksijenik mantarlarin varligini géstermistir. Bader
ve ark. (2017) bugday taneleri (izerinde olusan okratoksin A konsantrasyonu. 2009, 2012 ve 2014 yillarinda Kafr
El-Seyh'te sirasiyla 24.9, 25.6 ve 21.4 ug kg™ ' olarak bulunmustur.

Calismamizda 20 adet ¢eltik 6rneginden 2'sinde (%10) OTA tespit edilmistir. Konsantrasyon, <LOQ-5.44ug kg
! arasinda degismekte olup, pozitif numunelerin bir tanesinde, dogrudan insan tiiketimine zararl olacagi tahmin
edilen OTA icin 5 ug kg™ maksimum limiti ge¢mistir. Celtik, suyu seven bir bitkidir ve genellikle cok yiiksek nem
seviyelerinde hasat edilir (%35-50). Bu nedenle, okratoksin tGreten mantarlar tahili kirletebilir ve isleme sirasinda
cesitli seviyelerde OTA Uretebilirler. Calismamizin aksine Aydin ve ark. (2011). Turkiye'de tiketilen 100 piring
numunesinin%72'sinde, LOQ-80.7ug kg™' konsantrasyon araliginda OTA tespit etmislerdir. Bir bagka arastirmada,
OTA Turkiye'den toplanan toplam 6rneklemlerin %38'inde ve maksimum 3.02ug/kg seviyesinde bulunmustur
(BUyukunal ve ark., 2010). Juan ve ark. (2008) 58 pirin¢ numunesinde OTA analizlerini yapmis, ortalama 0.89 ug
kg™ seviyesine sahip, sadece lic numunede (%5.2) OTA saptamistir. Baska bir calismada, pirinc unu icindeki OTA
seviyesinin %18.8 oldugu ve 0.154 ug kg"lik konsantrasyonu oldugu gériilmistiir (Kara ve ark., 2015). Her ne
kadar OTA kontaminasyonu piring icin bugday ve arpa gibi diger tahillara gére daha az bildirilmis olsa da, Fas'ta
yapilan bir calismada piring érneklerinin % 26 sinda 0.036-47ug kg' arahiginda OTA ile kirlenme oldugu
bildirilmistir (Juan ve ark., 2008). Gliney Kore'de yapilan bir diger calismada piring drneklerinin %9.1'inde, yaklasik
2.1-6.0 ug kg™ civarinda OTA ile kirlenme oldugu bildirilmistir (Park ve ark., 2005). ispanya’da yapilan diger bir
calismada piring érneklerinin %13.1'inde 1-27.3ug kg™ araliginda OTA ile kirlenme oldugu bildiriimistir (Gonzalez
ve ark., 2006).

SONUC

Uygulanan analitik ydontem, OTA'nin belirlenmesi icin bugday ve celtikte basarili bir sekilde dogrulanmistir.
Calismamizdan elde edilen sonuglar géz 6niine alindiginda, Tirk Gida Kodeksi tarafindan belirlenen limitler
dahilinde (5ug kg™") bugday ve celtik érneklerinde OTA analizlerinin sonucunun bugdayda iki numune, celtikte bir
numune hari¢ uygun oldugu sonucuna varilmistir. Avrupa Parlamentosu tarafindan éngorilen teknik standartlar
ve kurallar g6z éniine alindiginda (3 ug kg™") bugdayin 8 drnegi (%40), celtikte ise 4 6rnedi (%20) hari¢ uygun
oldugu sonucuna varilmistir. Bu anlamda tiketicilerin bugday ve celtikten Uretilen Grlinlere de gida giivenligi
baglaminda guvenilebilecedi sonucuna varilabilir.

Bununla birlikte, bu calismanin iki farkli 6rnek grubuna odaklanan bir 6n arastirma oldugu vurgulanmalidir. Bu
arastirmaya, 6rnegin saklama stresi boyunca kalite ve giivenlik parametrelerini inceleyerek devam etmek ilging
olacaktir. Ayrica OTA'ya toplam maruziyeti tahmin etmek icin farkli gidalar Gizerinde ve daha fazla 6rnek lizerinde
calismalara ihtiyag vardir.

CIKAR CATISMASI

Yazar olarak makalenin planlanmasi, yiritilmesi ve yazilmasi konusunda herhangi bir ¢ikar catismasi
olmadigini beyan ederim.

YAZAR KATKISI

Yazar olarak makalenin planlanmasi, ylritilmesi ve yazimi tarafimca yapilmistir.
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